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RESUMO

O cefalotorax (cabeca) do camardo rosa € geralmente removido durante o processamento e
posteriormente descartado de maneira inadequada, gerando um impacto ambiental. Esse
material pode ser aproveitado para a extracdo de astaxantina, um importante carotenoide que
possui elevada capacidade antioxidante e um amplo leque de aplicagdes. Dessa forma, o
principal objetivo deste trabalho foi obter extratos enriquecidos em astaxantina do residuo do
processamento do camardo rosa (previamente desidratado por Refractance Window - RW),
através de extracdo ultrassonica utilizando oleina de palma como solvente. Os residuos foram
cozidos, triturados e submetidos a trés processos de secagem: RW a 60, 70 e 80°C, em estufa
a 60°C e liofilizacdo. A pasta e os produtos desidratados foram caracterizados fisico-
quimicamente, sendo determinados os teores de umidade, atividade de &gua e cor. Para
continuar o trabalho com apenas um dos produtos secos por RW, inicialmente foi determinada
a melhor temperatura de secagem em termos de rendimento de extracao, isto €, a temperatura
que resultou num produto com maior teor de astaxantina. Este produto desidratado por RW e
os secos por liofilizacdo e em estufa foram submetidos a extracdo ultrassénica e maceracao
dindmica em diferentes condi¢cdes de tempo e razdo solvente/amostra. Os extratos foram
submetidos a ensaios de estabilidade oxidativa. A amostra liofilizada e a desidratada por RW
a 60°C (60RW) foram as que apresentaram o0s maiores valores do parametro a* e indice
Chroma (C) e os menores valores de angulo de Hue (°H), demonstrando que sdo produtos
com maior intensidade da cor vermelha e com possivelmente maior teor de astaxantina (que
possui coloracdo vermelho-alaranjada). Dentre os produtos secos por RW, o 60RW foi o que
apresentou 0 maior teor de astaxantina, possivelmente devido a degradacdo da mesma com o
aumento da temperatura de secagem. Os rendimentos da extracdo ultrassénica aumentaram
com a elevagéo do tempo e razéo solvente/amostra e foram maiores do que os rendimentos da
extragdo por maceragdo dindmica. Os rendimentos da extragdo ultrassonica utilizando a
amostra 60RW foram muito semelhantes aos resultados obtidos utilizando a amostra
liofilizada, mostrando que a secagem por RW a 60°C € um processo que preserva a qualidade
do produto, da mesma forma que a liofilizagdo. Todos os extratos apresentaram valores de
estabilidade oxidativa maiores do que a oleina de palma in natura, mostrando que a

astaxantina extraida possui capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Cefalotdrax do camarao rosa; Refractance Window; Extracdo Ultrassonica;

Oleina de palma; Astaxantina.



ABSTRACT

The cephalothorax (head) of the pink shrimp is usually removed during processing and later
disposed an innapropriate manner, causing an environmental impact. This material can be
leveraged to astaxanthin extraction, an important carotenoid that has high antioxidant capacity
and a wide range of applications. Thus, the main objective of this study was to obtain extracts
enriched with astaxanthin of the pink shrimp processing residue (previously dehydrated by
Refractance Window - RW) by ultrasonic extraction using palm olein as a solvent. The
residues were boiled, minced and subjected to three drying processes: RW at 60, 70 and 80°C,
in oven at 60°C and lyophilization. The paste and dehydrated products were characterized
physico-chemically, being determined moisture, water activity and color. To continue the
work with only one of the dried products by RW, initially it was determined the best
temperature in terms of extraction yield, that is, the temperature which resulted in a product
with higher astaxanthin content. This product dehydrated by RW and dried by lyophilization
and in oven were subjected to ultrasonic extraction and dynamic maceration in different
conditions of time and ratio solvent/sample. The extracts were undergoing oxidative stability
tests. The lyophilized sample and dehydrated by RW at 60°C (60RW) were the ones that
showed the highest values of the parameter a* and Chroma index (C) and the lowest Hue
angle values (°H), showing that they are products greater intensity of red and possibly higher
astaxanthin content (which has red-orange color). Among the dried products by RW, the
60RW was the one with the highest astaxanthin content, possibly due to degradation thereof
with increased drying temperature. Yields of ultrasonic extraction increased with increasing
time and ratio solvent/sample and were higher than the extraction yields by dynamic
maceration. Yields of ultrasonic extraction using the 60RW sample were very similar to
results obtained using the lyophilized sample, showing that the drying by RW at 60°C is a
process that preserves the quality of the product, as well as lyophilization. All extracts showed
oxidative stability values higher than the palm olein in nature, showing that the extracted

astaxanthin has antioxidant capacity.

Keywords: Cephalothorax of pink shrimp; Refractance Window; Ultrasonic extraction; Palm

olein; Astaxanthin.
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1 INTRODUCAO

A astaxantina € um tipo de carotenoide que possui elevada atividade antioxidante e
tem demonstrado efeitos benéficos em pacientes com cancer e hipertensdo, aumentado assim
0 interesse por fontes desse composto (HUSSEIN et al., 2005). A astaxantina desperta um
grande interesse das industrias farmacéuticas, de cosméticos e como uma fonte de
pigmentacdo na aquicultura. Ela é o principal carotenoide presente em crustaceos,
principalmente em camardes.

A cabeca, as cascas e a extremidade da cauda do camardo rosa sédo removidas na
maioria das vezes durante seu processamento. E o descarte inadequado desses subprodutos
pode causar um grande impacto ambiental, pois sdo geralmente jogados em rios e mares ou
enterrados em aterros sanitarios (BESSA-JUNIOR; GONCALVES, 2013). Uma alternativa
de grande agregacdao de valor para estes residuos é a utilizacdo para extracdo de astaxantina.

Antes das extracGes, 0s materiais precisam passar por alguns tratamentos. Mezzomo
et al. (2011) demonstraram que o cozimento dos residuos € indispensavel, pois nele ocorre o
rompimento da estrutura do complexo carotenoide-proteina, aumentando assim o rendimento
da extracdo do carotenoide. A secagem também é de fundamental importancia, pois com a
eliminacdo da agua ocorre uma maior concentragdo dos solutos, resultando em uma maior
solubilizacdo no solvente extrator e consequentemente maior extracéo.

Em trabalhos de extracdo de carotenoides a partir de residuos de camardo, 0s
processos de remocdo de agua que sdo geralmente empregados sdo a secagem em estufa
(MEZZOMO et al., 2011, 2013; CORREA et al., 2012; SEABRA et al., 2014) e liofilizac&o
(HANDAYANI; INDRASWATI; ISMADJI, 2008; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2011a,
2011b, 2012; PARJIKOLAEI et al., 2015; TSIAKA et al., 2015). A secagem em estufa e a
liofilizacdo demandam muito tempo, sendo esta Gltima um processo muito caro (KOROSHI,
2005).

Um processo alternativo de remocdo de agua é a secagem por Refractance Window,
gue é uma técnica relativamente simples, de baixo custo e com tempos de secagem bem
inferiores aos processos de liofilizacdo e secagem em estufa. Para a secagem de uma
quantidade semelhante de produto, por exemplo, o custo de um equipamento de Refractance
Window é cerca de um terco do custo de um liofilizador, e seu consumo de energia € inferior
a metade (OCHOA-MARTINEZ et al., 2012).
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Dentre 0s métodos de extragdo solido-liquidos mais comumente empregados,
destacam-se a extracdo por soxhlet e a maceracdo dindmica, mas devido ao longo tempo de
extracdo e a utilizacdo de elevadas temperaturas, essas técnicas estdo gradativamente sendo
substituidas por outras mais eficientes (FELLOWS, 2009).

A extracdo ultrassbnica € um método ndo convencional que tem sido bastante
estudado nos Gltimos anos na extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais, como:
bagaco de macd (PINGRET et al., 2012), folhas de Olea europaea L. (CAVALHEIRO,
2013), roma (TIAN et al., 2013), sementes de urucum (YOLMEH; NAJAFI; FARHOOSH,
2014), folhas de mate (KOTOVICZ; WYPYCH; ZANOELO, 2014), sementes de mamao
(SAMARAM et al., 2014), pimenta (SANTOS et al., 2015) e bagaco de uva (GONZALEZ-
CENTENO et al., 2015).

Entre as vantagens do uso do ultrassom para a obtencdo de extratos naturais
destacam-se a simplicidade do equipamento, economia no custo inicial, reducdo do tempo e
da temperatura de extracdo, reducdo da quantidade de reagentes e elevados rendimentos de
extracdo (MELECCHI, 2005).

Devido a questdes econbmicas, ambientais e de saude puUblica, os solventes
organicos, que sdo os mais utilizados em processos de extracdo, estdo sendo gradativamente
substituidos por solventes alternativos, surgindo a chamada extracdo verde, com o objetivo de
obtengdo de um extrato ou produto seguro e de elevada qualidade. Dentre esses solventes
alternativos, destacam-se os 6leos vegetais (LI et al., 2013).

Apds exaustiva pesquisa na literatura constatou-se que ndo existe nenhum trabalho
acerca da extracdo ultrassdnica de astaxantina a partir de residuos de camarao rosa utilizando
6leos vegetais. Além disso, como também ja foi mencionado, a grande maioria dos trabalhos
que tratam da extracdo de astaxantina de residuos de camardo, utilizaram como técnicas de
remocao de agua ou a liofilizacdo ou a secagem em estufa.

