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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo estudar diferentes tecnologias na extracdo de 6leo da
semente de gergelim e de compostos fendlicos e proteinas da torta de gergelim. Este estudo
esta dividido em quatro partes. O objetivo da primeira parte do trabalho foi extrair compostos
fenolicos de diferentes tortas de nozes e sementes nas mesmas condicdes e comparar o teor de
tais compostos e a atividade antioxidante dos extratos. Nessa fase, foram utilizadas nos
experimentos tortas das sementes de girassol, linhaca e gergelim, e das nozes améndoa, peca,
macadamia e aveld. O extrato da torta de noz pecd apresentou o maior teor de todos os
compostos fenolicos analisados, seguido pelo extrato da torta de semente de girassol e de
avela. Essas amostras também apresentaram as maiores atividades antioxidantes. As etapas
seguintes do trabalho focaram-se no gergelim. A segunda parte do trabalho teve como
objetivo a otimizacdo da extracdo, pela metodologia convencional, de fendlicos totais e
lignanas da torta de gergelim. Inicialmente, um modelo polinomial de segunda ordem foi
utilizado para predicéo dos resultados, mediante a variacdo da temperatura, concentracao de
etanol e razdo, solido/solvente. As variaveis de resposta foram as concentracfes de fenolicos
totais, de sesamina e de sesaminol triglicosideo e a atividade antioxidante dos extratos
obtidos. Entre os compostos analisados, o sesaminol triglicosideo esta presente em maior
quantidade na torta de gergelim. A razdo sélido/solvente e a concentracdo de etanol foram os
fatores que mais afetaram a extracdo, enquanto a temperatura demonstrou uma influéncia
reduzida. Na terceira etapa, 0 escopo da pesquisa foi a avaliacdo de metodologias alternativas
na extracdo desses mesmos compostos e, também, de proteinas. As tecnologias usadas foram
as de campo elétrico pulsado (CEP) e de descargas elétricas de alta tensdo (DEAT). A analise
da aplicacdo de CEP e de DEAT foi realizada usando essas tecnologias como pré-tratamentos
ao processo de extracdo com solvente. Os resultados demonstraram que as técnicas foram
eficazes e aumentaram os rendimentos do processo para fendlicos totais, lignanas e proteinas
da torta. O uso de diferentes porcentagens de etanol também se mostrou significativo nessa
etapa, entretanto, esse efeito foi reduzido quando utilizadas as tecnologias elétricas. Da
mesma forma, o efeito da temperatura na etapa difusiva foi menor quando os pré-tratamento
foram utilizados. Os comportamentos observados sugerem que a aplicacdo de CEP e DEAT
aumenta a eficiéncia da extracdo de compostos de interesse. Por fim, na quarta parte do
trabalho, objetivou-se melhorar a eficiéncia do processo de extracdo do Oleo de gergelim
aplicando as tecnologias previamente citadas. Esses experimentos demonstraram um efeito
significativo dos tratamentos de CEP e DEAT e um aumento na quantidade de 6leo extraido
com o aumento da energia aplicada as sementes. O uso de DEAT gerou um aumento maior na
quantidade de dleo extraido, se comparado a tecnologia de CEP.

Palavras chave: extracdo; tortas; gergelim; campo elétrico pulsado; descargas elétrica de alta
tensao.






Abstract

The goal of the present work was to study different technologies in the extraction of oil from
sesame seed and phenolic compounds and proteins from sesame cake. This study is divided in
four parts. The first part aimed to extract water-soluble compounds from different seed and
nut cakes under the same conditions and compare the phenolic content and antioxidant
activity of the extracts. For the first portion of the study, seed cakes of sunflower, pumpkin,
flaxseed and defatted sesame, and nut cakes of almond, pecan, macadamia and hazelnut were
used in the experiments. The extract from pecan nut cake presented the highest amounts of all
compounds analyzed, followed by sunflower seed and hazelnut cake extracts. These samples
also had the highest antioxidant activities. The following steps of the work focused on sesame
only. The second part of the work aimed to optimize the extraction of total phenolics and
lignans from sesame seed cake. Initially, a second-order polynomial model was set up to
predict the responses in different temperatures, solid/solvent ratios and ethanol
concentrations. The response variables were the concentrations of total phenolics, sesamin,
sesaminol triglucoside and antioxidant activity of the extracts. Among the analyzed
compounds, ST is presented in the highest quantity in sesame cake. Solid to liquid ratio and
ethanol concentration where the most important factors affecting extraction, whereas
temperature showed reduced influence. In the third part of this work, the aim was to evaluate
alternative methodologies in the extraction of phenolics and proteins. The technologies used
were pulsed electric fields (PEF) and high voltage electric discharges (HVED). These
methods were used as pre-treatments, prior to diffusion. Result show that PEF and HVED
were efficient and increased the extraction yield for phenolic compounds, lignans and proteins
from the cake. The use of different percentages of ethanol was also significant in this stage;
however, the effect of this parameter was reduced when the electrical treatments were used. In
the same way, temperature also showed a smaller influence on the results when the pre-
treatments were used. The observed behaviors suggest that the use of PEF and HVED
increases extraction efficiency. Finally, the goal of the last part of the work was to improve oil
expression from sesame seeds, using the aforementioned technologies. These experiments
show a significant effect of both PEF and HVED. It was observed an increase of the amount
of oil extracted with the energy input applied to the seeds. When compared both technologies,
HVED showed a more expressive effect then PEF.

Key-words: extraction; cakes; sesame; pulsed electric fields; high voltage electrical
discharges.
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Introducéo 23

CAPITULO 1- INTRODUCAO

Subprodutos do processamento de alimentos de origem vegetal sdo fontes promissoras
de compostos que podem ser utilizados tanto na industria de alimentos como de farmacos, por
suas propriedades nutricionais e tecnoldgicas favoraveis. Nas Ultimas décadas, a exploragéo
de residuos organicos provenientes de varios setores da agricultura e da inddstria vem se
intensificando; residuos como farelos, cascas, bagacos e sementes de frutas surgem como
potenciais ingredientes para formulacdo de novos produtos. A extracdo e purificacdo de
compostos antioxidantes provenientes de fontes naturais é bastante desejada pois essas
substancias sdo, frequentemente, usadas em alimentos funcionais, aditivos para a industria
alimenticia e na producéo de farmacos e cosméticos. Atualmente, cresce o interesse por esses
produtos, o que torna a producdo e purificacdo de extratos vegetais uma area de grande

interesse, tanto para a industria, quanto para a pesquisa académica.

Paralelamente, o cultivo do gergelim apresenta grande potencial econémico,
principalmente devido ao seu alto teor de éleo. A importancia do cultivo dessa oleaginosa tem
crescido gradativamente a medida que sdo descobertas novas fontes de aproveitamento da
semente e de seus subprodutos. Além de ser rico em 6leo, o gergelim se destaca pelo alto teor
de proteinas, fibras, vitaminas e antioxidantes. Os principais antioxidantes sdo as lignanas,

estando esses compostos presentes no 6leo e na torta da semente.

Tanto a extracdo de 6leo como a de compostos antioxidantes, a partir de matrizes
alimentares, é influenciada por diversos parametros de processo. A escolha apropriada dessas

varidveis pode aumentar significativamente a eficiéncia da extracdo. Cada alimento €
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diferente em sua composicdo e estrutura e, sendo assim, sua interagdo com as diferentes
condicOes de processo (temperatura, tamanho de particula, solvente, entre outras) pode variar
de forma expressiva. Tais possibilidades reforcam a importancia da pesquisa dos processos de

extracdo de diferentes componentes e em diferentes matrizes alimentares.

A técnica cléssica de extracdo de compostos nutracéuticos baseia-se na utilizacdo de
solventes organicos juntamente com a aplicagcdo de calor e/ou agitagdo. Esses solventes,
devido a sua toxicidade, devem ser eliminados previamente a aplicacdo dos extratos em
alimentos, o que eleva o custo e 0s gastos energéticos do processo. Além disso, para melhorar
a penetracdo dos solventes nos alimentos durante a extracdo, € necessario um aumento na
temperatura, tornando o processo ainda mais dispendioso. Para a extragcdo de 6leo de sementes
podem ser utilizadas as metodologias de prensagem e extracdo com solventes. A tecnologia
de prensagem evita 0 uso de solventes mas apresenta, contudo, rendimento mais baixo. A fim
de se aumentar o rendimento o gergelim comumente passa por pré-tratamentos, que podem
ser bastante prejudiciais a qualidade dos produtos finais obtidos. As metodologias citadas sdo
eficientes para extracdo de Oleo e compostos bioativos, porém, os processos de extracdo
podem ter seu rendimento melhorado através da aplicagdo de novas tecnologias. O uso de
tecnologias inovadoras para auxiliar na extracdo de compostos fendélicos pode reduzir o uso de
solventes e a necessidade da aplicacdo de altas temperaturas, bem como aumentar a eficiéncia

dos processos e melhorar a qualidade dos produtos finais.

Neste contexto, diversas tecnologias vém sendo estudadas, destacando-se, entre elas,
as de extracdo assistida por campo elétrico pulsado ou descargas elétricas de alta tens&o.
Durante as ultimas décadas, descobriu-se que a aplicacdo de campo elétrico pulsado melhora
a eficiéncia dos processos de extracdo. Verificou-se, também, que ela € minimamente invasiva
durante o processamento de vegetais, evitando alteracfes indesejaveis. Mais recentemente, 0
efeito das descargas elétricas nos processos de extracdo passou a ser estudado com maior
intensidade, ja tendo sido identificado que essa tecnologia pode ser usada em diferentes
aplicagdes e que € eficiente nos experimentos com extracdo. As aplicacfes das tecnologias de
campo elétrico pulsado e de descargas elétricas de alta tenséo estdo associadas a diferentes
fendmenos que tém como consequéncias a ruptura da membrana e/ou da parede celular, entre
outras. Essas mudancas estruturais podem aumentar a transferéncia de massa durante o

processo de prensagem e, também, ao longo do processo difusivo entre sélido e solvente.
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O objetivo geral desse trabalho é estudar a extracdo de compostos bioativos de diferentes
tortas de nozes e sementes e investigar a aplicacdo de tecnologias convencionais e elétricas na
extracdo de componentes do gergelim, objetivando desenvolver processos mais eficazes.

Dentro desse contexto, os objetivos especificos deste trabalho s&o:

e determinar a presenca de diferentes compostos fendlicos e a atividade antioxidante de
tortas provenientes da producdo de 6leos comestiveis;

¢ identificar individualmente alguns dos compostos fendlicos presentes nessas tortas;

¢ identificar e quantificar os compostos fendlicos da torta de gergelim;

e comparar o efeito da tecnologias de extracdo convencional e assistidas por campo elétrico
pulsado ou descargas elétricas de alta tensdo na extracdo de compostos fenolicos e
proteinas da torta de gergelim;

e otimizar os processos de extracdo, avaliando as melhores condicdes para cada parametro
envolvido nos diferentes processos;

e obter um extrato rico em antioxidantes para ser utilizado na producdo de alimentos,
farmacos e cosméticos;

e avaliar o efeito das tecnologias de campo elétrico pulsado e de descargas elétricas de alta
tensdo como pré-tratamentos da prensagem das sementes;

e calcular a difusividade méssica dos compostos para as diferentes tecnologias;

e identificar os compostos fendlicos do 6leo de gergelim;

e reduzir o volume de torta gerado apds a prensagem das sementes;

e a partir das sementes de gergelim, obter uma maior quantidade de Oleo, rico em

compostos bioativos, e uma torta rica em proteinas e compostos fenolicos.

As principais contribuices deste trabalho, no que tange ao seu caréter inovador, s&o o
estudo aprofundado das possibilidades de utilizag&o da semente de gergelim e a aplicacdo de

tecnologias elétricas emergentes no seu processamento.

O presente texto esta estruturado de forma a apresentar a evolucdo do trabalho. No

capitulo inicial (Capitulo 2), é apresentada a fundamentacéo tedrica e a revisao bibliogréfica.

O Capitulo 3 descreve os materiais e métodos empregados na caracterizacdo dos
extratos de diferentes tortas. Por fim, séo apresentados os resultados obtidos e € realizada uma

comparacéo entre as diferentes matérias primas estudadas.
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O Capitulo 4 trata da avaliagdo de diferentes parametros do processo convencional de
extragdo de compostos fendlicos do gergelim; primeiramente é apresentada a metodologia

empregada e, na sequéncia, os resultados desse estudo e as condi¢des 6timas obtidas.

No Capitulo 5, é apresentado o equipamento utilizado para aplicagdo de campo
elétrico pulsado e descargas elétricas de alta tensdo, bem como a metodologia experimental e
a discussdo dos efeitos dessas tecnologias na extracdo de compostos fendlicos e de proteinas

da torta.

No Capitulo 6 deste trabalho, sdo apresentados os materiais e métodos e os resultados
obtidos, demonstrando as implicagcdes da aplicacdo das tecnologias alternativas abordadas

nesse estudo nas sementes de gergelim.

Os capitulos de 3 a 6 sdo compostos por duas partes: a primeira apresenta a secdo de
materiais e métodos descrita de forma detalhada e, na sequéncia, € apresentado o artigo
cientifico originado a partir desta parte do trabalho. Desta forma, a se¢do de materiais e
métodos apresentada nos artigos se repete (ainda que de forma mais sucinta) e sua leitura

pode ser dispensada.

Finalmente, no Capitulo 7 sdo apresentadas as consideracdes finais e sugestdes para

trabalhos futuros nessa area de pesquisa.
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CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados os fundamentos tedricos das tecnologias utilizadas
neste trabalho e é realizada uma revisao bibliografica sobre os assuntos abordados nessa tese.
A revisdo compreende o aproveitamento de residuos industriais, as tortas provenientes da
industria do dleo, a semente gergelim e seus diferentes componentes, bem como 0s processos

de extracao, tanto tradicionais como alternativos.

2.1 Aproveitamento de residuos agroindustriais e compostos antioxidantes

A exploracdo de subprodutos do processamento de frutas e vegetais como fontes de
compostos funcionais e a sua aplicacdo € um campo promissor que requer uma pesquisa
interdisciplinar envolvendo engenharia e quimica de alimentos, nutricdo e toxicologia. A
tecnologia de processamento deve ser otimizada para minimizar a geracdo de residuos e
devem ser desenvolvidos métodos para a melhor utilizagdo dos subprodutos. As técnicas
desenvolvidas precisam poder ser aplicadas em larga escala e ter custo acessivel. Para tal, é
necessaria uma participacdo ativa da inddstria de alimentos com o foco em producdo

sustentavel e gerenciamento de residuos (Schieber et al., 2001).

Compostos extraidos a partir de subprodutos da industria de alimentos podem ser
divididos de forma ampla em: insollveis, como é o caso de algumas fibras entre outros;

hidrossoltveis, como os compostos fendlicos; e lipossoluveis, que é o caso carotenoides
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(Schieber et al., 2001). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios cujos potencias
efeitos na salde humana e atividade antioxidante tém sido amplamente revisados. Esses
compostos serdo abordados na secdo 2.3 de forma mais aprofundada. A capacidade
antioxidante dos compostos fendlicos faz com que eles tenham uma ampla gama de
aplicagdes sendo as principais a prevencdo de reacOes de oxidacdo lipidica em alimentos
contendo oOleos e gorduras e o0 seu uso como ingrediente funcional em alimentos e

suplementos alimentares (Balasundram et al., 2006).

De acordo com a WHO (World Health Organization), o baixo consumo de frutas e
vegetais esté relacionado ao aumento do risco de cancer, doencgas do coracao e infartos. Os
mecanismos de acdo podem envolver varios componentes presentes nos alimentos incluindo
antioxidantes, flavonoides, carotenoides, vitaminas e fibras alimentares (WHO, 2012). Os
alimentos funcionais podem ter, de forma geral, dois tipos de efeitos benéficos: reduzir o risco

de uma doenca ou melhorar uma funcéo fisioldgica especifica (Roberfroid, 2002).

Os consumidores estdo cada vez mais cientes dos problemas de salde relacionados a
dieta e, assim, cresce a demanda por ingredientes naturais seguros e que promovam melhorias
a saude. Entretanto, apesar da crescente percepcdo dos problemas de salude relacionados a
alimentacdo, uma grande parcela da populacdo ndo consome frutas e vegetais suficientes.
Assim, suplementos alimentares e alimentos fortificados podem ser considerados como
alternativas para o consumo dos ingredientes benéficos a salde presentes nos vegetais
(Schieber et al., 2001). Como consequéncia, 0 mercado de produtos nutracéuticos e alimentos
funcionais cresce cada vez mais, alavancando os estudos referentes a fontes naturais de
antioxidantes e suas potenciais aplicagdes nesse segmento (Lachance et al., 2001; Lachance,
2002).

Os alimentos funcionais entraram no mercado global com forca na ultima década e
rapidamente ganharam espago como produtos com elevado valor agregado. O termo alimento
funcional é geralmente utilizado para descrever alimentos que, além de seu valor nutricional,
influenciem fungdes especificas do corpo beneficiando a salde e/ou o bem estar do
consumidor (Kotilainen et al., 2006). De acordo com a RDC n° 7 de 2002 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2002), substancias bioativas sdo néo
nutrientes que possuem acdo metabdlica ou fisioldgica especifica. Dentre os produtos
regulados pela ANVISA estdo os carotenoides, os flavonoides e os polifendis entre outros.

Apesar dessa e de outras defini¢fes, ainda existem discussdes sobre a melhor classificacdo
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dos alimentos funcionais, dificultando uma estimativa do tamanho desse mercado. De acordo
com Kotilainen et al. (2006) estima-se que a fatia de mercado esteja entre US$ 30 e 60
bilhdes. Esse setor teve um grande crescimento, de aproximadamente 10 % ao ano nos
ultimos anos. Produtores japoneses e americanos buscam no Brasil ingredientes ricos em
antioxidantes. Dentre estes, podem ser citados o0 acai, 0 guarand e o0 yacon. O
desenvolvimento de produtos funcionais, atualmente, tem como foco a fortificacdo com
micronutrientes, produtos probioticos e cremes vegetais que reduzam o colesterol (Kotilainen
et al., 2006).

O relatério do projeto Brasil Food Trends 2020 elaborado pela Federagdo das
Industrias do Estado de Sdo Paulo (FIESP) e pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL), que avaliou tendéncia de mercado, revelou que no futuro os consumidores brasileiros
levardo mais em conta a qualidade e o enriquecimento nutricional dos produtos. Entretanto,
uma pesquisa realizada em 2005 (Nutraceuticals World) revelou que companhias
multinacionais ainda sdo dominantes no setor de alimentos funcionais. Os produtores
brasileiros que fazem parte desse mercado dependem da importacdo de vitaminas e
ingredientes bioativos. Essas importacbes chegam a 80 % dos ingredientes funcionais
utilizados, o que causa um aumento nos pregos do produto final e faz com que esses produtos
sejam vendidos com valores 40 a 300 % maiores se comparados aos convencionais
(Kotilainen et al., 2006).

Na industria de alimentos, 0 uso de aditivos sintéticos € cada vez mais rejeitado pelos
consumidores, portanto, os ingredientes funcionais devem, preferencialmente, ser originarios
de fontes naturais. 1sso € particularmente importante para os compostos fendlicos que, em
contraste a maioria dos carotenoides e vitaminas, ndo podem ser sintetizados quimicamente e
precisam ser extraidos de vegetais (Schieber et al., 2001). Além de sua aplicacdo como
ingrediente funcional em alimentos e nutracéuticos, os antioxidantes obtidos a partir de
residuos podem ser usados para aumentar a durabilidade de alimentos, prevenindo a
peroxidacgdo lipidica e protegendo contra o dano oxidativo. O aumento da estabilidade de
Oleos vegetais frente as reacdes de oxidacdo € importante para a inddstria (Moure et al.,
2001).

O desenvolvimento e a comercializacdo de alimentos funcionais requerem esforgos
significativos no ambito da pesquisa. Essas pesquisas devem identificar compostos funcionais

e acessar seus efeitos fisiologicos, levando em consideracdo a biodisponibilidade e as
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mudangas sofridas pelos compostos durante o processamento. Com o aumento do
entendimento em relacdo aos componentes dos alimentos e seus mecanismos fisioldgicos, 0s
produtos podem ser manipulados de forma a se obter uma maior quantidade de beneficios
(Kotilainen et al., 2006).

A obtencdo de antioxidantes naturais provenientes de residuos foi revisada por Moure
et al. (2001). Esse estudo demonstrou que, de forma geral, extratos de origem vegetal
provenientes de residuos tém atividade antioxidante - em alguns casos podendo ser
comparados a antioxidantes sintéticos - e a sua extracdo e aplicagdo pode ser uma alternativa
para obtencdo de antioxidantes naturais. Ainda, mesmo quando os extratos naturais s&o menos
eficientes, 0 seu uso pode ser vantajoso porque 0s niveis maximos de utilizagdo para 0s

produtos naturais ndo sdo 0s mesmos que para 0s antioxidantes sintéticos.

Devido a ampla variedade desses residuos uma grande variedade de compostos
fendlicos pode ser encontrada neles. Entre os residuos que tém sido estudados como fontes de
baixo custo de antioxidantes podem ser citados: bagaco de oliva (Sheabar e Neeman, 1988;
Aliakbarian et al., 2011; Michailides et al., 2011), sementes e bagaco de uva (Torres e Bobet,
2001; Deng et al., 2011; Yilmaz et al., 2011), bagaco e casca de maca (Difieiro Garcia et al.,
2009; Mahawar et al., 2012; Reis et al., 2012), sementes e cascas de frutas citricas (Bocco et
al., 1998; Gorinstein et al., 2001; Gil et al., 2002), residuo da producéo de polpa de cenoura
(Chen e Tang, 1998), subprodutos de cacau (Azizah et al., 1999) e soja (Hosny e Rosazza,
1999), cascas de arroz (Ramarathnam et al., 1989), cascas de trigo (Watanabe et al., 1997),
cascas de améndoa (Takeoka e Dao, 2002), cascas de pistache (Goli et al., 2005), sementes e

pele de tomate (George et al., 2004; Toor e Savage, 2005) entre outros.

2.2 Tortas de nozes e sementes provenientes da industria de 6leo comestivel

Sementes e nozes podem ser consideradas fontes de compostos antioxidantes, como
demonstrado em estudos prévios para a canola (Krygier et al., 1982; Wanasundara et al.,
1994), o gergelim (Shahidi et al., 2006), a linhaca (Oomah et al., 1995), a semente de girassol
(Kubicka et al., 1999), pecéds, améndoas, avelds, e macadadmias (Yang et al., 2009), entre
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outras. As tortas dessas nozes e sementes sao 0s produtos (ou subprodutos) obtidos apds a

extracdo de 6leo das mesmas.

De toda a producdo de tortas provenientes da industria de 6leo comestivel, grande
parte é originaria de paises em desenvolvimento como india, Brasil e Argentina
(Ramachandran et al., 2007). De acordo com dados da FAO (2010), a producéo de tortas no
Brasil passou de 16 milhdes de toneladas, em 1992, para 56 milhdes de toneladas em 2010,
sendo a maior parte desse volume oriunda da inddstria de 6leo de soja. Dentre as nozes e
sementes estudadas neste trabalho, o maior volume de torta é das tortas de girassol e de
gergelim. O éleo dessas sementes € mundialmente consumido em larga escala, em 2011 foram
produzidos 13 milhGes de toneladas de dleo de girassol e 1 milhdo de toneladas de 6leo de

gergelim (FAO, 2011), o que acarreta na producéo de um grande volume de torta.

As tortas de 0leos tém alto valor nutricional, com teor de proteina entre 15 e 50 %. Sua
composi¢do depende da variedade, das condi¢es de cultivo e dos metodos de extragdo do
Oleo. Devido ao seu alto teor de proteina, as tortas sdo usadas como ragdo animal,
especialmente para ruminantes e peixes (Ramachandran et al., 2007). No entanto, esses
subprodutos da industria de 6leo podem ter diversas aplicacdes, que podem agregar valor a
esse produto. As principais aplicacGes para as tortas sdo: 0 uso como ingrediente funcional, a
adicdo em alimentos fortificados e 0 uso como antioxidante natural para alimentos (Weisz et
al., 2009). Entre outras aplica¢fes das tortas estdo a producdo de enzimas, antibidticos,

biopesticidas, vitaminas e outros produtos bioquimicos (Ramachandran et al., 2007).

O estudo de Matthdus (2002) avaliou oito diferentes residuos de sementes apos a
extracdo de 6leo e encontrou compostos fendlicos e alta atividade antioxidante, apontando seu
uso como um antioxidante natural de 6leos e gorduras. Experimentos realizados por Pericin
et al. (2009) demonstraram que a torta derivada da extragcdo de 6leo de semente de abdbora
apresentou maior quantidade de compostos fendlicos apds a remocdo do Oleo quando
comparada a semente contendo o 6leo, evidenciando que estes compostos encontram-se mais
ligados aos componentes da torta do que ao dleo. Ainda, o estudo mostrou que existem mais
compostos fenolicos livres (ndo ligados) na torta do que na semente, sendo esses mais faceis
de extrair. Os subprodutos da industria do azeite de oliva também tém atraido interesse
consideravel como uma fonte de compostos fendlicos, com atencdo especial aos residuos da
moagem. Os fendlicos presentes na oliva sdo distribuidos no 6leo, nos efluentes e na torta

solida, sendo que apenas 1 a 2 % dos fenolicos séo extraidos no 6leo (Rodis et al., 2002).
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De um ponto de vista econdmico, os residuos da extracdo de dleo podem ser fontes
atraentes de diferentes substancias bioativas como glicosinolatos e compostos fendlicos,
sendo a sua retencdo nos residuos bastante significativa (Matthdus, 2002). Apesar da remogéo
dos tocoferois e parte dos fosfolipidios no processo de extracdo do 6leo, o alto teor de
polifendis nos residuos da producdo de dleo demonstra que o processo de extracdo nédo
diminui o teor desses compostos, pois dificilmente os acidos fendlicos se solubilizam na fase
lipidica. Desta forma, fica evidente o grande potencial das tortas como um recurso adequado e
economicamente viavel para a recuperacdo dessa classe de substancias (Matthdus, 2002;
Weisz et al., 2009).

Além da extracdo de compostos fendlicos agregar valor as tortas (Matthdus, 2002),
esse processo, possivelmente, também valoriza as proteinas presentes nas tortas. 1sso ocorre,
pois alguns compostos fendlicos se ligam a grupos de aminoacidos, resultando na reducgéo da
avaliabilidade desses aminoacidos no sistema digestivo (Sabir et al., 1974). Portanto, em
alguns casos, para manter o valor nutricional ao produzir concentrados e isolados proteicos
provenientes das tortas, os compostos fenolicos devem ser removidos (Xu e Diosady, 2002;
Weisz et al., 2009; Soto-Vaca et al., 2012).

2.2.1 Propriedades nutricionais e composi¢ao das nozes e sementes

O consumo de nozes esta ligado extensivamente a uma diminuicdo do risco de
doencas cardiovasculares (Fraser et al., 1992; Hu et al., 1998; Albert et al., 2002; Kris-
Etherton et al., 2002); essa associacdo pode ser explicada pelo seu efeito redutor do colesterol.
Estudos demonstrando a composicdo de acidos graxos de diferentes nozes foram realizados
para améndoas (Hyson et al., 2002), macadédmias (Curb et al., 2000) e pecds (Morgan e
Clayshulte, 2000) entre outras. As nozes inteiras contém uma variedade de constituintes que,
além de ter efeitos cardioprotetores, podem ter efeitos anticancerigenos e na reducdo do risco
de diabetes, produzidos por diferentes mecanismos (Dreher et al., 1996; Yang et al., 2009).
As pesquisas envolvendo nozes tém como foco o perfil lipidico e é reduzido o nimero de
estudos que avaliaram o perfil fitoquimico desses produtos e associando esse perfil a

atividades antioxidantes e antiproliferativas (Dreher et al., 1996; Yang et al., 2009).

Apesar de similaridades no teor de gordura e proteina em alguns casos, nozes e

sementes tém composic¢Ges quimicas bastante variadas. A Tabela 2.1 mostra a distribuicdo de
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macronutrientes de acordo com os dados da base nacional de nutrientes para referéncia padrédo
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2012) para as nozes e sementes
em estudo. Entretanto, cabe ressaltar que essa distribuicdo pode variar de acordo com as

condi¢des ambientais e geograficas.

Tabela 2.1 — Concentracdo dos principais componentes de diferentes nozes e sementes.

Componente Noz

(9/1009) Améndoa Peca Macadamia Aveld Gergelim Girassol Abobora Linhaca
Agua 47 3,5 14 53 47 4,7 2,0 6,7
Proteinas 21,2 9,2 7,9 15,0 17,7 20,8 29,8 18,3
Gorduras totais 49,4 72,0 75,8 60,7 49,7 51,5 49,1 42,2
Carboidratos 21,7 13,9 13,8 16,7 23,5 20,0 147 28,9
Fibra dietética total 12,2 9,6 8,6 9,7 11,8 8,6 6,5 27,3
AcUcares totais 3,9 4,0 4,6 4,3 0,3 2,6 1,3 1,6

Fonte: Lista de composicao dos alimentos da USDA (2012).

Conforme pode ser observado na Tabela 2.1, nozes e sementes séo boas fontes de
gordura, proteinas e fibras. Entretanto, também sdo ricas em micronutrientes, vitaminas,
minerais e fitoquimicos (Rainey e Nyquist, 1997; Yang, 2009). Dentre os fitoquimicos
presentes nas nozes estdo incluidos fitosterdis (presentes na fragdo lipidica), carotenoides,
fenolicos (taninos, acido elagico e curcuma), flavonoides (luteonina, quercetina, miricetina,
campferol e resveratrol), isoflavonas, terpenos, compostos organossulfurados e vitamina E,
entre outros (Bravo, 1998; Kris-Etherton et al., 2002). As sementes também contém variadas
substéncias com atividade antioxidante (Duh et al., 1992; Velioglu et al., 1998). Entre essas
substancias estdo os compostos fendlicos, tais como: derivados dos acidos benzoico e

cinamico, coumarinas, flavonoides e ligninas (Oomah et al., 1995).

A composicao das tortas e a disponibilidade de seus nutrientes variam grandemente,
assim como ocorre para as nozes e sementes. Esses pardmetros dependem da qualidade da
semente ou da noz, do método de extracdo de 6leo, dos parametros de estocagem, entre outros
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fatores (Ramachandran et al., 2007). A seguir, alguns dados para as nozes e sementes

encontrados na literatura serdo apresentados individualmente.

Améndoa: estudos avaliando a composicdo de fendlicos da améndoa revelaram teores de
fenolicos totais de 83 mg EAG/100 g e de flavonoides e taninos de 39,8 e 70 mg EC/100 g,
respectivamente (Venkatachalam e Sathe, 2006; Yang et al., 2009). Entretanto, o teor de
fendlicos totais pode variar com o cultivar ficando entre 58 e 159 mg/100 g (Bolling et al.,
2010a). As quantidades de flavan-3-ols e antocianinas encontradas foram de 0,4 e
2,46 mg/100 g, consecutivamente, quando esses compostos foram analisados utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Harnly et al., 2006). Os principais compostos
encontrados na améndoa foram os &cidos gélico e eldgico (Xie et al., 2012).

Avelad: a composicao da aveld pode variar bastante, de acordo com Shahidi et al. (2007) o teor
de fendlicos dessa noz é de 1370 mg EC/100 g. No entanto, o estudo de Yang et al. (2009),
encontrou um teor de fendlicos totais de 22,5 mg EAG/100 g para a avela. As quantidades de
taninos e flavonoides encontradas na literatura sd&o de 40 e 13,9 mgEC/100 g,
respectivamente (Venkatachalam e Sathe, 2006; Yang et al., 2009). Foram encontrados teores
maiores de flavan-3-ols e antocianinas na aveld, se comparada a améndoa, 1,4 e 6,7 mg/100 g,
consecutivamente (Harnly et al., 2006). Foram encontrados na aveld: acido gélico, acido
cafeico, &cido p-coumarico, acido ferrdlico e &cido sinépico (Shahidi et al., 2007).

Gergelim: os teores de fenolicos de gergelim ficam em torno de 700 mg EAG/100 g de acordo
com Rangkadilok et al. (2010). Valores inferiores (em torno de 260 mg EAG/100 g) foram
encontrados por Silva et al. (2011). Mohdaly et al. (2010), que realizaram um estudo
utilizando torta de gergelim, obtiveram valores ainda menores de fendlicos totais,
81 mg EAG/100 g. A semente de gergelim contém lignofenols e carboxifenols. As principais
lignanas presentes no gergelim sdo a sesamina (200-500 mg/100 g) e a sesamolina (200-
300 mg/100 g), além disso o gergelim tambem contém 4&cidos trans-cafeico, trans-p-
coumarico e trans-ferrulico e tracos de acido p-hidrobenzoico (Dabrowski e Sosulski, 1984;
Shahidi e Naczk, 2004).

Linhaca: para a semente de linhaca, de acordo com Oomah et al. (1995), ap0s a remogéo da
casca, 0 teor de compostos fendlicos pode ser de até 1980 mg EAG/100 g, ficando em geral
em torno de 700 mg EAG/100g. Valores um pouco inferiores foram encontrados por
Velioglu et al. (1998), que encontraram um teor de fendlicos totais de 509 mg de equivalentes
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de &cido ferralico (EAF) por 100 g de linhaga. Os principais compostos encontrados na
linhaca foram os &cidos trans-ferralico e trans-sindpico (Dabrowski e Sosulski, 1984). A
linhaca também contém flavonoides, coumarinas e lignanas, o teor total de flavonoides varia
entre 35 e 71 mg/100 g (Oomah et al., 1995). Estudos recentes envolvendo a semente de
linhaga tém avaliado a extragdo de lignanas dessa semente e os beneficios que esses
compostos trazem a saude (Toure e Xu, 2010; Nemes e Orsat, 2012; Schmidt et al., 2012).

Macadamia: esta noz apresenta teor de fenolicos totais de 36,2 mg EAG/100 g e de taninos e
flavonoides de 10 e 9,4 mg EC/100 g (Venkatachalam e Sathe, 2006; Yang et al., 2009). N&o
foi detectada nessa noz a presenca de flavan-3-ols e antocianinas (Harnly et al., 2006). A
macadamia é uma das nozes com menor teor de compostos fendlicos, o que pode ser
observado no estudo comparativo de Bolling et al. (2010b). Quatro diferentes compostos
fendlicos foram detectados na macadamia acido 2,6-dihidrobenzdico, 2°-hidroxi-4”-metoxi-
acetofenona, 3°,5"-dimetoxi-4"-hidroxi-acetofenona e acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico
(Quinn e Tang, 1996).

Noz pecd: em estudos comparativos com outras nozes, a noz peca sempre apresentou 0s
maiores teores dos compostos fenolicos analisados. O teor de fenolicos totais dessa noz esta
em torno de 1200 mg EAG/100 g, o teor de taninos entre 840 e 2000 mg EC/100 g e o teor de
flavonoides é de aproximadamente 600 mg EC/100 g (Venkatachalam e Sathe, 2006; Yang et
al., 2009; De La Rosa et al., 2010). Por sua vez, os teores de flavan-3-ols e antocianinas,
quando analisados por HPLC, sdo de 8 e 18 mg/100 g, respectivamente (Harnly et al., 2006).
Nos extratos metandlicos de noz pecéd foram identificados acidos gélico, gentisico, vanilico,
protocatecuico, coumarico, siringico, p-hidroxibenzoico e p-hidroxifenilacético. Entre esses o
acido fendlico predominante foi o &cido galico e apenas tragos dos acidos siringico e

coumarico foram encontrados (Shahidi e Naczk, 2004).

Semente de abdbora: estudos envolvendo a semente de abdbora sdo bastante escassos e 0s

teores de compostos fenodlicos dessa semente sdo inferiores aos das demais sementes
estudadas, de acordo com a literatura. O teor de fenolicos da semente de abobora é de
261 mg/100 g e o de taninos é 17 mg/100 g (Zdunczyk et al., 1999; EI-Adawy e Taha, 2001).
Alguns fenolicos presentes nessa semente foram descritos por Koike et al. (2005). Pericin et
al. (2009) demonstraram que a torta de semente de abdbora possui compostos fendlicos livres
de fécil extracdo. Esses autores encontraram na torta acido protocatecuico, p-hidrobenzdico,
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p-hidrobenzaldeido e trans-p-coumérico, sendo o teor total de &cidos fendlicos de
4,32 mg/100 g.

Semente de girassol: esta semente, entre outras sementes, foi também avaliada no estudo de

Matthdus (2002) que encontrou teores de fenolicos totais entre 270 e 3880 mg de
Equivalentes de Acido Galico (EAG) por 100 de semente desengordurada e teores de
flavonoides entre 145 e 1203 mg de Equivalentes de Catequina (EC) em 100g. As
quantidades dos compostos analisados variaram de acordo com o solvente utilizado para a
extracdo. A agua foi o melhor solvente para extracdo de fendlicos totais enquanto uma
solucdo de metanol e agua contendo 70 % metanol foi o solvente mais adequado para a
extracdo de flavonoides. Teores de fenolicos totais proximos a 3000 mg/100 g de compostos
fenolicos foram encontrados por Weisz et al. (2009), entretanto, outros autores relataram
quantidades desses compostos proximas a 1000 mg/100 g (Dabrowski e Sosulski, 1984;
Velioglu et al., 1998). O principal &cido encontrado na farinha desengordurada de girassol foi
0 éacido clorogénico (Dabrowski e Sosulski, 1984). Estima-se que em torno de 70 % dos

compostos fenolicos do girassol esteja presente como acido clorogénico (Sabir et al., 1974).

2.2.2 Propriedades tecnologicas das tortas provenientes da industria de 6leo comestivel

Conforme previamente mencionado, a capacidade antioxidante dos compostos
fenolicos presentes nas tortas faz com que os extratos fendlicos desses produtos tenham
diferentes aplicagdes como ingrediente funcional, suplemento alimentar e como inibidor de

reacOes de oxidacéo lipidica em alimentos.

A deterioracdo oxidativa de gorduras e 6leos em alimentos € responsavel por sabores e
odores rangosos, com consequente decaimento na qualidade nutricional e na seguranca
causado pela formacdo de compostos secundarios potencialmente toxicos. A adicdo de
antioxidantes nesses produtos € necessaria para preservar o sabor e a cor e evitar a destruicdo
de vitaminas (Moure et al., 2001). Em geral, sdo utilizados antioxidantes sintéticos na
conservacdo de alimentos, sendo os mais frequentes: hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), galato de propila e di-t-butil-hidroquinona (TBHQ). Além
desses, tocoferois sdo utilizados como antioxidantes naturais (Moure et al., 2001). No entanto,
estudos revelando a possivel toxicidade do BHA e do BHT, o alto custo de producéo e a baixa

eficiéncia de antioxidantes naturais, como os tocoferdis, aliados ao aumento da consciéncia
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por parte do consumidor com relagdo aos aditivos usados em alimentos, levaram a
necessidade de identificacdo de fontes alternativas naturais e mais seguras para obtencdo de
antioxidantes alimentares (Wanasundara e Shahidi, 1998). E importante ressaltar, entretanto,
que antioxidantes naturais também devem ser avaliados em relacdo a seguranca; nao €
possivel presumir a seguranca desses ingredientes apenas por ocorrerem naturalmente (Moure
etal., 2001).

Entre os exemplos dessa aplicacdo estd o estudo de Leonardis et al. (2003), que
demonstraram que a adi¢do de acido clorogénico proveniente da torta de semente de girassol
retardou o processo de oxidagdo do 6leo de girassol. O &cido clorogénico proveniente das
sementes foi mais eficiente que 0 BHA em baixas temperaturas. Em altas temperaturas, a
eficiéncia do &cido clorogénico proveniente das sementes foi similar a do BHA. De acordo
com os autores, é provavel que o &cido clorogénico presente nas sementes esteja ligado a
proteinas e agUcares reduzindo a sua atividade antioxidante. A hidrélise dos extratos obtidos a
partir da torta de semente de girassol permitiu a quebra dessas ligacdes e revelou que o extrato
hidrolisado € um antioxidante mais efetivo que o BHA, mesmo em altas temperaturas
(Leonardis et al., 2003).

Além dos compostos fendlicos, as fibras e proteinas presentes nas tortas também
podem ser utilizadas como ingredientes. As fibras podem ser usadas para melhoramento ou
enriquecimento nutricional de um alimento. Estudos vém sendo realizados com fibras de
subprodutos como cascas de trigo (Chen et al., 2011) e arroz (Sangnark e Noomhorm, 2004)
para verificacdo de sua possivel aplicagdo como ingrediente na industria de alimentos. Um
exemplo de ingrediente que poder ser produzido a partir de tortas € uma fibra dietética
antioxidante, o sugerida por Saura-Calixto (1998) para o bagaco de uva.

Ainda, as tortas apresentam teor de proteinas de até quase 30 % (de acordo com a
Tabela 2.1), podendo ser utilizadas para a elaboracdo de concentrados e isolado proteicos que
tém como aplicagéo a alimentacdo humana e animal. Uma revisdo sobre a funcionalidade de
produtos proteicos obtidos a partir de sementes utilizadas na producdo de o6leo foi realizada
por Moure et al. Moure et al. (2006). Os autores sugerem que proteinas de origem vegetal sao
alternativas a proteinas de origem animal para alimentacdo e para uso em cosméticos. 1sso se
deve a mais fécil renovacdo da matéria-prima e a variedade de fontes em diferentes regies. O
isolamento das proteinas de sementes é essencial para valorizagdo das tortas (Rodrigues et al.,

2012). Ainda, estudos realizados para obtencdo de ingredientes proteicos a partir de canola
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verificaram que a remog¢do dos compostos fenolicos, além de ter efeito no valor nutricional
das proteinas, melhorou os aspectos de cor e sabor dos isolados de proteina (Xu e Diosady,
2002).

2.3 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos sdo considerados de grande importancia fisiologica e
morfoldgica em plantas e sdo um dos grupos mais recorrentes em fitoquimicos (Bravo, 1998).
Esses compostos estdo presentes em alimentos e séo originarios de uma das principais classes
de metabdlitos secundarios em plantas, sdo derivados da fenilalanina e, em menor quantidade,
da tirosina. Quimicamente, fendlicos podem ser definidos como substancias que possuem um
anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila e seus derivados (Shahidi e Naczk,
2004). Esses compostos formam um dos grupos mais humerosos do reino vegetal, com mais

de 8000 diferentes estruturas conhecidas (Bravo, 1998).

De acordo com Shahidi e Naczk (2004), os compostos fendlicos podem ser divididos
em sete diferentes classes: derivados dos acidos cinamico e benzoico e fendis simples,
coumarinas, flavonoides e estilbenos, lignanas e ligninas, suberinas e cutinas, taninos e, por
fim, tocoferdis e tocotriendis. Entre as mais importantes classes de compostos fendlicos de
baixa massa molecular estdo os fendis simples e os flavonoides. Na classe dos fendlicos
simples sdo bastante comuns os acidos fendlicos (galico, vanilico, siringico, p-
hidroxibenzoico, entre outros) e os aldeidos (vanilina, siringaldeido, p-hidroxi benzaldeido).
Os flavonoides sdo considerados o grupo mais importante, podendo ser dividido em treze
subclasses, contendo mais de 5000 compostos. A Figura 2.1 representa a estrutura basica de
uma molécula de flavonoide. Entre os flavonoides, as flavonas (por exemplo, apigenina,
luteonina, diosmina), os flavonois (quercetina, miricetina e campferol, entre outros) e seus
glicosideos sdo os compostos mais comuns (Bravo, 1998). Alem desses grupos, podem ser
citadas as flavanas, grupo do qual fazem parte as antocianinas, as catequinas e os flavan-3-6is
(Bravo, 1998; Shahidi e Naczk, 2004).
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Figura 2.1 — Estrutura basica de um flavonoide (Bravo, 1998).