Diante do exposto, objetiva-se estudar o processo de extracdo ultrassonica de
astaxantina a partir de residuos de camardo rosa utilizando oleina de palma como solvente,
além de avaliar a possibilidade da substituicdo dos métodos convencionais de secagem
(liofilizacdo e secagem em estufa) dos residuos, antes das extragdes, por um meétodo néo

convencional (Refractance Window).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter extratos enriquecidos em astaxantina do cefalotérax do camardo rosa (um
subproduto do seu processamento), através de extracdo ultrassonica utilizando oleina de

palma como solvente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia das temperaturas de secagem por Refractance Window dos
residuos de camardo rosa na extracao de astaxantina a partir de um método de extracdo com
condicGes pré-estabelecidas da literatura.

- Realizar extragfes com blends de oleina de palma com 6leo de soja e com 6leo de
castanha-do-para, para avaliar a possibilidade de incremento do teor de astaxantina extraida;

- Analisar os efeitos da granulometria da amostra, tempo de extracdo e razdo
solvente/amostra sobre o teor de astaxantina extraida por ultrassom;

- Avaliar a possibilidade de substituicio dos métodos convencionais de secagem
(liofilizacdo e secagem em estufa) por um método ndo convencional (Refractance Window);

- Comparar os teores de astaxantina obtidos pela extra¢do ultrassdnica (método ndo
convencional) e por maceracdo dindmica (método convencional).

- Avaliar se a astaxantina presente nos extratos apresenta capacidade antioxidante
através de ensaios de determinagdo da estabilidade oxidativa utilizando o equipamento

Rancimat.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CAMARAO ROSA

O camardo rosa (Peneaus subtilis) (Figura 1) é um crustdceo muito conhecido e se
caracteriza pelo seu corpo alongado. Esta espécie vive em regiGes arenosas e lodosas nas
enseadas de pouca profundidade ou ao longo da costa (aguas tropicais e subtropicais do
Atlantico, desde a América do Norte, até o litoral do Rio Grande do Sul). (IWAI, 1973;
RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2006).

Figura 1 Camardo rosa (Peneaus subtilis).

Fonte: Nutrimar (2012).

A Figura 2 mostra a anatomia externa do camardo rosa, que tem seu corpo dividido
em duas partes, o cefalotérax e o abdémen. O cefalotorax é constituido por 14 segmentos (6
cefalicos e 8 toracicos) formando uma peca Unica, a carapaca. O abdémen € constituido por 6
segmentos seguidos de uma estrutura pontiaguda chamada de telso. Possuem dois pares de
antenas, sendo uma caracteristica distintiva dos crustaceos, pois em nenhum outro grupo de
artropodes antenados se encontra um segundo par. O corpo é alongado, achatado lateralmente
e revestido por um exoesqueleto formado basicamente por quitina (carboidrato) e sais de
calcio. A extremidade anterior da carapaga apresenta um prolongamento em forma de
espinho, o rostro, ao longo do qual se encontram estruturas dentadas em sua superficie
superior e inferior (SEBRAE, 2005; RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2006).


http://3.bp.blogspot.com/-Lvgp0O18lL8/T29KJ9TOchI/AAAAAAAACZ4/l3OqIchS76w/s1600/shrimp-nutrition.jpg
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Cefalotérax Abddmen

Peredpodes Urépodes

Figura 2 Anatomia externa do camardo rosa.

Fonte: Soares (2013).

3.2 CARCINICULTURA E PESCA EXTRATIVA DO CAMARAO

O Brasil, com seu vasto litoral e sua capacidade hidrica, apresenta grande potencial
pesqueiro de camardes. As duas maneiras de obtencdo do camardo sdo a carcinicultura e a
pesca extrativa. A carcinicultura (técnica de criacdo de camardes em viveiros) brasileira, além
de participar na geracdo de empregos, renda e divisas, contribui de forma bastante positiva
para o estabelecimento de uma nova estrutura produtiva permanente no meio rural litoraneo.
Dentre as regides produtoras no Brasil, a Norte e a Nordeste concentram as melhores
condicdes ambientais para o pleno desenvolvimento da atividade (ABCC, 2013).

A producdo mundial de camardo cultivado em 2011 foi de 3.930.059 toneladas,
sendo que os maiores produtores foram e continuam sendo China, Vietnd, Tailandia,
Indonésia, india e Equador. No Brasil, a producdo de camardo cultivado foi de 75.000
toneladas em 2010, 69.571 em 2011, 75.000 em 2012 e 85.000 em 2013 (ABCC, 2014). No
Brasil, os maiores produtores de camardo cultivado sdo os estados do Ceara e Rio Grande do
Norte, que em 2011 produziram 31.982 (45,97% da producédo total) e 17.825 (25,62% da
producéo total) toneladas, respectivamente.

Em 2011, o estado do Para produziu 56 toneladas de camarado cultivado em 4 hectares
(ha), correspondendo a 0,08% da producao nacional. O Para é o Gnico representante da regido
norte do Brasil entre os estados produtores de camardo cultivado e conta apenas com uma

unidade produtiva em operagdo, no municipio de Curugd, onde outras duas unidades



20

encontram-se paralisadas. Esse micro empreendimento usa dgua de estuario, possui um bom
nivel de tecnologia e apresentou a segunda maior produtividade verificada no Brasil em 2011,
com um valor de 14 ton/ha/ano (ABCC, 2013).

Além da carcinicultura, a pesca extrativa do camardo no Brasil constitui-se uma das
atividades de maior importancia no cenario pesqueiro nacional. A producdo nacional de
camardo capturado em 2012 foi de 41.278 toneladas (ABCC, 2014). O camardo rosa é
considerado a principal espécie de camardo pescado na regido Norte do Brasil, com destaque
para o estado do Para. Belém é o principal porto e a base da inddstria de processamento de
camardo (ASSUNCAOQ; PENA, 2007). Tanto a carcinicultura quanto a pesca extrativa de
camardo possuem futuros muito promissores, com projeces muito positivas (ABCC, 2014).

3.3 PROCESSAMENTO DO CAMARAO E APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS

Em contrapartida ao cenario de aumento da producdo do camardo, ocorre também
uma maior preocupagdo em relagcdo aos impactos ambientais provocados nos ecossistemas
naturais (HONORATO, 2006). Durante o processamento do camardo rosa, geralmente séo
removidas a cabeca, as cascas e a extremidade da cauda. Estes subprodutos correspondem a,
aproximadamente, 50% do peso total do camardo. Normalmente, estes subprodutos sdo
descartados como residuo, sendo, no geral, clandestinamente enterrados em aterros sanitarios
ou jogados no mar ou em rios, tornando-se um perigo potencial para 0 meio ambiente, além
de gerar custos adicionais durante seus descartes, reduzindo a margem de lucro do sistema de
producdo (BESSA-JUNIOR; GONGCALVES, 2013).

Quando depositados em aterros, esses residuos sdo responsaveis pela formacéo de
lixiviados e biogas, promovendo poluicdo, causando mau cheiro e proliferacdo de vetores de
doengas, como insetos e ratos. Além disso, num aterro, 0s residuos organicos em
decomposicdo geram gas metano que polui o ar e cria perigo de explosdo. A Figura 3 mostra
residuos do processamento de camardo depositados em um aterro sanitario. Quando jogados
no mar ou em rios, esses residuos liberam odores desagradaveis, proporcionam a proliferacdo
exagerada de algas e com o grande volume gerado tornam-se um grave problema ambiental
(HONORATO, 2006).
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Figura 3 Residuos do processamento de camarao depositados em um aterro sanitario.

Fonte: John (2012) (Foto: Mauricio de Paiva).

Nos ultimos anos, muitos estudos foram realizados quanto ao aproveitamento destes
residuos, sob diversas formas, a saber: farinha de camardo (FERNANDES et al., 2013;
AZEVEDO, 2014); elaboracdo de produtos flavorizantes (GONCALVES; NOGUEIRA;
LOURENCO, 2009) e extracdo de quitina para producdo de quitosana (BESSA-JUNIOR;
GONCALVES, 2013; PINTO, 2013). Outra alternativa de grande agregacdo de valor a estes

residuos é a sua utilizacdo para extracdo de carotenoides.

3.4 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo pigmentos naturais que tém despertado o interesse de
pesquisadores de diversas areas ha mais de um século. Sao responsaveis pelas cores amarela,
laranja e vermelha, muito empregadas em diversos ramos da industria, principalmente a
alimenticia. Extensamente distribuidos na natureza, os carotenoides estdo presentes em
plantas, animais e micro-organismos (TEE, 1992), e segundo alguns autores, ndo podem ser
considerados apenas como mais um grupo de pigmentos, mas como substancias com
propriedades muito especiais.