Os taninos diferem dos dois grupos anteriormente citados por ter massa molar média
ou alta. Os flavonoides (catequina, epicatequina, por exemplo) sdo 0s constituintes
monoméricos dos taninos condensados. Os taninos sdo moléculas altamente hidroxiladas e
podem formar complexos insolGveis com carboidratos e proteinas. Esses compostos podem
ser divididos em duas classes: taninos hidrolisaveis e condensados. Os taninos condensados,
também chamados de proantocianidinas, sdo oligbmeros e polimeros de flavonoides,
especificamente flavan-3-6is. A estrutura basica de uma molécula de tanino condensado €
apresentada na Figura 2.2. Os taninos hidrolisaveis sdo acidos galicos glicosilados e, de
acordo com a sua nomenclatura, sdo compostos facilmente hidrolisaveis em meios acidos ou
alcalinos ou, ainda, utilizando adgua quente ou enzimas. A hidrolise desses compostos forma

alcool poli-hidrico e &cido fenilcarboxilico (Bravo, 1998; Shahidi e Naczk, 2004).

Figura 2.2 — Estrutura basica de um tanino condensado (Bravo, 1998).
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2.3.1 Propriedades nutricionais e efeitos fisioldgicos dos compostos fendlicos

Estudos mostram que os compostos fendlicos exibem uma ampla variedade de
propriedades fisiologicas como efeitos antialergénico, antiarteriogénico, anti-inflamatorio,
antimicrobiano, antioxidante, antitrombaético, cardioprotetor e vaso dilatador (Middleton Jr. et
al., 2000; Puupponen-Pimid et al., 2001; Manach et al., 2005). Esses compostos tém sido
associados aos beneficios derivados do consumo de frutas e vegetais (Hertog et al., 1993; Parr
e Bolwell, 2000) e os efeitos benéficos dos compostos fendlicos, por sua vez, tém sido
associados a sua atividade antioxidante (Heim et al., 2002). Por isso, o teor de compostos
fendlicos pode ser um bom indicativo do potencial antioxidante de alguns alimentos (Parr e
Bolwell, 2000). Os radicais livres e a oxidacdo estdo relacionados a doencas cronicas como
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, e também a ocorréncia de cancer, por isso as
propriedades nutracéuticas dos compostos fenolicos sdo atribuidas a sua capacidade

antioxidante e de se ligar a radicais livres (Toméas-Barberan et al., 2012).

Os compostos fendlicos podem estar livres ou ligados. A importancia dos compostos
fenolicos ligados sobre a saude humana ainda ndo foi totalmente esclarecida. Compostos
fitoquimicos ligados ndo podem ser digeridos pelas enzimas humanas e podem passar pelo
estdmago e pelo intestino, chegando ao colon (Sosulski et al., 1982). Uma possivel hipotese é
que esses compostos sejam absorvidos em determinadas partes diferentes do trato
gastrointestinal, tendo um efeito singular nos beneficios a satde (Yang et al., 2009).

Conforme previamente abordado, uma preocupacdo em relacdo aos compostos
fenolicos ¢ o seu papel como antinutrientes, devido a sua habilidade de reduzir a
digestibilidade das proteinas pela precipitacdo direta ou pela inibi¢do da atividade enzimatica
(Ferguson, 2001). Um exemplo sdo os taninos que podem se complexar com proteinas,
carboidratos e enzimas (Naczk et al., 1996). O grupo fenodlico dos taninos se liga fortemente
aos grupos NH de peptideos e proteinas e previne a sua hidrolise e digestdo no estémago,
portanto, esses compostos também podem ser conhecidos como sendo antinutricionais
(Shahidi et al., 2006). Os potenciais efeitos adversos dos fenolicos devem ser considerados,
pois ainda é limitada a informacdo sobre esse topico, uma revisdo sobre o assunto foi

realizada por Mennen et al. (2005).
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2.3.2 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos é determinada pela sua habilidade
de neutralizar radicais livres, doar atomos de hidrogénio ou elétrons, ou complexar cations
metalicos (Afanas'ev et al., 1989; Amarowicz et al., 2004). Essa habilidade é determinada em
grande parte pela estrutura dos fendlicos, estabelecendo uma relagdo entre a estrutura dos
compostos e a sua atividade antioxidante (Balasundram et al., 2006).

A relacdo entre atividade e estrutura tem sido usada como uma forma tedrica de prever
a atividade antioxidante e foi estudada por Das e Pereira (1990), Hudson e Lewis (1983a),
Saint-Cricq De Gaulejac et al. (1999) e Zhang (1999). Sabe-se que polifendis poliméricos sao
antioxidantes mais potentes do que fendis monoméricos (Hagerman et al., 1998). Ainda, o
efeito de cada composto depende do nimero e da posicdo dos radicais hidroxil e metdxi no
anel benzénico e da possibilidade de deslocamento dos elétrons nas ligas duplas (Milic et al.,
1998). Além disso, a presenca de aglcares ligados aos flavonoéis de diferentes vegetais tem
demonstrado afetar significativamente a atividade antioxidante desses compostos (Plumb et
al., 1999a, 1999b).

Apesar de serem demonstradas algumas relagdes entre a estrutura dos compostos
fendlicos e a sua capacidade antioxidante, diferentes resultados foram relatados sobre esse
aspecto; alguns autores encontraram uma correlacdo entre o teor de polifendis e a atividade
antioxidante, enquanto outros ndo relataram a mesma relacdo. No estudo de Maillard e Berset
(1995), néo foi observada uma correlacdo entre o teor de fenolicos e a atividade antioxidante
do malte, os resultados mostraram que outros compostos sdo responsaveis por essa atividade.

Resultados similares foram observados por Kahkdnen et al. (1999) para extratos de plantas.

A qualidade de extratos naturais e sua capacidade antioxidante dependem ndo somente
da qualidade da planta, da origem geogréafica, das condicGes climaticas, da data de colheita e
do armazenamento, mas também de fatores ambientais e tecnolégicos (Hagerman et al., 1998;
Moure et al., 2001). Outros importantes fatores afetando a atividade antioxidante sdo o tipo e
a polaridade do solvente extrator, 0s processos de separagéo ou isolamento dos compostos, a
pureza dos compostos ativos, assim como as metodologias de teste da atividade e tipo de

substrato a ser protegido pelo antioxidante (Meyer et al., 1998).
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Durante a oxidagdo dos lipidios, os antioxidantes agem de diferentes formas, ligando
fons metalicos, neutralizando radicais e decompondo perdxidos. Frequentemente, mais de um
mecanismo esta envolvido, podendo causar sinergia entre as reacées. Em alimentos, atividade
antioxidante significa quebra de uma cadeia de reacGes, inibindo a peroxidacédo lipidica,
enquanto em sistemas in vivo os radicais livres podem danificar proteinas, DNA e outras
moléculas. Para aplicagdo em alimentos de antioxidantes, o mecanismo in vivo da
antioxidacéo, bem como os potenciais efeitos beneficios a saide desses compostos devem ser
conhecidos. A biodisponibilidade, a forma de absorcdo, o0 metabolismo e a farmacocinética
devem ser consideradas para que procedimentos in vitro possam ser extrapolados para
situacOes in vivo (Moure et al., 2001).

A atividade antioxidante pode e deve ser avaliada utilizando diferentes testes para
diferentes mecanismos. Em estudos com humanos os métodos mais comumente usados so as
avaliagdes do dano oxidativo total ao DNA, dos niveis de enzimas antioxidantes, dos niveis
de antioxidantes de baixo peso molecular e vitaminas, do dano oxidativo aos lipidios e dos
danos as proteinas. Os métodos quimicos, por sua vez, sdo baseados na habilidade de
neutralizar diferentes radicais livres, na absor¢do UV e na atividade quelante (Moure et al.,
2001).

Diferentes radicais podem ser utilizados nos testes medindo atividade antioxidante,
como o radical superoxido (Oy), radical hidroxil (OH), radical 6xido nitrico (NO), radicais
alquil peroxil, ABTS" (radical cation de 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e
DPPH (radical o,a-difenil-p-picril-hidrazil) (Aruoma et al., 1997). Ainda, podem ser
realizadas analises medindo a acdo protetora das substancias na oxidagdo lipidica de 6leos
vegetais e Gleos de peixe como substratos (Wanasundara e Shahidi, 1998; Moure et al., 2001).
Outra alternativa é a avaliacdo usando fons metalicos comuns, como o Fe**, que podem ser
reduzidos pelos antioxidantes para fons Fe**, o que faz com que o antioxidante se comporte
como um pro-oxidante. Ainda, pode ser determinada a atividade quelante desses ions
metalicos pelos compostos (Hudson e Lewis, 1983b).

A composicdo quimica de tortas provenientes da extracdo de Oleo ou farinhas
desengorduradas foi estudada por diferentes autores, entretanto foram encontrados poucos
estudos comparativos envolvendo as nozes e sementes estudadas neste trabalho. Ainda, a
maioria dos trabalhos tem como matéria-prima farinhas desengorduradas em escala de

laboratdrio, utilizando solventes, e ndo tortas provenientes diretamente da industria de 6leo.
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2.4 Gergelim

O gergelim (Sesamum indicum L.) é uma espécie de oleaginosa, pertencente a familia
pedaliacea, sendo que o seu principal produto sdo suas sementes que apresentam tamanho
reduzido, forma achatada e coloracdo variando do branco ao preto. A semente de gergelim é
um cultivo mundialmente difundido devido ao seu alto teor de gorduras, sendo a nona

oleaginosa mais cultivada mundialmente (Namiki, 1995; Beltrdo et al., 2001).

O gergelim é considerado um alimento bastante rico em nutrientes por apresentar alto
teor de Oleo, variando entre 46 e 56 %, que apresenta excelente qualidade nutricional,
medicinal e cosmética. O 6leo de gergelim é rico em acidos graxos insaturados, como oleico e
o linoleico, e apresenta varios constituintes secundarios que sdo de grande importancia na
definicdo de suas propriedades quimicas, como o sesamol, a sesamina e a sesamolina. Esses
compostos possuem propriedades antioxidantes que conferem ao 6leo elevada estabilidade
quimica, evitando a rancificacdo e conferindo ao 6leo de gergelim maior resisténcia a
oxidacdo se comparado a outros 6leos de origem vegetal (Beltrdo et al., 1994; Firmino, 1996).
A producéo desse 0leo é a principal razdo do cultivo do gergelim. A Figura 2.3 apresenta um
fluxograma tipico do seu beneficiamento, envolvendo a producdo de o6leo, torta e farinha

dessa semente oleaginosa.

A torta de gergelim é um subproduto da industria do 6leo que pode ser recuperada e
utilizada como um produto de alto valor agregado; entretanto, em diversos paises produtores
dessa semente, esse subproduto €, em geral, descartado ou usado como racdo animal. Estudos
recentes revelam que uma quantidade significativa de antioxidantes esta presente na torta de
gergelim. Sendo assim, esse produto esta sendo subaproveitado, fato este, ja ressaltado por
diferentes autores (Suja et al., 2004a; Suja et al., 2005; Mohdaly et al., 2010; Reshma et al.,
2010; Mohdaly et al., 2011). Conforme abordado no capitulo anterior, os compostos
provenientes de residuos agroindustriais podem ndo apenas aumentar a estabilidade de
alimentos, através da prevencdo de peroxidagdo de lipideos, como, tanto em humanos quanto
em animais, proteger biomoléculas e estruturas supramoleculares (como membranas e

ribossomos) do dano oxidativo (Mohdaly et al., 2011).
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Figura 2.3 — Fluxograma do beneficiamento do gergelim.

2.4.1 Composicao, cultivo e aspectos econdmicos

A composicao quimica do gergelim é apresentada na Tabela 2.1. Estudos reportam que
a porcentagem de 0leo dessa semente esta, geralmente, em torno de 45 a 50 % de seu peso e a
porcentagem de proteina é de, aproximadamente 20 % (Shyu e Hwang, 2002; Reshma et al.,
2010). Segundo Ramachandran et al. (2007), a torta de gergelim, obtida pela prensagem das
sementes, possui teores de proteina, fibra, cinzas e matéria seca proximos a 35 %, 7,6 %,
12 % e 83 %, respectivamente. Entretanto, conforme discutido por Beltrdo et al. (2001), essa
composicao pode variar com a matéria prima podendo apresentar teores de proteina de 45 a
61 %.

O gergelim é originario da Africa, sendo que neste continente é encontrada a maioria
das espécies silvestres do género Sesamum; na Asia, por sua vez, é encontrada a maioria das
espécies cultivadas. No Brasil, essa semente foi introduzida pelos portugueses no século XVI
e € plantada, tradicionalmente, na Regido Nordeste para consumo local. Atualmente, o
gergelim vem sendo explorado comercialmente no Centro-Oeste e Sudeste, especialmente no
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Estado de Sdo Paulo, para atender o segmento agroindustrial de éleos e de alimentos in
natura (Araujo et al., 2006).

A cultura do gergelim apresenta excelente potencial econémico, agronémico e social
gracas as suas caracteristicas de tolerancia a seca, facilidade de manejo e a obtencdo de
sementes com teores de 6leo superior a 50%, com elevada estabilidade quimica (Aradjo et al.,
2006). Além disso, o cultivo do gergelim apresenta grande potencial econdmico, devido as
propriedades de exploracéo, nos mercados nacional e internacional. As sementes de gergelim
podem ser consumidas in natura, mas, conforme ja mencionado, o 6leo € a principal razéo de
seu cultivo, podendo ser usado nas industrias, alimentar, quimica e farmacéutica (Beltrdo et
al., 2001). Essa cultura se adapta as condi¢des do semiarido de diversas partes do mundo,
sendo uma opgéo de cultivo para o Semiarido Nordestino, podendo gerar renda e servir como

fonte proteica, no consumo direto e no enriquecimento de produtos (Beltrédo et al., 1994).

A produc¢édo mundial de gergelim em 2011 foi de 4,092 milhdes de toneladas, com uma
area plantada de 6,628 milhGes de hectares. As principais regides produtoras dessa semente
sdo a Asia e a Africa com aproximadamente 67 % e 29% da produgdo mundial,
respectivamente. Entre os paises produtores, se destacam a China, a india e Mianmar (FAO,
2010; 2011), no entanto, nenhum desses paises se destaca como exportador desse produto,
sendo a maior parte da produgéo de torta direcionada para consumo interno (Beltréo et al.,
2001). Estima-se que a producdo mundial de torta de gergelim seja bastante alta, considerando

que 70 % da producéo da semente seja direcionada a obtencao de 6leo (Namiki, 1995).

O Brasil caracteriza-se como um pequeno produtor de gergelim, tendo chegado, em
2005, a uma producdo de 16 mil toneladas em uma &rea de 25 mil hectares (FAO, 2011).
Entretanto, a importancia econdémica do gergelim tem crescido a medida que estdo sendo
descobertas novas fontes de aproveitamento do gréo e de seus subprodutos. O Brasil passou a
importar gergelim para atender ao crescente mercado. Os maiores produtores dessa semente
no Brasil sdo os Estados de Goias e Mato Grosso, além do Triangulo Mineiro e do Nordeste
(Beltrdo et al., 2001). Devido aos seus atributos qualitativos, o gergelim vem firmando sua
tendéncia de expansdo no mercado brasileiro e sendo cada vez mais utilizado. Como o
gergelim é um produto agricola perfeitamente adaptavel aos solos e clima quente brasileiro, a
sua producgéo deve ser estimulada para aumento do consumo interno e da possibilidade de
exportacdo da semente e de seus derivados para paises ricos e de clima frio, ndo apropriados

para o seu cultivo (Beltréo et al., 2001).
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2.4.2 Oleo

A semente do gergelim é bastante rica em 6leo, dependo da variedade da semente o
teor de Oleo varia entre 28 e 59 %. Sendo esse 6leo considerado de alta qualidade e alto valor
econémico. De acordo com o estudo de Reshma et al. (2010), o perfil lipidico do oOleo de
gergelim é composto por triglicerideos (86 %), acidos graxos livres (5,1 %), diglicerideos
(6 %), monoglicerideos (1,5 %) e lipidios polares (2,6 %).

Os acidos graxos sdo um dos indices do valor nutricional e da estabilidade oxidativa
dos 06leos e, por isso, os 0leos podem ser classificados de acordo com os &cidos graxos nele
encontrados. A lista de acidos graxos € bastante extensa, passando de 1000 compostos,
entretanto, o interesse comercial é limitado a aproximadamente vinte. Os trés acidos graxos
dominantes no reino vegetal sdo palmitico, linoleico e oleico, sendo que a porcentagem de
cada uma pode variar com o cultivar. O éleo de gergelim pertence ao grupo dos acidos oleicos
e linoleicos e, esses acidos graxos constituem 80 % do total de acidos graxos dessa semente.
O o6leo de gergelim tem menos de 20 % de acidos graxos saturados, entre os quais destacam-

se 0s acidos palmitico e estearico (Gunstone, 2005; Hwang, 2005).

Em relacdo a matéria insaponificavel, o 6leo obtido do gergelim é bastante rico se
comparado a outros Oleos vegetais. A matéria insaponificvel inclui esterois, triterpenos,
alcoois triterpenos, tocoferois e lignanas. Os fitosterdis sdo compostos de interesse do ponto
de vista nutricional porque tem estrutura similar a do colesterol; fitosterdis sdo, portanto,
competidores da absorcdo do colesterol. O consumo de fitosterois pode diminuir o colesterol
no sangue e proteger contra doencas cardiovasculares (Miettinen et al., 1995) e inibir o
crescimento de tumores (Ifere et al., 2009; Llaverias et al., 2013). O teor total de tocoferois do
6leo de gergelim varia de 330 a 1010 mg/kg de acordo com o Codex. y-tocoferol é o tocoferol
predominante no 6leo de gergelim, enquanto o 8-tocoferol representa menos de 5 % do total e
o a-tocoferol esta presente em quantidades muito pequenas (Hwang, 2005). Esses compostos
sdo importantes pois sdo uma das ocorréncias da vitamina E, juntamente com os tocotriendis
(Dietrich et al., 2006), possuem efeitos antiproliferativos em células cancerigenas (Gysin et

al., 2002) e atividade antiinflamatdria (Jiang e Ames, 2003), entre outros efeitos.

As principais lignanas do 6leo de gergelim sdo a sesamina (0,5 - 1,1 %) e a sesamolina
(0,3 -0,6 %), sendo que sua concentracdo representa 10 % da matéria insaponificavel do 6leo

de gergelim. Esses componentes minoritarios presentes no 6leo também devem ser levados
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em consideragdo pois conferem alta estabilidade oxidativa ao Oleo, além de efeitos
fisiolégicos benéficos. O 6leo de gergelim pode ser adicionado a outros 6leos para aumentar
sua estabilidade e permitir seu uso em frituras (Gunstone, 2005; Hemalatha e Ghafoorunissa,
2007). E importante ressaltar que a composicdo do 6leo de gergelim em relacio aos teores de
esterois, tocoferdis e lignanas pode variar de acordo com a espécie (Kamal-Eldin e
Appelqvist, 1994).

Os compostos fendlicos presentes na semente de gergelim e no seu Oleo serdo

abordados em detalhe na secédo 2.4.4.

2.4.3 Proteinas

As proteinas vegetais tém papel importante na alimentagdo humana, principalmente
em paises em desenvolvimento onde o consumo médio de proteinas esta abaixo do
recomendado. Devido a complicacdes no provimento de proteina animal, existe uma
constante busca para novas fontes de proteina para uso como ingrediente e suplemento
nutricional. O desenvolvimento de um concentrado ou isolado proteico com a proteina do

gergelim pode prover a industria uma nova possibilidade (Onweluzo et al., 1994).

O teor de proteina da semente de gergelim é de aproximadamente 25 %, podendo
variar entre 17 e 31 %, dependendo da semente. Dessa forma, a farinha desengordurada de
gergelim contém em torno de 50 % de proteina, podendo chegar a 60 % (Achouri et al.,
2012). As proteinas presentes no gergelim sdo principalmente globulinas (67,3 %), albuminas
(8,6 %), prolaminas (1,4 %) e gluteninas (6,9 %) (Rivas et al., 1981). Dentre as globulinas, a
a-globulina € a principal e ja foi extensivamente estudada (Lakshmi e Nandi, 1977; Prakash e
Nandi, 1977; Lakshmi e Nandi, 1978).

Quanto aos aminoacidos, a semente de gergelim tem baixo teor de lisina e treonina,
mas € rica em metionina e cisteina que, frequentemente, sdo aminoacidos limitantes em
vegetais. Ainda, a semente de gergelim tem uma boa quantidade de triptofano, que é um
aminoéacido limitante em sementes oleaginosas. Pelo seu perfil de aminoacidos caracteristico,
as proteinas da semente de gergelim sdo uma excelente fonte proteica para ser utilizada como
suplementacdo de diversas proteinas vegetais. Esse perfil de aminodcidos complementa o

perfil da soja, 0 que pode ser bastante importante no aproveitamento da torta de gergelim. As
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proteinas do gergelim tém sido avaliadas em complementacdo proteica com soja, farinha de
milho, feijdo, amendoim e inhame para aumentar seu valor nutricional (Beltrdo et al., 2001,
Hwang, 2005; Ramachandran et al., 2007).

As proteinas do gergelim tém diferentes aplicacOes; elas podem ser utilizadas
diretamente da torta de gergelim (apés a extracdo de 0Oleo) ou podem ser produzidos
concentrados e isolados proteicos (Rivas et al., 1981; Taha et al., 1987). Os concentrados e
isolados proteicos de gergelim tém propriedades funcionais bem parecidas com as da proteina

de soja e, por isso, suas possibilidades de aplicagdo sdo inumeras (Kanu et al., 2007a).

El-Adawy (1997) estudou a inclusdo das proteinas de gergelim em misturas de farinha
de trigo e o estudo mostrou que a adicdo das proteinas pode ser realizada até 16 %,
melhorando parametros de qualidade da mistura sem afetar as propriedades sensoriais do péo.
Inyang e Nwadimkpa (1992) avaliaram a funcionalidade das proteinas de gergelim
descascado e mostraram a boa solubilidade dessas proteinas, variando de 7,9 %, quando usado
pH 2, a 14,2 %, quando usado pH 10. A farinha de gergelim (contendo as proteinas) pode
adicionar caracteristicas satisfatorias quando incorporada em produtos como sorvete,
sobremesas, salsichas, produtos de padaria e doces. Além dessas aplicacdes, Lopez et al.
(2003) avaliaram o uso de um isolado proteico de gergelim em um suplemento nutricional em
bebidas e realizaram uma comparacdo com isolado de soja. O estudo demonstrou que as
propriedades de emulsificagdo foram melhores que as do isolado de soja e o0 produto com

gergelim foi preferido sensorialmente.

2.4.4 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

O gergelim é rico em antioxidantes, possuindo alto teor de compostos fenodlicos,
fitatos, lignanas e tocoferdis (Chen et al., 2005). Esses antioxidantes podem ter diversas
aplicacOes, tanto tecnoldgicas quanto nutracéuticas; a importancia do uso de antioxidantes
naturais e algumas de suas possiveis aplicacdes ja foram abordadas no capitulo anterior.
Existem crescentes evidéncias que os antioxidantes fendlicos e outros fitonutrientes presentes
em oleaginosas e em outros vegetais sdo importantes para a reducdo da incidéncia de doengas
crénicas em populacdes com ingestdo regular desses alimentos (Valtuefa et al., 2008). Os
potenciais efeitos benéficos do gergelim na satude foram demonstrados em diversos estudos.

Sdo atribuidos aos compostos fenolicos dessa semente efeitos antioxidante (Shyu e Hwang,
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2002; Shahidi et al., 2006), anti-hipertensivo (Sankar et al., 2005), anticancér (Miyahara et
al., 2001), hipocolesterolémico (Kang et al., 1999) e imunoregulador (Nonaka et al., 1997)

entre outros.

O interesse nessa semente se da devido a presenca de lignanas fisiologicamente ativas;
as lignanas e seus glicosideos sdo importantes componentes funcionais dessa semente
(Kamal-Eldin e Appelqgvist, 1994). Estudos envolvendo esses compostos tém sido realizados
ha bastante tempo (Haslam e Haworth, 1955; Namiki, 1995). Os antioxidantes do gergelim
encontram-se principalmente na fracdo insaponificavel do éleo, sendo as principais lignanas
solGveis em Oleo a sesamina e a sesamolina. Apesar da pequena atividade antioxidante, a
sesamolina é precursora de dois antioxidantes bastante potentes, o sesamol e o sesaminol
(Fukuda et al., 1985; Kamal-Eldin e Appelqvist, 1994; Namiki, 1995).

De acordo com Fukuda et al. (1985), a semente de gergelim apresenta tracos de
sesamol e quantidades maiores de sesamolina, entre 200 e 600 mg/100 g, e de sesamina, entre
500 e 1000 mg/100 g. Entretanto, teores inferiores de sesamolina (35 mg/100 g) foram
encontrados em algumas variedades provenientes da india e teores superiores de sesamina
foram observados em variedades de Bornéu (Namiki, 1995). Além disso, podem ser
encontrados outros antioxidantes como bisepoxilignana e acido transferulico (Fukuda et al.,
1985). Conforme estudo de Yoshida e Takagi (1997), o teor de sesamina é maior para

semente branca, enquanto o de sesamolina é maior para a semente com coloragdo marrom.

Estudos mais recentes, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
ou, em inglés, high performance liquid chromatography (HPLC), encontraram teores de
sesamina entre 670 e 6350 mg/100g, quando foram avaliados diferentes gendtipos de
gergelim (Williamson et al., 2008). Hemalatha e Ghafoorunissa (2004) dividiram as sementes
e 0 Oleo de gergelim de acordo com o seu teor de lignanas (sesamina e sesamolina) da
seguinte forma: baixo teor de lignanas < 1000 mg/100 g, meédio 1000-2000 mg/100 g e alto
> 2000 mg/100 g. Vale ressaltar que é observada uma grande variacdo desses componentes
com as variedades e local de cultivo, sendo sempre necessario monitorar o teor desses

antioxidantes naturais (Beltrdo et al., 2001).

Posteriormente, foi descoberta a presenca de altos teores de glicosideos de lignanas no
gergelim. Os glicosideos das lignanas existem, principalmente, na torta de gergelim
desengordurada, sendo que estes sdo antioxidantes hidrofilicos. Entre os glicosideos se
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destacam os de sesaminol, pinoresinol e sesamolinol (Kang et al., 1999; Shyu e Hwang,
2002), sendo o principal o sesaminol triglicosideo (Moazzami et al., 2006a, 2006b). O teor
total de lignanas nativas presente no gergelim faz com que esse produto possa ser considerado
uma fonte de lignanas tdo rica quanto a semente de linhaca, que € geralmente reconhecida

como a fonte mais rica de lignanas (Eliasson et al., 2003).

Devido & presenca desses glicosideos, diversos estudos tém sido realizados utilizando
subprodutos do gergelim como a casca da semente e a torta, ou farinha desengordurada, que é
obtida ap0s a extracdo do 6leo. A analise de glicosideos realizada utilizando o extrato
proveniente da torta de gergelim apresentou teores de sesaminol di e triglicosideo de 353 e
7200 mg/100 g, respectivamente (Shyu e Hwang, 2002). O estudo de Shyu e Hwang (2002)
aponta o extrato da torta desengordurada de gergelim como uma boa fonte de glicosideos de
lignanas, principalmente de sesaminol triglicosideo. Os resultados obtidos por Suja et al.
(2005) demonstraram a presenca de sesamol, sesamina, sesamolina e dos glicosideos de
sesaminol no extrato da torta desengordurada, o que difere da pesquisa de Shyu e Hwang
(2002). Os autores acreditam que as etapas de purificacdo, extracdo da gordura e lavagem
com agua, tenham removido agucares e proteina soluveis e aumentado o teor de antioxidantes
bem como melhorado a dispersabilidade do extrato final. As andlises de atividade
antioxidante revelaram alto teor de atividade antioxidante, comparavel ao BHT (Butil Hidroxi
Tolueno).

Por definicdo, lignanas s@o dimeros de unidades de fenilpropanoides (Cg — C3) ligadas
pelos carbonos centrais de suas cadeias laterais. S&o encontrados quatro grupos principais de
lignanas lineares: lignanas, lignolidas, monoepoxilignanas e biepoxilignanas. Esses
compostos estdo covalentemente ligados a celulose na parede das células (Shahidi e Naczk,
2004). A composicdo de lignanas varia grandemente entre diferentes plantas, sendo que no
gergelim sdo encontrados lignofenois e carboxifendis (Fukuda et al., 1985; Fukuda et al.,
1986; Shahidi et al., 1997). As principais lignanas da semente de gergelim sdo a sesamina e a
sesamolina, mas também sdo encontrados sesamolinol e sesaminol, além de glicosideos
dessas lignanas (Shahidi e Naczk, 2004). As estruturas de alguns desses compostos sdo

apresentados na Figura 2.4.

As lignanas do gergelim tém demonstrado efeitos fisioldgicos benéficos no tratamento
e prevencdo de diferentes doengas, sendo considerados compostos bioativos dessa semente

(Kris-Etherton et al., 2002). Estudos realizados utilizando a torta ou a farinha desengordurada
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de gergelim demonstraram que esse produto pode reduzir a suscetibilidade ao stress oxidativo
(Kang et al., 1999), prevenir a obesidade e a hiperglicemia (Bigoniya et al., 2012), atuar no
controle glicémico (Figueiredo e Modesto-Filho, 2008), reduzir os niveis de colesterol
(Visavadiya e Narasimhacharya, 2008), entre outros efeitos. Alem disso, o extrato contendo
os compostos fendlicos da torta apresenta propriedades antimutagénicas (Lazarou et al., 2007)

e de protecdo ao trato gastrointestinal (Hsu et al., 2011).
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Figura 2.4 — Estrutura de algumas lignanas encontradas no gergelim. Fonte: Shahidi e Naczk (2004),
Calle Alvarez (2007), Liao et al. (2010a).
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Estudos envolvendo os compostos sesamina, sesamolina e sesamol, demonstraram um
efeito dessas substancias na reducdo da hipertensdo e da hipercolesterolemia (Sugano et al.,
1990; Chen et al., 2005; Nakano et al., 2008), efeitos neuroprotetores na prevencao da
isquemia cerebral (Chen et al., 2005), efeitos protetores a mucosa gastrica (Hsu et al., 2009) e
atividade antiproliferativa (Yokota et al., 2007). Estudos recentes tém avaliado o efeito do
sesaminol triglicosideo, principal lignana da torta de gergelim, e de seus metabolitos na salde
(Jan et al., 2009b, 2009a; Jan et al., 2010; Liao et al., 2010b).

2.5 Processos tradicionais de extracao

2.5.1 Extracdo solido-liquido convencional de compostos fendlicos e proteinas

A extracdo e purificagdo de antioxidantes provenientes de fontes naturais é bastante
interessante, pois essas substancias sdo frequentemente usadas em alimentos funcionais,
aditivos para a inddstria alimenticia e na producdo de nutracéuticos, farmacos e cosméticos
(Shahidi e Naczk, 2004). O crescente interesse atual por esses produtos torna a producdo e
purificacdo de extratos vegetais uma area de grande importancia, tanto para a industria,
quanto para a pesquisa académica. A composicdo de fenolicos das fontes naturais é bastante
diversa, assim como a estrutura e as propriedades quimicas desses compostos. Uma vez que
ndo é possivel a obtencdo de um protocolo universal para extragdo, devem ser elaborados e
otimizados processos especificos para cada classe de compostos fendlicos (Silva et al., 2007).
A técnica cléssica de extracdo de compostos nutracéuticos de vegetais utilizando solventes se
baseia na utilizacdo de um solvente juntamente com a aplicacao de calor e/ou agitacdo (Wang

e Weller, 2006). Essa técnica esta referida neste trabalho como extracdo convencional.

A extragdo solido-liquido pode ser definida como uma operagdo basica para separar
um ou mais componentes contidos em uma fase solida atraves da utilizacdo de uma fase
liquida ou solvente. Os compostos transferidos do sélido para o liquido sdo chamados de
solutos e os sélidos insoluveis de inertes (Ibarz e Barbosa-Canovas, 2002). Esse processo €
realizado através da mistura do alimento com o solvente, tanto em um Unico estagio, quanto
em estagios multiplos, por um tempo predeterminado. Posteriormente, o solvente é separado e

recuperado (Fellows, 2006).
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Durante o processo de extracdo, a concentracdo de cada composto presente no tecido
vegetal atinge o equilibrio termodindmico com a concentracdo do componente que se
encontra dissolvido no solvente. O equilibrio é descrito pela constante de distribuicdo de
equilibrio ou coeficiente de particdo. Esse coeficiente é uma funcdo da concentracdo no
equilibrio do extrato e do residuo sélido. Quanto maior o valor dessa constante, maior a
afinidade entre o solvente e 0 componente a ser extraido e, portanto, uma maior quantidade do
componente ira se dissolver no solvente. O coeficiente de parti¢cdo é funcdo das caracteristicas

do solvente e do soluto e da temperatura (Cacace e Mazza, 2003a).

Na extracdo de compostos a partir de um material vegetal em p6 utilizando um
solvente, inicialmente ocorre a etapa de inchago, que consiste na sor¢do do solvente pela fase
solida. Essa sorcdo é causada por forcas osmdticas, capilaridade e solvatacdo dos ions na
matriz solida. Uma parte do soluto presente na parte danificada do vegetal é extraida por
lixiviacdo. Pode ocorrer ainda a solubilizacdo por hidrolise de compostos inicialmente
insollveis. Apds a etapa de inchago, ocorre um fenémeno difusivo, inicialmente dentro do
material vegetal e, posteriormente, na camada externa que o envolve (Escribano-Bailon e
Santos-Buelga, 2003 apud Silva et al., 2007).

Quando compostos fendlicos sdo extraidos de plantas, a extracdo tem como objetivo
liberar esses compostos das estruturas vacuolares onde eles estdo presentes pela ruptura do
tecido vegetal ou pelo processo de difusdo (Cacace e Mazza, 2003a). Alguns fendlicos,
entretanto, apresentam-se ligados a proteinas e sacarideos insoluveis, dificultando o processo
de extracdo (Ghirardello et al., 2010). A solubilidade dos compostos fenolicos é governada
pelo tipo de solvente usado (polaridade), pelo grau de polimerizagcdo dos compostos, pela sua
interacdo com outros constituintes do alimento e pela formagdo de complexos insollveis.
Além dessas, outras variaveis influenciam no processo de extracdo. A seguir serdo abordados

alguns parametros do processo de extracao.

Solvente

O rendimento do processo de extracdo depende fortemente do solvente utilizado
devido a polaridade dos compostos a serem extraidos; por isso, a selecdo de um solvente
otimo é de extrema importancia (Fellows, 2006). A escolha do solvente adequado deve

permitir a completa extracdo dos compostos desejados e minimizar a oxidacao, degradacgao ou
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polimerizacdo dos produtos. Agua, etanol, metanol e acetona, assim como suas misturas
aquosas, sdo os solventes mais utilizados nos processos de extracdo de polifendis (Moure et
al., 2001; Al-Farsi e Lee, 2008). Quando adicionados em alimentos, extratos aquosos sdo
mais vantajosos em relacéo ao baixo custo, a seguranca e a posterior certificacdo dos produtos
(Moller et al., 1999).

O etanol é comumente usado na extracdo de compostos fenolicos, especialmente nos
casos em que existe a possibilidade de uma posterior aplicacdo do extrato obtido em
alimentos ou farmacos. Mudancas na concentracdo de etanol em relacdo a agua mudam
propriedades fisicas do solvente, como densidade, viscosidade dindmica e constante dielétrica
(Cacace e Mazza, 2003b). Por exemplo, o aumento da concentracdo de etanol na mistura
resulta em uma reducdo na constante dielétrica da solugdo. Consequentemente, ocorre uma
reducdo na energia necessaria para separar as moléculas do solvente, permitindo que as

moléculas do soluto penetrem entre elas (Cacace e Mazza, 2002, 2003a).

Os resultados encontrados na literatura variam consideravelmente em relacdo a
concentracdo de solvente e agua mais adequada para extracdo de compostos fenolicos.
Liyana-Pathirana e Shahidi (2005) avaliaram diferentes solventes em diferentes concentragdes
e obtiveram as maiores atividades antioxidantes em extratos provenientes de trigo usando
etanol e agua e em concentracdes de etanol entre 50 e 60 %. A porcentagem de 50 % também
foi observada por Prasad et al. (2011b) como ideal para extracdo de fendlicos totais de
residuos de manga. Assim como demonstrado por Liyana-Pathirana e Shahidi (2005), o
estudo de Weisz et al. (2009) tambeém concluiu que a mistura de etanol com agua foi melhor
que as misturas de metanol e de acetona com agua para extracdo de fendlicos do girassol. O
trabalho de Matthdaus (2002) com oleaginosas demonstrou que o teor de fendlicos extraidos é
maior quando &gua é utilizada como solvente, se comparada a acetona, ao metanol e ao
acetato de etila. Entretanto, para Ghirardello et al. (2010), acetona se mostrou como o melhor

solvente na extragdo de fendlicos da avela.

Outro parametro que deve ser considerado é a adicdo de &cidos ou bases no solvente
de extracdo, alterando o seu pH. A adicdo de HCI ndo demonstrou efeito significativo na
extracdo de fendlicos de frutas (Pompeu et al., 2009). Entretanto, dependendo da matéria
prima utilizada, a acidificacdo da solugdo extratora pode ser necesséria para a ruptura da
parede celular. Para Tabart et al. (2007) pH igual a 3 foi melhor, se comparado a valores

maiores de pH, para extracdo de fendlicos de black currant, entretanto, Rodrigues et al.
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(2008) encontraram melhor eficiéncia na extracdo de fendlicos de casca de coco ao utilizar pH
de 6,5. De acordo com Ho et al. (2007), na extragcdo de lignanas de linhacga, o uso de uma
solucéo alcalina (pH 9,0) se mostrou mais eficiente se comparada com a solugédo acida (pH

4,0), acarretando em um aumento de 20 a 25 % no rendimento da extracao.

Temperatura de extragdo

Temperaturas mais altas geralmente aumentam as taxas de difuséo e de dissolucéo do
soluto no solvente. Em geral, a temperatura de extracdo é limitada em 100 °C por razdes
econbémicas ou por danos aos compostos do alimento (Fellows, 2006). Geralmente, €
observado na literatura um melhor rendimento da extragdo com o aumento da temperatura
(Liyana-Pathirana e Shahidi, 2005; Silva et al., 2011). Esse comportamento é descrito pela

equacéo de Stokes-Einstein:
DT/ (2.1)

onde D é a difusividade méssica (m%s), T é a temperatura absoluta (K) e 5 é a viscosidade
dindmica da solucdo (Pa.s), também conhecida por alguns autores como coeficiente de
difusividade dinamica. Portanto, 0 aumento na eficiéncia que ocorre com a temperatura €
atribuido a modificagbes na difusividade méssica devido a difusdo dos compostos e ao
aumento da sua solubilidade; um aumento na difusividade massica aumente a taxa na qual a
difusdo ocorre, levando a uma redugéo no tempo de extracdo (Cacace e Mazza, 2002, 2003a).
Altas temperaturas também podem ser utilizadas para liberar compostos que estdo ligados;
por exemplo, o estudo de Jeong et al. (2004), utilizando cascas de frutas citricas, demonstrou
gue o tratamento térmico a 150 °C por 40 min liberou fendlicos que estavam ligados, quase
triplicando o teor total de fendlicos apos o tratamento.

Em alguns casos, acima de determinada temperatura, o rendimento do processo
comeca a diminuir; esse comportamento €, normalmente, associado a degradagdo dos
compostos extraidos (Pompeu et al., 2009; Prasad et al., 2011b). Todavia, essa diminuigdo na
eficiéncia da extracdo pode estar relacionada a desnaturacdo das membranas celulares que
ocorre em temperaturas entre 55 e 75 °C, afetando o processo de extracdo. Por esse motivo, a
temperatura ndo pode ser aumentada indefinidamente e deve ser definida uma temperatura

6tima de processamento (Cacace e Mazza, 2003a).
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Outros parametros

Além da temperatura e do solvente utilizado, outros pardmetros influenciam o

processo de extracéo.

Razdo solvente-solido: essa variavel € uma das que mais influencia a extracdo de compostos

fendlicos. Um aumento no volume de solvente, para uma mesma quantidade de solidos,
aumenta o gradiente de concentragéo e, assim, aumenta a taxa de difusdo dos compostos da
fase solida para o solvente (Cacace e Mazza, 2003b). Ainda, em um volume maior de
solvente, a chance dos compostos entrarem em contato com a solucdo extratora aumenta
(Prasad et al., 2011b). Estudos demonstram que, em geral, esse parametro apresenta um efeito
linear no rendimento da extragdo: quanto maior a razdo solvente-solido, mais compostos séo
extraidos (Al-Farsi e Lee, 2008; Rodrigues et al., 2008; Borges et al., 2011).

Tempo: durante a extracdo, o tempo de contato deve ser suficiente para que o solvente
dissolva quantidades suficientes de soluto e para que as mudangas na composi¢do alcancem
um equilibrio (Fellows, 2006). Em geral, a influéncia do tempo é abordada atravées de estudos
cinéticos de extracdo de diferentes classes de fenolicos (Hatami et al., 2012; Sant’anna et al.,
2012).

Area superficial dos sélidos: a area superficial é diretamente proporcional & taxa de

transferéncia de massa. Além disso, uma reducdo no didmetro da particula reduz a distancia
de difusdo do solvente no solido e também o caminho que o soluto tem que percorrer até
atingir a superficie. Portanto, particulas menores podem reduzir o tempo de extracdo (Cacace
e Mazza, 2003a). Se o sélido ndo tiver um didmetro apropriado a difusdo interna do solvente
no soluto, esse pode ser um parametro limitante durante a extracdo (Wang e Weller, 2006).
Vale ressaltar que reducGes do tamanho da particula aumentam a taxa de extracdo até certo
limite (Fellows, 2006). Em alguns casos, o contato do solvente com particulas de diametro
muito reduzido pode bloquear os poros e dificultar a penetracéo do solvente (Ibarz e Barbosa-
Cénovas, 2002).

Viscosidade e taxa de escoamento do solvente: a viscosidade do solvente deve ser baixa

suficiente para que o solvente penetre facilmente no leito de particulas sdlidas. Taxas de
escoamento mais altas reduzem a camada limite de soluto concentrado na superficie das

particulas aumentando a taxa de extragdo (Fellows, 2006).
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Estudos avaliando a influéncia de diferentes varidveis com o intuito de otimizar a
extracdo de lignanas sdo escassos. Zhang et al. (2007) e Ho et al. (2007) avaliaram as
melhores condic¢des para extracdo de lignanas provenientes da semente de linhaca. Apesar do
crescente numero de estudos envolvendo os beneficios a salde da torta de gergelim (citados
na se¢do 2.4), até 0 momento, apenas no trabalho de Moazzami et al. (2006b) foram avaliadas
diferentes condi¢Oes de processo com o intuito de aperfeicoar a extracdo de lignanas

provenientes desse residuo.

Os processos de elaboracdo de produtos ricos em proteinas tém sido estudados ha
bastante tempo. A obtencdo de isolados e concentrados proteicos apresenta um grande
potencial, pois estes podem ser usados na nutricdo humana e como ingredientes na inddstria
de alimentos. A denominacdo concentrado e isolado é designada para o0s extratos proteicos
contendo pelo menos 65 e 90 % de proteina em base seca, respectivamente (Moure et al.,
2006). Dependendo do objetivo a forma de obtencdo do extrato proteico a partir das sementes

oleaginosas ou das suas tortas pode variar.

Concentrados proteicos séo, geralmente, obtidos através da aplicacdo de técnicas que
envolvem, em um primeiro estagio, a extracdo do material ndo proteico das tortas,
essencialmente carboidratos, dessa forma aumentando a concentracdo de proteinas do produto
final. Nesse caso o concentrado é composto basicamente por proteinas e fibras. Isolados
proteicos sdo obtidos através da solubilizagdo das proteinas em uma solu¢do adequada
(extracdo solido-liquido) e posterior concentracéo usando ultrafiltrardo ou, ainda, precipitacéo
em um meio com pH proximo ao ponto isoelétrico das proteinas solubilizadas (Rodrigues et
al., 2012). Quando realizado um processo de extracdo sélido-liquido as mesmas variaveis ja
mencionadas para a extracdo de compostos fendlicos (tempo, temperatura, razdo solvente-
solido, entre outras) tambem afetam a extracdo de proteinas. Entretanto, outras duas variaveis
afetam de forma bastante significativa a extracdo de proteinas: a forca idnica do meio (adigédo

de sal) e o pH da solugéo extratora.

Em relacéo ao gergelim estuda-se frequentemente a eficiéncia da adi¢do de um sal no
solvente e a influéncia da aplicacéo de diferentes faixas de pH. A adi¢do de um sal é realizada
pois os ions do sal se ligam com fracfes da proteina do gergelim, sendo geralmente usado o
cloreto de sodio. A adicdo de sal, entretanto, deve ser avaliada em cada caso, pois seu uso
afeta o tipo de proteinas extraidas (Escamilla-Silva et al., 2003; Achouri et al., 2012). O calor

também afeta a extracdo das proteinas e estudos mostram que a a-globulina, principal proteina
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do gergelim, quando submetida ao calor (acima de 50 °C), sofre dissocia¢do, desnaturacao e
agregacdo, formando um precipitado irreversivel na etapa de resfriamento (Lakshmi e Nandi,
1979; Achouri et al., 2012). Alguns estudos realizados avaliando os parametros de extracdo

da proteina do gergelim sdo apresentados a seguir.

O estudo de Prakash (1986) avaliou a adicdo de cloreto de sodio e varia¢fes de pH na
extracdo de proteina do gergelim e demonstrou que um aumento na concentracdo de sal,
aumentou a eficiéncia da extracdo e que essa eficiéncia diminuiu em faixas de pH baixo. De
acordo com Rivas et al. (1981), o uso de pHs acima de 4 aumenta a eficiéncia da extracéo,
sendo o pH 11 o que demonstrou melhores resultados. Ainda, esse estudo demonstrou que a
precipitacdo das proteinas ocorreu em pH 4. Quando comparadas a farinha desengordurada e
a torta de gergelim, a extracdo de proteinas é mais eficaz quando utilizada a farinha
desengordurada (Rivas et al., 1981). Achouri et al. (2012) também utilizou diferentes
concentragdes de cloreto de sodio e faixas de pH para otimizar a extragdo de proteinas. Esse
estudo demonstrou que a melhor faixa de pH para extracéo de proteinas do gergelim esté entre
7 e 10 e que o pH somente apresentou influéncia na presenca do sal, e ndo em extratos

aquosos.

Um estudo aprofundado de algumas variaveis de processo da extracdo de proteinas do
gergelim foi realizado por Kanu et al. (2007a) e Kanu et al. (2007b). Os autores observaram
que o ponto isoelétrico da proteina estd em uma faixa de pH entre 4 e 5, 0 que explica a menor
eficiéncia da extracdo nesses valores de pH. Para esses autores, o pH 6timo de extracdo
encontrado também ficou em faixas mais altas de pH, entre 11 e 13. Os autores avaliaram
também o efeito da temperatura, a eficiéncia da extracdo aumentou entre 20 e 40 °C,
entretanto, em temperaturas acima desse valor houve um decréscimo da quantidade de
proteina extraida. O aumento da eficiéncia da extracdo com o aumento da temperatura (até
40 °C) se deve a um aumento da solubilidade e a queda da eficiéncia da extracdo em
temperaturas mais altas se deve ao processo de desnaturacdo. Em temperaturas mais altas
ligagbes ibnicas se formam dentro da molécula de proteina e entre proteinas (De-Wit e
Klarenbeek, 1984). De acordo com Kanu et al. (2007b) a coagulacdo e a desnaturacdo das
proteinas também determina o tempo ideal de extracdo; os autores observaram que apos

60 min o efeito desses fendmenos diminui drasticamente a eficiéncia da extragéo.

Cabe ressaltar que a biodisponibilidade das proteinas e dos compostos fenolicos esta

relacionada a forma como esses compostos interagem (Serafini et al., 1996; Wollgast e
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Anklam, 2000). A ligacdo desses compostos pode causar sabores indesejados (adstringente) e
precipitacdo das proteinas (Baxter et al., 1997). Os polifendis também podem interagir de
forma irreversivel com as proteinas e as enzimas digestivas no intestino, dificultando sua
absorcéo (Brunet et al., 2002). Os processos de extracdo de compostos fenolicos e proteinas
sdo bastante similares e esses dois componentes sdo frequentemente extraidos
simultaneamente. Portanto, sdo necessérias etapas posteriores ao processo de extragdo para
separar esses dois compostos, devido aos fatores antinutricionais das ligacdes entre eles
(Loginov et al., 2013).

2.5.2 Extracéo convencional de 6leo

Oleos vegetais sdo utilizados em uma ampla gama de maneiras: na alimentago, na
medicina, na industria de cosméticos e na producéo de biodiesel. Por isso, sua obtencéo tem
despertado grande interesse nos ultimos anos (Jaeger et al., 2008). A producdo de 6leos a
partir de sementes vem crescendo continuamente nos ultimos 20 anos. Para 0s principais
6leos, entre eles o de gergelim, o aumento de producédo foi de 237 % entre 1979 e 1999 e de
150 % entre os anos de 1999 e 2007 (FAO, 2010).

Em geral, a extracdo de 6leo pode ser realizada de duas formas: prensagem e extracéo
com solvente. Pré-tratamentos mecanicos e térmicos podem anteceder esses processos e
contribuir para melhorar suas eficiéncias, sendo assim a prensa pode ser alimentada com as
sementes cruas ou pré-tratadas. A prensagem industrial de sementes é realizada normalmente
utilizando uma prensa de rosca, entretanto, pode também ser utilizada a prensa hidraulica
(Savoire et al., 2013). Essa ultima é mais empregada em escala laboratorial e sua principal
diferenga é a auséncia de cisalhamento, o que simplifica a realizacdo de estudos de
rendimento. Portanto, em geral, sdo realizados estudos de rendimento de extragdo com a
prensa hidraulica como uma etapa inicial de andlise, seguida do uso da prensa de rosca em

escala maior (Gros et al., 2003).

A etapa de prensagem prové um Oleo de alta qualidade, entretanto seu rendimento
maximo é em torno de 80 % do total de 6leo presente na semente (Hasenhuettl, 1991 apud
Willems et al., 2008). A vantagem da extracdo com solventes ¢ alto rendimento desse método
(acima de 99 %), porém, quando utilizada essa metodologia, ocorre uma reducédo na qualidade

do oleo obtido. Essa reducdo se deve aos extensos processos de recuperacdo do solvente e a
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extracdo de componentes indesejados das paredes celulares. Portanto, especialmente para
6leos com alto valor agregado, sua producdo é realizada basicamente de forma mecénica
(Willems et al., 2008). Com o intuito de aumentar a eficiéncia do processo de prensagem para
producdo de oOleo sdo usados alguns pré-tratamentos, como: descascamento, pré-tratamento
térmico, redugdo de tamanho, separacdo granulométrica, entre outros (Savoire et al., 2013).
Entre esses processos, 0 pré-tratamento térmico, chamado de cozimento, é bastante utilizado.
Ele € realizado a 100 °C e pode aumentar o rendimento da extracdo de 1,6 até 5 %, quando
comparado ao rendimento do processo usando sementes cruas (Singh et al., 2002; Pradhan et
al., 2011).

O modo de obtencio de 6leo de gergelim pode variar dependendo do local, na Asia ele
é obtido pela prensagem de sementes torradas e consumido com seus aromas naturais sem
passar pela etapa de refino. No mundo ocidental o processo convencional para a preparacao
do oOleo de gergelim, em geral, envolve as seguintes etapas: limpeza, assamento, moagem,
cozimento e prensagem. Podendo ser produzido 6leo de gergelim cru, refinado ou torrado
(Abou-Gharbia et al., 2000; Hwang, 2005). A estabilidade oxidativa do 6éleo de gergelim
depende do método de extracdo e do pré-tratamento das sementes (Kamal-Eldin e Appelgvist,
1995). Essas etapas afetam componentes de interesse do 6leo, podendo acelerar 0s processos
de rancificagdo e diminuir a qualidade do produto. A etapa de assamento afeta
significativamente a qualidade dos 6leos, o que foi demonstrado nos estudos de Yoshida e
Takagi (1997) e Abou-Gharbia et al. (2000). O processo pode afetar o teor e/ou o perfil de
fosfolipidios, tocoferdis, acidos graxos e lignanas. As lignanas podem se degradar devido as
altas temperaturas formando outros compostos. A sesamolina é um dos compostos mais
sensiveis, e pode se transformar em sesamol durante o tratamento térmico, a sesamina,
entretanto, é bastante estavel. Além da degradacao termica, esses compostos podem também
passar por mudancas quimicas durante o tratamento térmico e outras etapas do processamento
(Fukuda et al., 1985; Fukuda et al., 1986; Hwang, 2005).

A torta de gergelim obtida apos a extracdo do 6leo pode conter ainda de 18 a 22 % de
6leo residual. Frequentemente a torta passa por uma segunda extracdo, fazendo uma nova
prensagem ou usando solventes, com o intuito de se aumentar o rendimento da extracao.
Quando aplicado o processo de extracdo com solventes da torta de gergelim, obtém-se um
produto de grau alimenticio chamado de farinha de gergelim (Hwang, 2005).
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2.6 Processos alternativos de extragdo

Os métodos convencionais de extracdo de compostos provenientes de matrizes
vegetais (abordados na secdo 2.5) envolvem desintegracdo mecanica e/ou o uso de fortes
solventes organicos; a eficiéncia desses métodos depende do grau de permeabilizacdo da
membrana obtido com a metodologia usada. Entretanto, a quimica moderna busca evitar 0 uso
de solventes perigosos e poluentes e encoraja a aplicacdo de solventes como a agua. Com o
intuito de melhorar a eficiéncia e reduzir custos e a utilizacdo de solventes, diversas
tecnologias j& foram estudadas para serem empregadas nos processos de extracdo. Entre as
técnicas testadas estdo as de: ultrassom (Sharma e Gupta, 2006; Zhang et al., 2009;
Dolatowski e Stasiak, 2011), extra¢do supercritica com aplicacdo de didxido de carbono (Hu
et al., 2004; Corso et al., 2010), micro-ondas (Cerretani et al., 2009; Castro e Priego-Capote,
2011; Nemes e Orsat, 2012), enzimas (Latif e Anwar, 2011) e alta pressdo (Prasad et al.,
2009; Prasad et al., 2011a; Joo et al., 2012).

Nesta se¢do sdo abordadas as duas tecnologias alternativas de extragdo usadas neste
trabalho: campo elétrico pulsado (CEP) e descargas elétricas de alta tensdo (DEAT). Como 0
efeito primario dos tratamentos alternativos de CEP e DEAT nas células € a quebra da
membrana celular, esses tratamentos podem ser usados como substitutos ou auxiliares das
técnicas de extragdo convencionais (Jaeger et al., 2008). Sendo assim, esses tratamentos sdo
alternativas adequadas para atingir um rompimento ndo térmico da membrana celular, o que
permite a ocorréncia de uma difusdo a frio em agua dos compostos de interesse (\Vorobiev e
Lebovka, 2008).

2.6.1 Tecnologia de Campo Elétrico Pulsado (CEP)

A tecnologia de Campo Elétrico Pulsado (CEP) ou, em inglés, Pulsed Eletric Field
(PEF), € uma tecnologia ndo térmica que tem despertado um forte interesse nas pesquisas na
area de Engenharia. Desde o século passado diversos esfor¢os foram realizados com intuito de
se implantar na industria tratamentos envolvendo corrente alternada (CA), corrente continua
(CC) e campo elétrico pulsado. Inicialmente esses métodos foram utilizados nas seguintes

aplicacdes: morte de microrganismos, pasteurizacdo em lata, aquecimento 6hmico, entre
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outros. Entretanto, um marco importante para a tecnologia de CEP foi quando, em 1949 e
1958, Flaumenbaum e Zagorulko (apud Vorobiev e Lebovka, 2011), respectivamente,
reportaram a aplicacdo de campos elétricos com correntes alternada e continua no tratamento
de frutas e vegetais. Eles demonstraram uma aceleracdo do processo de extracdo pela quebra
de membranas celulares, sendo que esse fendbmeno foi chamado de eletroplasmose. Esse
conceito foi amplamente estudado nos anos seguintes, sendo referido atualmente como
eletroporacdo das membranas (fendbmeno abordado anteriormente). A partir do inicio dos anos
90, diversas aplicacOes das técnicas assistidas por CEP foram testadas e foi demonstrada a
aplicacdo dessa tecnologia para a aceleracdo dos processos de secagem, prensagem, difuséo e
extracdo seletiva. Desde entdo, foram desenvolvidos novos tipos de geradores de CEP com
altas voltagens, novas camaras de tratamento e novas plantas piloto (\Vorobiev e Lebovka,
2011).

O método de CEP é minimamente invasivo e evita mudancas indesejaveis que sao
tipicas de outras tecnologias como as térmicas, quimicas e enzimaticas. As técnicas assistidas
por esse método possuem diversos efeitos ndo usuais e, em relacdo a difusdo, podem
possibilitar uma “difusdo fria” (Vorobiev e Lebovka, 2011). Essas técnicas se baseiam no
efeito de transformacdo ou ruptura das células quando submetidas a um campo elétrico
externo, o que resulta em um aumento na condutividade elétrica e na permeabilidade do
material intracelular (Zimmermann et al., 1974). As possiveis aplica¢des dessa tecnologia em
uma ampla gama de processos na industria de alimentos estdo baseadas nos efeitos da

eletroporacdo das células vegetais (Jaeger et al., 2008).

O fendmeno de eletroporacdo, ou eletropermeacdo, pode ser descrito como um
aumento significativo na permeabilidade das membranas causado pela aplicacdo de pulsos
elétricos externos e curtos. O modelo mais aceito para descrever a eletroporacéo € o modelo
de poro aquoso transiente. De acordo com esse modelo, poros hidrofilicos sdo formados na
camada lipidica da membrana celular quando exposta a pulsos elétricos externos. Estes pulsos
elétricos induzem uma diferenca de potencial através da membrana, fornecendo a energia
livre necessaria para o rearranjo dos fosfolipidios da membrana e, assim, permitindo a
formacdo de poros hidrofilicos (Tsong, 1991; Weaver e Chizmadzhev, 1996; Kanduser e
Miklavci, 2008).

O impacto do campo elétrico em materiais bioldgicos é refletido pela perda das

funcbes da membrana celular. A presenca da membrana restringe a troca de materiais inter e
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intracelular e a aplicagdo de um campo elétrico induz a formagdo de poros dentro dela,
aumentando a sua permeabilidade (Weaver e Chizmadzhev, 1996; Vorobiev e Lebovka,
2011). O grau de eletroporacdo depende da diferenca de potencial através da membrana e da
sua estrutura; dependo das condicOes de tratamento, do valor do potencial transmembrana e
do tempo de exposicdo ao campo elétrico, uma perda temporéaria das funcdes da barreira
celular pode ocorrer, sendo que essa perda pode ser reversivel ou irreversivel (Teissié et al.,
2005; Vorobiev e Lebovka, 2011). Diversos modelos tedricos foram propostos para descrever
a eletroporacdo das membranas. Esse mecanismo ainda ndo foi completamente entendido e
discrepancias foram observadas entre os resultados tedricos e experimentais (\Vorobiev e
Lebovka, 2011). Entretanto, é aceito que a eletroporacdo consiste em diferentes estagios que

incluem:

e carregamento e polarizagcdo das membranas (tempo de aproximadamente 1 ps);

e desestabilizacdo temporaria e criacdo de poros (ocorre em escalas de tempo de 10 ns);

e expansdo do raio dos poros e agregacdo de diferentes poros (faixa de tempo de 100 uS);

e fechamento dos poros e efeitos de memdria (podem durar de segundos a horas) (Teissié
et al., 1999; Teissié et al., 2005; Krassowska e Filev, 2007).

As primeiras fases da eletroporagdo ocorrem na duracdo de um pulso, e a Ultima fase
ocorre apos a aplicacdo do pulso (Hibino et al., 1993; Leontiadou et al., 2003). A primeira
parte da eletroporacdo pode ser medida por mudancas na condutividade elétrica e estd
relacionada com a formacéo de poros transientes de vida curta, 0 que ndo contribui para o
transporte molecular (Pavlin et al., 2007). O transporte molecular através da célula
permeabilizada é observado na fase de formacdo do poro ate o completo fechamento da
membrana (Gabriel e Teissié, 1997; Gabriel e Teissie, 1999; Pavlin et al., 2007). A
eletroporagdo das membranas também é um pré-requisito para que ocorra o fendbmeno de
eletrofuséo. Esse fendbmeno ocorre porque, durante a aplicacdo de pulsos, e imediatamente
depois, a membrana celular é capaz de se fundir, pois se encontra em um estado chamado de

fusogénico (Zimmermann, 1982).

A eletropermeacdo é afetada pela composicdo quimica do meio utilizado, pelas
caracteristicas de célula exposta ao campo elétrico e pelos parametros dos pulsos elétricos. Os
parametros mais importantes dos pulsos elétricos sdo a amplitude, a dura¢do, 0 nimero de

pulsos e a sua frequéncia de repeticdo (Rols e Teissi¢, 1990; Wolf et al., 1994; Macek-Lebar
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et al., 1998; Bilska et al., 2000; Canatella et al., 2001; Macek-Lebar e Miklavcic, 2001). A
Figura 2.5 ilustra como funcionam alguns dos mecanismos dos processos que podem ser

assistidos pela presenca do campo elétrico.

Extracio
seletva

Prensagem S Tratamento
osmotico

Figura 2.5 — llustracdo das técnicas assistidas por CEP através da formacéo de poros. Fonte: adaptado
de Vorobiev e Lebovka (2011).

Tradicionalmente as tecnologias de aquecimento térmico convencionais sdo utilizadas
com 0 mesmo propasito da tecnologia de CEP. Entretanto, se espera que essa tecnologia seja
menos danosa que o calor para 0os componentes dos tecidos vegetais como vitaminas,
pigmentos, agentes de “flavor”, entre outros (Lebovka et al., 2004). Entre as aplicacdes da
tecnologia de CEP, se destaca a sua utilizagdo em diferentes processos da industria

alimenticia e alguns dos processos mais estudados séo descritos a seguir.

Processamento de sucos: a utilizacdo de CEP como um pré-tratamento antes da prensagem

mecanica ou da extragdo de sucos de fruta aumentou a eficiéncia do processo de obtencgéo de
suco. Ainda, o uso dessa tecnologia propiciou um consumo minimo de energia (Mclellan et
al., 1991; Knorr e Angersbach, 1998; Bazhal e VVorobiev, 2000; Jemai e Vorobiev, 2006).

Inativacdo de micro-organismos e fungos: a tecnologia de CEP pode inativar microrganismos

vegetativos, rompendo sua membrana celular. Dessa forma pode-se realizar uma
pasteurizacdo a frio dos alimentos, sem comprometer suas caracteristicas nutricionais e

organolépticas. Além disso, também é possivel inativar enddsporos bacterianos, se o CEP for
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combinado a um tratamento térmico. Estudos foram realizados utilizando Escherichia coli
(Nguyen e Mittal, 2007; Pataro et al., 2013) e esporos de Bacillus subtilis (Siemer et al.,
2014b) (Siemer et al., 2014a) entre outros. Podem ainda ser inativados fungos usando o
processo de CEP, como foi observado por Huang et al. (2013) na inativacdo de

Saccharomyces cerevisiae em arroz.

Processo de obtencéo de agucar: a tecnologia convencional de extracdo de agucar a partir da

beterraba consiste na desnaturacdo térmica de fatias desse produto seguida por difusdo em
agua quente. Entretanto, além da extracdo do aclcar esse processo extrai pectinas e forma
alguns colorantes indesejados, sendo necessérias varias etapas de purificacdo. Recentemente,
a prensagem assistida por CEP tem se mostrado como uma alternativa interessante a esse
processo e diversos estudos vem sendo realizados nesse campo (Bouzrara e VVorobiev, 2000)
(Jemai e Vorobiev, 2006) (Praporscic et al., 2005) (Loginova et al., 2011b).

Processos de desidratacdo e secagem: o tempo de secagem pode ser reduzido

consideravelmente apds o pré-tratamento utilizando CEP, conforme demonstrado por
Shynkaryk et al. (2008). Isso se deve ao aumento da difusividade efetiva da agua com o
aumento do dano induzido por CEP, conforme demonstrado por Lebovka et al. (2007b) para

cascas de batata.

Além dessas aplicacBes, o campo elétrico também pode ser usado na extracdo de
compostos bioativos e proteinas de matrizes vegetais e na extracdo de 6leo de sementes. Esses

usos do processo serdo descritos com mais detalhe na secédo 2.6.3.

Um dos principais parametros do processo de CEP é a energia especifica (kJ/kg) que
descreve a intensidade do tratamento. A intensidade dos pulsos aplicados é definida pelo
campo elétrico (kV/cm) que, para um tratamento em uma camara de configuragdo paralela, é
descrito pela razdo entre a voltagem e a distancia entre os eletrodos (Zhang et al., 1995).
Quando se utiliza CEP experimentalmente, considera-se que, para se obter uma eletroporacao
significativa, deve-se aplicar um campo elétrico na ordem de 100 V/cm para tecidos vegetais
e de 10 kV/cm para células microbianas (Barbosa-Canovas et al., 1998; VVorobiev e Lebovka,
2011). Contudo, o grau de eletropermeabilizacdo também depende do protocolo usado e das
caracteristicas do material (\Vorobiev e Lebovka, 2006). Um dano bastante significativo aos
tecidos vegetais é observado na aplicacdo de 500 a 1000 V/cm em um tempo de tratamento
entre 10 e 10" s (Vorobiev e Lebovka, 2011).
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Quando aplicado um campo elétrico baixo, a eletroporacdo é reversivel, desde que o
processo de fechamento dos poros seja rapido suficiente para reparar as membranas
imediatamente ap6s o término do processamento por CEP. Entretanto, tratamentos de CEP de
alta intensidade causam danos irreversiveis a membrana celular. As mudancas em longo prazo
apos a aplicacdo de CEP podem estar relacionadas ao fluxo osmético e a redistribuicdo de
umidade no interior da amostra (Lebovka et al., 2001). De acordo com Zimmermann et al.
(1974), com um campo elétrico entre 1-10 kV/cm se obtém mudancas estruturais reversiveis
nas membranas celulares. Contudo, Guderjan et al. (2007) sugerem que ja pode ocorrer uma
permeabilizacdo irreversivel para campos elétricos acima de 1 kV/cm. A escolha da utilizacéo
de um processo reversivel ou ndo depende do objetivo desejado. Danos reversiveis podem ser
usados para induzir reacdes de estresse celular e a producdo de metabolitos secundarios
(Ulmer et al., 2002). Os processos irreversiveis sdo aplicados quando se deseja aumentar a

eficiéncia da extragdo de sucos, 6leos entre outros (Guderjan et al., 2005).

Quantificacao da desintegracao induzida pelo CEP

O grau de danificacdo (Z) pode ser definido como a porcentagem de células
danificadas. O método mais simples para a caracterizacdo de Z é baseado nas medidas de
condutividade elétrica, pois esse pardmetro aumenta com a danificacdo celular. O grau de
desintegracdo em funcdo da condutividade elétrica (Zc) pode ser definido como (Lebovka et
al., 2002; Rogov e Gorbatov apud Vorobiev e Lebovka, 2011):

Ze = (0 —0)/(04 — 07) (2.2)

onde o é o valor de condutividade elétrica medido e os sub-indices i e d se referem as
condutividades do tecido intacto e do tecido totalmente danificado, respectivamente. Valores
de Z¢ proximos a zero estdo relacionados a um tecido pouco danificado e préximos a 1, a um
tecido bastante danificado. A Figura 2.6 apresenta a condutividade elétrica em funcdo do
tempo de tratamento (tcep), mostrando como a Equacdo 2.2 pode ser utilizada para monitorar
continuamente um processo de CEP. Esse meétodo requer o acompanhamento da
condutividade elétrica e o conhecimento de aq, que pode ser obtido através da moagem ou do
congelamento seguido de descongelamento da amostra.
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Condutividade elétrica (&)

Tempo de tratamento (fzp)

Figura 2.6 — Estimativa do Zc em fun¢do da condutividade elétrica durante o tempo de tratamento.
Fonte: adaptado de Vorobiev e Lebovka (2011).

Outro método para a determinagdo do grau de danificacdo é o uso do coeficiente

difusivo de desintegracéo (Zp), que pode ser definido como (Lebovka et al., 2007b):
Zp = (D —D;))/(Dg — Dy) (2.3)

onde D ¢ a difusividade massica aparente medida e i e d se referem aos valores para o tecido
intacto e totalmente danificado, respectivamente. A difusividade massica aparente pode ser
determinada através de experimentos de extracao sélido-liquido ou de secagem.

Os métodos que utilizam a estimativa de Z para avaliar a desintegracao celular podem
ser considerados métodos diretos e podem ser utilizados para uma estimativa aproximada do
impacto do tratamento em tecidos vegetais e suspensdes. Além desses, podem ser utilizados
outros métodos para determinagdo dos danos causados pelo CEP, como estudos
microscopicos, avaliagdo das carateristicas de textura e medidas acusticas (Vorobiev e
Lebovka, 2011).

Influéncia do controle dos pulsos

Sale e Hamilton (1967 apud Vorobiev e Lebovka, 2011) concluiram que os dois
parametros mais relevantes para determinar a eficiéncia do tratamento por CEP s&o o campo
elétrico aplicado (E) e o tempo total de exposicdo a esse campo, ja definido como tcgp. EM
geral, o aumento do campo elétrico aumenta o dano causado pelo tratamento (Bouzrara e

Vorobiev, 2000; Praporscic et al., 2005); entretanto, 0 consumo energético e 0 aquecimento
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ohmico também se tornam relevantes ao serem aplicados campos mais altos. Em geral, 0s
valores 6timos de campo elétrico para tecidos de frutas e vegetais estdo entre 300 e 500 V/cm
(Vorobiev e Lebovka, 2008).

Alguns experimentos demonstraram que a eletroporacdo pode depender de parametros
do pulso como amplitude, forma, duragdo (tj), nimero de pulsos (n) e intervalo entre pulsos
(At) (Canatella et al., 2001; Canatella et al., 2004). A Figura 2.7 apresenta um protocolo tipico
de um pulso retangular bipolar. O protocolo experimental €, geralmente, ajustado fazendo-se
um trem de pulsos seguidos de uma pausa. Dessa forma se obtém um bom controle do indice
de desintegragdo (Z) sem um aumento significativo de temperatura durante o tratamento
(Vorobiev e Lebovka, 2011). As formas de onda mais comumente usadas em geradores de

CEP séo decaimento exponencial, oscilatdria e retangular (Miklavcic e Towhidi, 2010).
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Figura 2.7 — llustragdo de um onda bipolar quadrada tipica de um protocolo de CEP. Fonte: VVorobiev
e Lebovka (2011).

Observando a Figura 2.7 é possivel deduzir que o tempo de exposi¢cdo ao campo
elétrico (tcep) pode ser calculado usando a equacéo 2.4:

tcgp = Nnt; (2.4)

A disténcia entre os pulsos (At) € um pardmetro bastante importante, tendo sido
demonstrado que uma completa eletroporacéo é atingida quando € realizada uma longa pausa

entre os pulsos (At > 1 s); entretanto, esse fenbmeno torna-se incompleto quando uma maior
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frequéncia de repeticdo (acima de 1 Hz) é utilizada (Pavlin et al., 2008 apud Vorobiev e
Lebovka, 2011).

Vito et al. (2008) e Grimi et al.(2010a) avaliaram a influéncia do tempo de pulso (t;),
tendo sido observada uma forte correlacéo entre a duracdo do pulso e os danos causados por
eles: um tratamento de CEP eficaz requer a aplicacdo de pulsos relativamente longos. Para
alcancar a méxima tensdo transmembrana a duracdo do pulso deve ser maior que o tempo de
carregamento elétrico. Os dados experimentais suportam essa teoria e demonstram a
influéncia da duracao dos pulsos (entre 10 e 1000 us) na eficiéncia do tratamento de CEP em

uvas, macés e batatas (Vito et al., 2008; Grimi et al., 2010a).

2.6.2 Tecnologia de Descargas Elétricas de Alta Tensdo (DEAT)

Existe um interesse consideravel no campo da Engenharia em utilizar descargas
elétricas em agua. O tratamento de sistemas aquosos através de descargas elétricas tem sido
estudado h& algum tempo devido a sua importancia em diversas aplicac@es praticas (Boussetta
et al., 2011a). Dependendo das condi¢des da descarga, a energia elétrica pode se transformar
em luz, calor ou energia mecanica (ondas de choque) (Boussetta et al., 2011a). Atualmente,
ela é usada para a extragdo em meio aquoso de 6leo e compostos sollveis provenientes de
vegetais em escala de bancada (Grémy-Gros et al., 2008) (Boussetta et al., 2009b) e para

tratamento de agua (lhara et al., 2014), entre outras aplicacdes.

As hipdteses que tentam explicar o processo que leva a ocorréncia de um canal
condutivo em &gua ainda estdo sendo discutidas. Sabe-se, no entanto, que na tecnologia de
DEAT sdo utilizados arcos elétricos pulsados de alta tensdo (Boussetta e VVorobiev, 2014). A
ruptura dielétrica (ou arco elétrico) € um fendmeno que pode ser definido como uma rapida
reducdo na resisténcia de um componente isolante; quando a voltagem aplicada é
suficientemente forte, o isolante se ioniza parcialmente e comeca a conduzir corrente elétrica.
Caso esse evento ocorra por um curto periodo de tempo, ele é chamado de arco elétrico ou

descarga elétrica.

Recentemente, tem se observado que a tecnologia de DEAT induz processos fisicos e
quimicos que agem na membrana e na parede celular e aumentam a liberagcdo de compostos

intracelulares (Boussetta et al., 2011a). As descargas agem através da ruptura dielétrica em
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agua; quando um tratamento elétrico desse tipo é aplicado em uma solu¢éo aquosa € 0 campo
elétrico ultrapassa o campo elétrico de ruptura € observado um fendmeno de ruptura
dielétrica. A corrente elétrica passa pela dgua, que se comporta como uma matéria isolante, e
produz ondas de choque, radiacdes ultravioleta e libera espécies ativas (Sun et al., 1998;
Zuckerman et al., 2002). O processo que ocorre durante 0s tratamentos em meio aquoso ao
utilizarem-se descargas de alta tenséo € explicado em detalhes a seguir.

A aplicacdo de alta voltagem através dos eletrodos leva a aceleracdo dos elétrons que
alcancam energia suficiente para excitar as moléculas de dgua. Se um campo elétrico € forte o
suficiente, inicia-se uma “avalanche” de elétrons (em inglés, streamer) que se propaga do
eletrodo positivo (em geral uma agulha) para o negativo (em geral uma placa com
aterramento) (Vorobiev e Lebovka, 2008). Varias moléculas ativas sdo produzidas dentro
dessa avalanche devido a acdo dos elétrons excitados. Quando a avalanche atinge o eletrodo
negativo, ocorre a ruptura dielétrica e um canal de descarga € criado. Isso leva a um aumento
do didmetro do arco elétrico e da corrente e a uma diminuicdo da voltagem (Sun et al., 1998;
Zuckerman et al., 2002).

O estudo de Boussetta et al. (2013a) tentou esclarecer melhor os fenémenos envolvidos
do processo de descargas elétricas. Quando utilizado um sistema composto por uma agulha
em um eletrodo tipo placa plana e aplicando uma alta tenséo de pulso, o processo de ruptura
dielétrica é composto por duas fases distintas: uma fase pré-ruptura (chamada de avalanche de
elétrons ou streamer) e a fase de ruptura dielétrica, que é o que chamamos de arco elétrico. A
fase de streamer ocorre devido a ocorréncia de um campo elétrico local muito alto. Em
liquidos, os streamers sdo compostos de canais de gas ionizado que se propagam em dire¢cdo
ao eletrodo oposto. A energia elétrica de um pulso é a soma da energia liberada inicialmente
quando a avalanche de elétrons se propaga e a energia dissipada no arco elétrico (Boussetta e
Vorobiev, 2014). A Figura 2.8 apresenta fotografias de cavidades iniciadas pelos fenémenos

de avalanche de elétrons (Figura 2.8 (a)) e arco elétrico (Figura 2.8(b)).

Durante a ruptura dielétrica ocorrem fendmenos secundarios que fazem com que se
formem ondas de choque de alta pressédo que se propagam na agua. A pressdo do choque é
seguida por uma onda de rarefacdo que produz cavitacdo. O colapso das bolhas formadas
durante a cavitacdo resulta em choques secundarios e esses choques podem interagir com a
estrutura das células. Além de danos as estruturas celulares, esses fendmenos secundarios

resultam em fragmentacdo das particulas o que acelera a extracdo de compostos intracelulares
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(Gros et al., 2003; Boussetta et al., 2012b). Apds um tratamento de DEAT efetivo (pressao
das ondas de choque maior do que 100 bar), a reducdo de tamanho das particulas tratadas é

similar aquela obtida apds a moagem (Boussetta et al., 2012b).

Figura 2.8 — Fotografias de cavidades iniciadas pela avalanche de elétrons (a) e pelo arco elétrico (b).
Fonte: adaptado de Boussetta et al. (2013a).

Os fenbmenos secundarios sdo processos fisicos e quimicos. Os processos fisicos
devido ao arco pulsado incluem a formacéo de luz ultravioleta (UV) (Locke et al., 2005) e
ondas de choque (Boussetta et al., 2012b), que dependem da energia de descarga. Os
processos quimicos induzidos por descargas em agua sdo a formacdo de radicais reativos e
espécies moleculares como peréxido de hidrogénio e ozdnio (Dang et al., 2009). Devido a
esses diferentes fendmenos, as DEAT podem ter distintas aplicagdes relacionadas aos seus
diferentes efeitos: a luz UV na faixa de 200 a 400 nm pode ser mutagénica para as celulas, as
ondas de chogue causam a ruptura mecéanica da membrana celular e, ainda, os radicais

hidroxil podem levar ao dano oxidativo das células (Boussetta e VVorobiev, 2014).

A producdo da ruptura dielétrica em &gua requer um gerador com um grande capacitor;
isso se deve ao fato de ser necessaria uma grande quantidade de energia para criar esse

fendmeno, que fica contida no capacitor (Grémy-Gros et al., 2008).

As ondas de choque tém um efeito elétrico e também mecénico sobre o produto. A
tecnologia de DEAT introduz energia diretamente na solucdo aquosa através de um canal de
plasma formado pelas descargas elétricas de alta corrente e alta tensdo entre dois eletrodos
submersos. Essa técnica envolve altas faixas de corrente (10° — 10* A), de tensdo (10° —
10* V) e de frequéncia (102 — 10° Hz) (Chang et al., 1998 apud Boussetta et al., 2011b).
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Entre as vantagens dessa metodologia estdo o curto periodo de tempo necessario (alguns ms)
e 0 baixo consumo de energia (10 — 50 kJ/kg). Além disso, a elevacdo da temperatura durante

o tratamento é baixa, em geral menor que 5 °C (Gros et al., 2003).

As equacOes descritas na secdo 2.6.1 para quantificar a desintegracdo e avaliar 0s
efeitos do processamento na ruptura das células também podem ser aplicadas para a
tecnologia de DEAT, sendo os resultados também expressos em grau de danificacdo (2).
Além disso, o tempo de tratamento (tpeat), também pode ser estimado da mesma forma:

multiplicando o tempo de um pulso pelo total de pulsos (Boussetta e VVorobiev, 2014).

2.6.3 Extracao assistida por CEP e DEAT

Nas ultimas décadas, cada vez mais pesquisas tém sido realizadas no impacto da
tecnologia de CEP na composi¢do quimica dos alimentos, na extracdo de compostos e no
rendimento de processos de prensagem. Essas aplicacfes oferecem inumeras possibilidades
para a industria de alimentos (Jaeger et al., 2008). A extracdo a frio ou utilizando
temperaturas moderadas a partir de vegetais pode ser significativamente melhorada pelo
processo de campo elétrico pulsado (Loginova et al., 2011b). Além disso, 0 uso desse
processo para aumentar a eficacia da extragcdo, pode minimizar ou eliminar completamente o
uso de solventes como acetona, metanol e etanol, sendo o processo realizado utilizando

somente &gua.

Em alimentos in natura, compostos de alto valor nutricional estdo, inicialmente, no
interior das células, que precisam ser danificadas para facilitar a recuperacdo do material
intracelular. As técnicas convencionais de danificacdo celular, como fragmentagdo, danos
térmicos e quimicos e tratamentos enzimaticos, levam a uma desintegracdo mais severa dos
componentes do tecido incluindo as paredes e as membranas celulares. Quando se combina
um pré-tratamento elétrico a um processo de difusdo, o tempo total de extracdo é reduzido, se
comparado a extracdo sem tratamento elétrico (Boussetta et al., 2009a; Boussetta et al.,
2011a).

O tratamento com CEP, que é menos destrutivo do que os métodos convencionais,
pode ser utilizado para uma extracdo mais seletiva dos componentes celulares (\Vorobiev e

Lebovka, 2011). A permeabilizacdo celular induzida por CEP (eletroporacdo) é usada para
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aumentar a formacdo de poros permanentes na membrana celular e aumentar o transporte de
massa para fora das células (Knorr et al., 1994; Knorr e Angersbach, 1998; Bazhal e
Vorobiev, 2000; Fincan et al., 2004; Guderjan et al., 2007). Os tratamentos usando DEAT
também podem ser interessantes na extracdo aquosa, combinando seus efeitos com o da
extracdo classica. Esses tratamentos podem ser usados para acelerar a extracdo de moléculas
sollveis de determinadas matérias primas, podendo aumentar a velocidade de extragdo em até
50 vezes se comparada a infusdo (Vorobiev e Lebovka, 2008). Ainda, quando usadas
descargas elétricas, 0 aumento de temperatura € inferior se comparada essa tecnélogas as

tecnologias e CEP, micro-ondas e ultrassom (Boussetta e VVorobiev, 2014).

Entretanto, quando as tecnologias sdo comparadas, a principal vantagem do CEP em
relacdo a DEAT e a moagem ¢ o fato do produto preservar sua estrutura apos o tratamento,
facilitando e reduzindo as etapas subsequentes de separacdo soélido-liquido, como por
exemplo a filtragdo. Devido & alta energia do tratamento as DEAT produzem pequenas
particulas, dificultando a separacdo (Boussetta et al., 2012b).

Compostos bioativos e proteinas

O aumento da eficiéncia da difusdo de substancias solUveis através das membranas
para obtencdo de substancias bioativas como diferentes macromoléculas, pigmentos e
antioxidantes é de grande interesse, ndo s6 para a industria de alimentos, como para a
producdo de cosméticos e na biotecnologia. A extracdo de compostos intracelulares através da
utilizacdo de campos elétricos de alta intensidade se mostra como um processo eficiente em

termos energeéticos e de consumo de tempo (Jaeger et al., 2008).

Diversos estudos foram realizados com o intuito de recuperar corantes naturais
provenientes da beterraba (betalainas). A aplicacdo de pulsos elétricos teve resultados
positivos, melhorando a eficiéncia da extracdo (Chalermchat et al., 2004; Fincan et al., 2004;
Loginova et al., 2011a). Quando comparada ao tratamento térmico, que por sua vez também
pode acelerar o processo de extracdo, a tecnologia de CEP teve menor consumo energético e
menores niveis de degradacdo dos corantes. Esse ultimo resultado se deve ao fato das
betalainas serem sensiveis a temperaturas acima de 60 °C, que ndo foram atingidas no

tratamento por CEP (Loginova et al., 2011a).
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A extracdo de compostos fendlicos foi estudada utilizando a tecnologia de CEP por
Lopez et al. (2008a, 2008b), que avaliou a extracdo desses compostos durante a producao de
vinho. Esse estudo demonstrou um aumento da eficiéncia da extracdo nas etapas de
vinificacdo e fermentacdo, mesmo em temperaturas moderadas (25 °C). Os trabalhos de
Grimi et al. (2009) e de Grimi et al. (2011) também tiveram bons resultados ao avaliar a

extracdo de compostos fendlicos usando CEP em suco de maga.

A aplicacédo do processo de DEAT para extragdo de compostos fenolicos foi estudada
por Boussetta et al. (2009a), Boussetta et al. (2009b), Boussetta et al. (2011b) e Boussetta et
al. (2012b). Esses estudos tiveram como base o bagaco de uva e demonstraram que a
tecnologia acelerou o processo de extracdo e que a resposta a aplicagdo das descargas foi
praticamente imediata. Quando comparadas as duas tecnologias para extracdo de fendlicos de
uva, a tecnologia de CEP foi duas vezes menos eficiente que a de DEAT (Boussetta et al.,
2009b). Outros trabalhos demonstraram a eficiéncia dessa técnica para a extracdo de solutos
de erva doce (Moubarik et al., 2011) e stevia (Negm, 1009 apud Boussetta e VVorobiev, 2014).
Contudo, deve-se observar que, para quase todos 0s compostos estudados, existe uma energia
Otima para aplicacdo das descargas. Para uma energia muito alta, as reacfes oxidativas que
ocorrem no processo, podem produzir em alta quantidade espécies que podem oxidar 0s
compostos fendlicos (Boussetta e Vorobiev, 2014).

Até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados envolvendo sementes e 0s
processos de CEP e DEAT. Recentemente, Boussetta et al. (2013b) avaliaram o da aplicacao
de DEAT na extracdo de compostos fenolicos e lignanas da torta de linhaca. O estudo
mostrou que as células da linhaca perderam a sua estrutura devido aos efeitos das DEAT, o
que aumentou o rendimento da extracdo em mais de 50 % quando aplicada uma energia de
40 kV e usando pulsos de 5 ms. Além disso, observou-se que a adi¢do de solventes organicos
no processo de extracdo teve um efeito sinergético e aumentou ainda mais o teor total de
fendlicos extraidos da torta. Ainda, Boussetta et al. (2014) demonstraram um efeito positivo
do pré-tratamento por PEF na extracdo de fenolicos da casca da linhacga, atingindo uma maior
eficiéncia no processo através da aplicacdo dessa tecnologia. Nesse estudo foi aplicada uma

energia de 300 kJ/kg em um campo de 20 kV/cm.