Dentre as fungdes conhecidas dos carotenoides estdo a absorcdo de luz, a atividade
antioxidante, a atividade anticancerigena, o transporte de oxigénio e a atividade provitaminica
A; sendo esta apresentada por apenas alguns compostos. Os carotenoides possuem carater
lipofilico (sdo soltveis em lipidios), sendo insolGveis em agua (RODRIGUES-AMAYA,
1997).
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Mitrowska, Vicent e Holst (2012) descrevem quimicamente os carotenoides como
uma classe de hidrocarbonetos (carotenos) e seus derivados oxigenados (xantofilas). Suas
estruturas bésicas refletem seus modos de biossintese e consistem de oito unidades
isoprenoides unidas e uma série de duplas ligacGes conjugadas, conferindo-lhes a
caracteristica croméfora. As propriedades de absor¢do da luz dos carotenoides derivam da
presenca do grupo cromoforo, na cadeia polimérica insaturada. Um cromoforo de sete ou mais
duplas ligagcdes conjugadas confere a capacidade de absorver a luz na regido visivel,
atribuindo-lhes coloracdo do amarelo ao vermelho (DAVIES, 1976). Devido a presenca das
insaturagdes, os carotenoides sdo sensiveis a luz, a temperatura e a acidez (AMBROSIO;
CAMPOS; FARO, 2006).

Os carotenoides tém sido relacionados com a intensificacdo do sistema imunologico
e a reducdo do risco de doencgas degenerativas, como o cancer, enfermidades cardiovasculares,
degeneracdo macular, relacionada com a idade, e formacdo de catarata (RODRIGUES-
AMAYA, 1997; RIBEIRO; SERAVALLLI, 2004).

Os carotenoides exercem dupla funcdo na industria de alimentos:

- Colorir os alimentos incolores ou uniformizar sua coloracdo, de maneira a torna-los
mais atrativos aos olhos dos consumidores;

- Enriquecer nutricionalmente os alimentos. Alguns dos carotenoides usados para
este fim incluem o B-caroteno, o licopeno, a cantaxantina, a bixina, a norbixina e a astaxantina
(HAMERSKI; REZENDE; SILVA, 2013).

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-p,p-caroteno-4,4’-diona) € um carotenoide de
coloragdo vermelho-alaranjada, que pertence a familia das xantofilas. Sua formula estrutural é
apresentada na Figura 4. A presenca dos grupos carbonila (C=0) e hidroxila (OH) em cada
um dos anéis de B-ionona pode explicar algumas das caracteristicas peculiares da astaxantina,
como a sua elevada atividade antioxidante e a capacidade de ser esterificada (HUSSEIN et al.,
2006).

Figura 4 Férmula estrutural da astaxantina.

Fonte: Cardoso (1997).
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Dependendo da sua origem (natural ou sintética), a astaxantina pode ser encontrada
na forma livre ou conjugada com outros compostos como proteinas, lipoproteinas ou
esterificada com um ou dois acidos graxos, 0s quais estabilizam a molécula. A astaxantina na
forma livre é considerada como instavel e extremamente sensivel em relacdo aos fatores como
luz, oxigénio, acidez e calor (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003; HUSSEIN et. al.,
2006).

A astaxantina desperta um grande interesse das industrias farmacéuticas, alimenticia,
de cosmeticos e principalmente nas de racdo animal (astaxantina atuando como uma fonte de
pigmentacdo na aquicultura) (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003). A aquicultura é
uma técnica de producdo de organismos aquéaticos (como peixes e crustaceos) em cativeiro.
Alguns destes animais sdo incapazes de sintetizar a astaxantina. Por isso ela deve ser
suplementada em suas dietas para obter a coloracdo desejada (de melhor aceitacdo do
consumidor), além de possuir outras funcGes, incluindo: antioxidante, precursor hormonal,
melhora da imunidade, reprodugdo, crescimento, maturacdo e fotoprotecdo (LORENZ;
CYSEWSKI, 2000; OROSA et al., 2005; LIMA, 2005).

Grande parte do consumo de astaxantina na aquicultura é fornecida pela rota
sintética. Entretanto, o crescimento na demanda de alimentos naturais e os altos custos dos
pigmentos sintéticos tém estimulado a pesquisa de fontes naturais de astaxantina, com
potencial para sua industrializacdo (HIGUERA-CIAPARA; FELIX-VANENZUELA,
GOYCOOLEA, 2006). A astaxantina sintética é atualmente produzida através de complexas
reacOes quimicas, principalmente pelas empresas Hoffmann-La Roche AG e BASF e seu
preco é bem elevado (JEON; CHO; YUN, 2006; SANCHEZ-CAMARGO, 2010).

As fontes naturais de astaxantina sdo os crustaceos (camarao e lagosta), peixes (truta
e salmao), algas e alguns micro-organismos. A extracdo de astaxantina a partir de residuos de
camardo € um tema que tem sido bastante estudado nos ultimos anos (PU; BECHTEL,
SATHIVEL, 2010; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2011a, 2011b, 2012; MEZZOMO et al.,
2011, 2013; CAHU et al., 2012; CORREA et al., 2012; SOWMYA; SACHINDRA, 2012;
SEABRA et al., 2014; PARJIKOALEI et al., 2015).

A astaxantina possui elevada atividade antioxidante, ou seja, possui a capacidade de
remover radicais livres de um sistema e destruir o oxigénio singlete, diminuindo assim 0s
sérios danos celulares causados por essas especies (NAGUIB, 2000; RIBEIRO et al., 2005;
SOWMYA; SACHINDRA, 2011). Estudos tém demonstrado que a astaxantina possui
atividade antioxidante muito maior do que outros carotenoides como zeaxantina, luteina,
cantaxantina, B-caroteno e a-tocoferol (DI MASCIO; MURPHY:; SIES, 1991; MIKI, 1991;
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NIELSEN et al., 1996; CHOCIAI et al., 2002). Resultados encontrados por Sowmya e
Sachindra (2012) demonstraram a alta atividade antioxidante do extrato de astaxantina
proveniente de residuos de camarao.

A astaxantina tem demonstrado efeitos benéficos na reducdo do risco de diversas
doengas, como por exemplo: céancer, hipertensdo, doengas cardiovasculares, catarata,
colesterol, dispepsia, obesidade, inflamagdes cronicas e doencas de Alzheimer e de Parkinson
(GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003; HUSSEIN et al., 2005; HIGUERA-CIAPARA;
FELIX-VANENZUELA; GOYCOOLEA, 2006; MEZZOMO et al., 2015).

3.5 PRE-TRATAMENTOS DOS RESIDUOS DO CAMARAO ROSA

A fim de se obter maiores rendimentos de extracdo, alguns pré-tratamentos
importantes devem ser utilizados e constantemente estudados, devido principalmente a
composicdo e outras peculiaridades da matéria-prima, como a elevada umidade e forte
associacao entre a astaxantina e outras macromoléculas presentes no residuo de camardo,
como as proteinas. Alguns desses pré-tratamentos sdo: cozimento, secagem, moagem e

peneiramento.

3.5.1 Cozimento

No camardo rosa, a astaxantina se encontra ligada a proteinas. O rapido cozimento
pode resultar no rompimento da estrutura do complexo carotenoide-proteina, fazendo com
que a astaxantina fique na sua forma livre, o que teoricamente aumentaria os rendimentos de
extracéo.

Perdigdo et al. (1995) estudaram a extracdo de carotenoides de carapacas de
camardo, lagosta e caranguejo, com e sem prévio cozimento. As extracdes por maceracao
dindmica foram realizadas a 80°C por 30 minutos, utilizando 6leo de soja. Mezzomo et al.
(2011) estudaram os efeitos de diferentes pré-tratamentos (dentre eles o cozimento) nas
extracdes de astaxantina a partir de residuos de camardo rosa. As extracBes por maceragdo
estatica foram realizadas a 5°C por 24 horas, utilizando uma mistura de solventes (éter de
petréleo, acetona e dgua). Nestes dois trabalhos, foi constatado que as extra¢fes foram muito

mais eficientes para aquelas amostras que passaram por um rapido cozimento.
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3.5.2 Secagem

Secagem é uma operacdo unitaria que envolve transferéncia simultanea de calor e
massa (podendo abranger ainda a transferéncia de quantidade de movimento), em que ocorre
a remocao de agua de um alimento (MUJUNDAR, 1987).

Dependendo da espécie, a umidade do residuo de camardo pode representar 75 % de
sua composicdo (GILDBERG; STENBERG, 2001). E a secagem desses residuos é de
fundamental importancia para 0s processos de extracdo, pois: proporciona maior superficie de
contato entre o soluto e o solvente, favorecendo os processos de difuséo e intensificando a
transferéncia de massa (JUNTACHOTE; BERGHOFER, 2005; KAKUDA; KASSAM, 2006;
SAHENA et al., 2009). Mezzomo et al. (2011) e Seabra et al. (2014) realizaram a extracdo de
astaxantina de residuos de camardo in natura e desidratados e verificaram que o teor de
astaxantina nos residuos secos foi bem maior.

Em trabalhos de extracdo de carotenoides a partir de residuos de camardo, 0s
processos de remocdo de agua que sdo geralmente empregados sdo a liofilizacdo
(HANDAYANI; INDRASWATI; ISMADJI, 2008; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2011a,
2011b, 2012; PARJIKOLAEI et al., 2015; TSIAKA et al., 2015) e a secagem em estufa
(MEZZOMO et al., 2011, 2013; CORREA et al., 2012; SEABRA et al., 2014).

Para aplicagOes industriais, algumas questdes devem ser bastante discutidas, como
por exemplo, a selecdo do secador mais adequado, que € uma das etapas mais complexas e
altamente negligenciada na literatura. Para a escolha do secador mais apropriado a cada
situacdo deve-se responder a uma grande variedade de perguntas, no que se refere aos
aspectos de custo do equipamento e do processo, facilidade de uso do equipamento, tempo do
processo, tamanho da unidade de processamento, facilidade de manuseio do produto, bem
como a qualidade do mesmo (KIRANOUDIS; MAROULIS; MARINOS-KOURIS, 1996;
HONORATO, 2006).

Neste sentido, é de grande importancia o estudo comparativo de diferentes secadores
e a avaliacdo da possibilidade de uso de secadores alternativos aos tradicionais. Um processo
alternativo de remocéo de agua é a secagem por Refractance Window, que € uma técnica
relativamente simples, de baixo custo, com curto tempo de secagem e que fornece produtos de
alta qualidade (NINDO; TANG, 2007; OCHOA-MARTINEZ et al., 2012).
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3.5.2.1 Liofilizagao

A liofilizagcdo € um processo de secagem atraves da sublimacdo da agua presente no
alimento a baixas temperaturas e sob vacuo. Por isso, o material a ser seco deve ser
previamente congelado (ORREGO-ALZATE, 2008). O processo de liofilizagdo €
caracterizado por trés estagios: estagio de congelamento (o alimento torna-se completamente
solido a temperaturas inferiores ao seu ponto de inicio de congelamento); estagio de secagem
primaria (a &gua congelada é removida por sublimacéo) e estagio de secagem secundéria (um
leve aquecimento promove a dessorcao da 4gua ligada) (SNOWMAN, 1997).

Como o processo é realizado a baixas temperaturas e na auséncia de ar, praticamente
ndo ha alteracdo das caracteristicas sensoriais e nutricionais do produto. A maior parte das
reacOes de deterioracdo sdo prevenidas, levando a um produto final de 6tima qualidade. E
uma técnica de secagem recomendada para materiais sensiveis ao oxigénio e ao calor, tais
como os antioxidantes. Outras vantagens sao: diminuicdo da perda de volateis sem afetar a
qualidade do produto; menor contracdo do material e maior solubilidade devido a estrutura
porosa deixada pela remocdo da 4gua (ORREGO-ALZATE, 2008; CORREA, 2013).

Uma das maiores limitagGes do processo de liofilizacdo é o longo tempo de secagem,
causado pelo baixo desempenho de transferéncia de calor no interior do material e as baixas
pressdes de trabalho, que fazem com que o principal mecanismo de transferéncia de calor seja
a radiacdo, ja que existe pouca conveccdo e uma baixa conducdo entre as superficies de
contato sob vacuo (HAMMAMI; RENE, 1997; CORREA, 2013). Devido a isso, uma grande
guantidade de energia para a sublimacdo e para a remoc¢do do vapor de dgua da camara €
requerida, fazendo com que o processo se torne muito caro. Além disso, o custo do
equipamento também € bastante elevado. A partir de uma visdo industrial, deve-se buscar
outras técnicas de secagem com custo mais baixo, com curto tempo de processo, mas que
produzam materiais de qualidade (KOROSHI, 2005; MARQUES; FERREIRA; FREIRE,
2007; ROSA et al., 2008).

Antes da extracdo de astaxantina, Sanchez-Camargo et al. (2011a) submeteram 0s
residuos de camarao ao processo de liofilizacdo, que durou 48 horas para reduzir a umidade
do produto a 5,5 %.

3.5.2.2 Secagem em estufa

A secagem em estufa € um dos métodos mais utilizados na area de alimentos e é

baseado na remocdo de agua através de aquecimento. Neste tipo de secador, o alimento é
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colocado em bandejas ou em outros acessorios similares, sendo exposto a uma corrente de ar
quente em ambiente fechado. O ar quente transfere calor para a superficie sélida do alimento
a ser seco atraves de conveccgdo. Posteriormente, por conducgéo, ocorre a troca de calor entre a
superficie agquecida e o centro do material, devido ao gradiente de temperatura que existe
entre estas duas regides (FELLOWS, 2009).

Apesar do equipamento ser barato e 0 método ser simples, a eficiéncia do processo
depende de um bom controle da temperatura, da movimentacdo do ar dentro da estufa, do
tamanho e espessura da amostra e da posicdo da amostra dentro da estufa (DIAS, 2013). As
principais desvantagens da secagem em estufa sdo: longo tempo de secagem (devido a lenta
transferéncia de calor causada pela baixa difusividade térmica dos alimentos), causando alto
consumo energético; ndo é aplicavel para amostras com alto teor de volateis; pode causar a
degradacdo de alguns compostos presentes nos alimentos; possiblidade da secagem nao
uniforme do produto, dependendo da sua posicdo no secador (PASTORINI; BACARIN;
ABREU, 2002; FELLOWS, 2009; DIAS, 2013).

As condicdes ja utilizadas na secagem em estufa de residuos de camardo para
posterior extracdo de carotenoides foram as seguintes: temperatura de 60°C por 5 horas para
reduzir a umidade do produto a 46,30 % (MEZZOMO et al., 2011); temperatura de 60°C por
12 horas para reduzir a umidade do produto a 8,75 % (CORREA et al., 2012); temperatura de
60°C por 10 horas para reduzir a umidade do produto a 11,21 % (MEZZOMO et al., 2013) e
temperatura de 70°C por 8 horas para reduzir a umidade do produto a 8,9 % (SEABRA et al.,
2014).

3.5.2.3 Secagem por Refractance Window

O processo de secagem por Refractance Window (RW) foi patenteado por Magoon
(1986) e é uma técnica que utiliza energia térmica a partir da agua quente, em temperaturas
que variam de 60 a 98°C, para secar uma fina camada de material através da conducdo,
conveccao e radiacdo infravermelha (ABONYI et al., 2001; NINDO; POWERS; TANG,
2007). O aparato consiste basicamente de um reservatério contendo agua quente que circula
por canaletas. Sobre a superficie da &gua quente se encontra um filme de poliéster
transparente especial (Mylar, do fabricante DuPont). Sobre a superficie desse filme, uma fina
camada do produto a ser seco é uniformemente aplicada (NINDO; TANG, 2007). A Figura 5
mostra um esquema do equipamento industrial de Refractance Window, o qual apresenta um

sistema de exaustdo, para a remogao do vapor d’agua.
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Figura 5 Esquema de equipamento industrial do Refractance Window.

Fonte: Nindo; Tang (2007).

A Figura 6 mostra um esquema da maneira pela qual o calor é transferido da agua
quente circulante para o material a ser seco. Os trés mecanismos de transferéncia de calor,
conducdo (Qceong), CONVeCCdo (Qeonv) € radiacdo (Qrag), contribuem para a secagem (NINDO,;
TANG, 2007).
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Figura 6 Diagrama esquematico da transferéncia de calor no processo de secagem por
Refractance Window.

Fonte: Castoldi (2012), adaptado de Nindo; Tang (2007).

Esta técnica de secagem mantém a integridade dos alimentos e ingredientes no que
diz respeito ao sabor, a cor e aos nutrientes e tem sido apontado como um processo
potencialmente alternativo para a liofilizacdo, spray drying e secagem em tambor, para a
producdo de pos e flakes (EVRANUZ, 2011). Além disso, o equipamento & simples e
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relativamente barato em compara¢do com outros tipos de sacadores. Para a secagem de uma
quantidade semelhante de material, o custo de um equipamento de Refractance Window é
cerca de um terco do custo de um liofilizador, e seu consumo de energia € inferior a metade
(CASTOLDI, 2012; OCHOA-MARTINEZ et al., 2012).

A secagem por Refractance Window ja foi aplicada para diversos tipos de alimentos,
como: polpa de mirtilo (NINDO; POWERS; TANG, 2007), polpa de tomate (CASTOLDI,
2012), polpa de acai (PAVAN; SCHMIDT; FENG, 2012), fatias de manga (OCHOA-
MARTINEZ et al., 2012), polpa de manga (CAPARINO et al., 2012; ZOTARELLI;
CARCIOFI; LAURINDO, 2015), puré de mamao (OCORO-ZAMORA; AYALA-APONTE,
2013), mix de jambu, banana verde e tucupi (SANTOS, 2014) e mix de pupunha e tucupi
(COSTA, 2015). Apos exaustiva pesquisa na literatura constatou-se que ndo existe nenhum
trabalho acerca da secagem de alimentos de origem animal por Refractance Window.

Abonyi et al. (2001) estudaram a influéncia dos processos de secagem (Refractance
Window, liofilizacdo, secagem em tambor e spray drying) na retencdo das caracteristicas de
qualidade e sensoriais de morango e cenoura. Os autores verificaram que 0 morango
desidratado por Refractance Window (RW) obteve uma cor comparavel com a obtida na
liofilizacdo e a cor da cenoura desidratada por RW foi compardvel com a cenoura in natura.
N&o houve diferenga significativa na perda de vitamina C no morango, entre 0 RW e a
liofilizacdo. A perda de carotenoides totais na cenoura foi de 8,7 % no RW, sendo comparavel
com 0s 4,0 % na liofilizacdo e muito inferior aos 56,1 % no secador de tambor.