Ainda sdo escassos na literatura estudos envolvendo campo elétrico ou descargas
elétricas e extracdo de proteinas. Entretanto, pelas mesmas razdes que os processos de CEP e

DEAT aumentam eficiéncia da extracdo de compostos fenolicos, eles podem melhorar a
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extracdo de proteinas. O estudo de Liu et al. (2012) demonstrou boa eficiéncia do processo de
CEP na extragdo de proteinas do residuo da producéo de cerveja.

Oleo vegetal

Baseado nos mesmos efeitos mencionados anteriormente (aumento do coeficiente de
transferéncia de massa devido a eletropermeabilizacdo), a aplicacdo de campdes elétricos
pode substituir ou melhorar técnicas convencionais de extracdo de dleos vegetais (Jaeger et
al., 2008). Os principais objetivos de uma extracdo de 6leo sdo a ruptura da parede celular,
para difusdo do 6leo e seus componentes, e a separacdo do 6leo obtido. A literatura atual
demonstra que campos elétricos podem ser utilizados como um pré-tratamento para a ruptura
celular antes da separacdo do 6leo (Guderjan et al., 2007). O uso dessas metodologias pode
ser uma boa alternativa a etapa de cozimento, que facilita a extracdo do 6éleo pela modificacédo

da estrutura celular (Gros et al., 2003).

A aplicacdo dos processos alternativos abordados nesse trabalho, CEP e DEAT, na
extracdo de dleo foi abordada em alguns estudos prévios, discutidos a seguir.

Guderjan et al. (2005) e Guderjan et al. (2007) demonstraram a aplicagdo do
tratamento de CEP para melhorar a eficiéncia da extracdo de 6leo e a qualidade do dleo
extraido. O tratamento foi testado em azeitona, soja, milho e canola. A aplicacdo de campo
elétrico (0,6 kv/cm) fez com que a eficiéncia da extracdo chegasse a 88.4 % com alta
quantidade de fitosterois. A eficiéncia da extracdo de 6leo de oliva aumentou 6,5-7,4% e a
quantidade de compostos bioativos do Oleo de soja aumentou em torno de 20 % em
comparacdo com as amostras de referéncia (Guderjan et al., 2005). O estudo de Guderjan et
al. (2007) mostrou que a maior eficiéncia da extracdo e as maiores concentracfes de
tocoferdis, compostos fenolicos, antioxidantes e fitosterdis foram obtidas para a o 6leo de
canola extraido usando CEP, com um campo de 3 V/cm, quando comparada a extracdo
usando um equipamento Soxhlet. Ainda, as propriedades de insaturacdo e os valores de
saponificacdo do 6leo ndo mudaram, enquanto maiores concentracdes de acidos graxos livres

e clorofila foram observados.

Gros et al. (2003) avaliaram a eficiéncia de um processo alternativo de extracdo de

oleo de linhaca, sem utilizar a etapa de cozimento como pré-tratamento e sem utilizar
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solventes na extracdo. Os autores fixaram a temperatura maxima de processo como sendo de
50 °C para manter as funcionalidade das proteinas e evitar a desnaturagdo, que inicia a 60 °C
(Curda et al., 1997). Nesse estudo foi avaliado o efeito da trituragdo como um pré-processo
(ao inveés do cozimento) e foi demonstrado que, devido a reducdo no tamanho das particulas e
ao enfraquecimento das paredes celulares, prensagem e o rearranjo das particulas quando a
presséo foi aplicada foram melhorados. Ainda, foi demonstrado pelos autores que a aplicagdo
de DEAT na semente de linhaca auxiliou na extracdo de mucilagem, que interfere de forma

negativa no processo de extracao de 6leo.

Além dos trabalhos citados, o estudo de Abenoza et al. (2013) avaliou a aplicacdo de
CEP na extracdo 6leo de oliva, utilizando um campo elétrico de 2 kV e com o objetivo de
diminuir a temperatura de maceracao das azeitonas (etapa necessaria antes da prensagem para
romper a pele da azeitona) e aumentar o rendimento. O aumento no rendimento de processo

foi de 14 % e a temperatura de maceracdo passou de 26 para 15 °C.

Sabe-se que diferentes métodos de extracdo afetam a composigdo e a concentracéo de
componentes minoritarios do 6leo. Dessa forma, o uso de tratamentos elétricos pode também
afetar a qualidade do Oleo e isso deve ser levado em consideracdo na escolha de uma

tecnologia alternativa (Guderjan et al., 2007).
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CAPITULO 3- CARACTERIZACAO DE DIFERENTES TORTAS DERIVADAS DA
PRODUCAO DE OLEO COMESTIVEL

Neste capitulo é apresentado o estudo de caracterizacao de diferentes tortas de nozes e
sementes provenientes industria de 6leo comestivel. Especificamente foi avaliado o teor de
diferentes classes de compostos fendlicos e da capacidade antioxidante de oito diferentes
tortas e os resultados obtidos foram comparados. Sao apresentadas as metodologias utilizadas
para caracterizacdo dos compostos fenolicos e da capacidade antioxidante das tortas.
Posteriormente, sdo demonstrados e discutidos os resultados obtidos, sendo realizada uma
comparagéo entre as tortas estudadas. Esses resultados estdo apresentados na forma de artigo,

na lingua inglesa.

3.1 Materiais e métodos

3.1.1 Preparo das tortas

As tortas das nozes améndoa (Prunus dulcis), aveld (Corylus aveliana), macadamia
(Macadamia integrifélia), pecd (Carya illinoensis) e das sementes de abobora (Cucurbita
moschata), gergelim (Sesamun indicum), girassol (Helianthus annuus) e linhaca (Linum
usitalissimun) utilizadas nesse trabalho foram fornecidas pela empresa Vital Atman situada em
Uchoa, Séo Paulo, Brasil. A empresa é produtora de éleos a partir dessas nozes e sementes; 0
processo de producdo é constituido apenas pelas etapas de prensagem a frio e decantacdo dos
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solidos. As tortas sdo provenientes da etapa de prensagem. Previamente as analises, as
amostras foram trituradas, usando liquidificador de inox (Siemsem, modelo LI-1,5, Brasil),
passadas por uma peneira com abertura de mesh 8 (2,36 mm) e homogeneizadas a fim de
minimizar os erros experimentais. As amostras foram mantidas a -18 °C até 0 momento das

analises.

Previamente ao processo de extracdo, a torta de gergelim passou pela etapa de
desengorduramento. Esse processo foi necessario devido ao alto teor de gordura presente nas
amostras. A gordura foi detectada durante uma tentativa inicial de extracdo dos compostos
fendlicos e tornou o extrato obtido turvo, impossibilitando as anélises espectrofotométricas.
Para o processo de desengorduramento, 5 g de amostra (x 1 g) foram colocadas em cartuchos
extratores, que foram inseridos em um extrator de gordura (Tecnal, modelo TE-044, Brasil),
demonstrado na Figura 3.1. Inicialmente, os cartuchos foram imersos em 50 mL de hexano a
80 °C, apds uma hora os cartuchos foram suspendidos e a temperatura do equipamento
modificada para 130 °C. Os cartuchos foram mantidos suspensos e 0 hexano passou por
inimeros ciclos de evaporagdo e condensacdo por um periodo de duas horas. As amostras
foram coletadas em capsulas e secas a temperatura ambiente por 1,5h até a completa
evaporacgédo do hexano. Esse processo ndo foi realizado para as demais tortas porque o extrato
obtido a partir delas ndo apresentou turbidez e as andlises puderam ser realizadas de forma
satisfatoria.

Figura 3.1 — Equipamento extrator de gordura.
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Determinacéo da umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, de acordo com metodologia da
AOAC (1990). Este método consiste em pesar, em balanca analitica, com precisédo de 0,0001
g (BOSH, modelo SAE 200, Alemanha), 5 g de amostra em uma capsula de aluminio
previamente seca e colocar em estufa (De Leo, modelo A3, Brasil) a 105 °C. As amostras
foram deixadas durante a noite na estufa e pesadas apds, aproximadamente, 15 h. A umidade
foi calculada através da diferenca de massa antes e apds a secagem da agua, utilizando a
Equacdo 3.1 e o resultado obtido em porcentagem. Todas as andlises de umidade deste
trabalho foram realizadas em triplicata.

m. —

m
X" =— %100
m 3.1)

au

onde, x" é a umidade em porcentagem, m,, é a massa de amostra imida e m,s € a massa de
amostra seca. Os valores de umidade obtidos foram utilizados para apresentacdo dos

resultados em base seca.

Para o gergelim, foi realizada uma nova analise de umidade a fim de se verificar se a
torta absorveu agua durante o processo de desengorduramento. Esse valor de umidade foi

utilizado para expressao dos resultados referentes a essa torta.

3.1.2 Extracédo dos compostos fendlicos

Comumente, a recuperacdo de compostos bioativos de fontes naturais é efetuada pelo
processo de extracdo solido-liquido empregando solventes organicos. Métodos alternativos a
esse processo sao: a extracdo assistida por ultrassom ou micro-ondas, a extracdo utilizando
campo elétrico pulsado ou moderado ou a extracdo supercritica (Wang e Weller, 2006).
Diversos fatores influenciam os processos de extracdo como o tipo de solvente, a temperatura,
o0 tempo, a rela¢do soluto-solvente, o nimero de ciclos, entre outros. Esta etapa do trabalho
teve como objetivo realizar uma analise preliminar comparativa entre as tortas, portanto, a
influéncia desses parametros ndo foi avaliada e essas variaveis foram pré-fixadas. As
variaveis envolvidas no processo de extracdo serdo abordadas de forma mais aprofundada no
Capitulo 4.
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A extracdo foi realizada utilizando solventes organicos dissolvidos em agua, estudos
demonstram que a adi¢do de agua aumenta a eficiéncia da extragdo até que seja alcancado um
limite maximo (Mukhopadhyay et al., 2006). O solvente escolhido para a extracdo foi uma
mistura de etanol 96 % P.A. (Vetec, Brasil) e agua destilada contendo 80 % etanol. Apesar de,
em alguns casos, solventes como a acetona e 0 metanol apresentarem melhores rendimentos
de extracdo (Pérez-Jiménez et al., 2008), esses solventes sdo toxicos, e devem ser
completamente removidos previamente a aplicacdo em alimentos; como a aplicagdo como
ingrediente em alimentos é um dos empregos do extrato obtido nesse trabalho, foi escolhido o

etanol como solvente extrator.

A extracdo foi realizada em um shaker (Cientec, CT 712RN, Brasil), com rotagéo de
250 rpm, utilizando um ciclo de 1 h e a razdo sélido-solvente foi de 1:5. Aproximadamente
5 g de amostra foram pesados em balanca analitica (BOSH, modelo SAE 200, Alemanha),
sendo o peso anotado para posterior correcdo, e diluidos em 25mL do solvente.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (Cientec, modelo CT 5000R, Brasil) por 30
min, a 4757 g e a temperatura de 25 °C. O sobrenadante foi coletado em bal&o volumétrico de
25 mL e seu volume foi ajustado utilizando a solugdo extratora. O extrato contendo os
compostos fendlicos foi, entdo, armazenado refrigerado até 0 momento das anélises. Tanto as

extragdes, quanto as anélises apresentadas a seguir, foram realizadas em triplicata.

3.1.3 Analises espectrofotométricas dos compostos fenolicos

Varredura

A analise de absorbancia utilizando a espectroscopia na faixa do ultravioleta-visivel
(UV-Vis) é uma técnica Util para avaliacdo da estrutura dos compostos fendlicos presentes nos
extratos. Os compostos fenolicos exibem duas principais bandas de absorcdo: a primeira
banda na faixa de 320 e 380 nm e a segunda entre 250 e 280 nm (Matthéus, 2002). Foi
realizada uma varredura das absorbancias dos extratos na faixa entre 200 e 800 nm. Para que
os valores de absorbancia se mantivessem dentro da faixa de leitura do espectrofotometro
(\arian, modelo Cary 1E, Estados Unidos) durante a varredura, os extratos foram diluidos na

solucéo extratora em diferentes proporcgoes.
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Analise de compostos fendlicos totais

Dentre 0s possiveis padroes para analise de compostos fendlicos estdo o acido tanico,
a catequina, o acido cindmico e o acido galico. Para este trabalho foi escolhido como padrdo o
acido galico. Esse padrdo € comumente empregado na analise utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu (FC), sendo essa analise e esse padrao escolhidos por serem amplamente utilizados,
facilitando a comparagdo com dados da literatura (Waterhouse, 2002). A colorimetria do
método de Folin-Ciocalteu é baseada na reducdo quimica do reagente, composto por uma
mistura de 6xidos de tungsténio e molibdénio. Os produtos da reducdo desses dxidos sdo de
coloracdo azul e apresentam alta absorcdo da luz, tendo sua absorbéncia méaxima no
comprimento de onda (A) de 765nm, sendo a intensidade da absor¢do de luz nesse A

proporcional a concentragéo de fenolicos (Waterhouse, 2002).

A metodologia de avaliacdo dos compostos fendlicos utilizada neste trabalho foi
adaptada de Waterhouse (2002). Para avaliacdo do teor de fenodlicos totais nas amostras,
40 pL de extrato (ou padrdo de éacido galico, no caso da curva de calibracdo) foram
adicionados de 3,2 mL de agua destilada e 200 pL do reagente de FC, a mistura foi levemente
agitada e deixada no escuro por 5 min em um tubo Falcon de 15 mL. Apos esse periodo, a
solucdo foi adicionada de 600 pL de uma solucdo saturada de carbonato de sodio, agitada em
vortex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil) por alguns segundos e deixada no escuro, a
temperatura ambiente por 1 h. Por fim, as amostras foram transferidas para cubetas de plastico
e foram realizadas as medidas de absorbancia utilizando um espectrofotémetro (Pré-Anélise,
modelo UV 1600, Brasil) e A igual a 765 nm. Os resultados séo apresentados na forma de mg
de EAG (equivalentes de acido galico) por g de amostra em base seca. O branco foi elaborado
da mesma forma que as amostras para evitar a leitura de compostos interferentes, apenas
substituindo o extrato por agua destilada. O valor obtido para o branco foi lido no

espectrofotdmetro e diminuido das absorbancias encontradas para as amostras.

Para quantificacdo dos compostos fendlicos foi utilizado um padrdo externo,
preparado separadamente da amostra. A calibracdo foi realizada através da elaboragdo de uma
curva de calibracdo, obtendo-se o sinal de resposta (absorbancia) como funcdo da
concentracdo conhecida do analito. Para elaboragdo da curva padrdo foram elaboradas
solucBes de acido galico (Dindmica Quimica, Diadema, Brasil) com as concentragdes de 50,
100, 200, 300, 400 e 500 ppm. Em todas as analises espectrofotométricas, as curvas de

calibracdo foram elaboradas diversas vezes durante os experimentos devido a sua variagdo
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com diferentes reagentes e a possiveis alteracdes do espectrofotdmetro. Em todos os casos foi
obtido um coeficiente de determinacdo superior a 0,99. Um exemplo de curva de calibragdo é

apresentado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Curva de calibracdo da absorbancia versus a concentragdo de acido galico utilizada para
determinacdo do teor de compostos fenolicos totais (R2 = 0,9992).

Analise de taninos condensados ou proantocianidinas

Para os extratos em estudo, foi realizada analise de taninos condensados utilizando o
método da vanilina. O método vanilina depende da reacdo da vanilina com os taninos
condensados para formacdo de complexos coloridos (Monteiro et al., 2005). Embora o
reagente da vanilina detecte tanto flavonoides monoméricos quanto poliméricos, ele é
especifico para uma classe limitada de compostos. Leucoantocianidinas (catequinas) e
proantocianidinas (taninos) reagem com a vanilina na presenca de HCI para produzir um
produto de condensacdo vermelho (Agostini-Costa et al., 2003). Procedeu-se de acordo com
Price et al. (1978), utilizando a metodologia adaptada por Villarreal-Lozoya et al. (2007) e

realizando algumas modificacfes que serdo descritas a seguir.

Em tubos Falcon de 15 mL, foram coletadas aliquotas de 500 puL das amostras sendo,
para elaboragdo do branco, utilizados 500 pL de metanol grau analitico. Essas aliquotas foram
adicionadas de 5 mL de solucéo de vanilina. A solucéo de vanilina foi elaborada adicionando-
se 0,5 g de vanilina em 200 mL de uma solugdo de metanol contendo 4 % de HCI (v/v). Para
0 branco foram adicionados 5 mL da solu¢do de HCI 4 % em metanol, ndo sendo utilizada a

vanilina. Os tubos foram agitados em um vortex por alguns segundos, mantidos ao abrigo da
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luz por um periodo de 15min e as medidas de absorbancia foram realizadas em
espectrofotobmetro (Pro-Analise, modelo UV 1600, Brasil) com comprimento de onda de
500 nm. O valor da absorbancia das amostras foi corrigido com o branco e a quantificacdo dos
resultados foi realizada através da elaboracdo de uma curva de calibracdo, utilizando como
padrdo a (-) — epicatequina (Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) diluida em metanol,
assim, os resultados foram expressos como mg de equivalentes de epicatequina por 100 g de
amostra seca (mg EE/100 g). As curvas de calibracéo utilizando o padréo foram elaboradas na
faixa entre 250 e 5000 ppm e sempre resultaram em coeficientes de determinacédo de 0,99 ou

maiores.

Analise de flavan-3-6is ou monémeros de procianidinas

O teor de flavan-3-6Gis foi determinado através da coloracdo azulada apresentada por
esses compostos ao reagirem com aldeidos aromaticos, conforme primeiramente observado
por Thies e Fischer (1971). A quantidade desses compostos nas amostras foi determinada pelo
método de Li et al. (1996) conforme descrito por Arnous et al. (2001). Inicialmente, foi
elaborada uma solucdo de 4-(dimetilamino)-cinamaldeido (DMACA) (Sigma Aldrich, St.
Louis, Estados Unidos) através da diluicdo do reagente em uma solucdo acidificada de
metanol (HCI 1M) na concentracdo de 0,1 %. Uma amostra de 0,4 mL de cada extrato foi
adicionada 2 mL da solugcdo de DMACA. A mistura foi agitada em um vortex e deixada no
escuro a temperatura ambiente por 15 minutos. Foi elaborado um branco, no qual 0,4 mL de
metanol foi misturado a solucdo de DMACA. As leituras do branco e das amostras foram
realizadas no comprimento de onda de 640 nm e o valor obtido para o branco foi descontado

da absorbancia das amostras.

A concentracdo de mondmeros de procianidinas nas amostras foi determinada através
da elaboracdo de uma curva de calibracdo utilizando a (-) — epicatequina (Sigma Aldrich, St.
Louis, Estados Unidos) como padrdo. A faixa de concentracao usada foi de 0,5a 7,5ppme o
coeficiente de determinacgdo das curvas ficou sempre acima de 0,99. Assim como para 0S
taninos, os resultados foram expressos como em mg EE/100 g.
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Andlise de flavonoides

O teor de flavonoides pode ser determinado pela reacdo dessa classe de compostos
com nitrito de sodio, seguida pelo desenvolvimento de um composto colorido de flavonoide-
aluminio que tem absorbancia maxima a 510 nm (Abu Bakar et al., 2009). Neste estudo foi
utilizada a metodologia de Yang et al. (2009), com pequenas modifica¢Oes. Inicialmente,
250 uL de amostra (no caso do branco foi utilizada agua destilada) forram diluidas em
1,75 mL de agua destilada e 75 uL de solucdo de nitrito de sodio 5 % (em agua destilada,
p/v). Essa mistura foi agitada em vortex e deixada reagir por 5 min no escuro a temperatura
ambiente. Transcorrido o tempo necessario, 150 uL de solucdo de cloreto de aluminio (10%
em &gua destilada, p/v) foram adicionados a mistura, que foi deixada reagir por mais 6
minutos. Por fim, 0,5 mL de solugdo de hidroxido de sddio 1mol/L foram adicionados e a
mistura foi novamente agitada em vortex. A leitura foi realizada no comprimento de onda de
510 nm.

A curva de calibracdo para quantificacdo de flavonoides também foi elaborada
utilizando diferentes solugdes de (-) — epicatequina (Sigma Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos) em metanol. As concentracdes utilizadas foram de 50 a 500 ppm e, assim como nas

demais analises, a quantidade de flavonoides foi expressa em mg EE/100 g.

3.1.4 Analises espectrofotométricas de atividade antioxidante

As andlises de atividade antioxidante apresentadas nesse trabalho foram realizadas no

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRGS.

Captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)

Nesta andlise, foi utilizado o método do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila, ou
DPPH, descrito por Brand-Williams et al. (1995). Esse método consiste na reacdo entre o
extrato obtido e esse radical em uma solucdo de metanol. A reducdo do radical DPPH ¢
monitorada pela observacdo da diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda de
517 nm; em forma de radical o DPPH absorve nesse comprimento, entretanto, se reduzido por
um antioxidante essa absorcdo desaparece.
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Para a analise, no mesmo dia de realizacdo dos experimentos, foi preparada uma
solugdo de DPPH (Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) com concentragcdo de
60 umol/L em metanol. Aliquotas de 0,1 mL dos extratos, com concentragdo de 200 mg de
amostra por mL, foram transferidas para tubos de ensaio e adicionadas de 3,9 mL da solucéo
contendo o radical DPPH e homogeneizadas. Da mesma forma que as amostras, foi preparada
uma solucdo controle com uma mistura de 4gua, metanol e acetona, que foi utilizada no lugar
do extrato. As misturas reagiram por 45 min e a absorbancia foi medida em espectrofotémetro
a 517 nm. Os resultados foram expressos de acordo com a Equacéo 2.2.

CA(%) = (1—=) x 100 (3.2)

Ao

onde CA é a capacidade antioxidante, que se refere a porcentagem de radicais sequestrados, A

é a absorbancia das solugdes contendo os extratos e Aq é a absorbancia da solugéo controle.

Captura do radical ABTS (acido 2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiasolina-6-acido sulfonico))

Nesta andlise foi utilizado o método de Re et al. (1999). Inicialmente, 0 reagente
ABTS (Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) foi dissolvido em agua em um
concentracdo de 7 mmol/L. O cation ABTS foi produzido reagindo essa solugdo com
persulfato de potéassio 140 mM e deixando essa mistura no escuro por 12 h antes do uso. Para
0 ensaio, a solucdo contendo o radical ABTS foi diluida com tampdo fosfato-salino, ou
tampéo PBS, de pH 7,0 e concentracdo 5 mmol/L até que a absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a
734 nm fosse atingida. Aliquotas de extrato de 10 pL foram misturadas com 1 mL da solucéo
de ABTS (A734 = 0,70 + 0,02) e a absorbancia foi determinada ap6s 6 min a 734 nm. Foram
utilizados extratos em diferentes concentracdes de forma que as absorbancias ficassem entre
20 e 80 % da absorbancia da solucéo controle. A solucdo controle foi elaborada usando etanol

80 % no lugar dos extratos. A porcentagem de inibigéo foi calculada utilizando a Equagéo 2.2

Foi utilizada uma curva de calibragdo utilizando Trolox (Sigma Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos) como padrdo em concentragdes entre 100 e 2000 umol/L e os resultados
foram expressos em umol/L de Trolox equivalente. Uma das curvas de calibracdo elaboradas

¢ apresentada na Figura 3.3.
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Poder redutor

O poder redutor foi determinado de acordo com o método de Oyaizu (1986) descrito
por Zhu et al. (2006). Este método avalia a reducéo de Fe** em Fe?* na presenca dos extratos.
Para a analise, foi realizada uma diluicdo em etanol 80 % 1:20 dos extratos de forma que a
absorbancia ficasse dentro da faixa de leitura do espectrofotdmetro para todas as amostras;
essa diluicdo fez com que a concentragdo das amostras utilizadas nas anélises fosse de
9,52 mg/mL. Para anéalise do poder redutor, 2,5 mL de extrato diluido foram misturados a
2,5 mL de ferricianeto de potéssio 1% e incubados a 50 °C por 20 min. Entdo, 2,5 mL de
acido tricloroacético (ou Trichloroacetic acid, TCA) 10 % foram adicionados a mistura e foi
realizada uma centrifugacdo a 3000 g por 10 min. O sobrenadante (1 mL) foi adicionado de
2,5 mL de agua destilada e 0,2 mL de cloreto de ferro 0,1 % (p/v) e foi feita a leitura em
espectrofotdmetro a 700 nm. Para comparagdo, BHT na mesma concentracdo das amostras foi

utilizado. A maior absorbancia da reagéo indica um maior poder redutor.
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Figura 3.3 — Curva de calibracdo da concentracdo do padrdo Trolox versus porcentagem de radicais

sequestrados, utilizada para determinagéo da capacidade antioxidante (R? = 0,9909).

Atividade quelante de ferro

Para determinacdo da atividade quelante de ferro, foi utilizado o método de Decker e
Welch (1990) descrito por Chang et al. (2007), com algumas modificagfes. Amostras de
1 mL dos extratos, com concentracdo de 200 mg de torta por mL, foram misturadas com

3,7 mL de agua destilada e adicionou-se 0,1 mL de sulfato ferroso (Fe®*, 2 mmol/L) e 0,2 mL
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de solucdo de ferrozina (5 mmol/L). A mistura foi agitada, deixada reagir por 10 min e foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 562 nm. Um complexo Fe**/ferrozina tem uma
forte absorbancia a 562 nm, portanto, uma alta habilidade de quelar os ions férricos resulta em
baixa absorbancia. Para elaboracdo do controle foi utilizada solucéo de etanol 80 % no lugar

da amostra. Os resultados foram expressos de acordo com a Equacgéo 2.3.
A
AQ(%) = (1- A—O) x 100 (3.3)

onde AQ ¢ a atividade quelante, A é a absorbancia das solucbes contendo os extratos e Ag € a
absorbéancia da solucdo controle.

3.1.5 Hidrdlise dos compostos fenodlicos e anélise por HPLC

Os extratos das tortas de noz pecd, semente de girassol e de gergelim foram analisados
utilizando HPLC (High Performance Liquid Chromatography ou, em portugués,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) a fim de se identificar individualmente alguns dos

compostos presentes nessas amostras.

Previamente a injecdo, os extratos das sementes de girassol e gergelim foram apenas
filtrados em membranas com 13 mm de diametro e tamanho de poro nominal de 0,45 um. O
extrato de noz pecd, por sua vez, precisou ser hidrolisado antes das analises. Essa etapa foi
necessaria para melhor resolucdo dos picos obtidos na cromatografia, permitindo a
identificacdo adequada dos compostos. Apesar da possibilidade de degradacdo de alguns
compostos durante a hidrélise, a necessidade desse processo previamente as analises foi
demonstrado por Villarreal-Lozoya et al. (2007) e De La Rosa et al. (2010). A hidrolise e a
analise dos compostos foram realizadas de acordo com Villarreal-Lozoya et al. (2007). Para
hidrolise béasica, 1 mL de extrato foi adicionado de 1 mL de solugdo de NaOH 8N, agitado em
vortex e deixado reagir por 16h no escuro a temperatura ambiente. Apds esse processo, foram
adicionados 1,35 mL de solucdo de HCI 6mol/L a mistura, para realizagdo da hidrolise acida.
Os compostos foram deixados reagir por 45 min em banho termostatico (Lauda, modelo TYP
T, Alemanha) a 85 °C. Finalmente, os extratos foram resfriados e filtrados em membranas

com poro nominal de 0,45 pum de diametro.
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A andlise de cada torta seguiu diferentes metodologias, conforme elucidado a seguir.
As analises das tortas de noz pecd e semente de girassol foram realizadas em um mesmo
equipamento. Foi utilizado um HPLC da marca Agilent (modelo 1260 infinity, Estados
Unidos), equipado com uma bomba quaternaria, um injetor automatico, um forno para
controle de temperatura e um detector DAD UV-Vis (Diode Array Detector), todos também
da marca Agilent e do modelo 1260 infinity. Para separagdo dos compostos fendlicos foi
utilizada uma coluna de fase reversa C18 (Agilent, ZORBAX Analytical Eclipse Plus, Estados
Unidos) de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e com particulas de 5 um
de didmetro médio, acoplada a uma pré coluna de 12,5 mm de comprimento e 4,6 mm de
didmetro interno da mesma marca e modelo. O equipamento utilizado para o gergelim é
descrito a seguir, junto a metodologia de analise dessa torta. Em seguida, sdo apresentadas as

condicdes cromatogréaficas utilizadas para as diferentes tortas.

Torta de semente de girassol: a analise de compostos fendlicos do girassol foi realizada de

acordo com Lemos et al. (2012). Para tal, 30 uL de extrato foram injetados no sistema
cromatografico. A coluna foi mantida a 25 °C, o fluxo foi constante de 0,9 mL/min e, para a
separacdo dos compostos, foi utilizado um gradiente de &cido acético aquoso (1 %, v/v), fase
movel A, e metanol grau HPLC (Vetec, Brasil), fase movel B. A elui¢do se deu da seguinte
forma: 0 min, 0 % B; 0-25 min, 40 % B; 25-27 min, 40 % B; 27-37 min, 5 % A; 37-42 min,
5 % B; 42-45 min, 0 % B. A deteccdo foi realizada a 280 nm.

Torta de noz pecd: a analise de compostos fendlicos da torta de noz pecd foi realizada

conforme a metodologia de Villarreal-Lozoya et al. (2007), com algumas modificagdes. As
fases maveis utilizadas foram: agua Mili-Q (Milipore, Franca) acidificada a um pH de 3 com
uma solucéo de HCI 2 M (fase mével A) e acetonitrila (fase movel B). O gradiente de eluicdo
dos solventes foi utilizado da seguinte forma: 0 min, 5% B; 0-5 min, 15 % B; 5-10 min,
15 % B; 10-30 min, 72 % B; 30-31 min, 100 % B. Apl6s a separacdo voltou-se para as
condicdes iniciais e a coluna foi deixada equilibrar por 5 min. O volume de injecédo foi de
20 uL e a vazdo de 1 mL/min. Os picos foram detectados no comprimento de onda de
260 nm.

Torta de gergelim: a analise das lignanas e seus glicosideos por HPLC foi realizada de acordo

com a metodologia de Rangkadilok et al. (2010). Foi utilizado um cromatografo
(PerkinElmer, modelo Series 200, Estados Unidos) equipado com desgaseificador, bomba

quaternaria, forno e detector de ultravioleta-visivel também da PerkinElImer modelo Series
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200. A separacdo foi realizada com uma coluna de fase reversa C18 (PerkinElmer, Brownlee
Validated RP-18 Spheri-5, Estados Unidos) de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de
didametro interno e com particulas de 5 um de didametro médio, acoplada a uma pré coluna de
15 mm de comprimento e 3,2 mm de didmetro interno (PerkinElmer, Brownlee Validated
C18 Newguard Column, Estados Unidos). O volume de injecdo foi 20 puL, o comprimento de
onda utilizada foi de 280 nm e a temperatura e a vazdo foram controladas em 40 °C e 1
mL'min, respectivamente. As fases méveis utilizadas consistiram em agua Mili-Q (Milipore,
Franca), que foi a fase movel A e metanol grau HPLC (Vetec, Brasil), que foi a fase movel B.
A eluicdo seguiu um gradiente linear de acordo com o sistema: 0 min, 5 % B; 0-5 min, 18 %
B; 5-10 min, 35 % B; 10-15 min, 62 % B; 15-18 min, 80 %; 18-22 min, 80 %; 22-23 min, 5 %
B; 23-26 min, 5% B.

Para tentar identificar os compostos presentes nas amostras foram comparados 0S
tempos de retencdo dos picos observados para cada extrato e de padrOes adquiridos da
empresa Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Para utilizacdo dos padrdes foram
preparadas solucdes de cada composto separadamente, com concentragdes de 1000 mg/mL.
Para elaboracdo dessas solugdes os padrdes foram diluidos em metanol, com excessdo do
sesamol e da sesamina que foram diluidos em etanol 95 %. O padrédo de &cido clorogénico foi
avaliado nas mesmas condic¢Bes cromatogréficas do extrato de girassol e os padrdes de acido
elagico, catequina e epicatequina, nas mesmas condi¢des cromatograficas empregadas para
avaliacdo do extrato de noz pecd. Nas mesmas condicdes utilizadas para o gergelim, tentou-se

identificar os padrdes de sesamol e sesamina.
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3.2 Artigo 1

EVALUATION OF THE PHENOLIC CONTENT AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF DIFFERENT CAKES ORIGINATED FROM THE EDIBLE OIL INDUSTRY
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Abstract: The objective of this work was to extract water-soluble compounds from different
seed and nut cakes under the same conditions and compare the phenolic content and
antioxidant activity of the cake extracts. Seed cakes of sunflower, pumpkin, flaxseed and
defatted sesame, and nut cakes of almond, pecan, macadamia and hazelnut were used in the
experiments. Extracts were obtained by solid-liquid extraction with a water/ethanol solution
(20:80, v/v). Total phenolic content, flavonoids, flavan-3-ols and condensed tannins in the
extracts were determined using spectrophotometric analysis. Antioxidant properties of the
extracts were determined by the DPPH and ABTS radical scavenging methods, and by
determination of the reducing power and chelating activity. The extract from pecan nut cake
presented the highest amounts of all compounds analyzed, followed by sunflower seed and
hazelnut cake extracts. These samples also had the highest effects on the ABTS and DPPH
radicals, as well as the uppermost reducing powers. The extracts from pecan nut and
sunflower and sesame seeds were analyzed using HPLC and individual phenolics were further

characterized.

Key-words: seed cakes, nut cakes, phenolics compounds, antioxidant activity, HPLC.
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3.2.1 Introduction

Over the last decades, the investigation of possible applications for by-products from
agricultural and industrial sources has been intensified. These residues are a disposal problem
for the industry, but they also could represent a promising sources of compounds with
technological and nutritional interest (Schieber et al., 2001). Cakes or meals are considered
the by-products obtained after oil removal by cold pressing of different seeds and nuts used in
the edible oil industry. Among the cakes evaluated in this study, the most expressive in
volume of production are sunflower, sesame and linseed. Worldwide oil production from
these seeds was 13, 1 and 0.5 million tons for sunflower, sesame and linseed, respectively
(FAO, 2011).

Seed and nut cakes have high nutritional value, with protein contents between 15 and
50 % and due to this high protein proportion, they are frequently used as cattle feed
(Ramachandran et al., 2007). However, these residues could have more diverse applications,
since they are considered an important source of antioxidants, as it has been previously
demonstrated for sesame seed (Shahidi et al., 2006; Rangkadilok et al., 2010; Mohdaly et al.,
2011), flaxseed (Oomah et al., 1995; Schmidt et al., 2012), sunflower seed (Kubicka et al.,
1999; Matth&us, 2002; Weisz et al., 2009), pumpkin seed (Koike et al., 2005; Pericin et al.,
2009), pecan, almonds, hazelnut and macadamia (Harnly et al., 2006; Pellegrini et al., 2006;
Venkatachalam and Sathe, 2006; Yang et al., 2009).

Although tocopherols and part of the phospholipids are removed during oil extraction,
the high phenolic content remaining in the defatted residues demonstrates that the extraction
process does not diminish the amount of these compounds. In this way, the cakes have a great
potential as suitable and economically viable by-products for recovery of phenolic compounds
(Matth&us, 2002; Weisz et al., 2009). Considering the antioxidant activity of some cakes and
their extracts, they could be used as functional ingredients, added for food fortification or as
natural antioxidant for oils and fat containing products (Weisz et al., 2009). Sunflower and
sesame seed cakes were evaluated as alternatives for the stabilization of sunflower and
soybean oil (Leonardis et al., 2003; Mohdaly et al., 2011). Seed cakes could be also used in
the production of enzymes, antibiotics, biopesticides, vitamins and other biochemicals
(Ramachandran et al., 2007).
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Role nuts and seeds are known to have a variety of compounds that have
cardioprotective and anticarcinogenic effects and play a role in the reduction of the risk of
diabetes; these effects were initially attributed only to the lipid profile of these products (Li
and Hu, 2011; Baum et al., 2012). Nowadays, it is known that the phytochemical components
of seeds and nuts need to be considered when the health benefits of these foods are evaluated
since they have showed to have great antioxidant and antiproliferative activity (Dreher et al.,
1996; Kris-Etherton et al., 2002; Lazarou et al., 2007; Yang et al., 2009).

Most studies evaluating the phenolic content and antioxidant activity of seeds and nuts
use role products and carry out defattening process using solvents in bench scale. Also, very
little work has been found concerning cakes provided from industrial processes. Considering
this scenario, the objective of this work was to extract water-soluble phenolic compounds
from different industrial seed and nut cakes under the same conditions and compare the

phenolic content and antioxidant activity of these cakes.

3.2.2 Materials and methods

Preparation of the seed and nut cakes

All cakes were supplied by Vital Atman company (Uchoa, S&o Paulo, Brazil), which
produces oil by cold pressing of seeds and nuts. Seed cakes of sesame (Sesamun indicum),
sunflower (Helianthus annuus), pumpkin (Cucurbita moschata) and flaxseed (Linum
usitalissimun) and nut cakes of pecan (Carya illinoensis) macadamia (Macadamia
integrifélia), almond (Prunus dulcis) and hazel nut (Corylus aveliana) were used in the
experiments. Prior to analysis, samples were ground to powder using a stainless steel blender,
homogenized and stored at -18 °C. For sesame seed cake only, a defatting process was
carried out using a fat extraction apparatus (Tecnal, model TE-044, Brazil). The cake was
immersed in hexane for 1 h followed by solvent recirculation for 2 h and air-drying. This
procedure was necessary due to the high fat content observed in initial extractions. For all
cakes, the moisture content was determined according to the gravimetric method (AOAC,
1990).
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Preparation of the extracts

The extracts were obtained by solid-liquid extraction. Approximately 5 g of the plant
material was mixed with 25 mL of 80 % (v/v) ethanol and agitated using a shaker (Cientec,
model CT-712RN, Brazil) at 251 °C for 1 h. As the application of the extracts in foods and
supplements is a future purpose, ethanol was chosen as the solvent for this extraction. After
extraction, samples were centrifuged (Cientec, model CT 5000R, Brazil) for 30 min at 4757 g
and 25 °C. The supernatant was collected, the volume was adjusted to 25 mL with 80 %
ethanol aqueous solution and the extracts were stored at -20°C. Extractions were realized in

triplicate.

Determination of total phenolic compounds

Prior to the analysis of polyphenolic compounds, an ultraviolet-visible (UV-Vis)
absorption spectroscopy scanning was performed between 200 and 800 nm. This is a useful
technique for structure analyses of phenolics in the extracts. These compound exhibit two
major absorption bands: the first between 320 and 380 nm, is a result of the ring A absorption,
and the second around 250-280 nm, representing the ring B absorption (Matthdus, 2002).
Samples were diluted in different proportions to maintain the absorbance in the best work

range of the spectrophotometer, being this analysis only qualitative.

The method for determination of total phenolic compounds was adapted from
Waterhouse (2002). Briefly, 40 uL of extract (or water, for the blanks) were dissolved in
3.2mL of distilled water and 200 puL of the Folin-Ciocalteau reagent (Vetec, Sdo Paulo,
Brazil) reagent was added; the mixture was agitated and left in the dark for 5 min. After this
period, 600 pL of saturated sodium carbonate solution was added to the mixture and agitation
was carried out in a vortex equipment (Phoenix Luferco, model AP 56, Brazil). After 1 h the
absorbance was measured at 765 nm using a spectrophotometer (Pro-Analise, model UV
1600, Brazil). Concentration was calculated using a calibration curve developed with gallic
acid (0.05 — 0.5 mg/g, R=0.998) as a standard. The results were expressed as mg of gallic
acid equivalents per 100 g of sample in a dry basis (mg GAE/100 g).
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Determination of procyanidin monomers (flavan-3-ols)

Determination of flavan-3-ols was performed according to Poudel et al. (2008).
Aliquots of 0.4mL of each sample were mixed with 2mL of 4-(Dimethylamino)-
cinnamaldehyde (DMACA) solution (0.1 % DMACA in 1 mol/L HCI methanolic solution).
The sample was vortexed and left in the dark for 15 min at room temperature. After this
period, the absorbance was measured at 640 nm. The concentration of procyanidin monomers
was determined using a calibration curve with (-) — epicatechin as a standard in the range of
0.001 to 0.01 mg/mL (R?=0.999). Results were expressed as mg of epicatechin equivalents

per 100 g of sample in dry basis (mg EE/100 g).

Determination of flavonoids

Flavonoids were determined in the extracts according to Yang et al. (2009) with some
modifications. The extracts (250 pL) were diluted in 1.75 ml of water and 75 pL of 5%
sodium nitrite was added. The mixture was agitated and left to react for 5 min. Then 150 pL
of 10% aluminum chloride was added and allowed to further react for 6 min before 0.5 mL of
1 mol/L sodium hydroxide was added. The mixture was vortexed and its absorbance
immediately measured at a wavelength of 510 nm against a prepared blank using a
spectrophotometer. The flavonoid content was determined by a (-) - epicatechin standard
curve (0.2 - 1.0 mg/g, R=0.996) and stated as mg of epicatechin equivalents per 100 g of
sample in a dry basis (mg EE/ 100 g).

Determination of condensed tannins

Condensed tannins or proanthocyanidins in the extracts were determined using the
vanillin assay. Analyses were performed according to Villarreal-Lozoya et al. (2007) with
some modifications. Aliquots of 500 uL of the extracts (or methanol, for the blanks) were
diluted in 5 mL of vanillin solution (0.5 g of reagent and 200 mL of 4% HCI methanol). The
blanks were diluted in 5 mL of 4% HCI in methanol. The test tubes were agitated in a vortex
equipment and kept in the dark for 15 min. Absorption measurements were performed in a
spectrophotometer (Pré-Analise, model UV 1600, Brazil) at 500 nm. Samples absorbance was

rectified with the blank standard and compared against a standard curve. The calibration curve
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was made with (-) — epicatechin (0.5 — 5.0 mg/g, R>=0.995) and the results expressed as mg of
epicatechin equivalents per 100 g of extract in a dry basis (mg EE/100 g).

Determination of antioxidant capacity with the DPPH radical

The 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical method was used to determine
the antioxidant capacity of the extracts (ACpppn) as described by Brand-Williams et al.
(1995). The DPPH radical has high absorbance at 517 nm thus, the reduction of DPPH by an

antioxidant results in a loss of absorbance in this wavelength.

For the analysis, 0.1 mL of the extracts with a concentration of 200 mg/mL were
mixed with 3.9 mL of DPPH solution (60 umol/L in methanol) and homogenized. The
mixture reacted for 45 min and the solution absorbance was measured at 517 nm using a
spectrophotometer (Shimadzu, model Uv1240, Japan). For the blanks, a mixture of water,
methanol and acetone was used instead of the plant extracts. The antioxidant capacities (AC)

of the extracts were expressed according to Equation (1):
A
AC(%) = (1- E) x 100 1)

where A is the absorbance of the sample and Ay is the absorbance of the control.

Determination of antioxidant capacity with the ABTS radical

The antioxidant capacity of the extracts was also determined by using the ABTS
decolorization assay as described by (Re et al., 1999). ABTS radical was produced by mixing
an ABTS solution (7 mmol/L) with potassium persulfate (140 mmol/L) and keeping the
mixture in the dark at room temperature for 12 h. For analysis, the ABTS radical solution was
diluted in a TBS buffer (pH 7.0, 5 mmol/L) until an absorbance of 0.7 (£ 0.02) at 734 nm was
reached. Aliquots of 10 pL of the extracts (or water, for the control) and 1 mL of the ABTS
solution (A7, = 0.70 = 0.02) were mixed and absorption was determined after 6 min. Plant
extracts were diluted to different concentrations to perform the readings. The percentage of
radical inhibition (ACagts) Was calculated using Equation 1 and the standard calibration

curves were constructed by plotting percent inhibition values as a function of the
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concentration of Trolox (100 — 2000 pmol/L TE, R?=0.993). Using this curve, the antioxidant
activity of the samples was calculated in terms of Trolox equivalents (umol/L TE). The values

obtained were corrected according to the dilution factor.

Determination of reducing power

Reducing power of the samples was determined according to the method of Oyazu
(1986) described by Zhu et al. (2006) , which evaluates the reduction of ferrous ions in the
presence of the extracts. To obtain proper absorbance values, samples were diluted in 80 %
ethanol, 1:20, and the samples final concentration was 9.5 mg/mL. In the analysis, 2.5 mL of
diluted extracts and 2.5 mL of potassium ferricyanide (1 %) were mixed and incubated at 50
°C for 20 min. Afterwards, 2.5 mL of trichloroacetic acid (10%) was added to the mixture,
which was then centrifuged at 4757 g for 10 min. Finally, the supernatant (1 mL) was diluted
in 2.5 mL of distilled water and 0.2 mL of FeCl; 0.1 % was added. Readings were performed
in a spectrophotometer (Shimadzu, model Uv1240, Japan) at 700 nm. For comparison,
experiments using BHT in the same concentration as the samples were performed. Increased

absorbance of the reaction mixture indicated increased reducing power.

Determination of ferrous ion chelating ability

The methodology of Decker and Welch (1990) described by Chang et al. (2007) was
applied with a few modifications. Aliquots of 1 mL of the extracts (or water, for the control
sample), with a concentration of 200 mg/mL, were diluted in 3.7 mL of distilled water and
mixed with 0.1 mL of FeSO, (Fe**, 2 mmol/L) and 0.2 mL of ferrozine solutions (5 mmol/L).
After reaction for 10 min, the absorbance was recorded at 562 nm using a spectrophotometer.
A complex of Fe** and ferrozine has a strong absorbance at this wavelength, therefore, a high
ferrous ion chelating ability in the test sample results in a low absorbance. Results were
expressed as a percentage of chelating activity (CA) using Equation 2.

CA(%) = (1 - i) x 100 )

Ao
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Phenolic hydrolysis and HPLC analysis

Extracts of sunflower and sesame seeds and pecan nut cakes were analyzed using
HPLC for individual identification of the phenolic compounds in the samples. All mobile
phase solvents used were HPLC grade and standards were purchased from Sigma Aldrich (St.
Louis, USA).

Sunflower and sesame seeds cake extracts, obtained as previously described, were
filtered through a 0.45 um membrane filter before HPLC analyzes. Pecan nut cake extract was
hydrolyzed as described by Villarreal-Lozoya et al. (2007): 1 mL of extract was transferred to
an assay tube, diluted with 1 mL of 8 mol/L NaOH and samples were allowed to react for
16 h in the dark. After basic hydrolysis, 1.35 mL of 6 mol/L HCI was added to the tubes and
the mixture was heated for 45 min at 85 °C using a water bath (Lauda, model TYP T,

Germany).

HPLC equipment: pecan and sunflower seed cake extracts HPLC was performed using an

Agilent 1260 Infinity system. The system is equipped with a quaternary pump, degasser,
autosampler, and UV-Vis diode array detector (UV-DAD). Extracts or standards were
injected onto a 250 mm X 4.6 mm i.d., 5 um, C18 reversed phase column (Agilent, USA)
attached to an Agilent guard column (12.5 x 4.6 mm i.d., 5 pm). For sesame seed cake,
extracts were analyzed by HPLC using a different chromatography system, equipped with a
quaternary pump, a UV-Vis detector and a column oven (series 200, PerkinElmer, Waltham,
USA). Separation was also conducted on a C18 reversed-phase (250 x 4.6 mm i.d., 5 um,

PerkinElmer) column coupled to a C18 (15 x 3.2 mm i.d., PerkinElmer, USA) guard column.

Analysis for sunflower and sesame seeds cake extracts were performed as by Lemos et
al. (2012) and Rangkadilok et al. (2010), respectively. Pecan nut cake extract was analyzed
according to Villarreal-Lozoya et al. (2007), with some modifications. Mobile phases A and
B were Mili-Q water, acidified to pH 3.0 with 2 M HCI and acetonitrile, correspondingly.
Solvent gradient was used as follows: 0 min, 5 % B; 0-5 min, 15 % B; 5-10 min, 15 % B; 10-
30 min, 72 % B; 30-31 min, 100 % B. Peaks were detected at 260 nm.

For all three extracts, peaks were identified by congruent retention times compared
with standard solutions (1000 pg/mL). Using the same methodology applied for sunflower

cake, chlorogenic acid was tentatively identified in this sample. For pecan cake, catechin,
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epicatechin and ellagic acid were injected using the conditions described above. Finally,
sesamin and sesamol were tentatively identified in sesame cake extracts and were injected

according to the methodology used for this sample.
Statistical analyses

All analyses presented were performed, at least, in duplicate. Experimental results
were presented as mean + standard deviation (SD). Data were subjected to ANOVA and
differences among extracts were tested by Tukey post hoc comparison. To establish relations
between phenolic compounds in samples and antioxidant properties, the determination
coefficients between analyses were determined. Software Statistica® 7 (Statsoft Inc., Tulsa,
USA) was used for the statistical analyses.

3.2.3 Results and discussion

It is important to point out that, several factors influence extraction procedures such as
temperature, time, solid-liquid ratio, number of cycles, among others. Nevertheless, since this
study is a preliminary comparison between different seed and nut cakes all these factors were
fixated and kept the same for each cake. Also, it is important to point out the influence of the
agronomical source of the cakes. Once these products were obtained directly from the
industry, the industrial oil extraction process could have a strong influence on the
characteristics of the cakes, and as a consequence the content of the different compounds
analyzed in this study. A detailed evaluation of the processing parameters is currently being

carried out in our laboratory.

Total phenolics compounds

Total phenolics were determined using the Folin-Ciocalteau reagent and are presented
in Table 3.1. Sunflower seed and pecan nut cakes showed the highest amounts of total
extractable phenolics. Almond and pumpkin seed cakes presented absorbance values lower
than the quantification limit and the total phenolics content could not be determined.

Significant differences were found in the phenolic content in comparisons between pecan,
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sunflower and hazelnut cakes and the other cakes (p<0.05); however no significant
differences were observed between sesame, flaxseed and macadamia residues (p>0.05).

The work performed by Wu et al. (2004), using also the Folin-Ciocalteu method to
determine total phenolics in nuts, showed similar results. Pecan nut presented the highest
phenolic content, followed by hazelnut and macadamia. The same ranking was also observed
in other studies (Kornsteiner et al., 2006; Chen and Blumberg, 2008). Yang et al. (2009)
determined the phenolic content (bound and free) of almonds, hazelnuts, macadamia nuts and
pecans among others. The researchers found that, among these products, pecan had the
highest soluble-free phenolics which could be a possible explanation for the higher values
obtained for pecan in this analysis. Dabrowski and Sosulski (1984) analyzed phenolic content
of defatted oilseeds and found higher amounts of phenolic in sunflower when compared to
sesame and flaxseed. The sunflower seed cake was also analyzed by Matthdaus (2002) that

found phenolic contents between 2.7 and 38.8 mg GAE/g, depending on the solvent used.

Table 3.1 - Total phenolics and flavan-3-ols content £ SD in the seeds and nuts cakes (milligrams per

100 g of dry weight). For each cake, values not sharing a common superscript letter differ significantly

at p<0.05 by ANOVA.
Total Phenolics Flavan-3-ols

Seed cakes

Flaxseed 56 + 5 1.4+0.1°

Pumpkin - -

Sesame 71+7° -
Sunflower 247 £ 4° 2.3£0.3°
Nut cakes

Almond - 5.1+0.4°

Hazelnut 151 + 6° 41+1°
Macadamia 51 +7¢ 20£0.2°

Pecan 690 + 30° 180 + 20°

(-) Values were lower than detection limit.
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Previous literature described similar amounts of total phenolics than the reported in
this study (Dabrowski and Sosulski, 1984; Mohdaly et al., 2011). However, higher (Velioglu
et al., 1998; Shahidi et al., 2007; De La Rosa et al., 2010) and lower (Harnly et al., 2006)
amounts of phenolic compounds than the observed in our research were also found in
literature. Phenolic composition varies widely among different researches and different seeds
and nuts. A possible explanation for these differences could be due to agronomical and
environmental factors, which play important roles in the phenolic content (Tomas-Barberan
and Espin, 2001). Also, the method for determination of the total phenolic compounds based
on the reaction with the Folin-Ciocalteu reagent is not specific for phenolics and is possible
that other reducing compounds such as ascorbic acid and proteins interfere in the analysis
(Escarpa and Gonzalez, 2001; Matthdus, 2002). Another possible explanation for the varied
phenolic content when different studies are compared is the extraction processes, which can

differ in solvent, extraction time, solid to solvent ratio and others.

Further characterization of the phenolic compounds

The UV-Vis absorption spectroscopy presented similar behavior for most of the
extracts; this behavior is exemplified by the pecan nut cake extract showed in Figure 3.4. For
these extracts high absorption bands were found between 210 and 280 nm, which could be
related to the presence of flavonoids (Matthaus, 2002). This was an expected result,
considering that flavonoids are one of the most common phenolic classes in foods (Bravo,
1998). Sunflower seed cakes extract had one additional very high absorption band in the range
of 300 and 380 nm, which, according to Matthdus (2002), is a result of the B ring absorption.
This could be explained by the high content of chlorogenic acid that is found in sunflower oil
residues (Weisz et al., 2009), this acid, when isolated has a similar UV-Vis absorption spectra
between 300 and 380 nm (Belay and Gholap, 2009).

Small amounts of flavan-3-ols were found in all cakes, with the exception of pumpkin
and sesame. As observed for total phenolics, pecan nut cake had the highest amount of flavan-
3-ols, significantly differing from all other samples (p<0.05). Almond, flaxseed, sunflower
and macadamia nut cakes had no difference between each other (p>0.05). Although in
smaller amounts, Harnly et al. (2006) also found pecan to have the highest concentrations of

flava-3-ols among the evaluated nuts followed by hazelnut, almond and macadamia, as
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observed in this study. Also the values for flavan-3-ols found for the cakes were higher than
the reported by the US database (Bolling et al., 2011). This could be due to the industrial

extraction process, which was through cold pressing.
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Figure 3.4 — Scanning absorbance in the ultraviolet-visible absorption spectroscopy for pecan nut and

sunflower seed cakes extracts.

The total amounts of flavonoids and condensed tannins are presented in Figure 3.5.
Flavonoids were observed only in pecan, hazelnut and sunflower cakes extracts; pecan had
the highest content, followed by sunflower and hazelnut. For the other extracts, values were
below the quantification limit. Bolling et al. (2010b) also observed that pecans have the
uppermost total flavonoid content among nuts and that hazelnuts have an appreciable content
of flavonoids. The flavonoid content of defatted sunflower seed is within the range found by
(Matth&us, 2002). Condensed tannins were found only in the extracts of pecan and hazelnut.
(Gu et al., 2004), also found proanthocyanidins in hazelnut and pecan as well as in almonds.
High amounts of tannins in pecans have been previously reported by Weisz et al. (2009) and
Venkatachalam and Sathe (2006).

Nuts are considered to be rich in tannins, which were also observed in this work for
pecans and hazel nut cakes extracts. Additionally, in oil seed the main phenolics are phenolic
acids, which were showed for sunflower seed cake extract by the high absorbance values
obtained in the chlorogenic acid absorption band. Thus, these results corroborate with those

found in the literature (Bravo, 1998).
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Figure 3.5 - Total flavonoids and condensed tannins content of pecan, hazelnut and sunflower seed

cakes. Values are the mean of triplicates + SD.

Antioxidant properties of the extracts

Four different methods were used to determine the antioxidant capacity of the extracts
of different seed and nuts residues: DPPH and ABTS free radical scavenging, reducing power
and ferrous ion chelating activity. Results obtained for these analyses are presented in Table
3.2.

Pecan nut cake extract had a significantly higher effect on the ABTS free radical
(p<0.05) followed by the sunflower seed cake extract. There was no significant difference
between, flaxseed, hazelnut, macadamia and sesame cake extracts (p>0.05). The effect on the
DPPH radical was higher for the sunflower, pecan and hazelnut extracts and no significant
differences were found between these samples (p>0.05). Macadamia, almond and pumpkin

seed extracts had significantly lower antioxidant capacities.

As observed in the ABTS and DPPH free radical assays, pecan nut cake had the
uppermost antioxidant activity, showing highest reducing power, followed by the sunflower
seed and hazelnut cakes extract. The extracts of flaxseed, sesame and macadamia presented
no significant differences between their reducing powers (p>0.05). The lowest reducing
powers were observed for almond and pumpkin seed cakes. The reducing power of BHT, at

the same concentration as the samples, 9.5 mg/L, was also evaluated and showed an
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absorbance of 1.45 £ 0.06. This presented no significant difference (p>0.05) when compared
to the reducing power of the pecan nut extract.

Table 3.2 - ABTS and DPPH antioxidant capacities, reducing power and chelating activities + SD in
the seeds and nuts cakes. For each cake, values not sharing a common superscript letter differ

significantly at p<0.05.

Reducing power Chelating activity

ACpgts (MM TE) ACpppy (%0) (Abs) (%)

Seed cakes
Flaxseed 3090 + 399° 50.3+0.8" 0.171 +0.061% 52.7+2.9°
Pumpkin 539 + 22¢ 6.2 +0.2° 0.093 + 0.012° 38.0+0.8°
Sesame 1146 +102% 27.2+0.2° 0.140 + 0.006% 74+1.1°
Sunflower 6241 + 256° 98.2 + 4.4° 1.021 + 0.024 39.3 £ 2.0°

Nut cakes
Almond 599 + 25° 15.8 + 0.8 0.099 + 0.013¢ 33.4+05°
Hazelnut 1893 + 28% 89.2 + 13.2° 0.411 +0.014° 93.3+2.0°
Macadamia 1596 + 16 19.7 £ 1.2% 0.224 +0.001° 25.1+ 1.6
Pecan 34125 + 1568 91.6 +5.8° 1.586 + 0.061° 475+2.3

The evaluation of ferrous ion chelating activity showed very different behavior than
the observed for the other tests. Hazelnut had the highest chelating activity, followed by
flaxseed, pecan, sunflower, pumpkin, almond, macadamia and, finally, sesame. As
emphasized by Moure et al. (2001), the antioxidant potential of a compound is different
according to the different assays given that the antioxidant activity is strongly dependent on

the interaction of the antioxidant with other compounds.

In all tests, with the exception of the chelating activity analysis, pecan and sunflower
seed cake extracts presented the highest values of antioxidant capacities and reducing power
and almond and pumpkin seed cake extracts had the lowest values. Yang et al. (2009) and
Wu et al. (2004) also found a very high antioxidant activity for pecan nuts and lower for
hazelnut, followed by almond and macadamia. A research by Halvorsen et al. (2002)
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evaluated the reducing power of several products and found that sunflower seed had higher
reducing power than sesame seeds, followed by hazelnut and almond. The high antioxidant
activity of the pecan nut cake extract is possibly due to its high content of condensed tannins,
this compounds have been reported to have elevated antioxidant capacity (Hagerman et al.,
1998).

Phenolic compounds vs. antioxidant capacity

To evaluate the relation between the different antioxidant capacity assays with the
total phenolic content and the flavan-3-ols content the determination coefficients were
calculated. For this analysis, values that were below the quantification limit, were considered

Zero.

Table 3.3 shows the determination coefficients obtained. In this table, it is possible to
observe that, among the antioxidant properties analyses, the ABTS assay showed a strong
correlation with the total phenolics and the flavan-3-ols content in the samples. The reducing
power also showed a strong relation with the total phenolics and was less related to the
presence of flavan-3-ols. This demonstrates that the phenolics present in the cakes are
probably the main responsible for the reduction of ferrous ions and the inhibition of the ABTS

radical. Weaker correlations can be observed for the DPPH and chelating activity assays.

Table 3.3 - Determination coefficients between total phenolics and flavan-3-ols and the antioxidant

capacity analyses.

Determination coefficients

Total Phenolics Flavan-3-ols
ACppTs 0.944 0.922
ACpppH 0.509 0.294
Reducing power 0.926 0.679

Chelating activity 0.040 0.076
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The literature provides different results regarding the relation between phenolic
content and antioxidant capacity of seeds and nuts. The work of Yang et al. (2009) with
edible nuts showed a positive correlation between phenolics and flavonoids and total
antioxidant activity, suggesting that these compounds are responsible for a general portion of
this ability. Also, a high correlation between flan-3-ols content and antioxidant activity in
barley was found by Goupy et al. (1999). In contrast, Matthdus (2002) which evaluated
different oilseeds, found no relation between the total phenolic content and the antioxidant
activities measured, using the DPPH radical scavenging method, the B-carotene bleaching

method and Electron Spin Resonance (ESR).

Identification of phenolic compounds

The phenolic compounds of three cakes were tentatively identified using HPLC: pecan
nut, sunflower seed and sesame. Pecan nut cake was chosen since it was the richest cake in
phenolics and had the highest antioxidant activity, based on the results obtained in this study.
Sunflower and sesame seed cakes were chosen because they are economically important
oilseeds. As previously pointed out, world production of these residues is the most expressive
if compared to the other by-products analyzed in our research. Also, the sunflower seed cake,

showed high phenolic content and antioxidant capacity.

The HPLC analysis of sunflower seed cake ethanolic extract revealed the presence of
chlorogenic acid (peak 1), as can be seen in Figure 3.6a. Chlorogenic acid has been previously
described as one of the main phenolics in sunflower seeds (Weisz et al., 2009). In Figure 3.6b
is presented the chromatogram for pecan nut cake. Using external standards catechin,
epicatechin and ellagic acid were detected (peaks 2, 3 and 4, respectively). According to the
results of Villarreal-Lozoya et al. (2007), and considering that the compounds tend to follow
the same elution order, the first peak observed in Figure 3.6b it is likely to be gallic acid.
These results are in agreement with literature for pecan nut cake (Villarreal-Lozoya et al.,
2007; Malik et al., 2009; De La Rosa et al., 2010). The peaks for catechin and epicatechin are
considerably smaller than the observed for ellagic acid and the tentatively identified as gallic
acid. This could be related to the alkaline oxidation of these compounds during basic
hydrolysis (Jorgensen et al., 2004). During hydrolysis, precipitation was observed, which

could be related to presence of condensed tannins. The same behavior was described by
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Villarreal-Lozoya et al. (2007). In sesame cake extracts sesamol (peak 5) and sesamin (peak
6) were detected; both peaks showed very small areas. The low amounts of these compounds
in sesame cake are in accordance with previous studies, as they are reported to be mainly
found in sesame oil. The lignan glucosides (peaks observed between 18 and 22 min) remain in
the cake in more significant amounts after oil extraction since they are more polar compounds
(Kamal-Eldin et al., 1995; Shyu and Hwang, 2002).
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Figure 3.6 — Chromatograms of sunflower seed cake (a), pecan nut cake (b) and sesame cake (c). Peak
assignment: (1) chlorogenic acid, (2) catechin, (3) epicatechin, (4) ellagic acid, (5) sesamol and

(6) sesamin.
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3.2.4 Conclusions

The present work comprised the extraction of water-soluble compounds from different
seed and nut cakes, supplied directly by an industrial process, under the same conditions and
compared the phenolic content and antioxidant activity of these cakes. Overall, pecan cake
extracts presented the highest amounts of all compounds analyzed, followed by sunflower and
hazelnut cake extracts. These samples also had the highest effects on the ABTS and DPPH
radicals, as well as the uppermost reducing powers. The evaluation of the determination
coefficients revealed a strong correlation between total phenolics, flavan-3ols and the
antioxidant capacity of the extracts when the ABTS radical and reducing power
methodologies were used. Chlorogenic acid was identified in sunflower cake, catechin,
epicatechin and ellagic acid were identified in pecan nut cake and sesamol and sesamin were

identified in sesame cake.

These results provide new knowledge about different residues from the edible oil
industry. The specific constituents of the each extract remain to be fully identified and
characterized. More work should be done in this field in order to assign certain antioxidant
effects to individual compounds of the resulting extracts and better understand the possible
application of these by-products. Furthermore, pecan nut and sunflower and sesame seed
cakes could be considered alternative sources for obtaining phenolic compounds from
industrial by-products. Work to optimize the extraction of phenolics from these sources is

currently being carried out in our laboratory.
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CAPITULO 4 - EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO CONVENCIONAL DOS
COMPOSTOS FENOLICOS DA TORTA DE GERGELIM

Para dar continuidade ao presente trabalho foi escolhida a torta de gergelim, ainda que ela
ndo apresente um alto teor de compostos fenolicos ou atividade antioxidante. Essa torta € rica em
glicosideos de lignanas que tém despertado um grande interesse da industria devido as suas
propriedades nutracéuticas e, somado a isto, deve-se levar em conta o volume alto de 6leo de
gergelim produzido mundialmente, fazendo com que o aproveitamento desse subproduto seja
ainda mais relevante. Conforme demonstrado no Capitulo 3, as tortas de noz pecd e aveld
apresentaram 0s maiores teores de compostos fendlicos e as maiores atividades antioxidantes.
Entretanto, a producéo de 06leo de aveld e noz peca é bastante limitada e, dessa forma, as tortas
sdo produzidas em um volume bastante reduzido, o que fez com que essas matérias primas

fossem preteridas em relacdo ao gergelim.

Neste capitulo serd apresentado o procedimento utilizado para extracdo dos compostos
fendlicos e as ferramentas usadas para otimizar o processo de extracdo. Na sequéncia, serdo
demonstrados e discutidos os resultados obtidos na forma de um artigo escrito em lingua inglesa
publicado na revista Separation and Purification Technology. O objetivo dessa etapa do
trabalho foi avaliar a influéncia de alguns parametros na extracdo de compostos bioativos da
torta de semente de gergelim, com a finalidade de se obter a condi¢do 6tima de extracdo desses

compostos e, assim, possibilitar a melhor utilizacdo desse subproduto.
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4.1 Materiais e Métodos

A torta de semente gergelim utilizada nos experimentos descritos a seguir foi preparada
conforme descrito no capitulo anterior.

4.1.1 Extracdo dos compostos fendlicos

A extragdo convencional dos compostos fendlicos foi realizada em uma célula de vidro
encamisada, acoplada a um condensador. A célula usada para extragdo tem 7,5 cm de didmetro
externo e altura de 10 cm. Durante o processo, ela foi conectada a um banho de aquecimento
(Lauda, modelo TYP T, Alemanha) e posicionada sobre um agitador magnético (Fisatorm,
modelo 706A, Brasil). O condensador, por sua vez, foi ligado a um banho de resfriamento
mantido a 5 °C (Lauda, modelo RM 12, Alemanha). Uma fotografia desse aparato experimental
é apresentada na Figura 4.1.

Condensador

Banho de aquecimento

) _ Banho de resfriamento
Célula de vidro

Agitador magnético

Figura 4.1 — Aparato experimental utilizado para extracéo convencional.

As extracdes foram realizadas no aparato da Figura 4.1 em um ciclo de 40 minutos. A

temperatura, a concentracdo de etanol e o volume de solvente utilizado foram determinados de
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acordo com as condicOes estabelecidas no planejamento fatorial. Aproximadamente 1g de
amostra foi pesada em balanca analitica (Bosh, modelo SAE 200, Alemanha) e seu peso foi
anotado para posterior correcdo da concentragdo. A solucdo extratora foi inserida na célula e
deixada estabilizar na temperatura de extracdo; a seguir, a amostra foi inserida. Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas (Cientec, modelo CT 5000R, Brasil) por 15 min, a 4757 g e a
temperatura de 25 °C. O sobrenadante foi coletado em uma proveta e seu volume foi ajustado
utilizando a solucdo extratora. Esse extrato foi centrifugado mais uma vez, nas mesmas
condigdes, para completa remocédo dos sélidos. O extrato contendo os compostos fendlicos foi,

entdo, armazenado refrigerado até a realizagdo das andlises.

4.1.2 Planejamento experimental e andlise estatistica

Foi realizado um planejamento experimental para avaliar a influéncia de trés variaveis
independentes na concentracdo de fenolicos no extrato. As varidveis analisadas foram:
temperatura de extracdo, razdo sélido-solvente e concentragdo de etanol na solugdo extratora. Os
experimentos foram planejados utilizando um delineamento composto central rotacional
(DCCR), sendo essa analise estatistica recomendada para experimentos com trés fatores
independentes (Rodrigues e lemma, 2005). Com o DCCR é possivel calcular os efeitos de cada
variavel, verificar quais parametros exercem influéncia significativa, ou quais parametros tém
interacOes significativas com os demais, e analisar a superficie de resposta proveniente dos
experimentos. Utilizou-se um fatorial completo 2, incluindo 6 pontos axiais e 5 pontos centrais
para a avaliacdo do erro puro. A Tabela 4.1 apresenta os valores codificados e originais das
variaveis de estudo analisadas no planejamento experimental da extracdo de fenolicos da torta de

gergelim.

A faixa de temperaturas foi definida de acordo com os limites do banho de aquecimento
utilizado. O faixa de volume de solvente utilizado foi de 9 a 35 mL; nesse volume foi dissolvido
1 g de torta sendo os quocientes entre 0 peso de torta e o volume de solvente os valores
apresentados na Tabela 4.1 para X,. O limite inferior foi definido em 9 mL pois em torno de
3 mL de solvente séo absorvidos pela torta durante a extracdo, ndo conseguindo ser separado
pela centrifugacdo. Volumes inferiores a esse valor iriam dificultar a obtencdo de extrato. O
limite superior de volume de solvente foi escolhido como sendo a diluicdo maxima da amostra

na qual é possivel realizar a anlise de fendlicos totais sem ser necessaria uma etapa previa de
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concentracdo. As concentracdes de etanol para extracdo de fenolicos da torta de gergelim foram
escolhidas a fim de abranger a maior faixa possivel, que foi de 0 a 95 % de etanol.

Tabela 4.1 — Planejamento fatorial: valores codificados e originais das varidveis de estudo, temperatura,

razdo solido-solvente e concentracdo de etanol.

Niveis codificados
Variaveis independentes

-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) X1 25 38 58 77 90
Razdo solido-solvente (g/mL) X, 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11
Concentracdo de etanol (%) X3 0 19,2 47,5 75,8 95

As respostas avaliadas estatisticamente foram o teor de fendlicos totais, de sesaminol
triglucosideo e de sesamina nos extratos, além da sua atividade antioxidante pela captura do
radical ABTS. Para andlise dos resultados, foi utilizada a metodologia de superficie de resposta
atraves do software Statistica® versao 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, Estados Unidos). O modelo

polinomial apresentado na Equacdo 3.2 foi utilizado para modelagem dos dados experimentais:

Y =4 +Z3:ﬂixi+iﬂiixi?+i iﬁijxixj (4.1)

i=l j=i+l

onde f, sdo os coeficientes de regressdo; Y é a variavel de resposta e X; sdo as variaveis
independentes.

Foi calculado o erro médio do modelo obtido através da equacéo:

E(%) _ 100 z yexp ~ Yearc
n

i=1 yexp

(4.2)

onde E é o erro médio, n € o nimero de dados experimentais, Yey, S0 0s dados experimentais e
Yealc SA0 0S valores preditos pelo modelo.

Ainda, foram calculados os valores das variaveis independentes que maximizam cada

variavel de resposta através do software Matlab® 5.3, utilizando-se os modelos obtidos nesse
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estudo e Método de Programacdo Sequencial Quadratico implementado na fungdo fmincon.
Utilizando as condices otimizadas, foi realizada a validagdo do modelo obtido. Foram
realizados experimentos em duplicata nas condi¢cdes Otimas e os valores obtidos foram

comparados com os calculados pelo modelo.

4.1.3 Anélises dos resultados

Conforme mencionado anteriormente, as variaveis de resposta (resultados) do
planejamento experimental foram fendlicos totais, atividade antioxidante, teor de sesamina e de
sesaminol triglicosideo. As andlises de fenolicos totais e de captura do radical ABTS para os
extratos de torta de gergelim foram realizadas conforme descrito nos itens 3.1.3 e 3.1.4 do
capitulo anterior. As analises de sesamina e de glicosideos de lignanas, incluido o sesaminol
triglucisideo, foram realizadas utilizando HPLC. As condic¢Oes cromatograficas utilizadas foram

apresentadas no item 3.1.5.

Nesse capitulo, além da identificacdo dos compostos por HPLC, foi realizada também a
sua quantificacdo. Para tal, foram utilizadas curvas de calibragéo cuja montagem foi feita com
padrdes de sesamina e sesamol (Sigma, Estados Unidos); esses padrdes sdo os unicos padroes de
lignanas encontrados comercialmente. Foram elaboradas solucGes estoque de sesamina e sesamol
separadamente, da seguinte forma: os padrdes foram pesados em balanca analitica e diluidos em
etanol 95 % (Vetec, Brasil), agitados em vortex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil) e
deixados no ultrassom (Unique, modelo Ultracleaner 1600A, Brasil) por 3 min para
homogeneizacdo do padrdo no etanol. A concentragdo inicial das solucdes estoque foi de
800 pg/mL. A partir dessas solucGes foi possivel observar, atraves da comparagdo dos tempos de
retencdo, que os extratos ndo continham quantidades detectaveis de sesamol, apenas sesamina.

Portanto, prossegui-se com a curva de calibracdo apenas desse padrao.

A solugdo estoque de sesamina foi diluida nas concentragdes de 3, 5, 50, 100, 200, 400 e
600 pg/mL. Cada uma das diluigOes elaboradas e cada um dos extratos de torta de gergelim
foram injetados em triplicata no cromatografo. A curva obtida para as diferentes concentragdes
de sesamina é apresentada na Figura 4.2. Essa curva foi utilizada para quantificacdo da sesamina

e do sesaminol triglicosideo.
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Figura 4.2 - Curva de calibracéo da concentracdo do padréo de sesamina versus a area do pico obtido
(R?=0,9995).

Identificacdo do sesaminol triglicosideo

Para identificacdo do sesaminol triglicosideo, foi utilizado um cromatdgrafo equipado
com um detector DAD (Diodo Array Detector) UV-Visivel. O equipamento de HPLC utilizado
foi da marca Agilent (modelo 1260 infinity, Estados Unidos), equipado com uma bomba
quaternaria, um injetor automatico e um forno para controle de temperatura, todos também da
marca Agilent e do modelo 1260 infinity. Para separacdo dos compostos fenodlicos foi utilizada
uma coluna de fase reversa C18 (Agilent, ZORBAX Analytical Eclipse Plus, Estados Unidos) de
250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e com particulas de 5 um de diametro
médio, acoplada a uma pré coluna de 12,5 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno da
mesma marca e modelo. Nesse equipamento foi possivel obter o espectro UV do pico a ser
identificado e determinar os comprimentos de onda de maxima absorbancia para comparacéo

com a literatura referente a esse composto.
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4.2 Artigo 2

OPTIMIZATION OF EXTRACTION OF PHENOLICS FROM SESAME SEED CAKE

Artigo publicado na revista Separation and Purification Technology, volume 122, paginas 506-
514.

Authors: Julia Ribeiro Sarkis, luri Michel, Isabel Cristina Tessaro and Ligia Damasceno Ferreira

Marczak

Chemical Engineering Department, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Abstract: Sesame seed cake is considered to be a by-product of the oil industry, being
commonly used as cattle feed in several producing countries. However, this residue can be
recovered and value added. The main phenolics found in sesame seed are lignans, which are
important bioactive compounds of this seed. The main lignans in defatted sesame were identified
as sesaminol triglucoside, sesamolinol diglucoside and sesaminol diglucoside. The objective of
this study was to optimize the extraction of total phenolics and lignans from sesame seed cake. A
second-order polynomial model was set up to predict the responses using response surface
methodology (RSM). The independent variables analyzed were temperature (25-90 °C),
solid/solvent ratio (0.03 — 0.11 g/mL) and ethanol concentration (0 — 95%). Response variables
were the concentrations of total phenolics (TP), sesamin (SES), sesaminol triglucoside (ST) and
antioxidant activity (ABTS). The extracted amount of TP ranged between 129.7 and
355.3 mg GAE/100 g, SES from 3.2 to 25.7 mg SES/100 g, ST from 208.1 to 537.5 mg SE/100 g
and the ABTS of the extracts was between 8460 and 24311 uM TE. Among the analyzed
compounds, ST is presented in the highest quantity in sesame cake. Solid to liquid ratio and
ethanol concentration were the most important factors affecting extraction, whereas temperature
showed reduced influence. The model obtained to describe the effect of these factors on the

extraction of ST was satisfactorily validated.



Extracéo solido-liquido convencional dos compostos fendlicos da torta de gergelim 138

4.2.1 Introduction

Sesame (Sesamum indicumL.) is an oilseed that belongs to the pedaliaceae family. The
sesame seed is an important crop around the world due to its high oil content, being the ninth
most cultivated oilseed (Namiki, 1995; Beltrdo et al., 2001). World production of sesame in
2011 was 4.092 million ton, with a harvested area of 6.628 million ha. The main producing
countries of this seed are China, India and Myanmar (FAO, 2010). Sesame seed cake is the
product obtained after oil is removed from sesame, usually by cold pressing. The cake obtained
from sesame is composed by 35.6% protein, 7.6% crude fiber and 11.8% ash and has 83.2% of
dry matter (Ramachandran et al., 2007). The production of sesame cake is estimated to be very
high, considering that 70% of these seeds are cultivated for oil production (Namiki, 1995).

Sesame seed cake is considered to be a by-product of the oil industry, being commonly
used as cattle feed in several producing countries. However, this residue can be recovered and
value added. The main phenolics found in sesame seed are lignans, which are physiologically
active and are important functional compound of this seed (Kamal-Eldin and Appelqgvist, 1994;
Suja et al., 2004a; Suja et al., 2005; Mohdaly et al., 2010; Reshma et al., 2010; Mohdaly et al.,
2011). Studies involving sesame lignans have been done for a long time. The main oil soluble
lignans in sesame are sesamin and sesamolin, while sesamol and sesaminol are found in the seed
(Haslam and Haworth, 1955; Fukuda et al., 1985; Kamal-Eldin et al., 1995; Namiki, 1995).
More recently, the presence of high amounts of lignin glucosides were found in sesame cake;
these glucosides can be considered as hydrophilic antioxidants. Among them, are sesaminol,
pinoresinol and sesamolinol glucosides (Kang et al., 1999; Shyu and Hwang, 2002). The main
lignans in defatted sesame were identified as sesaminol triglucoside, sesamolinol diglucoside and
sesaminol diglucoside. These compounds should be considered when breeding new sesame seeds
or for any potential incorporation of the seeds into functional foods (Moazzami et al., 20063,
2006b). The amount of lignans in sesame seeds has been reported to be of 0.63%, which makes
them a rich source of lignans (Moazzami and Kamal-Eldin, 2006). Sesame seeds and flaxseeds
are considered to be the richest sources of lignans of all plant foods (Eliasson et al., 2003; Smeds
et al., 2012). Sesame lignans have demonstrated several health benefits in disease treatment and
prevention, being considered bioactive compounds (Kris-Etherton et al., 2002). Studies
performed with sesame seed cake or defatted sesame flour show that this product can reduce
susceptibility to oxidative stress (Kang et al., 1999), prevent obesity and hyperglycemia
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(Bigoniya et al., 2012), reduce cholesterol levels (Visavadiya and Narasimhacharya, 2008),
among other effects (Lazarou et al., 2007; Hsu et al., 2011).

The extraction and purification of antioxidants from natural sources is of high interest,
especially from residues. These bioactive substances are used in functional foods, food additives,
nutraceuticals, pharmaceuticals and cosmetic industries (Shahidi and Naczk, 2004). The
extraction yield is dependent on several parameters; solvent and extraction method (Goli et al.,
2005), extraction time and temperature (Goli et al., 2005; Liyana-Pathirana and Shahidi, 2005;
Silva et al., 2007; Gonzalez-Montelongo et al., 2010) and solid to solvent ratio (Cacace and
Mazza, 2003a), among others. For this reason, an appropriate choice of these variables may
significantly enhance extraction efficiency. It is important to consider that, the role of each factor
in the extraction process is not always obvious. Each natural product has a different composition
and structure and this will interact with the chemical characteristics of the solvent in a diverse
way (Al-Farsi and Lee, 2008). This variability reinforces the importance of researching the

extraction process for different food matrixes.

To the best of our knowledge, very little research has been published on the evaluation of
the influence of different parameters on lignans extraction from oilseeds (Moazzami et al.,
2006b; Ho et al., 2007; Zhang et al., 2007; Nemes and Orsat, 2012) and most of the referenced
works are aimed to extract flaxseed lignans. The objective of this study was to optimize the
extraction of total phenolics and lignans from sesame seed cake. A second-order polynomial
model was set up to predict the responses using response surface methodology (RSM). The
effects and interactions among extraction temperature, solid/liquid ratio and ethanol

concentration were investigated by the response surface analysis.

4.2.2 Materials and Methods

Plant material

Sesame (S. indicum L.) seed cake was kindly provided by the company Vital Atman (S&o
Paulo, Brazil). The seeds for cake production were cultivated in Brazil, cropped in 2010, and the
cake was obtained after cold pressing of the seeds. The sample was ground to powder using a

stainless steel blender and passed through a 2.36 mm sieve. Prior to the extraction, a defatting
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process was carried out using a fat extraction apparatus (Tecnal, model TE-044, Brazil). The
cake was immersed in hexane for 1 h, then suspended and submitted to solvent recirculation for
2 h, followed by air-drying. After the complete oil removal, the moisture content of the cake was
determined according to the gravimetric method (AOAC, 1990). This defatted cake was used for

extractions, thus results are presented as mg per 100 g of defatted cake.

Chemicals

Ethanol 95 % and the Folin-Ciocalteau reagent were obtained from (Vetec S&o Paulo,
Brazil). HPLC grade methanol was used for the chromatographic analysis Vetec (Séo Paulo,
Brazil). Gallic acid was purchased from Dindmica (Diadema, Brazil) and ABTS, as well as
sesamin (CAS 607-80-7), sesamol (CAS 533-31-3) and Trolox (CAS 53188-07-1) standards,
were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

Extraction Procedure

The extraction process was performed in a Pyrex glass vessel (7.5 cm external diameter
and 10.0 cm height) equipped with a water jacket. Using a water bath (Lauda, modelo TYP T,
Alemanha), hot water was passed through the jacket for the duration of the experiments in the
desired temperature. During extraction, the glass cell was placed over a magnetic stirrer
(Fisatom, model 706A, Brazil) and attached to a condenser, which was connected to a water bath
(Lauda, model RM 12, Germany) maintained at 5 °C. According to the experimental design, a
certain volume of solvent containing a pre-determined amount of ethanol was added to the glass
cell and, after, the sesame seed cake (approximately 1.0 g) was inserted. The mixture was
agitated and extractions were carried out for 40 min. To set this time, previous experiments were
performed with the defatted cake. Contact time was evaluated up to 2 h for total phenolics and
the extraction yield did not significantly increase after 40 min (data not shown). The test was
performed at 58 °C, using 0.11 g/mL and ethanol 48% as a solvent.Subsequent to the extraction,
samples were centrifuged (Cientec, model CT 5000R, Brazil) for 15 min, at 4757 g and 25 °C.
The supernatant was collected and the volume of extract was adjusted according to the initial
ratio. Finally, extracts were cooled until analysis. Preceding the HPLC analysis, the extracts were

filtered through a 0.45 um membrane filter.
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Experimental design and statistical data analysis

A central composite design (CCD) and response surface methodology (RSM) were used
to optimize experimental conditions for the extraction of total phenolics, lignans and antioxidants
from sesame seed cake and to analyze the influence of three independent variables. The
independent variables chosen were temperature (X;), solid to solvent ratio (X;) and ethanol
concentration (Xs); the levels in which the variables were analyzed are shown in Table 4.2. To
determine the influence of the selected parameters on the response variables, a 2° full factorial
design with 6 axial and 5 central points was used. The complete set of experiments is presented
in Using the results presented in Table 4.3, multiple linear regressions with the second order
polynomial model (Equation (1)) were performed. Also, an analysis of variance (ANOVA) was
used to estimate the statistical significance of each factor and their interactions. The regression
coefficients, the determination coefficient, the F-value for the model and the average error
between the experimental and the predicted values (calculated using Equation (2)) are presented
in Table 4.4. The model obtained considered only the influences of significant factors (p< 0.05);
thus, the insignificant effects are absent in the equations and were not considered in the response
surface graphics. The regression coefficients presented in Table 4.4 are valid for variables in
their coded form. The error between the repetitions of the central point was of 2.8%, 0.85%,
1.6% and 11.8% for TP, SES, ST and ABTS, respectively.
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Table 4.3. The order in which the experiments were performed was randomized to

minimize error due to extraneous factors.

Table 4.2 — Coded and uncoded levels of the independent variables.

Code Levels
Independent variables Code units
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperature (°C) X1 25 38 58 77 90
Solid to solvent ratio (g/mL) X2 0.03 0.05 0.07 0.09 0.11
Ethanol concentration (%) X3 0 19.2 47.5 75.8 95

Multiple linear regression analysis was performed using software Statistica® 7 (Statsoft
Inc., Tulsa, Estados Unidos). Experimental data were fitted to the second-order polynomial

model presented in Equation 1, and regression coefficients (5’s) were obtained.

3 3 2 3
Y:ﬂ0+2ﬂixi+2ﬂiixﬁ+z Zﬁijxixj (1)
i=1 i=1 i=1 j=i+l
where Y represents the dependent variables (estimated responses) and f’s represent the equation
coefficients. An analysis of variance (ANOVA) was performed for each response and the p-
values, at a probability of 0.05, indicated whether the terms were significant or not. Terms that
were not significant were removed from the final models. The significance of the regression was
also evaluated using ANOVA. To verify the adequacy of the models, the experimental data were
compared to the values predicted by the regression models and the average error was determined

using Equation 2:

yexp - ypred
yexp

E(%) = 120 Z (2)

where E is the average error, n is the number of experimental data points, Yey, is the experimental

value and Ypreq is the value predicted by the model.
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Determination of the optimum conditions and validation of the model

The values of the independent variables that maximize the extraction yield for each
response variable were determined through Matlab® 5.3 software using the fmincon fuction that
uses Sequential Quadratic Programming (SQP) method and the experimental models obtained in
this work. The verification of the validity and adequacy of the predictive extraction model was
realized in these optimum conditions of solvent composition, temperature and solid to solvent
ratio. Two experimental replicates were performed at the optimized conditions and the

experimental and predicted values were compared.

Analysis of the response variables

Total Phenolics

The method for determination of total phenolic compounds (TP) was adapted from
Waterhouse (2002). Briefly, 40 pL of extract (or water, for the blanks) were dissolved in 3.2 mL
of distilled water and 200 pL of the Folin-Ciocalteau reagent; the mixture was agitated and left
in the dark for 5 min. Subsequently, 600 pL of saturated sodium carbonate solution was added
and agitation was performed in a vortex equipment. Absorbance was measured at 765 nm after
the solution was kept in the dark for 1 h. Concentration was calculated using calibration curve
with gallic acid (0.05 — 0.5 mg/g, R?=0.999) as standard. The results were expressed as mg of
gallic acid equivalents per 100 g of sample in a dry basis (mg GAE/100 g).