Em outro estudo acerca da influéncia de processos de secagem sobre a retencéo de
caracteristicas de qualidade, Nindo et al. (2003) obtiveram para aspargos a menor perda de
vitamina C na secagem por Refractance Window, do que nas outras técnicas de secagem (leito
de jorro, combinacdo de leito de jorro com micro-ondas, secagem em tambor e liofilizacéo).

Ochoa-Martinez et al. (2012) realizaram a secagem de fatias de manga em secador de
bandejas e por Refractance Window. Os autores obtiveram resultados semelhantes quanto a
mudanca de cor das amostras para ambos os processos de secagem e, em algumas situacoes,
os resultados foram melhores para a secagem por RW.

O tempo de secagem € também de fundamental importancia, principalmente para as
industrias. Recentes estudos tém mostrado que o tempo de secagem por Refractance Window
€ muito curto em comparag¢do com outros tipos de secadores: 60 minutos na secagem a 70°C
de puré de mamao com espessura de 2 mm (OCORO-ZAMORA; AYALA-APONTE, 2013);
50 minutos na secagem a 70°C de uma pasta contendo jambu, banana verde e tucupi

(SANTQOS, 2014); 45 minutos na secagem a 70°C de uma pasta contendo pupunha e tucupi,
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com espessura de 0,5 mm (COSTA, 2015) e 40 minutos na secagem a 75°C de polpa de
manga com espessura de 2 mm (ZOTARELLI; CARCIOFI; LAURINDO, 2015).

De acordo com o levantamento feito na literatura, pode-se afirmar que a secagem por
Refractance Window é uma técnica bastante promissora e que proporciona todas as vantagens
que uma industria deseja: equipamento e processo baratos, tempo curto de secagem e
produtos com elevada qualidade (conforme os trabalhos realizados até o presente momento).

3.5.3 Moagem e peneiramento

Como uma tendéncia geral, a diminuicdo do tamanho das particulas gera um
aumento no rendimento das extracOes, devido a elevacdo da area de contato entre o sélido e o
solvente, facilitando o acesso do mesmo até o soluto, reduzindo as limitacdes de transferéncia
de massa. A reducdo das particulas €, provavelmente, associada a uma quebra mais intensa da
parede celular, facilitando a difusdo do soluto (LAROZE et al., 2010).

Mezzomo et al. (2011) estudaram a extragdo de astaxantina de residuos de camaréo e
verificaram que quando as amostras foram moidas, as extracdes foram mais efetivas. Corréa
et al. (2012) estudaram a extracdo supercritica de astaxantina de residuos de camardo,
realizaram o peneiramento das amostras em peneira de 60 mesh e obtiveram bons resultados
referentes a extragdo.

Handayani, Indraswati e Ismadji (2008) estudaram a cinética de extracdo de
astaxantina por maceracdo dindmica a partir de residuos de camardo, utilizando 6leo de
palma, em temperaturas de 50, 60 e 70°C, durante aproximadamente 180 minutos. Os autores
utilizaram trés amostras com diferentes granulometrias (40/60, 60/80 e 80/100 mesh) e
verificaram que quanto menor o tamanho das particulas, maior foi a eficiéncia da extragdo. Os
resultados a 60°C foram os seguintes: 45,488 g astaxantina/g (40/60 mesh), 75,825 ug
astaxantina/g (60/80 mesh) e 124,269 g astaxantina/g (80/100 mesh).

3.6 EXTRACAO

A extracdo é classificada como uma operacdo unitaria que tem por objetivo separar
substancias a partir de diversas matrizes, solidas ou liquidas, através de processos quimicos

e/ou fisicos. Na industria de alimentos, a extragdo € uma técnica para a separacao de diversos
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compostos de matrizes de origem vegetal ou animal, como por exemplo: antioxidantes,
corantes, flavorizantes, alcaloides e colesterol (LEAL, 2008).

As técnicas de extracdo de carotenoides a partir de residuos de camardo que estdo
sendo bastante utilizadas nos ultimos anos séo a extracao por maceracdo dinamica utilizando
6leos vegetais (SACHINDRA; MAHENDRAKAR, 2005; HANDAYANI; INDRASWATI,
ISMADJI, 2008; PU; BECHTEL; SATHIVEL, 2010; PARJIKOLAEI et al., 2015) e a
extracdo com CO, supercritico (SANCHEZ-CAMARGO et al., 201la, 2011b, 2012;
CORREA et al., 2012; MEZZOMO et al., 2013). Existem apenas dois trabalhos que tratam
acerca da extragéo ultrassénica (MEZZOMO et al., 2011; TSIAKA et al., 2015).

3.6.1 Extracéo verde

Em escala industrial, a etapa de recuperacdo dos solventes organicos (que sdo 0S
mais utilizados na maioria das extragdes), apds a extracdo, é crucial por questdes econdmicas
e de seguranca ambiental. Entretanto, a principal preocupacdo é a possibilidade de haver
residuo do solvente no produto final, que pode causar riscos a satde humana, além de reduzir
seu potencial para uso em produtos alimenticios. Na maioria das utiliza¢bes do produto final,
o solvente residual é indesejavel por sua toxicidade, sua capacidade reagente ou mesmo pela
interferéncia no aroma e no extrato obtido (BABU; CHAKRABARTI; SAMBASIVARAO,
2008; CASTRO; PRIEGOCAPOTE, 2011).

Além disso, a extracdo com solventes organicos € um processo lento, de baixa
seletividade e que emprega altas temperaturas de operacdo, podendo assim causar a
degradacdo térmica dos compostos termolabeis (REVERCHON; DE MARCO, 2006;
MARKOM et al., 2007).

Devido a questdes econdmicas, ambientais e de saude publica, os solventes
organicos, estdo sendo gradativamente substituidos por solventes alternativos, surgindo a
chamada extracdo verde, com o objetivo de obtencdo de um extrato ou produto seguro e de
elevada qualidade. Dentre esses solventes alternativos, destacam-se os 6leos vegetais (LI et
al., 2013).

Quando se usa Oleo vegetal em extracbes de carotenoides, por exemplo, ndo é
necessaria a eliminacdo do mesmo no fim do processo, ou seja, 0 produto obtido é um 6leo
enriquecido em carotenoides. E o dleo atua como fonte energética na posterior aplicagdo em
alimentos (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991).
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Sachindra e Mahendrakar (2005) utilizaram 6leos vegetais (arroz, coco, girassol,
mostarda e soja) para a extracdo de astaxantina de residuos de camardo (Peaneus indicus) por
um método descrito por Chen e Meyers (1982), que consiste de maceracdo dinamica. Os
autores verificaram que o 6leo de girassol foi o mais eficiente. Diante disso, eles otimizaram o
processo avaliando os efeitos do tempo de extracdo (60 a 180 min), da razdo solvente/amostra
(0,5 a 3,5 mL/g) e da temperatura (40 a 100°C). O maior teor de astaxantina (27,56 pg
astaxantina/g residuo) foi obtido utilizando o 6leo de girassol a 70°C durante 120 minutos e
razdo 6leo/amostra de 2 (mL/qg).

Handayani, Indraswati e Ismadji (2008) realizaram um extenso trabalho acerca da
cinética de extracdo de astaxantina por maceracdao dindmica a partir de residuos de camaréao
(Panaeus monodon), utilizando éleo de palma e temperaturas de 50, 60 e 70°C, durante
aproximadamente 180 minutos. A razdo 6leo/amostra utilizada foi de 6 (mL/g). Os teores de
astaxantina obtidos para os residuos com granulometria de (60/80 mesh) foram 58,651;
75,825 e 83,441 pg/g, para as temperaturas de extracéo de 50, 60 e 70°C, respectivamente.

Pu, Bechtel e Sathivel (2010) utilizaram 6leo de linhaca para a extracdo de
astaxantina de residuos de camardo (Litopenaeus setiferus), por maceracdo dinamica, a uma
temperatura de 60°C por 60 minutos e com uma razdo 6leo/amostra igual a 1 (mL/g). O teor
de astaxantina obtido foi de 48,3 pg/g.

Parjikolaei et al. (2015) utilizaram 6leo de girassol para a extragdo de astaxantina de
residuos de camardo (Pandalus borealis), por maceracdo dindmica. As extracGes foram
realizadas em temperaturas de 25, 45 e 70°C, com raz6es 6leo/amostra de 3, 6 e 9 (mL/g) e 0
teor de astaxantina foi determinado em intervalos de tempo pré-estabelecidos até completar
24 horas. O maior teor de astaxantina (aproximadamente 62 ug/g) foi obtido a 70°C durante
180 minutos, com uma razao éleo/amostra de 9 (mL/g) e amostra com 30 mesh.

O foco do presente trabalho € realizar as extra¢Ges utilizando oleina de palma, devido
as suas boas caracteristicas fisico-quimicas e também porque o estado do Pard é o maior
produtor de Oleo de palma no Brasil. A oleina de palma é um produto obtido por
fracionamento do 6leo de palma refinado, que apesar de sua origem, possui propriedades
fisicas que tornam esses dois produtos diferentes. Por exemplo, a oleina de palma contém
cerca de 44 % de acidos graxos saturados e 56 % de instaurados, enquanto que o 6leo de
palma apresenta uma composicao de acidos graxos de aproximadamente 51 % de insaturados
e 49 % de saturados (NUNES, 2008).