Sesamin, sesamol and sesaminol triglucoside

Lignan and lignan glucosides were analyzed using HPLC according to the procedure of
Rangkadilok et al. (2010). The analysis was carried out in a PerkinElmer chromatography
system equipment with a quaternary pump, a UV-Vis detector and a column oven. Separation
was conducted on a reversed-phase C18 column (5 pm, 250 mm x 4.6 mm i.d.) coupled to a C18
guard column (5 um, 15 mm x 3.2 mm i.d). The extracts were separated using mixtures of water
(mobile phase A) and methanol (mobile phase B). The eluent flow rate was maintained at 1.0
mL/min, the injection volume was 20 pL, and the detection wavelength and column temperature
were set to 280 nm and 40 °C, respectively. The elution program with a linear gradient was as
follows: 0 min, 5% B; 0-5min, 18 % B; 5-10 min, 35 % B; 10-15 min, 62 % B; 15-18 min,
80 %; 18-22 min, 80 %; 22-23 min, 5 % B; 23-26 min, 5% B.
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For lignans detection the only two commercially available standards were purchased:
sesamin and sesamol. The standards were individually dissolved in ethanol to prepare 800 ug/mL
stock solutions. The identity of the analytes was confirmed by comparing their HPLC retention
time with the analytical standard. Sesamol was not detected, or present in very small amounts, in
the samples. For this reason the calibration curve was made for sesamin only. The absence of
sesamol in sesame cake extracts is in agreement with previous literature (Shyu and Hwang,
2002). Sesamin stock solution was dissolved in appropriate volume of ethanol to obtain
concentrations of: 3, 5, 50, 100, 200, 400 and 600 ug/mL. All stock and working solution were
maintained at —4 °C in a freezer and thawed to room temperature before use. Sesamin (SES) was
quantified using the calibration curve of the appropriate standard compound (mg/100 g). The
response linearity of the analysis was tested over the range of concentrations used; the

determination coefficient of the calibration curve was 0.999.

For sesaminol triglucoside identification a chromatographer, equipped with a DAD UV-
Vis detector, was used (Agilent, model 1260 Infinity, USA). In this system, a C18 column
(Agilent, ZORBAX Analytical Eclipse Plus, USA) was also used for the separation of the
compounds. With this HPLC equipment it was possible to obtain an UV spectrum of the peaks;
the spectrum was compared with the available literature to identify this compound. Sesaminol
triglucoside (ST) was quantified as sesamin equivalents (mg SE/100 g) using the calibration

curve for this standard.

Antioxidant Capacity

The antioxidant capacity of the extracts was determined by using the ABTS
decolorization assay as described by Rufino et al. Rufino et al. (2007). ABTS radical was
produced by mixing an ABTS solution (7 mM) with potassium persulfate (140 mM) and keeping
the mixture in the dark at room temperature for 12 h. Afterwards, the ABTS radical solution was
diluted in ethanol 95 % until absorbance at 734 nm reached 0.7 (£ 0.02). Aliquots of 30 pL of
the extracts (or water, for the control) and 3 mL of the ABTS solution (A734 = 0.70 + 0.02) were
mixed using a vortex and absorption was determined after 6 min. The percentage of radical

inhibition (ABTS) was calculated using Equation 3:

ACuprs(%) = (1 - A%) x 100 3)
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The standard calibration curves were constructed by plotting percent inhibition values as
a function of the concentration of Trolox (100 — 2000 pM TE, R?*=0.997). Using this curve, the

antioxidant activity of the samples was calculated in terms of Trolox equivalents (UM TE).

All of the analyses in this study were performed in triplicate and the standard deviations

(SD) are presented with the results.

4.2.3 Results and discussion

HPLC analysis of sesamin and sesaminol triglucoside

HPLC analysis was performed for qualification and quantification of lignans and their
glucosides from sesame seed cake. Two of the obtained chromatograms are shown in Figure 4.3.
Sesamin (peak 11) and sesamol (peak 1) were identified using external calibration standards.
According to the applied HPLC methodology, peaks in the first portion of the chromatograms
are lignan glucosides. Since sesamin has lower polarity, when compared to the lignan glucosides,
the peak referring to this compound appears after a longer period of time (Shyu and Hwang,
2002; Rangkadilok et al., 2010). The observed results are in agreement to the literature,
considering that lignan glucosides appear approximately from 18 to 24 min (peaks 2-10) and
sesamin is detected latter, approximately at 25.3 min. In all experiments the peak with the
highest area was peak 3, which could be sesaminol triglucoside. This lignan glucoside has been
reported to be the main lignan in sesame cake and, due to its low polarity, it is one of the first
peaks observed in lignan chromatograms(Ryu et al., 1998; Shyu and Hwang, 2002; Moazzami et
al., 2006b). The UV spectrum of peak 3 showed maximum absorption at the wave lengths of 238
and 291 nm, which is consistent with the literature for sesaminol triglucoside(Moazzami et al.,
2006Db). Peak 3 accounted for a percentage between 40.2% and 62.3% if added all areas from
peaks 2 to 10 (lignan glucosides) and it was considered to be the main lignin glucoside in the
sesame cake used in these experiments. For these reasons, the area of peak 3, tentatively

identified as sesaminol triglucoside, was used as a response variable for extraction optimization.
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Figure 4.3 — HPLC chromatogram of the sesame seed cake for extractions performed with: (a)
water, (b) 95 % ethanol. Peak assignment: (1) sesamol, (2) to (10) lignan glucosides and (11)
sesamin.

In Figure 4.3, two different chromatograms are presented. The results differ from each
other when different solvents were used in the extractions. Figure 4.3 shows the chromatograms
of the extracts using different solvent solutions and in the same temperature (58 °C) and solid to
liquid ratio (0.07 g/mL). It is possible to observe that peaks 8, 9 and 10 increase when water is
used as solvent, whereas peaks 6 and 7 decrease. These changes are probably due to different
polarities of sesame lignans. Very different chromatograms were also observed by Shyu and
Hwang (2002), when sesame cake lignan extract was fractionated in diverse methanol
concentrations between 25% and 100%. According to their study, extracts obtained using 100%
methanol presented high amounts of sesamin and sesamolin and very low amounts of sesaminol
triglucosides, while sesaminol diglucoside was the main lignan glucoside when 75% methanol
was used. The 50% methanol extract showed sesaminol triglucoside as the main lignan, followed
by sesaminol diglucoside. When 25% methanol was used none of the above mentioned lignans
was detected, however peaks in the first portion of the chromatograms were detected and

reported as highly polar compounds.

Experimental ranges and determination of relevant variables

At the beginning of the present research, the three independent variables were

investigated to determine the ranges in which the studies would be conducted to optimize
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extraction. Temperature ranges were selected based on the limitations of the extraction system,
which was unpressurized and used water as the heating medium. The lower limit of the solid to
solvent ratio was chosen to yield a significant amount of extract even after some of the solvent
was absorbed by the cake after centrifugation (approximately 3 mL); the upper limit was
determined based on the detection limits of the response variables analysis. Different water—
ethanol mixtures were chosen as solvents. Since the extraction of polyphenols depends on the
polarity of the solvents and compounds, a single solvent might not be effective for this process.
Thus, is more efficient to use a combination of alcohol and water (Markom et al., 2007).
Although studies shown the efficiency of other solvent combinations using methanol (Suja et al.,
2005; Reshma et al., 2010), ethanol was chosen since is a preferable solvent from considerations
of safety to health and handling (Zhang et al., 2007). Also, according to the research of Chang et
al. (2002), there was no difference between the yield and the antioxidant activity of extracts from

sesame coat when ethanol, methanol or acetone were used.

In addition to the independent variables studied in this work, other parameters also
influence the extraction of phenolic compounds such as solvent pH, contact time and number of
extraction cycles. The contact time and the number of extraction cycles were fixated in 40 min
and 1 cycle, respectively. Kinetic studies are currently being performed with more than one
cycle, using the optimized conditions obtained in this study. Also, preliminary tests were
performed using acidified ethanol (0.01 and 0.1 mol/L HCI) and the obtained extracts presented
high turbidity, probably due to protein denaturation. The turbidity made it impossible to perform

spectrophotometric analysis and this parameter was not evaluated.

Response surface analysis

The extraction of total phenolics, SES and ST, as well as the antioxidant capacity of the
extracts, was optimized through the RSM approach. A pre fixated time (40 min) was used in all
extractions. The design arrangement and the experimental results of TP, SES, ST, and ABTS for
all runs are reported in Table 4.3. The extracted amount of TP ranged between 129.7 and 355.3
mg GAE/100 g, SES from 3.2 to 25.7 mg SES/100 g, ST from 208.1 to 537.5 mg SE/100 g and
the ABTS of the extracts was between 8460 and 24311IM TE. Among the analyzed compounds,
ST is presented in the highest quantity, which is agreement with the literature for the sesame
cake (Shyu and Hwang, 2002; Moazzami et al., 2006b). Also, the determined quantities of ST
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are in the range observed by the same authors. SES quantities detected are below than those
reported in literature for sesame cake (Shyu and Hwang, 2002; Suja et al., 2005). However, the
mentioned studies used methanol as the extraction solvent which could have improved sesamin
extraction. TP found in the extracts are in agreement with literature regarding sesame and sesame
cake (Suja et al., 2005; Mohdaly et al., 2011). Still, the low amounts of total phenolics could be
an indicative that lignans may show a poor response to the Folin—Ciocalteau method.

Using the results presented in Table 4.3, multiple linear regressions with the second order
polynomial model (Equation (1)) were performed. Also, an analysis of variance (ANOVA) was
used to estimate the statistical significance of each factor and their interactions. The regression
coefficients, the determination coefficient, the F-value for the model and the average error
between the experimental and the predicted values (calculated using Equation (2)) are presented
in Table 4.4. The model obtained considered only the influences of significant factors (p< 0.05);
thus, the insignificant effects are absent in the equations and were not considered in the response
surface graphics. The regression coefficients presented in Table 4.4 are valid for variables in
their coded form. The error between the repetitions of the central point was of 2.8%, 0.85%,
1.6% and 11.8% for TP, SES, ST and ABTS, respectively.
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Table 4.3 — Rotable central composite design in the original and coded form® of the independent variables

(X1, Xz and X3) and experimental results (= SD) for the response variables, total phenolics (TP), sesamin

(SE), sesaminol triglucoside (ST) and antioxidant capacity (ABTS)".

X1 T X, Ratio X3 EtOH TP SES ST ABTS
(°C) (g/mL) (%) (mg GAE/100g) (mg/100g) (mg SE/100 g) (UM TE)
38 (-1) 0.045(-1)  19.2(-1) 300.4 + 3.5 11.7+08 352.6 + 2.0 24101 + 271
77 (1) 0.045(-1)  19.2(-1) 266.2 +10.1 13.2+0.6 464.9+0.8 17834 + 515
38 (-1) 0.09 (1) 19.2 (-1) 223.0+9.6 33+0.1 208.1+2.2 16779 + 285
77 (1) 0.09 (1) 19.2 (-1) 165.3+ 3.5 41+0.04 326.4+35 10244 + 229
38 (-1) 0.045(-1)  75.8(1) 248.1 +13.1 23.0+0.01  5156+2.3 15190 + 157
77 (1) 0.045(-1)  75.8(1) 2706 5.1 245+08  456.3+12.1 17096 + 723
38 (-1) 0.09 (1) 75.8 (1) 1945+55 17.9+0.2 404.9 +2.4 10865 + 130
77 (1) 0.09 (1) 75.8 (1) 172.8+6.0 19.4+0.03  3753+3.1 10890 + 111

25 (-1.68) 0.07 (0) 47.5 (0) 219.5+17.8 17.9+0.1 416.8+84 14661 + 856
90 (1.68) 0.07 (0) 47.5 (0) 275.8+9.7 17.3+£11 378453 11141 + 215
58 (0) 0.029 (-1.68) 47.5(0) 355.3+16.3 247+0.2 537.5+123 21155 + 909

58 (0) 0.11 (1.68) 47.5 (0) 188.1+7.7 13.1+05 354.9+4.6 12816 + 1086
58 (0) 0.07 (0) 0 (-1.68) 304.5+12.3 3.2+01 238.4+7.6 24311 + 5860
58 (0) 0.07 (0) 95 (1.68) 129.7+ 2.7 21.8+0.2 219.0+35 8460 + 34

58 (0) 0.07 (0) 47.5 (0) 249.2+10.6 18.2+0.8 426.6+3.8 14831 + 146
58 (0) 0.07 (0) 47.5 (0) 241.5+0.0 18.4+0.4 435.7+0.1 13601 + 223
58 (0) 0.07 (0) 47.5 (0) 246.7+35 18.6+0.8 418.4+32 14012 + 1776
58 (0) 0.07 (0) 475 (0) 231.8+8.4 18.5+0.3 433.1+4.0 11141 + 116
58 (0) 0.07 (0) 475 (0) 246.3+ 2.7 183+0.8  429.3+12.0 13359 + 607

#Values in parenthesis are the coded forms of variables.

® All results are presented in dry basis.

Good fits were achieved and most of the responses variability was explained by the

models. The lower value of the determination coefficient for the total phenolic model can be

explained by the influence of partially dissolvable proteins in the extracts from the sesame cake.

These compounds show an important interference when the Folin—Ciocalteau reagent is used for
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total phenolics determination (Escarpa and Gonzélez, 2001). Also, it is important to point out
that the proteins present in the extracts can also react in antioxidant capacity assays and

overestimate the antioxidant capacity of the samples (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Table 4.4 - Significant regression coefficients of the predicted polynomial models for the investigated

responses and model parameters.

Responses
Coefficients
TP p-value SES p-value ST p-value ABTS p-value

Bo 247.8 <0.0001 17.8 <0.0001 435.5 <0.0001 13200 <0.0001
P - - - - - - -1230 0,0292
B, -44.8 <0.0001 -3.5 <0.0001 -57.3 <0.0001 -2891 <0.0001
P22 - - - - - - 1267 0.0244
Bs -26.6 0,0041 6.1 <0.0001 26.9 0.0249 -3045 <0.0001
Ba3 -13.2 0,1075* -2.3 <0.0001 -64.6 <0.0001 1055 0.0534*
B3 - - - - -39.9 0.0128 1842 0.0150
Pas - - 0.9 0,0489 - - - ;
R? 0.752 0.974 0.852 0.888

Frmodel 15.7 128.6 20.1 15.9

E (%) 9.3 111 7.8 10.9

* Significant at a confidence level of 90 %.

The visualization of the predicted model equation can be obtained by the surface response
plot. Since there were three independent variables and the visualization is possible only for two
variables, the response surfaces for dependent variables (TP, SES, ST and ABTS) were plotted in
function of two factors when the third factor was kept constant at middle level (Table 4.2). The
response surfaces are presented in Figures 4.4 to 4.6 and were drawn by software Statistica® 7
(Statsoft Inc., Tulsa, Estados Unidos). The analysis for each independent variable will be

presented separately as follows.
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Figure 4.4 — Response surfaces and contour plots showing the effect of ethanol concentration and solid to

liquid ratio on the extraction of TP (a) and SES (b) when fixing temperature at the centre point.
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Figure 4.5 - Response surfaces and contour plots showing the effect of ethanol concentration, solid to
liquid ratio and temperature on ST extraction. The value of the missing independent variable in each plot

was kept at the centre point.



Extracédo solido-liquido convencional dos compostos fendlicos da torta de gergelim

152
B > 22000
> 28000 Il < 22000
B < 25000 B < 20000
‘ B < 24000 : B < 18000
00 @ < 20000 3‘;’;’; ] < 16000
23000 [ < 16000  oh B < 14000
zﬁj I < 12000 o B < 12000
izouo I < 8000 ,ﬂut;'; B < 10000
7 00
5 2o
g tﬁﬁw @ 16000
z %009 a gQOUg
E 1 it 1.0‘(“"J
1900 g’
400° &
&

&
B > 28000
Bl < 25000
Hl < 24000
50000 [ [ < 20000
700 = < 16000
33330 I < 12000
0

Figure 4.6 - Response surfaces and contour plots showing the effect of ethanol concentration, solid to
liquid ratio and temperature on the antioxidant capacity of the extracts. The value of the missing

independent variable in each plot was kept at the centre point.

Temperature

Temperature showed no significant influence on the extraction of TP and SES and, for
this reason, there are no surface response plots including this variable in Figure 4.4. Also,
according to Cacace and Mazza (Cacace and Mazza, 2003a), temperatures between 6 and 74 °C
did not influence TP extraction from berries. Temperature showed a significant interaction with
ethanol concentration in the extraction of ST (Figure 4.5). It is possible to observe in the
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response surface that for lower temperatures a higher amount of ethanol was needed for
extraction, while for higher temperatures a good yield was obtained with less ethanol in the
extracting solvent. This behavior could be related to both a modification in the diffusion
coefficient of the phenolic compounds and to an increase in their solubility in the solvents
(Cacace and Mazza, 2002, 2003a). For ABTS, lower temperatures yielded better results, as can
be seen in Figure 4.6. Temperature had a linear influence in this response, which could be related

to the degradation of compounds that presented some antioxidant capacity.

The results suggest that the changes in solid to liquid ratio and ethanol concentration had
a more significant effect than the temperature. Studies were performed by Moazzami et al.
(2006a) in temperatures between 20 and 55 °C for the extraction of sesaminol di and
triglucosides. The authors found no significant differences in the temperature range analyzed.
Similar results are observed in literature for flaxseed lignans. Zhang et al. (2007) also found that
lower temperatures, around 30 °C, are optimum for lignan extraction and Eliasson et al. (2003)

reported no influence of the temperature in the extraction yield.

Solid to liquid ratio

The solid to liquid ratio exerted high influence in all the response variables analyzed. For
TP, ST and ABTS, when more solvent is used more compounds are extracted (Figures 4.4-4.6).
The same behavior is observed for ABTS; in a more diluted system higher antioxidant capacities
are observed (Figure 4.6). Regarding SES, interaction between ratio and ethanol concentration
was significant. The interaction, which can be observed in Figure 4.4(b), shows that with a lower
ethanol concentration a higher volume of solvent is needed, whereas when a more concentrated
ethanol solution is used, experiments can be performed with a smaller solvent volume producing
the same extraction yield. This behavior can be related to the polarity of this compound. SES is a
more apolar lignan if compared to glucosides, being considered an oil soluble lignan (Kamal-
Eldin et al., 1995). It is, therefore, expected for this compound to be more soluble in a less polar

solvent than water as ethanol.

A linear increase in the extraction of different compounds extraction was observed for
flaxseed lignans by Ho et al. (2007) and for date seed phenolics by Al-Farsi and Lee (2008). The
work of Moazzami et al. (2006b) with sesame cake, showed that a significantly higher amount
of lignan glucosides were extracted with a ratio of 0.025 g/mL when compared to 0.08 g/mL;
however, the authors found that there was no significant difference between the ratios of 0.025
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and 0.045 g/mL. These results differ partially from those observed in the present work, where
ratio had only a linear effect in most of the response variables (with the exception of SES). Our
analyses show that, the higher the volume of solvent the higher the extraction yield for the
evaluated range (0.029-0.11 g/mL). These results are consistent with mass transfer principles.
The driving force during mass transfer is considered to be the concentration gradient between the
solid and the liquid which is greater when a smaller solid to solvent ratio is used, resulting in an
increase of the diffusion rate. Modifications in the solid to solvent ratio modify the solubility and

equilibrium constants of the process Cacace and Mazza (2003a).

Ethanol concentration

Ethanol concentration was a significant parameter for all response variables. When
extracting TP, the maximum yield was reached with 19% ethanol, when the highest solvent
volume was used. For ST extraction, a quadratic effect was observed. This response showed an
increasing region until the maximum is reached at 68%, in the most diluted condition, followed
by decrease in the ST yield. For SES extraction a higher ethanol concentration was necessary to
reach the maximum vyield, 76%. Finally, to obtain the extract with the highest antioxidant
capacity, it is better to use only water as a solvent. These behaviors can be observed in Figures
4.4-4.6.

In almost all cases, with the exception of ABTS, ethanol concentration followed a
parabola shape. This behavior was also observed for flaxseed lignans by Zhang et al. (2007),
these authors pointed out that the extraction of lignans increased with increasing water content
according to the “‘like dissolves like’” principle. However, after a certain water proportion, the
extraction yield began to decrease. This can be explained by the fact that lignans are organic
matter and ethanol is an organic solvent, while water is inorganic. So, by the same principle
above mentioned, an organic matter dissolves better in organic solvents. For this reason, the
acquired amount of lignans was reduced after a certain water concentration was reached. The
lower ethanol concentration obtained as the optimum for extraction of total phenolics can be
related to the higher amounts of proteins that could have been extracted in these conditions and
interfered in the reaction with the Folin—Ciocalteu reagent. The fact that ABTS was higher when
only water was used as a solvent could also be related to the higher amounts of protein extracted
that possess antioxidant activity. Still, further studies accessing the antioxidant activity of the
extracts are necessary in order to fully comprehend de biological activity of the extracted

compounds.
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Correlation analysis

The SES and ST content had no significant correlation with any other response variable
(R? < 0.6). The correlation between TP and ABTS were higher than the others, but moderate,
with aR? value of 0.650. There was no correlation for ST and ABTS; however, studies show that
lignan glucosides have high antioxidant capacity (Suja et al., 2004b; Suja et al., 2005). These
results indicate that, to deeper investigate the antioxidant capacity of the obtained extracts, would

be preferable to use different (more than one) methods to determine this response.

Determination and experimental validation of the optimal conditions

In order to verify the predictive capacity of the model, the experiments were performed in
the optimal conditions obtained for sesaminol triglucoside: temperature of 25 °C, ratio of
0.03 g/mL and solvent solution containing 68% of ethanol. Experiments in the optimal
conditions were performed in duplicate and revealed a content of 514 + 6 mg SE/100 g and the
model provided a value of 566 mg SE/100 g. The difference between the values obtained by the
model and experimentally is lower than 7%. These results confirm the predictability of the model

for the extraction of sesaminol triglucoside from sesame cake.

4.2.4 Conclusions

This study aimed to optimize the extraction conditions to obtaining bioactive compounds
from sesame cake. Among the analyzed components of sesame cake, sesaminol triglucoside was
present in more significant amounts. The experimental design approach was successfully applied
in the optimization of the conditions for the extraction of total phenolics, sesamin and sesaminol
triglucoside from sesame cake. The second order polynomial model gave a satisfactory
description of most of the experimental data. Solid to liquid ratio and ethanol concentration
where the most important factors affecting extraction, whereas temperature showed reduced
influence. Further work is required to investigate the contribution of individual compounds to the
antioxidant capacity of the extracts of sesame cake. As a conclusion, the sesame cake can be
considered a suitable source for lignan glucosides and, in future researches, the obtained model
validated in this work, could be used. This study may be applied in the development of industrial
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processes, enhancing the efficacy of large scale systems and in future work regarding kinetics of
extractions and optimal number of sequential steps.
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CAPITULO 5- APLICACAO DE TECNOLOGIAS ELETRICAS NA EXTRACAO
DE COMPOSTOS FENOLICOS E PROTEINAS DA TORTA DE GERGELIM

Neste capitulo é apresentado um estudo envolvendo a aplicacdo de duas tecnologias
alternativas na extracdo de compostos fenolicos e proteinas da torta de gergelim: campo
elétrico pulsado e descargas elétricas de alta tensdo. Essa etapa do trabalho foi realizada
durante um estagio sanduiche no departamento de Transformacdes Integradas da Matéria
Renovéavel (Transformations Intégrées de la Matiere Renouvelable) na Universidade de
Tecnologia de Compiégne (Université de Technologie de Compiégne) na Franca. O trabalho
foi coorientado pela Professora Assistente Nadia Boussetta e supervisionado pelo Professor
Eugéne Vorobiev, nome de referéncia no estudo das tecnologias de campo elétrico pulsado e

descargas elétricas de alta tenséo.

Primeiramente, sdo apresentados os equipamentos e as metodologias utilizadas nos
processos de extracdo e nas analises dos compostos extraidos. A seguir, sdo demonstrados e
discutidos os resultados obtidos; esses resultados estdo apresentados na forma de artigo, na
lingua inglesa, como nos capitulos anteriores. O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar a
eficiéncia de diferentes tecnologias na extracao de proteinas e compostos fenolicos da torta de
gergelim, quando comparadas a extracdo convencional visando a reducdo do uso de solventes,

além da temperatura e do tempo de extragéo.
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5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada nesta etapa do trabalho néo foi a mesma usada nos capitulos
anteriores. Nos Capitulos 2 e 3 os experimentos foram realizados usando a torta de gergelim,
apos o seu desengorduramento com hexano, que pode ser chamada de farinha desengordurada
de gergelim. Entretanto, nessa etapa do trabalho optou-se por trabalhar com a torta
diretamente como foi recebida da industria, sem passar pelo processo de desengorduramento.
A matéria-prima utilizada nessa etapa também foi fornecida pela empresa Vital Atman. Uma
fotografia dessa torta é apresentada na Figura 5.1, e é o produto obtido diretamente ap0s uso
de uma prensa rosca, que consiste em cilindros com diametro em torno de 1 cm. Foi escolhido
utilizar a torta dessa forma uma vez que, em experimentos iniciais (dados ndo apresentados no
presente trabalho), foi observado que a etapa de desengorduramento causa um dano celular
muito grande a torta — decorrente, possivelmente, do uso de hexano e de altas temperaturas,
(até 130 °C). O dano causado as células por esse processo € bastante extenso, tornando
impossivel observar diferencgas entre as tortas que sofreram tratamento elétrico e as tortas in
natura. Assim, os efeitos de eletroporacdo, ou outros efeitos causados pelos tratamentos

elétricos, ndo seriam os efeitos predominantes de danos as células.

Figura 5.1 — Torta de gergelim.

Para uniformizar a matéria-prima recebida, os cilindros de torta de gergelim foram

cortados em pedacos de aproximadamente 1 cm de comprimento.
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5.1.2 Equipamento para aplicacdo dos tratamentos elétricos

O equipamento utilizado para aplicacdo dos tratamentos elétricos é apresentado na
Figura 5.2. Ele consiste em uma fonte de energia de alta tensdo (Tomsk Polytechnic

University, Tomsk, Russia) e uma cdmara de 1 L para tratamento em batelada.

Figura 5.2 — Fotografia do equipamento usado na aplicagdo dos tratamentos elétricos.

Para aplicagdo do campo elétrico pulsado (CEP), a cdmara usada foi equipada com
eletrodos de ago inoxidavel. Os eletrodos consistem em duas placas em formato de discos,
paralelos, cada uma com uma &rea 95 cm? (didmetro de 11 cm), sendo um eletrodo fixo
(aterrado) no fundo da célula e outro mdvel na parte superior (Figura 5.3(a)). A configuracdo
do circuito faz com que ele gere pulsos do tipo decaimento exponencial (Figura 5.3(c)). A
duracdo dos pulsos foi de tj = 10 ps, a frequéncia de 0,5 Hz (t, = 2 s) e a distancia entre os
eletrodos (d) foi fixada em 3 cm. Essa distancia foi determinada com o objetivo de aplicar o
maior campo elétrico possivel e de forma que ndo houvesse ar entre os eletrodos, com o
intuito de evitar o acontecimento de descargas elétricas. Como cada pulso aplica 40 kV, o
campo elétrico aplicado nesse caso foi de 13,3 kV/cm. Além da distancia entre os eletrodos, o
equipamento usado permite que se varie 0 numero de pulsos aplicados e o intervalo desejado

entre cada trem de pulsos.
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Figura 5.3 — Diagrama do aparato experimental utilizado: cAmaras de aplicacdo de CEP (a) e DEAT
(b) e protocolos de pulsos de CEP (c) e DEAT (d). Fonte: adaptado de Boussetta et al. (2012b).

O aparato para aplicacdo das descargas elétricas (DEAT) foi o0 mesmo usado para o
tratamento por CEP, mudando apenas os eletrodos da camara de tratamento. Nesse processo
foi também usado um eletrodo em formato de disco, aterrado, fixo no fundo da célula, de
3,5 cm de didmetro e o outro eletrodo foi uma agulha de aco inoxidavel de 1 cm de didmetro
(Figura 5.3 (b)). Um pulso com tenséo positiva foi aplicado ao eletrodo do tipo agulha, sendo
que cada descarga inferiu uma tensdo de 40 kV e o formato de onda gerado pelo equipamento
é de um oscilacdo amortecida (Figura 5.3(d)). A distancia entre eletrodos ndo pode ser
variada, sendo mantida em 5 mm. O tempo de cada descarga elétrica também foi de 10 us e a
frequéncia também foi de 0.5 Hz. Da mesma forma que para o tratamento de CEP, nessa

configuracdo pode-se variar o nimero de pulsos e o intervalo entre trens de pulsos.
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5.1.3 Pré-tratamentos e etapa de extracao solido-liquido

A fim de se avaliar qual a energia ideal para aplicacdo dos pré-tratamento elétricos,
foram testadas diferentes energias de processamento. Foram inseridos 35 g de torta na camara
de tratamento adequada (CEP ou DEAT) e adicionados 350 g de agua destilada. A seguir a
camara foi fechada e foram aplicados trens de 100 pulsos. As diferentes energias aplicadas
sdo demonstradas na Tabela 5.1. A energia especifica aplicada (W) foi calculada usando a

equacao 5.1.

Epuisoxnumero de pulsos

W (k] /kg) = (5.1)

massa

Nessa equacéo Epyiso € a energia fornecida por um pulso, que no caso do equipamento
utilizado é de 160 J, o numero de pulsos é a soma total de pulsos de todos os trens e a massa é
a massa total inserida na célula (produto e agua). Na Tabela 5.1 séo apresentados também o
tempo real de tratamento elétrico, 10 us multiplicados pelo numero de pulsos, e o tempo total
de contato do produto com a agua, que considera a duracdo dos pulsos e 0 tempo entre eles.
Foi realizada uma pausa de aproximadamente 5 min entre os trens de pulsos para coleta de
dados de condutividade elétrica, usando um condutivimetro (Inolab, modelo Level 1,

Alemanha) e de amostras

Tabela 5.1 — Condicdes de operacdo para os diferentes tratamentos realizados na avaliacdo da melhor
energia de trabalho.

Trens de pulsos  Total de pulsos W (kJ/kg) ~ Tempo de tratamento (ms)  Tempo total de contato (min)

1 100 42 1 4
2 200 83 2 8
3 300 125 3 12
4 400 166 4 16
5 500 208 5 20
7 700 291 7 28

Durante os tratamentos elétricos, além da difusdo favorecida pelos seus efeitos, ocorre
também a difusdo convencional. Com o intuito de avaliar o quanto de proteinas e compostos

fenodlicos é difundido e qual a condutividade elétrica quando ndo esta sendo aplicado nenhum
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tratamento, foi elaborada uma amostra controle. Essa amostra consiste na torta (35 g) imersa
em agua (350 g), sem agitacdo, pelo mesmo tempo dos tratamentos elétricos. A condutividade
elétrica foi medida e amostras foram coletadas nos tempos de contato apresentados na Tabela
5.1. Além disto, foi elaborada também uma amostra da torta totalmente desintegrada; para
tanto, 35 g de torta moida usando um moedor de café (SEB, Franga) foram coladas em contato
com 350 g de &gua e agitadas fortemente por 2 h. Essas condigdes demonstram o maximo de
condutividade elétrica que amostra pode atingir e 0 maximo de fendlicos e proteinas que
podem ser extraidos convencionalmente nessas condi¢des de razdo sélido-solvente, usando

agua como meio extrator e sem ajuste da temperatura.

O grau de desintegracdo (Zc) foi calculado usando a equagéo 2.2, onde o foi a
condutividade medida ap6s cada trem de pulsos, o; foi a condutividade da amostra controle
apoOs cada periodo de tempo da Tabela 5.1 e g4 foi considerada a condutividade da torta

totalmente desintegrada (moida).

Experimentos de difusao

Apo6s a determinacdo da energia ideal para aplicacdo dos tratamentos elétricos,
prosseguiu-se com os experimentos de difuséo e, nesse caso, a melhor energia foi usada como
um pré-tratamento fixo. Para comparacdo das metodologias, foram realizados trés tipos de
extracdo: assistida por CEP, assistida por DEAT e convencional (ou controle). Nessas
extracOes foi usada a torta cortada em pedagos de 1 cm de comprimento. Essas extragoes
foram avaliadas usando diferentes solventes e em diferentes temperaturas. Ainda, foi
realizada, para comparagdo, uma extracdo em agua assistida por moagem. A amostra moida
foi obtida através da utilizagdo de um moedor de café em escala de bancada (SEB, Franca) e

passou por uma peneira para selecionar particulas menores que 1,25 mm.

O primeiro estudo realizado foi a avaliacdo de diferentes solventes: agua e misturas de
agua e etanol contendo 10, 30 e 50 % etanol. Por razbes de seguranca, 0s pré-tratamentos
elétricos ndo podem ser realizados com o etanol e, assim, primeiramente, 35 g de torta foram
inseridas na cdmara e adicionadas de 300 g de &gua para aplicacdo do pré-tratamento, CEP ou
DEAT. Apés a aplicacdo, amostras foram passadas para um Erlenmeyer de 1 L e adicionadas
de 400 g de uma mistura de agua e etanol a fim de que o volume total final tivesse a

concentragdo de etanol desejada. Para a extragdo convencional e a assistida por moagem as
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amostras foram colocadas diretamente no Erlenmeyer e adicionadas de 700 g de solvente. A
etapa difusiva foi realizada usando uma incubadora agitada (Infors Sarl, Aerotron, Franca)
com controle de temperatura. A agitacdo foi mantida em 150 rpm, a temperatura foi mantida
em 20 °C e, para avaliacao da cinética de difusdo, foram coletadas amostras em intervalos de
tempo pré-determinados. Nesse estudo o teor de fendlicos totais foi avaliado para todos os
solventes usados e o teor de proteinas foi avaliado quando foi utilizada a &gua como solvente.

A amostra moida foi avaliada ap0s a extracdo em agua por 60 min.

O segundo estudo realizado foi a anélise de diferentes temperaturas de extracdo. Nesse
caso apenas agua destilada foi usada como solvente e foram avaliadas as temperaturas de 40 e
60 °C. A temperatura de 20 °C, avaliada nos experimentos anteriores, também foi usada na
comparacédo. Os pré-tratamentos foram realizados da mesma forma que nos experimentos com
diferentes solventes; entretanto, a agua (300 g) foi aquecida a 40 ou 60 °C antes de ser
inserida na camara de tratamento. Para tal, & 4gua foi deixada por 20 min na mesma
incubadora usada na etapa difusiva, fazendo com que todo o processo fosse realizado na
mesma temperatura. O restante da dgua (400 g) foi mantido na incubadora até que atingisse a
temperatura de tratamento previamente ao inicio do processo. O solvente para a extracdo
convencional também foi mantido na incubadora até atingir a temperatura adequada e, s
entdo, foram inseridas as amostras para iniciar o processo difusivo. As amostras foram

coletadas em intervalos de tempo previamente determinados.

5.1.4 Analise dos extratos

Todas as amostras coletadas foram centrifugadas (Eppendorf, MiniSpin plus,
Alemanha) previamente as analises. As amostras provenientes do pré-tratamento com DEAT
foram filtradas em membranas com tamanho de poro nominal de 0,45 um. A filtragdo foi
necessaria devido a observacdo de turbidez nos extratos, possivelmente pela presenca de
gordura que foi extraida durante o tratamento. Para a andlise utilizando cromatografia, os

extratos foram previamente filtrados usando membranas com poro nominal de 0,22 um.

Foram realizadas nas amostras analises de fenolicos totais e proteinas. Para analise
fenolicos foi utilizada a metodologia de Folin-Ciocalteu; entretanto, o protocolo de analise

seguido foi o de Singleton et al. (1999), que difere do usado nas andlises dos capitulos 3 e 4.
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Para essa andlise, 200 uL de extrato diluido e 1000 uL do reagente de Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, Franca), diluido 10 vezes em &gua destilada, foram misturados e deixados
reagir por 5 min. Apés a reacdo, 800 uL de solucdo Na,CO;3 (7,5 g de Na,CO3; em 100 g de
agua destilada) foram adicionados a mistura. Para a reacdo, a solu¢do foi mantida 10 min em
um banho (GmbH, Alemanha) a 60 °C e, posteriormente, 10 min em um congelador
comercial convencional. A absorbancia foi medida em um espectrofotémetro UV-Vis (Milton
Roy Company, Spectronic 20 Genesys, Estados Unidos) em 750 nm. Curvas de calibracdo
foram elaboradas com &cido gélico (Sigma-Aldrich, Franca) para cada solvente usado - 4gua
destilada e solucdes contendo 10, 30 e 50 % etanol. As curvas de calibracdo utilizando o
padrdo foram elaboradas na faixa entre 10 e 100 ppm e sempre resultaram em coeficientes de
determinacdo de 0,99 ou maiores. Os resultados foram expressos como equivalentes de acido
galico e as andlises foram realizadas em duplicata para calculo do desvio padrao.

Os extratos provenientes dos experimentos de cinética de difusdo usando diferentes
solventes foram analisados em relacdo ao teor de lignanas e seus glucosideos. As andlises
foram realizadas utilizando HPLC, seguindo as condi¢fes cromatograficas apresentadas no
item 3.1.5 e a metodologia de quantificagdo descrita no item 4.1.3. O sistema utilizado
pertence a marca Agilent (modelo 1260 Infinity, Estado Unidos) e estd equipado com uma
bomba quaternaria, um detector DAD (Diode-array detector) UV-Visivel e um forno para
controle de temperatura da coluna. A separacdo foi realizada em uma coluna C18 de fase
revessa (Agilent, ZORBAX Analytical Eclipse Plus, Estados Unidos).

A concentracdo de proteinas nos extratos foi determinada pelo método de Bradford
(1976). Um volume de 200 uL de extrato diluido foi adicionado de 1800 uL do reagente de
Bradford (Sigma-Aldrich, Franca) diluido 3 vezes. A mistura foi deixada reagir no escuro, a
temperatura ambiente por 5min. A absorbancia foi medida em 595 nm usando um
espectrofotdmetro (Milton Roy Company, Spectronic 20 Genesys, Estados Unidos). Para as
curvas de calibracdo de cada solvente foi usado como padréo a albumina do soro bovino ou
BSA, do inglés Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich, Franca). As concentracGes utilizadas
foram de 12,5 a 75 ppm. Os resultados foram expressos como equivalentes de BSA e as

analises foram realizadas em duplicata para calculo do desvio padréo.
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5.1.5 Calculo da difusividade massica efetiva

A difusividade massica efetiva (D) dos compostos fendlicos, da principal lignana e das
proteinas em diferentes condi¢des de processo (temperaturas e solventes) e para as diferentes
tecnologias (controle, CEP e DEAT) foi determinada via estimacdo de parametros. Para este
calculo foi utilizada a segunda lei de Fick da difusdo. Considerou-se que a torta de gergelim,
apesar de ser inicialmente um cilindro, se partiu ao longo do processo, passando a ter uma
geometria de esfera. Além disso, considerou-se que a difusdo ocorre apenas na direcao radial
e que a difusividade massica é constante, fornecendo a seguinte equacdo diferencial

governante:

ot or? r or

Ko p(Za+il (5.2)

Em um processo transiente, no qual a solucdo é bastante agitada e o volume é
limitado, a concentracdo do soluto na solugéo varia a medida que o soluto deixa o solido. Se a
solucdo for agitada suficientemente, é possivel considerar que a concentragdo na solucao
depende apenas do tempo e é determinada pela condicdo de que tudo o que deixa o solido

migra para a solucao. A analise apresentada a seguir esta discutida por Crank (1975).

Para resolucdo da equacdo (5.2), considera-se uma esfera de raio r = a, colocada em
uma solucédo de volume V na qual o soluto se difunde da esfera para a solucéo. Para a solugéo,
foi utilizada a seguinte condicao inicial:

C;=Cy, —a<r<a,t=0 (5.3)

onde C; é a concentracdo de soluto na esfera, Cy é a concentracdo inicial de soluto na esfera e
t € o tempo. O valor de Cy nédo € conhecido mas, entretanto, sabe-se que, inicialmente, todo o

soluto esta na esfera. Dessa forma é possivel escrever que:
C,=C,—C (5.4)

onde C é a concentracdo de soluto na solugdo (valores conhecidos a cada tempo). A condigdo
de contorno no raio da esfera é a igualdade entre a taxa de soluto que sai da esfera e a taxa de
soluto que entra na solucéo, expressa pela equacao 5.5, onde b é o raio do volume ocupado

pela solucéo.
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ac; _ —
bat_+Dar

% v =Fa, t>0 (5.5)

Sendo a concentracdo no soluto junto a superficie da esfera a mesma da solucdo, a
resolucdo desta equacédo diferencial com suas condi¢fes de contorno e sua condi¢do inicial é
obtida através da transformada de Laplace (Crank, 1975):

=1 - X U exp(—Fo q,7) (5.6)

Mo +9a+a?qn?

onde M é a quantidade total de soluto que deixou a esfera no tempo t (obtido
experimentalmente), M., representa essa mesma quantidade no equilibrio e os valores de g,
s8o as raizes positivas diferentes de zero da seguinte equacao transcendental:

tanq, = Sdn (5.7)

3+aqn?

O parametro a representa a razao entre os volumes da solucdo e das esferas de torta.
Para a determinacéo dessa razdo foram usados os valores conhecidos da massa de &gua e de
torta adicionadas & mistura e da massa especifica da agua a 20 °C (998 kg/m®), sendo
necessario determinar apenas a massa especifica da torta. Para obtencdo da massa especifica
aparente da torta colocou-se a amostra em uma proveta tarada, até atingir o volume de 50 mL,
pesando-se em seguida. O valor obtido para a massa especifica foi de 564 kg/m* e a razdo de
volumes («) foi igual a 11.

O valor de M, foi estimado atraves do modelo empirico de Peleg (1988):

t

M =M, + (kq+kat)

(5.8)

onde kj e ky séo parametros do modelo e My € a concentracao e inicial que, nesse experimento,
é igual a zero. O pardmetro k; esta relacionado a taxa inicial de transferéncia de massa e o

parametro k, a concentragdo no equilibrio atraves da relacdo:

Fo que aparece na equacdo 5.6 representa o numero de Fourier para a difusdo de
massa, definido por:

Fo ==t (5.10)
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onde D é a difusividade méssica efetiva (m%/s) e a é o raio da amostra (m). Plotando-se o
namero de Fourier versus o tempo obtém-se uma reta cujo coeficiente angular é a razao entre
a difusividade maéssica e o quadrado do raio da esfera. Uma vez que o raio das esferas nao €
conhecido, os valores de difusividade foram expressos em funcéo deste parametro - D/r® (s™).
Vale lembrar que as difusividades méassicas efetivas determinadas atraves desta metodologia
sdo comparativas para as diferentes condi¢cdes de processo (temperaturas e solventes) e para
as diferentes tecnologias aplicadas (controle, CEP e DEAT) e, portanto, fornecer os seus

valores em funcdo do raio da particula ndo causa prejuizo a anélise.

5.1.3 Analise estatistica

As analises e os experimentos foram realizados, pelo menos, em duplicata. Para
comparacéo dos resultados foi usada uma analise de variancia (ANOVA) com um intervalo de
confianca de 99 % e o teste de Fisher LSD (least significant difference). Através desses testes
foi possivel comparar diferentes tratamentos e determinar a significancia estatistica dos
resultados. O programa Statistica® 7 (Statsoft Inc., Tulsa, USA) foi usado nas analises

estatisticas.
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5.2 Artigo 3

EFFECT OF PULSED ELECTRIC FIELDS AND HIGH VOLTAGE ELECTRICAL
DISCHARGES ON THE EXTRACTION OF POLYPHENOLS AND PROTEINS
FROM SESAME CAKE
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Abstract

The present study evaluates the effect of pulsed electric fields (PEF) and high voltage
electrical discharges (HVED) on extraction of sesame cake compounds. Investigations were
initially performed applying different energy inputs and, afterwards, using PEF and HVED as
pre-treatments to diffusion. Diffusion Kkinetics were evaluated in diverse ethanol
concentrations (0, 10, 30, 50 %) and temperatures (20, 40, 60 °C). The extracts were analyzed
for polyphenols, lignans and proteins. According to the results, the disintegration index and
the polyphenol and protein contents increased with the energy inputs and, 83 kJ/kg was
considered as the best energy. During diffusion, both pre-treatments improved extraction
yields of polyphenols and lignans through different solvents. For diffusion in different
temperatures, PEF and HVED had a significant positive effect on the extraction of proteins
and polyphenols when compared to the control sample.
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5.2.1 Introduction

Sesame (Sesamum indicum L.) is an oilseed, composed of, approximately, 50 % lipid
and 20 % protein. This seed is considered as a valuable source of nutrients and is an important
crop around the world due to its high oil content, being the ninth most cultivated oilseed
(Namiki, 1995; Beltrdo et al., 2001). Sesame seed cake is a solid product obtained after the oil
removal from sesame seed, usually by cold pressing. The cake obtained from sesame is
composed approximately of 35.6 % protein, 7.6 % crude fiber and 11.8 % ash and has a
83.2 % dry matter content (Ramachandran et al., 2007). The production of sesame cake is
estimated to be very high, considering that 70% of these seeds are cultivated for oil
production (Namiki, 1995). In the oil industry, sesame seed cake and other cakes are
considered to be by-products, being commonly used as cattle feed in several producing
countries. However, with new technologies this residues can be recovered and value added to

be a source of nutraceuticals, proteins and fibers (Galanakis, 2012, 2013).

Sesame seed is rich in lignans, which are antioxidants and one of the most important
functional compounds of this seed (Kamal-Eldin and Appelqvist, 1994). Sesame cake has
been discovered to be rich in lignan glucosides, which are hydrophilic antioxidants and thus,
are not extracted with the oil. Among the glucosides, generally, sesaminol triglucoside is the
major component, followed by sesaminol diglucoside (Moazzami et al., 2006a, 2006b).
Studies regarding the physiological activities of sesame cake have showed that this product
can reduce susceptibility to oxidative stress (Kang et al., 1999), act on the prevention of
obesity and hyperglycemia (Bigoniya et al., 2012) and reduce cholesterol levels (Visavadiya
and Narasimhacharya, 2008) among other effects. Other important aspect of this cake is the
high protein content of very important nutritional value. These proteins can be kept in the
cake to be used as a protein concentrate or they can be extracted and purified, for the
obtention of a protein isolate (Rivas et al., 1981; Taha et al., 1987). The aminoacid profile of
sesame proteins shows that it is rich in methionine, tryptophan and cysteine, which are
frequently limiting aminoacids in vegetables. Due to this profile, sesame protein has been
studied in combination with other vegetable proteins such as soy, corn, beans and peanuts, to
increase their nutritional value (Beltrdo et al., 2001; Hwang, 2005; Ramachandran et al.,
2007).
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Conventional extraction methods of compounds from vegetable matrixes involve
mechanical disintegration and/or the use of strong organic solvents. The efficiency of these
methods depends on the degree of permeabilization of the cell membrane. Recently, several
techniques have been studied with the goal of reducing cost, energy consumption and solvent
use. Among them are the use of ultrasound (Dolatowski and Stasiak, 2011; Yolmeh et al.,
2014), microwaves (Castro and Priego-Capote, 2011; Nemes and Orsat, 2012), high pressure
(Zhu et al., 2012), pulsed electric fields (PEF) (Vorobiev and Lebovka, 2006; Loginova et al.,
2011a; Boussetta et al., 2012b) and high voltage electrical discharges (HVED) (Boussetta et
al., 2013b; Boussetta and VVorobiev, 2014). There is an increasing interest from the industry in
the application of PEF and HVED. Extraction assisted by PEF can enable a cold diffusion,
based on the transformation or rupture of cell membranes when submitted to an external
electric field, increasing the electrical conductivity and the permeability of intracellular
material (Zimmermann et al., 1974; Vorobiev and Lebovka, 2011). HVED causes a more
extensive damage to the product, affecting cell walls as well as membranes. This technology
is based on the phenomenon of electrical breakdown in water, which induces physical (e.g.
shock waves) and chemical (e.g. formation of O3) processes. These phenomena affect the cell,
enhancing the release of intracellular components (Gros et al., 2003; Boussetta and VVorobiev,
2014).

Most of the studies concerning PEF and HVED focus on the application of these
technologies on fruits and vegetables for the extraction of polyphenols and sugar. Only a
small number of works have been performed using oilseeds (Gros et al., 2003; Grémy-Gros et
al., 2008; Boussetta et al., 2013b; Boussetta et al., 2014) and, to the best of our knowledge,
no work has been performed using these technologies on sesame seed or cake. The goal of
this study was to evaluate the effects of different variables in order to enhance extraction of
polyphenols, lignans and proteins from sesame cake through the application of PEF and
HVED. The effects of the input treatment energy and diffusion parameters (solvent and
temperature) were investigated. Moreover, the mass diffusivity of the solutes was determined

for comparison between treatments.
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5.2.2 Materials and Methods

Materials

Sesame (S. indicum L.) seed cake was kindly provided by the company Vital Atman
(Sé&o Paulo, Brazil). The seeds, used for oil production, were cultivated in Brazil and cropped
in 2010. The cake was obtained after cold pressing of the seeds using a screw press and it has
a cylinder shape with a diameter of approximately 1 cm. Before treatments the cylinders were
cut in pieces of 1 cm length. The Folin-Ciocalteau and Bradford reagents and the standards
(gallic acid (CAS 149-91-7), bovine serum albumin (BSA, CAS 9048-46-8), sesamin (CAS
607-80-7) and sesamol (CAS 533-31-3)) were purchased from Sigma Aldrich. HPLC grade
methanol from Vetec (Brazil) and Mili-Q water (Milipore, France) were used for the

chromatographic analysis.

PEF and HVED treatments

The apparatus used for the application of the electrical treatments consists of a pulsed
high voltage power supply (Tomsk Polytechnic University, Tomsk, Russia) and a treatment
chamber of 1 L capacity. For PEF application the chamber was equipped with two parallel
disc electrodes (11 cm of diameter), placed with a distance of 3 cm, and for HVED the
chamber was set with one disc electrode at the bottom (3.5 cm of diameter) and one needle
electrode at the top. The needle and the disk electrode were 5 mm distant. Each pulse or
discharge performed by the equipment provides 40 kV input energy, therefore the electric
field for PEF was 13.3 kV/cm. Pulse or discharge duration was 10 ps and frequency was
0.5 Hz (2 s between pulses or discharges), which is imposed by the generator. This set-up is
described in more detail by Boussetta et al. (2012b).

Different energy inputs were evaluated to choose the most suitable pre-treatment for
diffusion. The cake (35 g) and distilled water (350 g) were added to the treatment chamber
and up to 700 pulses were applied. The corresponding treatment time varied from 1 to 7 ms.
The energy input (W) can be calculated using equation (1). In this equation Epyise iS the energy
input of one pulse, which, in the equipment used, was of 160 J, n is the total number of pulses

applied and mass represents the total mass inside the cell, water and product. In this work, the
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treatment energy varied from 42 to 291 kJ/kg. Samples (1 mL) were taken between series of
100 pulses or electrical discharges for total polyphenols and proteins analysis and the
electrical conductivity was measured using a conductivity meter (Inolab, Level 1 model,

Germany).

Epuisexn

W(kj/kg) = 1)

mass

To determine the treatment efficiency, the conductivity disintegration index (Zc) was
calculated using equation (2). In this equation o is the electrical conductivity measured after
each train of pulses, g; is the conductivity of the intact tissue at the same contact time and oy is
the conductivity of the totally disintegrated tissue. For the conductivity of the intact cake, a
control sample was prepared by keeping the sample without agitation for the total contact
time and using the same solvent to solid ratio, 10 w/w. Electrical conductivity of the
disintegrated cake was obtained by grinding the cake using a laboratory scale coffee grinder

(SEB, France) and agitating the sample for 2 h in distilled water (10 w/w).
Ze=(0—0y)/(0g—0) (2)

Using equation (2) it was possible to observe how disintegration varies with different
energy inputs. Through these results the best pre-treatment energy was chosen for PEF and
HVED. Then, the selected energy input was applied before proceeding to the diffusion
experiments. For the pre-treatment, the treatment chamber was filled with 35 g of sample and
300 g of distilled water at different temperatures (20, 40 and 60 °C). The grinding treatment
was also evaluated for comparison with the electrical treatments, after 60 min of extraction in
water at 20 °C (35 w/w).

Solid-liquid extraction

Diffusion kinetics were performed using different solvents and temperatures. After the
PEF or HVED treatments, a supplementary amount (400 g) of water, or a combination of
water and ethanol, was added to the mixture. The combination was chosen in order to have a
final ethanol content of 10, 30 or 50 %. The final liquid-to-solid ratio (w/w) was 20, this ratio
was suitable to maintain a homogenous mixture for the extraction. The diffusion experiments

were carried out in an Erlenmeyer vessel. The vessel were placed in an incubator shaker
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(Infors Sarl, Aerotron, France) and agitated for 1 h at 150 rpm. The shaker was set to the
extraction temperature (20, 40 or 60 °C) and solvent was kept inside for 20 min before the
diffusion experiments to reach the desired temperature. Samples were collected at different
moments for total polyphenols, lignans and proteins analysis. For control experiments, the

same protocol was used but no pre-treatment was applied.

Analysis of the extracts

All samples were centrifuged (Eppendorf, MiniSpin plus, Germany) after collected
and stored at -18 °C until analysis. Samples collected after HVED treatments were filtered
through a 0.45 um membrane before protein and polyphenols analysis. This step was
necessary due to the turbidity observed in this extracts, probably due to the presence of

residual oil extracted from the cake during treatment.

Polyphenols

Total polyphenols in the extracts were analyzed colorimetrically using the Folin-
Ciocalteau assay as described by Singleton et al. (1999). Initially, 200 uL of diluted extract
and 1000 pL of the Folin-Ciocalteau reagent (diluted 10 folds in distilled water) were mixed
and let it react for 5 min. After, 800 uL of Na,COj solution (7.5 g of Na,CO3 and 100 g of
water) was added. The mixture was kept for 10 min at 60 °C using a water bath (GmbH,
Germany) and then cooled for 10 min in a commercial freezer. Measurements were performed
using an UV-Vis spectrophotometer (Milton Roy Company, Spectronic 20 Genesys, United
States) at 750 nm. Standard calibration curves were made for each extracting solvent using
gallic acid as a standard, thus results are expressed as gallic acid equivalents (GAE) per 100 g
of dry matter (DM).

Proteins

The concentration of proteins in the extracts was determined using the Bradford
(1976) methodology. The diluted extract (0.2 mL) was mixed with 1800 uL of the Bradford
reagent, which was previously diluted 3 folds in distilled water. The mixture was left to react
in the dark at room temperature for 5 min. The absorbance was measured at 595 nm with a

UV-Vis spectrophotometer (Milton Roy Company, Spectronic 20 Genesys, United States).
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Bovine serum albumin (BSA) was used as a standard for the calibration curves and results
were expressed as mg BSA/100 g DM.

Sesame lignans

Lignan glucosides were analyzed using HPLC. Prior to injection extracts were filtered
through a 0.22 um membrane filter. The chromatographic conditions were used according to
Rangkadilok et al. (2010). For this analysis, an Agilent chromatography system (model 1260
Infinity, USA) equipment with a quaternary pump, a DAD UV-Vis detector and a column
oven was used. Separation was conducted on a reversed-phase C18 column (Agilent,
ZORBAX Analytical Eclipse Plus, USA) using water (mobile phase A) and methanol (mobile
phase B). The eluent flow rate was maintained at 1.0 mL/min, the injection volume was 20
ulL, and the detection wavelength and column temperature were set to 280 nm and 40 °C,
respectively. The elution program with a linear gradient was as follows: 0 min, 5% B; O-
5 min, 18 % B; 5-10 min, 35 % B; 10-15 min, 62 % B; 15-18 min, 80 %; 18-22 min, 80 %;
22-23 min, 5% B; 23-26 min, 5% B. A calibration curve was made using sesamin as a
standard. The standard was dissolved in ethanol to prepare 800 ug/mL stock solutions.
Sesamin stock solution was dissolved in appropriate volume of ethanol to obtain
concentrations of: 3, 5, 50, 100 and 400 ug/mL. The response linearity of the analysis was
tested over the range of concentrations used; the determination coefficient of the calibration

curve was 0.996.

Since there are no commercial standard available, the DAD detector in the system was
used for the identification of lignan glucosides present in the cake. With this system it was
possible to obtain an UV spectrum of the peaks; the spectrum was compared with the
available literature to identify the lignan glucosides in the samples. The peaks tentatively
identified as lignan glucosides were quantified as sesamin equivalents (mg SE/100 g DM)

using the calibration curve for this standard.

Estimation of the effective mass diffusivity

The extraction of polyphenols, lignans and proteins, can be described by (equation

@3)):
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2=0(5E+5) (3)

In this equation, C is the solute concentration, r is the radius of the particle (m), tis the
time (s) and D is the effective mass diffusivity (m%s). The sesame cake particles were

considered to be small spheres of unknown ratio.

To solve equation (3) it was supposed that it was supposed that stirring was
sufficiently intensive and so the resistance to the external mass transfer was neglected. Also, it
was considered that initially the solvent was free from solute. The solution Fick’s second law

in a well stirred solution of limited volume was given by Crank (1975):

M 0 6a(l+a)
- = 1 - Z’n:l 9

Mo +9a+a?qn?

exp(—Fo q,?) 4)

where M is the total amount of solute that left the sphere in a time t, M., is that same amount
after the system reached the equilibrium, g, are the positive roots different from zero of the

equation:

tang, = 3Qn/(3 + ‘XCInZ) (5)

and « is the ratio between the volumes of the solution and the cake. In this experiment, o was
equal to 11; this value was determined using the known masses of water and cake and
determining the bulk density of the cake. M., was determined for each process condition using
the model of Peleg (1988). Finally, Fo is the Fourier number for diffusion and can be defined
as Fo = Dt/r%,

Since the diameter of the spheres in not known, the values of the effective mass

diffusivity are expressed as a function of the radius, D/r* (s™).

Statistical analysis

Experiments and analysis were performed, at least, in duplicate. For comparison of the
obtained results an analysis of the variance (ANOVA, 99%) was performed in addition to a
Fisher LSD (least significant difference) test. This allows the comparison of different
treatments and the determination of statistical significance. Software Statistica® 7 (Statsoft

Inc., Tulsa, USA) was used for the statistical analyses. In all figures, the error bars correspond
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to the standard deviations and the lines are plotted only to better visualize the behavior of the

results.

5.2.3 Results and discussion

Evaluation of different pre-treatment energy inputs

For the first part of this work, the effect of different treatment energies on the
disintegration index and on the polyphenols and proteins concentration was evaluated. HVED
and PEF were applied at different energy inputs between 0 and 291 kJ/kg (0 — 700 pulses).
The results obtained are demonstrated in Figure 5.4, in this figure the time of treatment varied
between 1 and 7 ms. It is possible to observe in Figure 5.4(a) that there was an increase of Z¢
with the input energy for both treatments, PEF and HVED. This enhance, however, went up
to a certain energy input only. After 125 kJ/kg, the PEF treated samples reached a maximum
of 67 % cell damage. For samples treated by HVED, the degradation index maximum (90 %)
was reached after applying 83 kJ/kg. This suggests that after these values most of the cell
membranes were permeabilised and most of the cell walls were disrupted (in the case of
discharge). Visually analyzing the samples, it was possible to observe that, after finishing the
HVED treatments, the cake cylinders were turn into a powder, whereas after PEF treatment,

some cylinders were still intact.

Figure 5.4 (b) and (c) show the variation of polyphenols and protein extracted during
treatments and for the control sample; in Figure 5.4(c), the total protein extracted during the
control experiment was below the detection limit. The graphics show a correlation between Z¢
and extraction vyield, this have been formerly observed for flaxseed cake (Boussetta et al.,
2013b). In general HVED was more efficient that PEF and both treatments showed higher
yield when compared to control. For polyphenols, after 1 ms of treatment (42 kJ/kg), the
concentration was higher 5 folds with PEF and 24 folds with HVED when compared to

control.

The data from this work is in agreement with literature, other works evaluating the
results of applying different energies or treatments time showed similar behaviors. This

variation of the electrical disintegration index with PEF energy input was also observed by
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Loginova et al. (2011a) and Boussetta et al. (2012a) for beets and potatoes, respectively. The
effect of these treatments on the increase of solutes concentration in the medium were
observed by Loginova et al. (2010) in PEF treatment of chicory and by Moubarik et al. (2011)
in HVED treatment of fennel. Boussetta et al. (2011b) and Liu et al. (2011) showed that the
number of discharges increased the extraction efficiency of polyphenols up to a treatment
time of 8 ms, which corroborates what was observed in this work. Comparing both
treatments, it is clear that, for any energy applied to the sample, disintegration is higher with
discharges. This can be explained due to the different phenomena involved in each
methodology, while PEF treatment causes damage to the cell membranes, HVED also
damages the cell walls (Fincan and Dejmek, 2002). The arc which is formed inside the
treatment chamber with HVED, increases significantly the extraction yield, as showed by
Boussetta et al. (2013a). Moreover, the arching effects in the HVED treatments have as
consequence the grinding of the cake, since it produces shock waves that cause a highly

turbulent mixing environment, improving extraction (Boussetta et al., 2011b).
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Figure 5.4 — Energy input versus (a) electrical disintegration index (Z¢), (b) total polyphenols in the
extracts and (c) protein concentration in the extract for PEF (13 kV/cm) and HVED (40 kV).
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For the following experiments one optimal energy input was chosen. Therefore,
83 kJ/kg was chosen as the input energy. In Figure 5.4 it can be observed that, after the
application of this energy input, the disintegration index and the polyphenols and proteins
concentration reached a maximum for HVED. Since the goal of the experiments was to

compare these two processes we fixated the energy at this value and proceeded with diffusion.

Diffusion kinetics

The diffusion kinetics of polyphenols, proteins and lignans were evaluated with
different extracting conditions and pre-treatments. A pre fixated ratio using 20 g of solvent
per g of solute was used in all experiments. The extracted amount of polyphenols, in the
different conditions, ranged between 54.3 and 440.3 mg GAE/100 g and the lignan content
varied from 63.9 to 242.9 mg SE/100 g DM (dry matter). These values are in the same range
found in our previous studies (Sarkis et al., 2014) and in literature (Suja et al., 2005;
Moazzami et al., 2006b). The extracts protein content was between 374 and 2001 mg
BSA/100 g DM. These values can be considered low, since the protein content in sesame is
estimated to be around 20%. This can be explained by the absence of the use of a high pH or
the absence of salt addition to the media which are two fundamental parameters for sesame
protein extraction (Kanu et al., 2007a; Kanu et al., 2007b; Achouri et al., 2012). In this work,
the aim was an initial comparison between pre-treatments, therefore, extractions were

performed in water only.

The evaluation of diffusion kinetics was performed in two steps. First, the diffusion of
polyphenols and lignans in different solvents was analyzed and subsequently, an investigation
of the temperature effects on the polyphenols and proteins aqueous diffusion was performed.
In the solvent analysis step, PEF and HVED pre-treatments (with a fixed energy input of
83 kJ/kg) were performed in water and ethanol was added only at the beginning of the
diffusion step. Figure 5.5 shows the extraction kinetics of the solutes in the different solvents
studied.
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For vegetable proteins extraction, water is the most common solvent, thus the
extraction using different percentages of ethanol was performed for polyphenols and lignans.
For sesame protein extraction, water has been widely showed to be the best solvent, due to the
polarity of these compounds (Kanu et al., 2007a; Kanu et al., 2007b; Achouri et al., 2012).
Conversely, ethanol has been widely used as a solvent for polyphenols extraction. Among the
percentages of ethanol evaluated in this study, 10 % ethanol was the best solvent for
polyphenols extraction for both, control and pre-treated samples (Figure 5.5). The mixing of
ethanol in the extracting medium has a significant effect on the extraction of polyphenols
from sesame seed cake up to a certain amount, as it has been showed in previous work (Sarkis
etal., 2014).

In Figure 5.5 it is possible to observe that most of the compounds are progressively
released from the solid to the solvent in the first 20 min; after, the diffusion of the solutes
from the cake increases very slowly. This extraction kinetics were also observed by Boussetta
et al. (2014). After a certain diffusion time, we can see that samples treated by PEF and
HVED reach very similar concentration values, whereas control presents smaller
concentrations even after 60 min. A similar behavior was observed by Moubarik et al. (2011)
that compared extraction kinetic using ultrasound, PEF and HVED. When comparing the
treatments applied it is possible to observe, in Figure 5.5, that the electrical pre-treatments can
shorten the extraction time. After 10 min of extraction using water the total amount of
polyphenols extracted was 3.2 times higher with HVED and 2.6 times higher with PEF when
compared to control. Also, the application of the studied technologies can reduce the use of
solvents for polyphenols extraction. It is possible to observe that it was necessary to add 10 %
of ethanol in the control experiment to reach the same amount of polyphenols obtained after
40 min of diffusion when HVED was used (=295 mg GAE/100g). HVED had a more
pronounced effect when compared to PEF for aqueous extraction. When ethanol was used, the
extraction efficiency was very similar for both electrical pre-treatments. An evident effect of
the use of discharge in the extraction of solutes in water was also observed by El-Belghiti
(2005 apud Grémy-Gros et al., 2008).

Recent work using grape seeds (Boussetta et al., 2012b) also compared the effect of
PEF and HVED with grinding and control samples. This study showed that all pre-treatments
significantly influence the extraction yield of polyphenols. Grinding was the best pre-

treatment followed by HVED and PEF. In our study, grinding was also evaluated as a pre-
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treatment to aqueous extraction. The grinded sample was evaluated after 60 min of diffusion
in water. The analysis showed a concentration of polyphenols of 242 + 2 mg GAE/100 g DM.
This value is 20 % smaller than what was obtained after 60 min when PEF or HVED were
used, showing that an effect other than the cake disintegration was caused by these
technologies. As previously mentioned, the three pre-treatments used in this work, affect the
sesame cake in different ways. The pulsed electric fields, damage the cell membrane, that is
ruptured during the treatment (Vorobiev and Lebovka, 2008). When exposed to a discharge,
both cell membrane and walls are damaged, since this process leads to tissue fragmentation
and consequent increase of the transfer surface area. The grinding process also affects the cell
membrane and wall, however, there is only a mechanical effect (Boussetta et al., 2012b;
Boussetta et al., 2013a).

The extraction kinetics in different solvents was also evaluated for lignans. When
water or 10 % ethanol were used as solvents the main lignan compound was not observed.
Due to the presence of interferents, it was not possible to point out a major compound in these
experiments. However, adding more ethanol to the solvent media changed the profile and it
was possible to observe the major compounds in the samples with 30 and 50 % ethanol.
Figure 5.6(a) shows chromatograms of the extracts from control, HVED and PEF treated
samples after 60 min of diffusion in 30 % ethanol. In this figure, peak (1) represents the main
peak for control and PEF samples and peak (2) for HVED samples. These peaks were
tentatively identified as lignan glucoside using their UV spectrum. Figure 5.6(b) and (c)
shows the absorbance through different wavelengths for peaks (1) and (2), respectively. Both
peaks presented the same maximum absorption bands: 237 and 291 nm, which indicates that
they are both lignan glucosides. These values are very similar to the maximum absorption
bands found in literature for sesaminol di and triglucoside (Moazzami et al., 2006b).
Therefore, peaks (1) and (2) were considered the main lignans in the extracts and were used to
quantify the diffusion efficiency for control and PEF, and HVED, correspondingly.

Since the HVED treatments produce active species, it is important to be concerned
about the quality of the proteins and polyphenols obtained in the extracts. In Figure 5.6(a) it is
possible to observe that the main lignan peak for the HVED treated sample has a different
retention time when compared to the other samples. This difference could be related to the
reaction between the lignans in the extracts and some of the active species generated in

secondary reactions of the discharges, such as hydroxyl radicals, atomic oxygen and ozone
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(Locke et al., 2005). These species can interact with the extracted compounds and change the
molecule configuration, thus changing their retention time. However, as the main peak
observed for all treatments had the same UV spectrum, it was equally evaluated for all
treatments as the amount of the main lignan extracted. This can be also a concern for
extracted proteins (Boussetta et al., 2011a), which were also extracted in our study and will be
discussed afterward. Nevertheless, studies showed the absence of effect of this pre treatment
on proteins profile. The quality of proteins from soy and BSA solutions has been previously

evaluated using HPLC by Vishkvaztzev (1998 apud Grémy-Gros et al., 2008) and Gros (2005
apud Gremy-Gros et al., 2008), respectively.
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Figure 5.6 — Chromatogram of the extract after 60 min of diffusion in 30% ethanol for control, PEF
and HVED samples (a). Peak assignment: (1) main lignan glucoside found in control and PEF and
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Figure 5.7 presents the diffusion kinetics of the main lignan found in the extracts for
the control sample and the samples treated by PEF and HVED. The results are presented for
two different solvents: 30 % (Figure 5.7(a)) and 50 % ethanol (Figure 5.7(b)). Higher
concentrations of ethanol were necessary for extraction of lignans than total polyphenols, this
behavior was expected since it has been observed in previous work (Sarkis et al., 2014). Apart
from the optimum solvent, results were very similar to what has been previously observed for
polyphenols. Both treatments increased the extraction of lignans and the effect of HVED was
more pronounced. Also, for the pre-treated samples concentration reached the maximum at a
time of approximately 20 min, which was not observed for control. After only 10 min in a
30 % ethanol solution, the total amount extracted of the main lignan was 3.2 and 2.6 folds
higher for HVED and PEF treated samples, respectively, when compared to the untreated
sample. After 20 min of diffusion in 50 % ethanol, PEF treated samples showed a
concentration 2.7 times higher and HVED treated 3.5 times higher than control. A similar rate
of increase has been observed for the extraction of lignans from flaxseed cake using HVED
(Boussetta et al., 2013b).
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Figure 5.8 and Figure 5.9 show the diffusion kinetics of polyphenols and proteins for
different temperatures, correspondingly. Both temperature and electrical treatments improved
the extraction of polyphenols and proteins. The PEF and HVED treatments accelerated the
kinetics of diffusion, making the impact of temperature smaller. For HVED, the diffusion
curves were nearly the same at 20 or 60 °C. For PEF, on the other hand, extraction showed an
improvement with temperature. This could be explained by the synergetic effect on tissue
damage of PEF and thermal treatment. At temperatures in the range of 20 to 55 °C, structural
transitions can happen inside membranes. These changes soften the membrane tissue, making
pores arise more easily and facilitating electroporation (Zimmermann, 1986; Lebovka et al.,
2005; Vorobiev and Lebovka, 2008). Also, in Figures 5.8 and 5.9, it is possible to observe the
same behavior from the other kinetics graphics: the increase in concentration of solutes with

time was more pronounced in the control sample than in the PEF and HVED treated samples.
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Figure 5.8 - Polyphenols aqueous extraction kinetics in different temperatures: 20 °C (a), 40 °C (b)

and 60 °C (c). Extraction conditions: water, 20 g of solvent per g of sample and 150 rpm.
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The more significant raise in the amount of solutes extracted when higher
temperatures are used in the control sample is in agreement with literature. This behavior has
been reported in the conventional extraction process for both polyphenols (Al-Farsi and Lee,
2008; Prasad et al., 2011b) and proteins (Kanu et al., 2007b). An increase in temperature is
known to favor extraction by enhancing solubility of the solutes and the mass diffusivity
(Takeuchi et al., 2009). Also, heating can weaken the phenol-protein interactions in seed,
allowing these compounds to diffuse with less difficulty to the solvent (Al-Farsi and Lee,
2008). The results observed in the abovementioned figures suggest that, if electrical
treatments are applied, it is possible to reduce the diffusion temperature. This observation of a
“cold” extraction was expected, since previous studies from literature found the same effect

(Boussetta et al., 2009a; Loginova et al., 2010; Loginova et al., 2011a).
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Figure 5.9 - Proteins aqueous extraction kinetics in different temperatures: 20 °C (a), 40 °C (b) and

60 °C (c). Extraction conditions: water, 20 g of solvent per g of sample and 150 rpm.

Furthermore, it can be observed in Figure 5.8 that, in the range of studied

temperatures, no degradation of polyphenols was observed. The upper limit temperature
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(60 °C) was chosen to avoid this phenomenon, as it has been seen in literature that
polyphenols might suffer degradation in higher temperatures (Cacace and Mazza, 2003b). For
proteins, nonetheless, after 20 min of extraction at 60 °C a decrease in concentration was
observed (Figure 5.9). This decrease might be due to the denaturation and coagulation of the
proteins. Previous studies for the evaluation of the best temperature for sesame protein
extraction showed an increase in the extraction yield up to 40 °C followed by a decrease at
60 °C (Kanu et al., 2007b).

Effective mass diffusivity

The results for the effective mass diffusivity as a function of the radius for different
technologies and processing conditions are presented in Table 5.2. Comparing the extraction
of polyphenols and lignans in different solvents it is possible to observe that, in all cases, both
PEF and HVED treated samples presented higher values than the control sample, showing a
significant improvement of the use of these technologies. Also, when water and 10 % ethanol
was used for the extraction of polyphenols and 30 % was used in lignan diffusion, HVED had
better results than PEF. The comparison between treatments is in agreement to what was
shown in Figures 5.5 and 5.7. Moubarik et al. (2011) calculated the kinetic coefficients of
solutes diffusion in water after different PEF, ultrasound and HVED treatments and concluded
that the most rapid kinetics was obtained with discharges and the slowest with ultrasound.
The comparison between solvents was not significant for the electrically treated cakes and, for
the control sample, only 50 % was significantly worse than other solvents. It is possible,
however, that the methodology of calculation was not appropriate to compare small
differences, which were observed between solvents. Nevertheless, the determination of the
effective diffusivity as a function of the radius was applied satisfactorily in the comparison of

treatments, showing that they can result significantly in a faster extraction process.

Table 5.2 also shows the effective mass diffusivity as a function of the radius in
different temperatures. For protein extraction at 60 °C this parameter was not calculated since
the curves presented a different shape due to degradation and we were not able to use Peleg’s
model to estimate the equilibrium concentration. The values for polyphenols at 20 °C are the
same as presented for 0 % ethanol; they were repeated for comparison purposes. Comparing

the three treatments it is clear that at 20 °C the effect of the electrical treatments is more
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pronounced and that, with an increase in the temperature of extraction, this effect diminishes.
At 60 °C, for example, there were no significant differences between control, PEF and HVED
in the extraction of polyphenols form the cake. Moreover, for both polyphenols and proteins,

at 40 °C, only HVED showed a higher diffusivity, whereas PEF was the same.

Table 5.2 — Effective mass diffusivity as a function of the radius for different solutes and process
conditions. For each result, values not sharing a common superscript letter differ significantly at

p<0.01.
DIr*x 10° (s
Technology
Polyphenols Main lignan
Solvents 0 % EtOH 10 % EtOH 30 % EtOH 50 % EtOH 30 % EtOH 50 % EtOH
Control 63+£02aC" 55+04aC 67+06aB 40%01bB |340£001bC 48+0,1aB
PEF 140+0,3B 134+048B 18,1+£0,2A 16 +4 A 10,59 + 0,06 B 19+3A
HVED 21x1A 203+x09A 25+2A 18,4+ 0,6 A 21506 A 16+1A
Polyphenols Proteins
Temperatures 20 °C 40 °C 60 °C 20°C 40 °C
Control 6,3+0,2cC 11,0+ 0,4bB 16,4+ 0,2 aA 4,2+0,4bC 10,4+ 0,3aB
PEF 140+0,3B 124+02B 149+0,6 A 13,0+058B 106+0,2B
HVE 211 A 2003+ 05A 19+1A 20£2A 20,3+0,2A

*Capital letters refer to the comparison between technologies and lowercase to the comparison of different
solvents or temperatures. In the lines where lowercase letter do not appear, there were no significant differences.

A similar behavior to what was observed in this study was also seen for flaxseed cake
polyphenols by Boussetta et al. (2013b) using HVED. When analyzing different temperatures
for the same treatment it is possible to observe that, only for control the increase in
temperature was significant, while in the electrical pre-treated samples there was no increase.
Since the cells from the control sample were intact the previously mentioned effects caused
by temperature were more significant. In contrast, the electrically treated cake presented cells
already with some disintegration index as it has been shown in Figure 5.4. The absence of the
temperature effect in HVED treatments could be explained by the absence of a membrane
barrier component, since Z¢c = 1. In this case the extraction process is controlled by an

unrestricted diffusion, as discussed in the work of Loginova et al. (2010) and Lebovka et al.
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(2007a). In general, the results corroborate with what was previously discussed and shown in
Figures 5.8 and 5.9.

5.2.4 Conclusions

The results obtained in this work demonstrated that extraction assisted by PEF or
HVED are effective techniques to increase yield of polyphenols, lignans and proteins
extraction from sesame cake and improve kinetics of diffusion. Among the conditions
analyzed in this study, the best treatment was an energy input of 83 kJ/kg, the best solvents
were 10 % ethanol for polyphenols extraction and 50 % ethanol for lignans. Moreover, 60 °C
was the ideal extraction temperature for polyphenol and 40 °C for proteins and, in general,
most of the solutes were extracted in the first 20 min of diffusion. Estimation of effective
mass diffusivity confirmed the significant improvement in extraction when the studied
technologies are applied as pre-treatments. The behavior observed in this work showed that
the use of PEF or HVED technologies can reduce the use of ethanol as a solvent for phenolic
compounds extraction and the need of higher temperatures to improve diffusion.
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CAPITULO 6 - APLICACAO DE TECNOLOGIAS ELETRICAS NA EXTRACAO
DE OLEO DAS SEMENTES DE GERGELIM

Este capitulo apresenta o estudo da aplicacdo das tecnologias de CEP e DEAT, as
mesmas avaliadas no capitulo anterior, na extracdo de 6leo das sementes de gergelim. Essa
etapa do trabalho visa avaliar o desempenho da aplicacdo desses métodos em uma etapa
anterior a obtencdo da torta de gergelim, a fim de minimizar a geracdo desse residuo. Assim,
visa-se aperfeicoar o processo de producdo de dleo de gergelim como um todo, e ndo apenas
reaproveitar o subproduto gerado. Essa etapa do trabalho foi também foi realizada durante o
estagio sanduiche na Universidade de Tecnologia de Compiégne (Université de Technologie
de Compiégne) na Franca e, da mesma forma, o trabalho foi coorientado pela Professora

Assistente Nadia Boussetta e supervisionado pelo Professor Eugéne Vorobiev.

O capitulo esta estruturado em uma secdo inicial, onde é apresentada a metodologia
para tratamento das sementes e obtencdo do 0leo, seguida de um artigo, em lingua inglesa, no
qual os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos. O objetivo do estudo apresentado a
sequir foi aplicar diferentes pré-tratamentos a semente de gergelim - moagem, CEP e DEAT -
e avaliar a influéncia desses processo no rendimento da extracdo de 6leo e nos parametros de

prensagem do gergelim.
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6.1 Materiais e Métodos

6.1.1 Matéria-prima e caracterizacao

As sementes de gergelim (Sesamun indicum) utilizadas nesse experimento foram
adquiridas em um mercado local e sdo provenientes da india. A caracterizacio da semente foi
realizada através das analises de umidade, lipidios e proteinas; para todos 0s ensaios foram
utilizadas metodologias oficiais da AOAC (1990). A analise de umidade foi realizada
conforme descrito no item 3.1.1. A analise de lipidios foi realizada através da extracédo
exaustiva usando um equipamento Soxhlet e éter de petroleo como solvente, e para
determinacédo do teor de proteina nas sementes, foi usado o método de Kjedahl, que determina

a matéria nitrogenada total de uma amostra.

6.1.2 Pré-tratamentos

Diferentes pré-tratamentos foram realizados nas sementes, com o intuito de verificar e
comparar sua influéncia na eficiéncia do processo de extracdo de 6leo. Foram avaliadas as
sementes sem tratamento, as sementes imersas em agua e secas e as sementes que, apds a
imersdo em agua, foram tratadas usando CEP ou DEAT e, em seguida passaram pelo processo
de secagem. Ainda, foi realizada uma comparacdo com 0 processo de moagem como pré-
tratamento. A imersdo e secagem foram consideradas como pré-tratamentos porque sdo etapas
necessarias aos tratamentos elétricos. Portanto, para que a comparacdo avaliasse apenas 0S
efeitos causados pelos pulsos ou descargas, esses processos foram realizados nas demais

amostras.

Para a imersdo, que foi realizada antes do tratamento, o gergelim (500 g) foi colocado
em um béquer com capacidade de 1L e coberto com agua até o limite de volume do
recipiente. O recipiente contendo o produto foi deixado dessa forma durante a noite. A
umidade das sementes passou de 3,6 + 0,5 % para 39,05 + 0,05 %. A etapa de secagem foi
realizada ap6s o tratamento. A umidade das amostras influencia a prensagem e,
consequentemente, o rendimento da extracdo, por isso, a umidade das sementes foi

uniformizada através da secagem em estufa (Memmert, Alemanha) a 50 °C. Foram feitas
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pesagens consecutivas das amostras e essas foram mantidas na estufa até que um teor de
umidade entre 5 e 8 % fosse atingido. Os teores de umidade das sementes para realizagdo dos
tratamentos elétricos e da prensagem foram escolhidas com base na literatura (Guderjan et al.,
2007; Willems et al., 2008).

Os tratamentos elétricos foram realizados no equipamento descrito no item 5.1.2. Para
tal, 100 g de sementes foram colocadas na célula e adicionadas de 300 g de agua destilada,
essa gquantidade de agua foi suficiente para cobrir as sementes e possibilitar a imersdo dos
eletrodos. Nos tratamentos de campo pulsado a distancia entre eletrodos foi fixada em 2 cm,
sendo o campo elétrico aplicado de 20 VV/cm. Em ambos os casos, aplicacdo de CEP e DEAT,
variou-se 0 numero de pulsos e, dessa forma, a quantidade de energia aplicada. Foram
realizados experimentos usando 100, 200, 400 e 600 pulsos; usando a equacdo 5.1, para esses
valores de pulso a energia aplicada foi de 40, 80, 160 e 240 kJ/kg, respectivamente. Os
mesmos valores de energia foram usados para ambos os tratamentos elétricos. Apos a
aplicacdo de cada tratamento foi medida a condutividade elétrica do meio e esses valores
foram utilizados para a determinacdo do grau de desintegracdo (Zc), calculado usando a
equacéo 2.2. A amostra moida foi produzida apds a imersao e secagem, usando um moedor de

café (SEB, Franca) em escala de bancada.

6.1.3 Analises da agua dos tratamentos elétricos

Na &gua proveniente dos tratamentos elétricos foi analisado o teor de compostos
fenolicos e proteinas extraidas; nessas analises foram usadas as metodologias descritas na
secdo 5.1.4. A agua foi coletada da celula de tratamento, centrifugada (Eppendorf, MiniSpin
plus, Alemanha) e armazenada a -18 °C até o momento das analises. Foram ainda avaliados
0s teores de turbidez, usando um turbidimetro (Hach, modelo Ratio XR, Estados Unidos), e a
porcentagem de 0leo na agua. Essa Ultima andlise foi realizada através da secagem da agua
em estufa (De Léo, modelo A3, Brasil) a 50 °C e posterior analise do teor de lipidios nos
solidos, usando um equipamento Soxhlet (AOAC, 1990). Assim, foi possivel calcular a
guantidade de 6leo perdida na agua durante o pré-tratamento elétrico. Essa quantidade foi
determinada apenas para a agua proveniente do tratamento por DEAT, pois apenas nesse caso
foi observada alta turbidez na agua devido a presenca de 6leo. A agua derivada da aplicacéo

de CEP se encontrava limpida.
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6.1.4 Prensagem

Apdbs a secagem, as sementes foram prensadas usando um texturémetro (Stable
Microsystems, modelo TA-XT Plus, Inglaterra). O equipamento utilizado nesse trabalho é
apresentado na Figura 6.1, ele é composto por um pistdo e um cilindro, ambos de aco
inoxidavel. As sementes (3,17 g) foram pesadas em balanga analitica (Metler Toledo, modelo
PM600, Suica) e inseridas no cilindro para prensagem. Na parte inferior do cilindro foi
colocada uma tela para evitar a saida de sementes e homogeneizar a saida de 6leo. O processo
de prensagem foi realizado por 1h. A massa de sementes a ser utilizada e o tempo de
prensagem ideal ja haviam sido previamente otimizados para a linhaga em outros trabalhos do

grupo de pesquisa.

Figura 6.1 — Fotografia do equipamento utilizado para prensagem das sementes de gergelim.

No aparato apresentado na Figura 6.1 foi possivel analisar o teor de 6leo extraido e a
deformacéo sofrida pelas sementes. O teor de 6leo foi avaliado pela diferenca de massa das
sementes antes e depois da prensagem, usando sempre a mesma balanga, posicionada ao lado
do texturdmetro. Para determinacdo da deformacéo (¢) ao longo do tempo de prensagem foi
usada a equacao 6.1. Nessa equacéo h se refere a altura do pistdo em um tempo t e hg a altura
do pistdo no inicio da prensagem, ou seja, a altura das sementes de gergelim. Essa altura foi
medida, sendo hy igual a 11 cm. Os valores de deformacdo sdo apresentados graficamente,

demonstrando a sua variagdo com a raiz quadrada do tempo.
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e=1-h/h, (6.1)

O equipamento utilizado permite a variacdo da forca aplicada, que pode ser de até
4905 N. A pressdo de compressdo (P) foi calculada dividindo-se a forca (F) pela area na qual
ela é exercida através da equacao:

F

~ 10 (md?/4) 6.2)

onde, d é o didmetro do cilindro no qual o pistdo foi inserido (d = 2,5 cm), F é a forga em
Newtons e P é a pressdo dada em bar. Para determinar a melhor pressdo de trabalho, as
sementes ndo tratadas foram prensadas utilizando 20, 40, 60, 80 e 100 bar (maxima pressdo
do aparato) e foram avaliados o rendimento da extracdo e a deformacéo sofrida. A Figura 6.2

apresenta a variacdo desses dois parametros nas diferentes pressdes usadas.

E possivel observar que a maior pressio apresentou os melhores resultados,
rendimento de 61,6 % e deformacdo méxima de 62,4 %. Este comportamento ja era esperado;
de acordo com Savoire et al. (2013), para a prensagem de sementes em prensa hidraulica,

guanto mais pressdo é aplicada maior a eficiéncia do processo.
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Figura 6.2 — Rendimento da extracdo do 6leo da semente de gergelim por prensagem a frio (a) e
deformacéo versus tempo (b) nas diferentes pressdes aplicadas.