A palmeira (dendezeiro) é conhecida cientificamente por Elaeis guineensis Jacq.,

sendo que o fruto é conhecido como dendé (Figura 7). Essa palmeira é originaria da Costa
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Ocidental da Africa (Golfo da Guiné), sendo encontrada em povoamentos subespontaneos
desde o Senegal até a Angola. Foi trazida ao Brasil no século XVII, pelos escravos, e adaptou-
se bem ao clima tropical umido (ARRUDA, 2004).

Figura 7 Fruto do dendé.

Fonte: Jardine e Barros (2015) (Foto: Daniela Collares).

A oléina de palma apresenta-se em fase liquida a temperatura ambiente e possui a
capacidade de se misturar facilmente a qualquer outro 6leo de oleaginosas (NUNES, 2008).

A oleina de palma possui boas propriedades fisicas e elevada resisténcia a oxidagéo
em virtude da sua composicdo em acidos graxos (baixo teor de acido linolénico) e
antioxidantes naturais (vitamina E) (ARRUDA, 2004). Sua composi¢do natural em &cidos
graxos também requer uma minima modificacdo quimica para uso em uma grande variedade
de formulac6es alimenticias. Isto é de extrema importancia e confere uma grande vantagem
em relacdo a todos 0s outros 6leos comestiveis liquidos, os quais requerem hidrogenacao, que
pode resultar na formacdo de &cidos graxos trans, podendo gerar maleficios a saide humana
(NUNES, 2008).

A industria de 6leo de palma esta em crescente ascensdo em todo o mundo, mas a
estrutura de producdo continua concentrada na Malasia e na Indonésia. No Brasil, mais de 165
mil hectares sdo destinados a cultura do 6leo de palma, distribuidos principalmente na Regido
Norte e uma pequena parcela na Regido Nordeste. Como ja foi dito, o estado do Parad é o
maior produtor de 6leo de palma no Brasil e possui uma area plantada que chega a 140 mil
hectares e ja e responsavel por cerca de 95 % da producdo nacional. A maior parte da
producéo € utilizada nas induastrias de alimentos, de cosméticos e para producéo de biodiesel
(MONTEIRO, 2013).
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As empresas que atuam no estado do Par estdo localizadas, em sua grande maioria,
no nordeste do estado. As principais séo: Agropalma, ADM, Biopalma/Vale, Denpasa, Dendé
do Taua, Marborges, Mejer, Palmasa e Petrobras/Galp Energia (Belém Bioenergia Brasil). A
industria de Oleo de palma destaca-se como uma atividade econdmica que tem contribuido
para a geracdo de empregos e por ampliar a inclusdo social. O setor gera mais de 10 mil
empregos diretos e indiretos em toda a cadeia produtiva do dleo de palma no estado do Para
(MONTEIRO, 2013).

O Grupo Agropalma possui ho municipio de Taiandia cerca de 42.000 hectares de
area plantada, ficando atras apenas da Vale/Biopalma, que possui mais de 60.000 hectares no
municipio de Moju. Entretanto o Grupo Agropalma é o que possui a maior capacidade de
processamento, em torno de 201 toneladas de cachos de frutos frescos (CFF) por hora, bem
superior as 40 ton CFF/hora da Vale/Biopalma (MONTEIRO, 2013).

3.6.2 Extracgdo ultrassonica

A extragdo ultrassOnica apresenta diversas vantagens, como por exemplo:
simplicidade do equipamento e da técnica; baixo custo; reducdo do tempo e da temperatura de
extracdo; baixo consumo energético; possibilidade de usar diferentes solventes e misturas,
bem como uma ampla gama de tamanhos de amostra; apresenta boa reprodutibilidade;
reducdo da quantidade de reagentes; seletividade e favorecimento de rea¢Bes que ndo ocorrem
em condi¢des normais, com consequente aumento de rendimento (MELECCHI, 2005;
RODRIGUES ; PINTO, 2007; CHARPE; RATHOD, 2012; WANG et al., 2013).

O ultrassom é uma onda mecanica que se diferencia do som audivel pelos seres
humanos por apresentar frequéncias maiores que 20 kHz (CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011)
e propaga-se em meios solidos, liquidos e gasosos (CASTRO; CAPOTE, 2007).

As ondas sonoras se propagam na matéria atraveés de ciclos de compressao e
expansdo, fazendo com que as moléculas do meio se aproximem e se afastem repetidas vezes.
Essa variacdo na pressdo do liquido empregado no processo gera cavitacdo, com a formacéo
de microbolhas que posteriormente implodem, liberando elevada quantidade de calor
(CASTRO; CAPOTE, 2007; VEILLET; TOMAO; CHEMAT, 2010).

Em processos de extragdo, a presenca de materiais sélidos no sistema provoca uma
implosdo assimétrica das microbolhas, formando jatos que colidem com a superficie do
material sélido. Essas colisbes promovem a ruptura das células vegetais, facilitando o

mecanismo de difusdo do solvente extrator para o interior do material (CASTRO; CAPOTE,
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2007; SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012). Além disso, as implosdes geram um
aumento da temperatura, incrementando a solubilidade e a difusividade dos compostos no
meio, favorecendo o aumento da eficiéncia da extracdo (VEILLET; TOMAO; CHEMAT,
2010). A associacdo desses fendmenos aumenta a transferéncia de massa e modifica o
equilibrio de fases diminuindo o tempo necessario para extracao, se comparado com 0 mesmo
processo na auséncia de ultrassom (LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003; MELECCHI, 2005).

Os principais equipamentos geradores de ondas ultrassonicas sdo 0 banho e a sonda.
O banho de ultrassom é um aparelho simples e € o mais utilizado. Contudo, o gerador de
frequéncia se encontra preso no fundo de uma cuba e a onda se propaga em um liquido, e com
0 passar do tempo a energia ultrassonica tende a perder intensidade, gerando muita disperséo
dessa energia, 0 que pode causar problemas de reprodutibilidade dos resultados.

Apesar das desvantagens, o uso do banho de ultrassom é promissor por ser um
aparelho barato, comumente encontrado nos laboratoérios e por ndo utilizar aquecimento e ndo
gerar danos aos compostos termolabeis (ALISSANDRAKIS et al., 2003; MEZZOMO, 2012).
O pequeno aumento natural da temperatura que ocorre é vantajoso, pois como ja foi
mencionado, provoca o0 incremento da solubilidade e difusividade dos compostos,
aumentando os rendimentos de extragao.

Na sonda ultrassonica, o transdutor encontra-se fixado em sua extremidade, focando
a energia na regido do meio que contém a amostra, promovendo, assim, uma cavitagdo mais
eficiente no liquido, o que favorece o processo de extracdo (ADAMS, 2002; LUQUE-
GARCIA; CASTRO, 2003). Entretanto, como a sonicacdo é aplicada de forma direta, a
absorcéo da energia ultrassonica gera um amento acentuado da temperatura, podendo causar a
degradacdo de substancias termosensiveis (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

O efeito do ultrassom no processo de extracdo depende do tamanho das particulas da
amostra, do tempo de extracdo, da razdo solvente/amostra, da freqiiéncia e da poténcia do
equipamento (MELECCHI, 2005; RODRIGUES; PINTO, 2007; MA et al., 2008;
RODRIGUES; PINTO; FERNANDES, 2008).

A frequéncia geralmente utilizada nos banhos de ultrassom encontra-se entre 20 a 40
kHz. Baixas frequéncias como as de 20 kHz séo eficientes para a extracdo de compostos de
diversas fontes, sendo predominantes os efeitos fisicos gerados pela cavitagdo. Em baixas
frequéncias, as bolhas formadas sdo maiores e implodem de maneira mais acentuada, sendo
consequentemente mais eficazes nos processos de extracdo (ESCLAPEZ et al. 2011,
SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).
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Quando os banhos de ultrassom séo utilizados, 0 uso de um agitador mecanico
acoplado é importante para aumentar o contato entre o solvente e a amostra, facilitando a
penetracdo do solvente na matriz, aumentando a transferéncia de massa e melhorando a
extracdo, além de simular um aparato industrial de ultrassom (SALISOVA; TOMA; MASON,
1997; VINATORU, 2001).

A extracdo ultrassonica tem sido aplicada principalmente em matrizes de origem
vegetal, como por exemplo: bagaco de maca (PINGRET et al.,, 2012), folhas de Olea
europaea L. (CAVALHEIRO, 2013), romd (TIAN et al., 2013), sementes de urucum
(YOLMEH; NAJAFI; FARHOOSH, 2014), folhas de mate (KOTOVICZ, WYPYCH;
ZANOELO, 2014), semente de mamao (SAMARAM, 2014) e bagaco de uva (GONZALEZ-
CENTENO et al., 2015).