6.1.5 Analises do 6leo e da torta

A qualidade do 6leo obtido apds a prensagem foi analisada através do seu teor de
lignanas, utilizando HPLC. Para tal, o dleo foi misturado a uma solucdo contendo 80 %
metanol (Vetec, Brasil) em uma proporcéo de 10 uL de solucdo por mg de 6leo. A mistura foi

realizada em um recipiente plastico com capacidade de 2 mL e foi agitada em uma mesa
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agitadora (Biomixer, modelo TS2000A VDRL, Brasil) por 30 min. Apo6s a agitacdo, as
amostras foram centrifugadas (Cientec, modelo CT 5000R, Brasil) por 5 min e filtradas em
membranas com poro nominal de 0,22 um. As amostras filtradas foram, entdo, utilizadas para
analise por cromatografia. A analise foi realizada seguindo as mesmas condicGes
cromatograficas previamente descritas para a torta de gergelim (secdo 3.1.5) e usando o
equipamento de HPLC descrito no item 5.1.4. Essa analise foi realizada apenas de forma
qualitativa e teve como objetivo detectar as lignanas presentes nos 6leos provenientes de
sementes tratadas ou ndo pela aplicacdo de pulsos elétricos. Dessa forma, pode-se verificar se

houve alguma reacdo prejudicial durante a aplicagéo das tecnologias de CEP e DEAT.

A torta das sementes ndo tratadas obtida apds a prensagem foi analisada para
determinacdo do seu teor total de proteinas e fenolicos. Como a torta € um produto de
interesse, € importante que, além de aumentar a eficiéncia da extracdo de 0leo, 0 processo
aplicado ainda gere um residuo de alto valor nutricional. Para essa anélise a torta obtida foi
moida e extraida usando: solugdo aquosa com pH 12 como solucdo extratora (pH ajustado
com NaOH 0,1 M), uma razéo solvente sélido de 35 e temperatura ambiente (23 £ 2 °C). A
extracao foi realizada por 1 h e, posteriormente as amostras foram centrifugadas (Eppendorf,
MiniSpin plus, Alemanha) e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -18 °C até o
momento das analises. O teor de fendlicos e proteinas foi determinado de acordo com as
metodologias descritas na se¢do 5.1.4. Uma solugdo aquosa com pH 12 foi escolhida como
solvente pois, de acordo com experimentos anteriores (ndo apresentados nesse trabalho) esse

foi o solvente que maximizou a extracédo de proteinas da torta.
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6.2 Artigo 4

APPLICATION OF PULSED ELECTRIC FIELDS AND HIGH VOLTAGE
ELECTRICAL DISCHARGES FOR THE EXTRACTION OF OIL FROM SESAME
SEEDS

Artigo a ser submetido para a revista Food and Bioprocess Technology.
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Chemical Engineering Department, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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Abstract

Sesame is a widely cultivated oilseed and its oil presents high nutritional quality and
economic value. The objective of this work was to evaluate two different electrical
technologies: pulsed electric fields (PEF) and high voltage electrical discharges (HVED), as
pre-treatments to oil extraction. These treatments were performed with the objective of
damaging the seed cells prior to pressing for oil expression and were compared to a control
sample and to grinding. Electrical treatments were carried out with different input energies
varying between 40 and 240 kJ/kg. Evaluation of each treatment efficiency was performed
through the analysis of the disintegration index of the seeds, oil yield, deformation curves and
oil quality among others. The disintegration index incresead with the energy input and it was
higher for seeds treated by HVED. PEF treatment increased the oil yield by 4.9 % and HVED,
if accounted oil losses in water, resulted in the extraction of 22.4 % more oil when samples
are compared to control. The deformation curves were very similar for all samples, except for
the grinded seed, which reached higher deformation values during pressing. Results of the

HPLC analysis show that the oil lignan profile was the same for all analyzed treatments.



Aplicacédo de tecnologias elétricas na extracdo de 6leo das sementes de gergelim 203

Moreover, there were low protein and polyphenols losses during treatment and, therefore, a

cake rich in these compounds is obtained as a by-product of the proposed process.

6.2.1 Introduction

Sesame (Sesamum indicum L.) cultivation presents great economic, agricultural and
social potentials. These characteristics can be attributed to its tolerance to dry weather, easy
handling and the obtention of seeds with high oil content with elevated stability (Aradjo et al.,
2006). The percentage of oil in this seed can range between 28 and 59 % and the protein
content is approximately of 20 % (Shyu and Hwang, 2002). Sesame is an important crop
around the world, being the ninth most cultivated oilseed. In 2011, the world production of
sesame seeds was of 4.092 tons and, from this production, 70 % is estimated to be designated
for oil production (Namiki, 1995; FAO, 2011). Sesame oil presents high nutritional quality
and economic value. The lipid profile of this oil is composed mainly of triglycerides, followed
by diglycerides, free fatty acids, polar lipids and monoglycerides. Moreover, sesame oil
presents high contents of phytosterols, tocopherols and lignans. The main lignans found in
this product are sesamin and sesamolin (Reshma et al., 2010). These minor components
should be taken into consideration, since they offer high oxidative stability to the oil and have
several beneficial physiologic aspects (Shahidi and Naczk, 2004; Shahidi et al., 2006;
Hemalatha and Ghafoorunissa, 2007). The ingestion of 10 mg of sesame oil daily has been
shown to increase y-tocopherol in the serum (Lemcke-Norojarvi et al., 2001) and decrease

plasma cholesterol (Hirata et al., 1996).

Pressing and solvent extraction are the most common processes used for oil expression
from seeds. Screw presses are usually used for industrial scale pressing; however the
hydraulic presses can also be employed (Savoire et al., 2013). The hydraulic press is usually
used at laboratory scale to investigate oil yield results, due to its simplicity (Gros et al., 2003).
In general, the maximum yield is of 80 %, when a press is used to obtain oil from seeds, is of
80 %. When solvents are used, they provide higher oil yields, however, the oil obtained using
this methodology is of significant lower quality. For this reason, pressing is most commonly
used for oils with high nutritional values as sesame (Willems et al., 2008). To improve
pressing efficiency, thermal, mechanical, chemical and enzymatic pre-treatments can be

performed. In this way, the press can be feed with raw or treated seeds (Savoire et al., 2013).
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These treatments need to be chosen carefully since they can affect the oxidative stability of
the oils and of the lignans in the product (Fukuda et al., 1986; Kamal-Eldin and Appelqvist,
1995; Hwang, 2005).

Besides these pre-treatments, the application of pulsed electric fields (PEF) and high
voltage electrical discharges (HVED) emerge as possibilities to provide a gentle, low-
temperature and highly effective process to pre-treat the seeds. PEF results in the rupture of
cell membranes when submitted to an external electric field, increasing the electrical
conductivity and the permeability of intracellular material (Zimmermann et al., 1974;
Vorobiev and Lebovka, 2011). HVED affects both the cell walls as well as membranes and
can cause more extensive damage to the product. This technology is based on the
phenomenon of electrical breakdown in water, which induces physical (e.g. shock waves) and
chemical (e.g. formation of Ogz) processes that affect the cell, enhancing the release of
intracellular components (Gros et al., 2003; Boussetta and VVorobiev, 2014). Based on these
effects, application of high-intensity electric fields could replace and upgrade conventional

techniques in the recovery of plant oils (Jaeger et al., 2008).

PEF has been previously evaluated as a pre-treatment for oil extraction from maize,
olives, soybeans and rapeseed (Guderjan et al., 2005; Guderjan et al., 2007). The authors
showed that the pre-treatment with PEF improved the oil extraction yield significantly.
Moreover, this electrical pre-treatment had a significant effect on the oil quality, increasing
the content of bioactive compounds in the obtained oils. But there is still a lack of knowledge
of the effects of different energy inputs in oil extraction. The previous studies using PEF were
only focusing a small number of pre-treatments, whereas in this work a larger range of
energies for PEF were evaluated and HVED was investigated as a possible technology to treat

the seeds.

The objective of this work was to use PEF and HVED pre-treatments in sesame seeds
to obtain higher oil extraction yields and preserve functional compounds. For this purpose,
different input energies were applied to the seed prior to pressing. Results were compared to

untreated, control and grinded samples to evaluate the effects of the electrical technologies.
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6.2.2 Materials and methods

Materials and seed characterization

The sesame seeds (Sesamun indicum) used in this work were bought in a local market
and belonged to Indian cultivars. For the HPLC analysis, HPLC grade methanol from Vetec
(Brazil) and Mili-Q water (Milipore, France) were used as solvents and sesamin (CAS 607-
80-7) and sesamol (CAS 533-31-3) from Sigma Aldrich (Unites Satdes) were used as
standards. In the spectrophotometric analysis, the Folin-Ciocalteau and Bradford reagents and
the standards for gallic acid (CAS 149-91-7), bovine serum albumin (BSA, CAS 9048-46-8),
were purchased from Sigma Aldrich (France).

The seeds were characterized in its total oil content using a Soxhlet apparatus and
petroleum ether as solvent. Oil extraction was carried out by placing the grinded seeds (2.5 g)
in thimbles covered with glass wool, which were put in the Soxhlet equipment. Then, 200 mL
of solvent were added extraction was performed for 360 min with boiling petroleum ether.
The protein content was determined by the Kjedahl method. This methodology involves,
initially, the digestion of the sample using sodium and ammonium sulfate and sulfuric acid,
followed by distillation with boric acid. The moisture content in the seeds was also
determined, according to the gravimetric method. All methodologies used were from the
AOAC proceedings (AOAC, 1990).

Pre-treatments

For comparison, different treatments were applied in the seeds before pressing. The
studied pre-treatments were: immersion in water followed by drying (ID); immersion in
water, drying and grinding (IDG); and immersion, PEF or HVED treatment and subsequent
drying. The ID sample was considered as a control since the immersion and drying steps were
necessary to the process. The results were also compared to the untreated sesame (U) (without
immersion and drying). For the immersion, sesame was covered in water and left to hydrate
overnight. The seed moisture content was initially 3.6 + 0.5 % and, after this process, it
increased to 39.05 £ 0.05 %. Drying was performed after the treatments. The moisture content

of the samples affects the pressing efficiency, for this reason this parameter was standardized
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through heating in an oven (Memmert, Germany) at 50 °C. Samples were dried until humidity
reached a value between 5 and 8 %. This parameter was chosen according to literature data
(Guderjan et al., 2007; Willems et al., 2008). Figure 6.3 shows a schematic diagram of the
process performed with the sesame seeds. Electrically treated seeds are presented in Figure
6.3(a), while the other treatments are described in Figure 6.3(b).
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Figure 6.3 — Schematic diagram of the seed processing steps for: (a) electrically treated seeds and (b)

ID and IDG samples.

The apparatus used for the application of the electrical treatments consists of a pulsed
high voltage power supply (Tomsk Polytechnic University, Tomsk, Russia) and a treatment
chamber with 1 L capacity. For PEF application the chamber was equipped with two parallel
disc electrodes (11 cm of diameter), with an inter-electrode gap of 2 cm. For HVED, the
chamber was set with one disc electrode in the bottom (3.5 cm of diameter) and one needle
electrode in the top. The needle and the disk electrode were 5 mm distant. In the set-up used
in these experiments, the pulse or discharge duration was of 10 us and the frequency was
0.5 Hz. Each pulse or discharge applied provides a voltage of 40 kV. In our case, PEF
treatments were performed using an electric field strength of 20 kV/cm and exponential decay

pulses. A more detailed description of this equipment is in Boussetta et al. (2012b).
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For the pre-treatments, 100 g of seed and 300 g of distilled water were added to the
chamber. Different treatment energies were applied to the seeds (40, 80, 160 and 240 kJ/kg):
input energies were varied by changing the number of pulses in each treatment and were the
same for PEF and HVED. Following the treatments, electrical conductivity was measured
using a conductivity meter (Inolab, Level 1 model, Germany). The conductivity values were
used to calculate the cell disintegration index (Zc), as described in equation 1.

Zc = (0 —0))/(0q = 07) 1)

In this equation, o is the electrical conductivity after the treatment, o; is the initial
electrical conductivity of the seeds only immersed in water (which was very close to zero), og
refers to the maximally disintegrated (grinded) seeds immersed in water. Grinding of the

seeds was performed in a laboratory scale coffee grinder (SEB, France).

Analysis of the treatment water

The water placed in the chamber and used for the electrical treatments was analyzed
for all different energies applied to evaluate if there were significant losses in this medium.
The water was analyzed for turbidity, using a turbidimeter (Hach, model Ratio XR, United
States), oil content, total phenolics and proteins. The oil content was determined in two steps.
First, the water was dried in an oven (De Léo, model A3, Brazil) at 50 °C and the total solids
content was determined. Then, oil was extracted from this solid using a Soxhlet apparatus

(AOAC, 1990). With this data it was possible to calculate how much oil was lost in the water.

Prior to polyphenols and proteins analysis, the treatment water was centrifuged
(Eppendorf, MiniSpin plus, Germany), filtered through 0.45 um membranes and stored at -
18 °C until analysis. Singleton et al. (1999) assay was used for polyphenols determination;
200 uL of diluted sample was mixed with 1000 uL of 10 % Folin-Ciocalteau reagent (diluted
in distilled water, w/w) and left at room temperature for 5 min. Next, 800 uL of sodium
carbonate solution (7.5 g of Na,COg3 and 100 g of water) was added. The mixture was kept at
60 °C for 10 min in a water bath (GmbH, Germany) and then cooled for 10 min in a
commercial freezer. Absorbance was read at 750 nm using an UV-Vis spectrophotometer
(Milton Roy Company, Spectronic 20 Genesys, United States). Gallic acid was used as a

standard, and results were expressed as milligrams gallic acid equivalents (GAE) per 100 g of
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dry matter (DM). Proteins were determined according to the methodology of Bradford (1976).
The sample (200 pL) was diluted in 1800 pL of the Bradford reagent (diluted 3 times in
water). After 5 min of reaction, absorbance was read at 595nm in a UV-Vis
spectrophotometer (Milton Roy Company, Spectronic 20 Genesys, United States). The
standard calibration curve was made using Bovine Serum Albumin (BSA) and results were
expressed as mg BSA/100 g DM.

Pressing

After drying, seeds were pressed using a texture analyzer (Stable Microsystems, model
TA-XT Plus, England). The equipment is composed by a stainless steel piston and a cylinder.
The seeds (3.17 g) were weighted (Metler Toledo, model PM600, Switzerland) and inserted in
the cylinder for pressing. Pressing was performed for 1 h at a pressure of 100 bar. The oil
yield was evaluated by comparing the weight of the seeds before and after pressing using an
analytic scale. In addition to the oil yield, the deformation (¢) suffered by the seeds during
pressing was calculated using the following equation:

e=1—h/h, (2)

where, h is the position of the piston at a certain time and hg is the initial height of the piston

when pressing starts. The deformation values are presents graphically as function of the time.

Sesame oil quality

The quality of the obtained oil was investigated by the analysis of the lignan profile of
the samples, using HPLC. Extractions and chromatographic analysis were performed based on
the work of Rangkadilok et al. (2010). Oil was mixed with a 80 % methanol solution
(10 uL/mg) and agitated for 30 min in an agitating table (Biomixer, model TS2000A VDRL,
Brazil). Then, samples were centrifuged (Cientec, model CT 5000R, Brazil) and filtered in
membranes with 0.22 um pores. For this analysis, an Agilent chromatography system (model
1260 Infinity, USA) equipment with a quaternary pump, a DAD UV-Vis detector and a
column oven was used. Separation was conducted on a reversed-phase C18 column (Agilent,
ZORBAX Analytical Eclipse Plus, USA) using water (mobile phase A) and methanol (mobile
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phase B). The eluent flow rate was maintained at 1.0 mL/min, the injection volume was
20 pL, and the detection wavelength and column temperature were set to 280 nm and 40 °C,
respectively. The elution program with a linear gradient was as follows: 0 min, 5% B; 0-
5 min, 18 % B; 5-10 min, 35 % B; 10-15 min, 62 % B; 15-18 min, 80 %; 18-22 min, 80 %;
22-23 min, 5 % B; 23-26 min, 5% B. The two available commercial standards, sesamin and
sesamol, were used to identify the peaks in the chromatogram. They were diluted in ethanol
95 % and injected in the HPLC equipment using the same chromatographic conditions. These
analyses were performed qualitatively, to detect the presence of lignans in the oils obtained
with the different pre-treatments. In this way, changes in the lignan profile with the electrical

treatments could be detected.

Cake analysis

The cake is a by-product of interest and it is important to maintain its nutritional value,
thus, the pre-treatment should avoid the loss of components in water. To check this, the cake
obtained after pressing of the untreated seeds was analyzed for the determination of
polyphenols and proteins as previously described and compared to the results obtained for the
treatment water. The sample was grinded and extracted using water at pH 12 (pH adjusted
with sodium hydroxide (NaOH) 0.1 M), 35 g of solvent per g of sample and at room
temperature. Extraction was carried out for one hour. Prior to analysis the sample was

centrifuged (Eppendorf, MiniSpin plus, Germany) and stored at -18 °C.

Statistical analysis

All the experiments preformed in this study were done at least in duplicate. An
analysis of variance (ANOVA) was used to compare treatments. The p-values, at a probability
of 0.05, indicated if the responses were significantly different. Additionally, for comparison
of more than two samples, a Fisher LSD (least significant difference) test was used. Software
Statistica® 7 (Statsoft Inc., Tulsa, USA) was used for the statistical analyses. In all figures,
the error bars correspond to the standard deviations and the lines are plotted only to better

visualize the behavior of the results.
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6.2.3 Results and discussion

The sample characterization showed that, the seeds used in this work have an oil
content of 51.58 + 0.01 % and 20 + 1 % total protein (results expressed in fresh matter basis).
The moisture content of the material was 3.6 £ 0.5 %. The oil and protein amounts were
similar to those reported by Shyu and Hwang (2002) and Elleuch et al. (2007). These results
demonstrate that the seed used in this work can be considered as a good source of edible oil

and proteins.

During the electrical treatments of the seeds the electrical conductivity was measured
to calculate the disintegration index when different energies were applied. The results for this
analysis are presented in Figure 6.4(a). For both PEF and HVED treatments, the disintegration
index increased with the energy input. For all energies, HVED showed a higher disintegration
index when compared to PEF, the maximum value (0.759 or 75.9 %) was observed for HVED
with an energy input of 240 kJ/kg. Similar disintegration index values were also found by Liu
et al. (2011) using the same electrical equipment to treat grape seeds with HVED. Also,
comparable results were found by Guderjan et al. (2007) for PEF treatment of rapeseeds. The
disintegration of the sesame seeds could be visually observed during HVED treatments,
however, during PEF treatment there were no visual modifications in the product. In addition
to conductivity, the temperature was also measured after each electrical treatment. The
increase in temperature after application of 240 kJ/kg was of 29.2 + 0.4 °C and 18 = 2 °C for
PEF and HVED, respectively. An increase in temperature was also observed in the pre-
treatment of rapeseeds using PEF for subsequent oil extraction (Guderjan et al., 2007). These
increases in temperature can be considered small if compared to the roasting pre-treatment,
which is carried out at 100 °C and is often used to increase oil yield (Singh et al., 2002;
Pradhan et al., 2011).

Figure 6.4(b) and (c) shows the amount of polyphenols and proteins extracted in the
water during electrical treatments with increasing energy inputs. There was an increase in the
concentration of both compounds with the applied energy and in all cases the HVED
treatment extracted higher amounts of proteins and polyphenols. The diffusion of polyphenols
in water during electrical treatments was also observed by Boussetta et al. (2012b), which
found a higher increase in polyphenols extraction when grape seeds are submitted to HVED
then PEF. It is important to point out that, even though some proteins and polyphenols were
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extracted in the water, the larger extent of these compounds is still in the cake (as will be

shown subsequently).
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Figure 6.4 — Disintegration index of the sesame seeds (a) and contents in the treatment water of

polyphenols (b) and proteins (c) versus the energy input for PEF and HVED experiments.

As well as polyphenols and proteins, the turbidity and the percentage of oil lost in the
treatment water was also analyzed for all energy inputs. These results are presented in Figure
6.5. In Figure 6.5(a) the results show that the turbidity in the water when samples were treated
by HVED is 100 times higher than when PEF was used as a pre-treatment. Visually, it could
be observed that the water contained a larger amount of solids (from the seeds disintegration)
and of oil. For this reason the water from the HVED treatment was analyzed for oil content
(Figure 6.5(b)). No oil was observed in the water used in PEF experiments, thus this water
was not analyzed. The data presented in Figure 6.5(b) are only illustrative. The results for
HVED demonstrate that, from the total oil content of the seeds, up to 25.7 + 0.3 % of the oil
was lost in the water. These losses significantly influence the oil yield obtained, as will be

demonstrated next.
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Figure 6.5 — Turbidity of the treatment water (a) and percentage of oil lost in the water (b) versus

energy input for PEF and HVED experiments.

To better illustrate what has been previously discussed, Figure 6.6 presents
photographs of the seeds after each electrical treatment using HVED and drying processes, as
well as the corresponding treatment water from the same experiment. Figure 6.6(a)
demonstrated the disintegration of the seeds. In the first photograph untreated whole seeds are
presented (U). The following pictures show that, gradually, with an increase in the energy
applied, seeds begin to be partially crushed and form some agglomerates. The results indicate
that this fragmentation of the product can be controlled with the number of discharges. The
PEF treated samples do not appear in Figure 6.6 because they did not differ from the control
sample for all energies applied; seeds had the same size and aspect throughout the treatments.
Previous work performed by Boussetta et al. (2012b) with grape seeds demonstrated the same
crushing effect of HVED as examined for sesame. In Figure 6.6(b) it is possible to observe
the increase in the amount of solids and oil in the water with the increase in energy input,

which corroborates with what was previously demonstrated in the water analysis (Figure 6.5).



Aplicacédo de tecnologias elétricas na extracdo de 6leo das sementes de gergelim 213

(b)

0 40 80 160 240
1 1

W (IJ/kg)

Figure 6.6 — Photographs of the dried cake after application of different HVED energies (a) and

treatment water from the same processes (b).

After drying of the electrically treated seeds, pressing experiments were carried out.
From these experiments it was possible to calculate the extraction yield and the deformation
curves for samples treated by PEF and HVED, grinding (IDG), immersed in water and dried
(ID) and untreated (U). Figure 6.7(a) presents the oil yield obtained in the press after all
treatments, whitout considering what was previously lost in water. The results demonstrated
that grinding was the best treatment followed by all PEF treatments between 40 and 240 kJ/kg
and HVED application in the range of 40 and 80 kJ/kg. These electrical treatments, however,
yielded better results than the sample when only immersed and dried, showing a significant
effect of the pulses and discharges in the cell membrane and/or wall. The HVED treatment at
160 kJ/kg provides the same oil yield as the ID sample and if 240 kJ/kg are applied the yield

IS equivalent to what is obtained for the U sample.

Nevertheless, it is very important to take into account how much oil was lost in the
water, since these losses were considerably large. Figure 6.7(b) shows the results considering
the aforementioned losses. In this figure, the amount of oil lost was added to the press yield
obtained for HVED treatments, all the other values are the same as presented in Figure 6.7(a).
Carrying out an analysis of variance for the new oil yield values, results show that HVED at
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energy input levels between 160 and 240 kJ/kg were the best pre-treatments, significantly
better than grinding, which was the second best treatment. Furthermore, all HVED treatment
presented superior oil yields than PEF treated seeds. It is important to point out that
immersing and drying the sample caused some damage to the seeds that significantly
increased the oil extraction. For this reason, this sample should be considered as the control
experiment. The best HVED treatment can be one performed at 160 kJ/kg which was able to
extract 89.1 % of the total oil. This represents an increase of 22.4% and 6.6 % when
compared to the ID and the IDG samples, respectively. For PEF, the best treatment energy
was 40 kJ/kg. In this case the oil yield was 71.6 %, and this value is 4.9 % higher than the
yield obtained for the ID seeds and 10.9 % smaller compared to the yield observed for grinded

seed.

The PEF effect on the seeds was significant, resulting on better oil yields than that
achieved with the immersed and dried seeds. This effect may result from the
electropermeabilization suffered by the seeds during this pre-treatment. PEF acts on the cell
membrane by forming pores, but does not change the product structure (Vorobiev and
Lebovka, 2008). On the other hand, the application of electrical discharges results on the
fragmentation of the particles, which significantly increased the oil extraction. As pointed out
by Boussetta and Vorobiev (2014), the fragmentation of the seeds during the application of
discharges is caused by the propagation of shock waves and explosion of the main cavitation
bubble, which generates several small cavitation bubbles. These phenomena damage the seeds
and disintegrate cell walls as well as membranes. This occurs only during HVED and not with
PEF treatment a consequence of the arc formed during discharges. The higher extraction
efficiency of HVED can be linked to the fragmentation due to the arc formation (Boussetta et
al., 2013a). It is significant to mention that, even though PEF provided lower oil yields, there
are advantages to the application of this technology. Since PEF preserves the product
structure, there is no oil loss in the water and, as it has been showed in literature (Boussetta et
al., 2012b), PEF could facilitate subsequent separation steps between the solids and the

treatment water.
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Figure 6.7 — Qil yield for all treatments performed: not considering the oil lost in water (a) and
considering the oil lost in water (b). For each treatment, values not sharing a common superscript letter

differ significantly at p<0.05; a represents the higher oil yield and f the lowest.

A small number of works were found in literature concerning the extraction of oil
from seeds assisted by PEF and, to our present knowledge, no work has been found

concerning the effect HVED in this process. The works of Guderjan et al. (2005) and
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Guderjan et al. (2007) evaluated the effect of PEF in plant oils. Guderjan et al. (2005) found
an increase of 2.9 % in the maize oil extraction when compared to the untreated sample, this
increase was obtained using 91.4 kJ/kg and 1 min of treatment. In the oil extraction from
olives, the authors found a maximum increase of 7.4 %, using 1.3 kV/cm and 100 pulses. This
increase was smaller than the result obtained from froze/thawed samples. However the
freezing/thawing process might consume more energy. These results are smaller than what
was found in the present study. Studies performed on rapeseed show an increase of 9 % when
PEF was applied at 84 kJ/kg in comparison with the untreated sample (Guderjan et al., 2007).
This value is higher than what was obtained in this work, but, prior to processing, the
rapeseed was soaked and dried and the reference sample was not. For the values found in this
study, the increase in oil yield for the application of PEF (40 kJ/kg) when compared to the

untreated sample was of 10.2 %.

Deformation curves

Deformation curves were also obtained with the texture analyzer used in this work, the
curves for five different treatments are presented in Figure 6.8. These treatments are U, ID,
IDG and the electrical treatments at the maximum energy input applied, 240 kJ/kg. For better
visualization of the results, only some curves are presented, the electrically treated samples
with the highest disintegration index were chosen for comparison. The figure shows that all
deformation curves were very similar, except for the grinded sample (IDG). For this pre-
treatment deformation was considerably higher. The behavior of the obtained deformation
curves is typical. These curves describe the behavior of the oil extraction, the initial increase
in deformation is correlated to the increase in pressure up to 100 bar and extents from the first
oil drop up to the maximum oil outflow. Subsequently, a consolidation stage is reached and

both pressure and deformation are constant (Gros et al., 2003).

The mechanisms of solid-liquid expression depend on different parameters, such as the
rate of deformation, mechanical pressure and structural tissue characteristics (cell size and
shape, thickness of the cell wall, etc.) (Grimi et al., 2010b; Mhemdi et al., 2012). It is
expected that, if the cell tissue is effectively pre-treated and the majority of cell membranes
are destroyed before expression, the tissue will be more permeable for the oil flow. However,

the extraparticle pathways, or channels, play an important role in the solid-liquid expression
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behavior, independently of the tissue permeability. These interparticle channels are very
compressible and can be completely or partly closed during expression, especially in the case
of plate-like or very fine particles (Petryk and Vorobiev, 2013). This could possibly explain
what is observed in Figure 6.8 for the grinded seeds. The significant effect of grinding in both

yield and deformation has been previously perceived for linseed (Gros et al., 2003).
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Figure 6.8 — Deformation curves for selected samples: untreated (U), immersed and dried (ID),
immersed, dried an grinded (IDG) and PEF and HVED (240 kJ/kg) pre-treated seeds. Deformation (¢)

versus the square root of the time.

Sesame oil and cake analysis

It is known that different pre-treatments and extraction process affect the composition
and concentration of minor components of the oil. For this reason, three of the treatments
carried in this study were analyzed for their lignan profile: untreated, PEF and HVED with an
energy input of 40 kJ/kg. The profiles, obtained using HPLC analysis, are shown in Figure
6.9. Two peaks were identified in the oil chromatograms (Figure 6.9). Using the commercial

standards, it was possible to identify the presence of sesamin in the oil (Peak (1)), however
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sesamol was not detected in the samples. According to literature and the methodology used in
the HPLC analysis (Rangkadilok et al., 2010), it is possible to tentatively identify peak (2) as
sesamolin. The presence of sesamin as the main lignan in sesame oil has been previously
found by Rangkadilok et al. (2010) and Reshma et al. (2010).
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Figure 6.9 — HPLC chromatogram of the sesame oil obtained after pressing from untreated and PEF

and HVED pre-treated (40 kJ/kg) seeds. Peak assignment: (1) sesamin and (2) sesamolin.

Results clearly show that the lignan profile was not altered by the electrical pre-
treatments, showing that the applied pre-treatments are suitable for sesame oil processing.

This assessment was important since reactive species (e.g. ozone) generated in the HVED
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treatment could react with functional ingredients from the oil, forming different compounds
(Boussetta and Vorobiev, 2014). The pre-treatments studied in this work can even improve
the retention of sesame oil lignans as their application can eliminate the need for thermal
treatment; these compounds have been shown to be very sensitive to heating (Yoshida and
Takagi, 1997; Wen-Huey, 2007). Furthermore, literature suggests that seeds pre-treated using
PEF can provide oil richer in phytosterols, antioxidants, tocopherols and other functional
components (Guderjan et al., 2005; Guderjan et al., 2007).

Finally, the total protein and polyphenols content in the cake from the untreated seeds
were analyzed. The grinding and extraction of these compounds revealed the presence of
11800 (£ 70) mg BSA/100g DM of proteins and 650 (£ 20) mg GAE/100g DM of
polyphenols. The maximum amounts of proteins and polyphenols extracted in the treatment
water were, respectively 62.6 and 131.9 mg/100 g of sesame, extracted in the HVED
treatment using 240 kJ/kg. These results demonstrate that the maximum lost of proteins was
of 1.1 % and for polyphenols, 9.6 %. The data suggests that the cake can still be considered
rich in these components, even after extensive electrical pre-treatments. It is thus possible to

consider a subsequent valorization of the cake by the extraction of its valuable compounds.

6.2.4 Conclusions

The present work demonstrated that both pre-treatments, pulsed electric fields and
high voltage electrical discharges, efficiently damaged sesame cells; this damage increased
with the applied energy input. There was also an increase in the oil extraction with energy up
to certain values, for PEF and HVED. The modifications caused in the seeds by the treatments
significantly raised the oil yield when compared to a control sample. However, for HVED
treated seeds, the oil loss in the water used for the electrical treatment was noteworthy and,
therefore, the recovery of this oil in water should be investigated. The lignan profile of the
sesame oil obtained from all analyzed treatments showed the presence of sesamin and
sesamolin and demonstrated that the electrical treatment did not alter this profile. The
increases in oil expression reduced the amount of cake produced, but still it is important to
point out, that the obtained cake was rich in proteins and polyphenols. The technologies

proposed in this study can be suitable and efficient alternatives to be used as pre-treatments
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prior to oil extraction and the results of this work are valuable for the scale-up process of

these technologies.
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CAPITULO 7- CONSIDERACOES FINAIS

A primeira parte desse trabalho teve como objetivo comparar oito diferentes tortas de
sementes e nozes provenientes da producdo de 6leo comestivel através da avaliacdo do seu
teor de compostos fendlicos e da sua atividade antioxidante. As tortas avaliadas foram as de
linhaca, gergelim, semente de abobora, semente de girassol, améndoa, aveld, macadamia e
noz pecd. Foram obtidos teores de compostos fendlicos entre 51 e 690 mg EAG/100 g e de
flavan-3-0is entre 1,4 e 180 mg EE/100g. A torta de noz peca apresentou as maiores
quantidades para estes compostos fendlicos, seguida pelas tortas de semente de girassol e de
aveld, que também se mostraram ricas em compostos fenolicos. Ndo foi possivel a
quantificacdo dos fendlicos totais nas tortas de semente de abdbora e de améndoa e os teores
de flavan-3-0is das tortas de semente de abdbora e de gergelim ficaram abaixo do limite de
quantificacdo. Taninos condensados foram encontrados nas tortas de noz pecé e aveld, sendo
gue a primeira apresentou quantidade maior destes compostos. As tortas de semente de
girassol, aveld e noz pecd apresentaram quantidades detectaveis de flavonoides, sendo que a
ultima, novamente, apresentou 0 maior teor destes compostos. Atraves da metodologia de
HPLC, foram detectados diferentes compostos fenolicos nas tortas de girassol, noz peca e
gergelim. O &cido clorogénico foi identificado na torta de semente de girassol, catequina,
epicatequina e acido elagico foram detectados na torta de noz pecd e sesamol e sesamina
foram encontrados na torta de gergelim.

Os extratos de noz pecd, aveld e semente de girassol tiveram 0s maiores efeitos na
captura dos radicais DPPH e ABTS, além de terem os maiores valores de poder redutor. A

avaliacdo dos coeficientes de determinacdo demonstrou uma forte correlagdo entre o teor de
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fendlicos totais e de flavan-3-6is com a atividade antioxidante dos extratos quando analisados
pela metodologia de captura do radical ABTS e do poder redutor. Os resultados obtidos nesse
capitulo do trabalho permitiram uma comparacéo entre diferentes subprodutos da producdo de

6leo a fim de se compreender quais as possiveis aplicacdes dos mesmaos.

Para continuacdo do trabalho foi escolhida a torta de gergelim. Apesar de néo ter sido
a que apresentou um alto teor de compostos fendlicos ou a maior atividade antioxidante. Essa
torta é rica em glicosideos de lignanas, compostos que tém despertado um grande interesse da
industria devido as suas propriedades nutracéuticas. Além disso, o volume de dleo de
gergelim produzido mundialmente é bastante alto, o que faz com que o aproveitamento desse

subproduto seja ainda mais relevante.

A segunda etapa do trabalho, apresentada no Capitulo 4, teve como objetivo avaliar as
melhores condigdes para extracdo de compostos fendlicos do gergelim. Os experimentos
revelaram que o principal componente da torta de gergelim é o sesaminol triglicosideo. A
quantidade de fendlicos totais extraida ficou entre 129,7 e 355,3 mg EAG/100 g. Para a
sesamina, foram extraidas quantidades entre 3,2 e 25,7 mg/100g. O teor de sesaminol
triglicosideo obtido ficou entre 208,1 e 537,5 mg ES por 100 g de torta e , por fim, a atividade
antioxidante dos extratos variou entre 8460 e 24311 uM ET.

O planejamento experimental utilizado foi satisfatério para a otimizacdo das condi¢Bes
de extracdo dos compostos fenolicos totais, sesamina e sesaminol triglicosideo da torta de
gergelim. Os modelos polinomiais de segunda ordem obtidos a partir desse planejamento
explicaram uma porcentagem razoavel das variagdes nas respostas. A concentracdo de etanol
e a razdo soélido-solvente foram os fatores mais importantes influenciando o rendimento da
extracdo, enquanto a temperatura teve uma influéncia menor. Este estudo inicial demonstrou
que a torta de gergelim pode ser considerada uma fonte de glicosideos de lignanas. As
analises realizadas nessa etapa do trabalho auxiliaram no entendimento do comportamento

desses compostos em diferentes condic¢des de processo.

O Capitulo 5 apresentou a avaliagdo do uso de tecnologias alternativas na extracéo de
proteinas, glucosideos de lignanas e compostos fendlicos da torta ndo desengordurada de
gergelim. Essas tecnologias foram aplicadas como um pre-tratamento antes do processo de
extracdo com solvente. Inicialmente, observou-se que a aplicacdo de 83 kJ/kg teve um efeito

bastante significativo nos compostos a serem estudados. Dessa forma, ndo foi necessaria a



Consideracdes finais 225

aplicacdo de valores mais altos de energia. O teor de compostos fendlicos extraidos nas
diferentes condicgdes de processo variou entre 54,3 e 440,3 mg EAG/100 g. Para a principal
lignana encontrada no gergelim, as quantidades extraidas ficaram entre 63,9 e 242,9 mg
ES/100 g. Os extratos contendo proteina apresentaram concentracfes entre 374 e 2001 mg
BSA/100 g.

Quando comparadas as diferentes tecnologias aplicadas nesse trabalho para extragdo
de compostos da torta de gergelim (Capitulo 5), pode-se dizer de forma geral que as duas
tecnologias foram mais eficazes quando comparadas a amostra controle (sem pré-tratamento).
Entre as metodologias utilizadas, as DEAT tiveram um efeito mais pronunciado se comparado
ao CEP. Para as concentragdes de etanol estudadas, a solugdo aquosa com 10 % etanol (m/m)
foi a que apresentou os melhores resultados para extracdo de compostos fendlicos e a de 50 %
etanol (m/m) para a extracdo de glucosideos de lignanas. Ainda, na faixa de temperaturas
estudada, 60 °C se mostrou mais eficiente para a extracdo de polifendis e 40 °C para
proteinas. O calculo da difusividade massica demonstrou que o efeito dos pré-tratamentos
elétricos é significativo para todos os compostos analisados. Entretanto, esse efeito diminui

com o0 aumento da temperatura.

Nos experimentos dessa etapa do trabalho, conforme ja mencionado, foi usada a torta
com gordura residual, pois ndo foi feito o processo de desengorduramento com hexano como
nos experimentos anteriores. Essa diferenca dificulta a comparagdo direta entre os dados
apresentados nos Capitulos 4 e 5, que avaliaram os parametros do processo de extracdo do

gergelim. Entretanto, é possivel destacar algumas relacdes entre os dois estudos.

De forma geral, os valores para fendlicos totais e glucosideos de lignanas é menor no
segundo estudo (Capitulo 5). Entretanto, deve se levar em consideracdo que quando sdo
expressas as quantidades por 100 g de produto, o produto usado no primeiro estudo (Capitulo
4) € bem mais concentrado, pois ja foi retirada a gordura residual. A presenca de gordura na
torta afetou também os cromatogramas de analise de glucosideos de lignanas, onde o pico
principal (considerado como o principal glucosideo de lignana), observado claramente na
analise do primeiro estudo, esta menos destacado no segundo estudo e varios interferentes séo
observados. Além disso, esse pico so foi detectado quando usadas concentragdes maiores de

etanol.
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As condigOes ideais para extracdo, mesmo quando comparadas as amostras sem
tratamento, diferem ligeiramente. As melhores concentracfes de etanol variam se comparados
os dois resultados. Porém, em ambos os casos, compostos fendlicos sdo extraidos com
porcentagens menores de etanol do que as lignanas. Por fim, o efeito da temperatura, que nao
foi significativo nos experimentos do com a torta desengordura, foi bastante expressivo para a
torta usada no segundo estudo (Capitulo 5). Essa diferenga se deve, possivelmente, a
desnaturacdo sofrida pelas células no processo de desengorduramento. O grau de dano que ja
havia sido sofrido nessa etapa, faz com que o efeito da temperatura fosse pouco expressivo.
Entretanto, em uma amostra de torta intacta, o uso de diferentes temperaturas foi mais

pronunciado.

O Capitulo 6 apresentou um estudo da aplicacdo das tecnologias de CEP e DEAT
como pré-tratamentos na extracdo de 6leo das sementes de gergelim. Essa etapa do trabalho
visa avaliar o desempenho da aplicacdo desses métodos em uma etapa anterior a obtencdo da
torta de gergelim, a fim de minimizar a geracdo desse residuo. A pesquisa demonstrou um
efeito significativo dos tratamentos e um aumento na quantidade de 6leo extraido com o
aumento da energia aplicada as sementes. O uso de DEAT (160 kJ/kg) gerou um aumento na
quantidade de 6leo extraido de 22,4 % se comparado a amostra controle e de 6,6 % se
comparado a amostra moida. Para o CEP (40 kJ/kg), o rendimento da extracdo foi 5 % maior
do que o controle, entretanto esse rendimento foi menor do que o obtido usando a moagem

como pre-tratamento.
As conclus6es gerais do presente trabalho sdo apresentadas a seguir.

() As tortas de semente e nozes sdo boas fontes de compostos bioativos e tém, em sua
maioria, atividade antioxidante significativa. A extragdo de substancias de interesse
desses subprodutos pode agregar valor a ele, melhorando suas possibilidades de
aproveitamento.

(i) A torta, ou farinha, de gergelim é rica em glucosideos de lignanas. Esses compostos
podem ser extraidos pela técnica classica de forma eficaz, entretanto é necesséria a
utilizacdo de solventes organicos adequados. Solventes esses, que devem ser
removidos na utilizacdo dos extratos para consumo humano.

(iii) A aplicacdo de CEP e DEAT aumenta a eficiéncia da extragdo de proteinas e
compostos fendlicos da torta de gergelim. Essas tecnologias podem reduzir o tempo de

processo e 0 uso de solventes toxicos e altas temperaturas. Nesse contexto, podem ser
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consideradas tecnologias alternativas de grande potencial e que reduzem o consumo
energético geral da extrag&o.

(iv) A geracdo de torta de gergelim pode ser minimizada através da utilizacdo de processos
que melhorem a eficiéncia da extracdo de 6leo. As tecnologias de CEP e DEAT agem
sobre as sementes modificando a sua estrutura e, dessa forma, facilitam a etapa de

prensagem e mais 0leo é extraido.

7.1 Sugestes para trabalhos futuros

Algumas sugestbes para trabalhos futuro e possiveis continuagcfes desse trabalho sdo

apresentadas a sequir.

Estudar mais profundamente as tortas das nozes e sementes, que abordadas no
Capitulo 3. Cada uma dessas tortas € uma potencial fonte de compostos de alto valor
nutricional. Além dessas, outras nozes e sementes, amplamente cultivadas no Brasil, se

destacam pela riqueza em nutrientes e potencial econdmico.

Avaliar, ainda, alguns outros parametros do processo de extracdo que ndo foram
contemplados nesse estudo. Entre esses pode ser citado o estudo de diferentes faixas de pH,
que tem efeito significativo na hidrolise das lignanas e das proteinas da torta de gergelim.
Outra possivel expanséo do atual estudo é a analise de parametros cinéticos e a realizacdo de
experimentos para determinagdo do coeficiente de difusividade dos compostos quando
aplicadas as tecnologias de CEP e DEAT. O beneficiamento da torta de gergelim poder ser
melhorado ainda mais, com o desenvolvimento de um fluxograma que permita a total
separacao entre 0os compostos fendlicos da torta e as proteinas. Sendo que, as proteinas podem
ser extraidas para elaboragdo de um isolado proteico ou mantidas na torta, que pode se tornar

um concentrado proteico.

Por fim, a continuacdo dos estudos envolvendo tecnologias elétricas na extracdo de
Oleo é de grande interesse. Os resultados mostram que futuras pesquisas devem envolver a
otimizacdo da aplicacdo de descargas elétricas a fim de minimizar o uso de agua ou a perda de
6leo nesse meio. Além disso, podem ser realizadas analises da presenca de compostos de
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interesse nos 6leos obtidos. Com esses dados, é possivel avaliar a influéncia dos tratamentos

usados, ndo s6 na eficiéncia da extracdo, mas também na qualidade dos 6leos.
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