Em relacdo a extracdo de carotenoides de residuos de camarao, existem apenas dois
trabalhos que tratam acerca da extracdo ultrassonica, até o presente momento. Mezzomo et al.
(2011) realizaram extracdo ultrassonica de astaxantina em uma Unica condicdo, apenas para
fins de comparagdo com outras técnicas de extracdo. O processo de extracdo ocorreu em um
banho de ultrassom (frequéncia de 55 kHz), onde 5 g do residuo de camardo rosa foram
misturados com 150 mL de etanol. O processo durou 10 minutos e ao final, o material foi
centrifugado. O teor de astaxantina extraido ndo foi satisfatorio, possivelmente devido ao tipo
de solvente empregado (etanol) e ao curto tempo de extragéo.

Normalmente, curtos tempos sdo empregados para extragdes com sondas. Para
extracbes com banho, os tempos sdo maiores, geralmente em torno de 1 a 3 horas,
dependendo da matéria prima, dos compostos a serem extraidos, da razao solvente/amostra,
dentre outros fatores (SALISOVA; TOMA; MASON, 1997; SKERGET et al., 2005;
CARCEL et al., 2010; SAHIN; SAMLI, 2013; SALVADOR, 2014).

Tsiaka et al. (2015) realizaram um extenso trabalho de otimizacdo da extracdo
ultrassénica de cantaxantina, zeaxantina e luteina a partir de residuos de camardo (Aristeus
antennatus). Os autores utilizaram uma sonda ultrassdnica. As varidveis estudadas foram:
tempo de extracdo (2 a 16 minutos), poténcia da sonda ultrassénica (375 a 750 W) e razdo
solvente/amostra (10 a 50 mL/g). Os solventes utilizados foram acetona, dimetilformamida e
trés misturas (isopropanol e hexano; éter de petroleo e acetona; éter de petrdleo, acetona e
etanol).

Assim como nas técnicas convencionais de extracdo, a extracdo ultrassénica também
gera residuos de solvente que precisam ser recuperados e despejados da forma correta para

ndo causar problemas ao meio ambiente. Residuos de solvente podem ainda permanecer no
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extrato, sendo um problema para as indUstrias farmacéutica e alimenticia. Dessa forma, o foco
deste trabalho estd na extracdo de astaxantina de residuos de camardo rosa em um banho de
ultrassom utilizando oleina de palma como solvente, visando a producéo de extratos seguros e

de qualidade.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

Como mateéria-prima foram utilizadas amostras do cefalotérax do camardo rosa,
geradas pelo seu processamento, que foram obtidas sob a forma de blocos congelados, junto a
inddstria processadora de pescado Amasa S/A, localizada em Belém-PA. As amostras foram
transportadas para o Laboratério de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal do Para e armazenados em freezer a -20°C. A Figura 8 representa uma
amostragem do residuo obtido e a Figura 9 mostra uma amostra individual, que possui cerca

de 8 cm de comprimento.

Figura 8 Amostragem do residuo de camardo rosa da empresa Amasa S/A.

Fonte: Autoria propria.

Figura 9 Amostra individual do residuo de camardo rosa da empresa Amasa S/A.
Fonte: Autoria propria.
Para as extra¢des, foram utilizados oleina de palma refinada, fornecida pela empresa

Agropalma S/A, localizada em Belém-PA, e 6leos comerciais refinados de soja e castanha-do-

pard, adquiridos no comércio local de Belém-PA.
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O fluxograma da Figura 10 apresenta as principais etapas realizadas neste trabalho.

—>»| Trituragio = Pasta

Cozimento

Refractance Window (RW) (60, 70 e 80°C)

Moagem / peneiramento

Secagem em estufa (E)

/1\

(|

Liofilizacéo (L)

Produtos RW —

idade

T
. (

Produto L

—
Produto E \

|

gum—

1°; Extracbes (método da literatura; maceragao
dindmica; 70°C, 2h, 6 mL/g) para determinag&o
da melhor temperatura de secagem.

Com o melhor produto RW:

2°: Extracdes (método da literatura; maceragao
dindmica; 70°C, 2h, 6 mL/g) para a escolha do
melhor solvente: oleina de palma individual ou
seus blends (soja e castanha-do-para).

Com o melhor produto RW e o melhor solvente:

3°: Extragdes ultrassonicas (40°C) (em diferentes
condigdes de tempo e razdo solvente/amostra).

4°: Extracdes por maceragdo dindmica (40°C) (em
certas condicdes utilizadas por ultrassom, apenas
para comparagao).

Extracao ultrassonica (40°C)

Figura 10 Fluxograma das principais etapas realizadas.
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4.2.1 Preparo da matéria-prima e obtencdo da pasta

Os residuos de camardo rosa foram descongelados a temperatura ambiente e em
seguida submetidos a um processo de cozimento em autoclave (CS-150/Prismatec) a 100°C
por 10 minutos, seguindo a metodologia de Mezzomo et al. (2011). Posteriormente, 0s
materiais foram triturados e homogeneizados em dois processadores de alimentos (Sire
Cutter/Filizzola e RI17625/Philips Walita) por aproximadamente 5 minutos, em cada, sem

adicdo de agua; gerando uma pasta.

4.2.2 Processos de secagem

4.2.2.1 Secagem por Refractance Window (RW)

O aparato para a secagem por Refractance Window que foi utilizado consiste em um
reservatorio com agua quente circulante, sobre o qual foi preso o filme transparente de Mylar,
com 0,25 mm de espessura. A agua quente circulante é proveniente de um banho termostatico
(Q214M2/Quimis). O equipamento possui dimenses de secagem de 50 x 75 cm e foi
construido no Laboratorio de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos da UFPA.

Os processos de secagem foram realizados baseados na metodologia de Castoldi
(2012). O monitoramento da agua de circulacdo do reservatorio foi realizado por termopares
do tipo J (VC506/Voltcraft). Em cada experimento, 800 g da pasta do residuo do camardo
foram espalhadas sobre o filme transparente, como mostra a Figura 11. As secagens da pasta
foram realizadas em trés temperaturas: 60, 70 e 80°C, com tempos de secagem de 60, 45 e 35

minutos, respectivamente.

Figura 11 Secagem da pasta dos residuos de camardo rosa por Refractance Window.

Fonte: Autoria propria.
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A figura 12 apresenta o produto proveniente da secagem por Refractance Window a
60°C, antes das etapas de moagem e peneiramento. O material apresentava-se na forma

laminada com superficie irregular e quebradica.

/4.;«: ﬂ

Figura 12 Produto proveniente da secagem por Refractance Window a 60°C.

Fonte: Autoria propria.

4.2.2.2 Liofilizacao (L)

Para fins de comparacdo, a pasta dos residuos de camardo rosa foi submetida ao
processo de liofilizacdo (LS3000/Terroni) por 30 h. Esse processo tem sido o mais utilizado
na remocgdo de agua de residuos de camardo (HANDAYANI; INDRASWATI; ISMADJI,
2008; SANCHEZ-CAMARGO et al.,, 2011a, 2011b, 2012; PARJIKOLAEI et al., 2015;
TSIAKA et al., 2015).

4.2.2.3 Secagem em estufa (E)

Para fins de comparacdo, os residuos de camardo rosa foram submetidos & secagem
em estufa com circulacdo forcada de ar na temperatura de 60°C por 10 h, conforme

metodologia de Mezzomo et al. (2013).

4.2.3 Moagem e peneiramento dos produtos desidratados

A fim de promover maior homogeneizacdo e aumentar a superficie de contato
durante as extracOes, todos os produtos desidratados (produtos RW, produto L e produto E)

foram submetidos a um processo de moagem (Mar-Girius Continental). Apés a moagem, 0s
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materiais foram classificados granulometricamente em duas categorias: em peneiras de 28/48
mesh e em peneiras de 60/80 mesh.

Na categoria 28/48 foram gerados materiais com diametros entre 0,32 mm (48 mesh) e
0,64 mm (28 mesh), ou seja, os materiais utilizados nos processos de extracao foram os que
passaram pela peneira de 28 e ficaram retidos na peneira de 48 mesh. Na categoria 60/80,
foram gerados materiais com didmetros entre 0,177 mm (80 mesh) e 0,25 mm (60 mesh), ou
seja, 0s materiais utilizados nos processos de extracdo foram os que passaram pela peneira de

60 e ficaram retidos na peneira de 80 mesh.

4.2.4 Andlises fisico-quimicas da pasta e dos produtos desidratados

4.2.4.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado segundo AOAC (1997), pelo método n°® 925.10,
utilizando a secagem em estufa com circulacdo de ar for¢ada na temperatura de 105 °C + 5°C.

As amostras permaneceram na estufa até peso constante.

4.2.4.2 Cor

A andlise de cor foi realizada em colorimetro (CR310, Minolta) operando no sistema
CIE (L*, a*, b*), sendo L* luminosidade, a* intensidade da cor vermelha e b* intensidade da
cor amarela. A coordenada a* varia do vermelho (+a*) ao verde (-a*), e a coordenada b* do
amarelo (+b*) ao azul (-b*). Foram determinados também o indice Chroma (C) e o angulo de
Hue (°H).

4.2.4.3 Atividade de 4gua

A atividade de agua foi determinada pela leitura direta em termohigrémetro digital

(4TEV/Aqualab), com controle interno de temperatura a 25°C.

4.2.5 Processos de extragdo

4.2.5.1 Determinacdo da melhor temperatura de secagem

Os trés produtos obtidos pelas secagens por Refractance Window (60, 70 e 80°C)

foram submetidos a um método de extracdo de astaxantina desenvolvido por Handayani,
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Indraswati e Ismadji (2008), para determinar a melhor temperatura de secagem, isto é, a
temperatura que proporciona um maior rendimento de extracdo de astaxantina.

A metodologia consiste de wuma maceracdo dindmica (HANDAYANI,
INDRASWATI; ISMADJI, 2008), na qual o residuo de camardo em p6 (granulometria 60/80
mesh) foi misturado com a oleina de palma em um baldo de vidro com uma razdo
solvente/amostra de 6 mL/g. O sistema permaneceu sob agitacdo mecanica (400 rpm)
(712/Fisatom) a uma temperatura de 70°C por 2 horas. A separacdo da solucdo de extrato da
matriz sélida foi realizada por centrifugacdo (Q222B/Quimis), durante 20 minutos a uma
rotacdo de 1000 rpm. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante (extrato oleoso enriquecido em
astaxantina) foi adicionado em uma cubeta para medida da absorbéncia, em espectrofotdmetro
(2000UV/Nova Instruments) e posterior quantificacdo do teor de astaxantina (serad discutido
posteriormente no item 4.2.6).

O produto (desidratado a 60, 70 ou 80°C) que apresentou 0 maior teor de astaxantina

foi selecionado para as préximas etapas do trabalho.

4.2.5.2 Determinacdo do melhor solvente de extracdo

O residuo de camardo em po6 (selecionado a partir dos testes descritos no item
4.2.5.1) foi submetido a processos de extracdo de astaxantina com diferentes 6leos vegetais e
seus blends, para avaliar a possibilidade de incremento do teor de astaxantina extraida. Foram
realizadas trés extracbes com os solventes individualmente, oleina de palma, 6leo de soja e
6leo de castanha-do-para, e duas extracbes com blends de oleina de palma com 6dleo de soja
(50 % cada) e oleina de palma com éleo de castanha-do-paré (50 % cada). As extracdes foram
realizadas segundo a metodologia descrita no item 4.2.5.1, mas com o0s produtos na
granulometria 28/48 mesh.

O 6leo de soja foi escolhido para os testes devido o Brasil ser o segundo maior
produtor mundial do grdo, atras apenas dos Estados Unidos. A soja é a principal oleaginosa
produzida no Brasil e responde por cerca de 95 % do mercado de 6leo vegetal brasileiro para
alimentacdo humana (EMBRAPA, 2015).

O o6leo de castanha-do-para foi escolhido para os testes devido ser uma das mais
importantes espécies de exploragéo extrativa da Amazonia. O dleo é altamente nutritivo e é
rico em 6mega 3, 6mega 6, vitaminas A e E e selénio (SHANLEY et al., 2005).

O solvente que extraiu 0 maior teor de astaxantina foi selecionado para as proximas

etapas do trabalho.
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4.2.5.3 Extragdo ultrassonica

As extracOes foram realizadas em um banho ultrassonico (Ultra Cleaner/Unique),
com frequéncia de 25 kHz e temperatura de 40 £ 1°C, sob agitacdo mecanica (400 rpm). A
frequéncia de 25 kHz foi a escolhida devido ser a menor frequéncia dos banhos de ultrassom
disponiveis no laboratério e segundo a literatura, em frequéncias menores, 0s processos de
extracdo sdo mais eficientes (ESCLAPEZ et al. 2011; SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE,
2012). A rotacdo de 400 rpm foi escolhida conforme o trabalho de Parjikolaei et al. (2015),
em que foi constatado que dentre varias rotacdes estudadas, essa foi a melhor em termos de
rendimentos da extracao.

A melhor amostra juntamente com o melhor solvente (selecionados anteriormente)
foram misturados em um baldo de fundo chato, imerso no banho de ultrassom (sempre na
mesma posic¢do). Um agitador mecanico (712/Fisatom) (400 rpm) foi utilizado para facilitar a
penetracdo do solvente na amostra e melhorar a extragdo, além de simular um aparato
industrial de ultrassom (SALISOVA; TOMA; MASON, 1997; VINATORU, 2001).

Inicialmente, foram realizados testes para a determinacdo da melhor granulometria
do produto (28/48 e 60/80 mesh). As extracdes foram realizadas em diferentes tempos (1, 2 e
3h), fixando a razéo solvente/amostra (9 mL/qg).

A escolha dos tempos foi baseada em trabalhos nos quais foram realizadas extrac6es
de astaxantina a partir de residuos de camardo utilizando 6leos vegetais (SACHINDRA,
MAHENDRAKAR, 2005; HANDAYANI; INDRASWATI; ISMADJI, 2008; PARJIKOLAEI
et al.,, 2015), bem como em trabalhos nos quais foram realizadas extracbes de outros
compostos bioativos de diferentes matrizes vegetais, utilizando banho ultrassonico
(SALISOVA; TOMA; MASON, 1997; SKERGET et al., 2005; CARCEL et al., 2010;
SAHIN; SAMLI, 2013; SALVADOR, 2014). Ja a razdo solvente/amostra (9 mL/g) foi
escolhida conforme o trabalho de Parjikolaei et al. (2015), em que foi constatado que dentre
varias raz0es estudadas, essa foi a melhor em termos de rendimentos da extracéo.

O produto (28/48 ou 60/80 mesh) que apresentou 0 maior teor de astaxantina foi
selecionado para as proximas etapas do trabalho. Com este produto selecionado, além da
razdo solvente/amostra de 9 mL/g j& utilizada, foram realizadas extracdes ultrassdnicas com
outras razdes (6 e 12 mL/qg), variando também o tempo (1, 2 e 3h) Essas condi¢Ges foram
escolhidas baseadas nos trabalhos descritos no paragrafo anterior. Em termos de comparacéo,

as extracdes também foram realizadas com as amostras liofilizada (L) e desidratada em estufa
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(E), variando o tempo (1, 2 e 3h) e fixando a razéo solvente/amostra (9 mL/g), a qual foi
escolhida aleatoriamente.

Ao final de cada ensaio, a separacdo da solucdo de extrato da matriz sélida foi
realizada por centrifugacdo (conforme descrito no item 4.2.5.1). No sobrenadante (extrato
oleoso enriquecido em astaxantina), o teor de astaxantina foi determinado por

espectrofotometria na regido do UV-VIS (sera discutido posteriormente no item 4.2.6).

4.2.5.4 Extracdo por maceracdo dinamica

Para fins de comparacdo, foram realizadas extra¢cdes por macera¢do dindmica nas
mesmas condi¢les da extracdo ultrassénica, também utilizando a amostra desidratada por
Refractance Window a 60°C (granulometria 60/80 mesh). As extracGes foram realizadas a
uma temperatura de 40°C, sob agitacdo mecanica (400 rpm), variando as razdes
solvente/amostra (6, 9 e 12 mL/g) e fixando-se o0 tempo de extragdo (2h), o qual foi escolhido
aleatoriamente.

A amostra e o solvente foram misturados em um baldo de fundo chato, imerso em
um banho termostatico. A centrifugacdo também foi realizada (conforme descrito no item

4.2.5.1), para separar a fase solida do extrato oleoso enriquecido em astaxantina.

4.2.6 Quantificacdo de carotenoides totais como astaxantina

O teor de astaxantina foi determinado por espectrofotometria na regido do UV-VIS
(2000UV/Nova Instruments), através da medida da absorbancia dos extratos oleosos obtidos,
em um comprimento de onda especifico. Este comprimento de onda, chamado de méaximo
(Amax), Toi determinado pela varredura entre 400 e 600 nm de uma amostra padrdo de
astaxantina solubilizada em cada 6leo vegetal (e seus blends), conforme metodologia de Chen
e Meyers (1984). O teor de astaxantina foi calculado pela seguinte equacdo (SACHINDRA,;
MAHENDRAKAR, 2005).

AxV xFx10°
100 x M x CE

Rendimento de extracio de astaxantina (ug/g residuo) =

Onde:
A = absorbancia no Amsx:
V =volume (mL) de extrato obtido ap6s a centrifugacao;

F = fator de diluicao;
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M = massa (g) do residuo utilizado;
CE = coeficiente de extingéo.
Os coeficientes de extincdo (CE) também foram determinados a partir da

metodologia de Chen e Meyers (1984) a partir da seguinte equacao:

Coeficiente de extincio (CE) = 7,4428 x 1013 x A~ 22311

max

Os valores de Amax € dos coeficientes de extin¢do (CE) determinados e utilizados no

presente trabalho se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 Absor¢do méaxima e coeficiente de extin¢do do padrdo de astaxantina em diferentes
6leos vegetais.

Absorgéo Coeficiente de
Solvente )
maxima (Angx) (nM)  extingcéo (CE)
Oleina de palma 485 2059
Oleo de soja 487 2026
Oleo de castanha-do-para 474 2254
Oleina de palma/ dleo de soja 486 2043
Oleina de palma / 6leo de castanha-do-paréa 479 2163

4.2.7 Estabilidade oxidativa

Os ensaios de estabilidade oxidativa da oleina de palma in natura e dos extratos foram
realizados segundo o método proposto pela AOCS (1993), utilizando equipamento Rancimat
(743/Metrohm). Foram utilizados 3 g de amostra, temperatura de 110°C e fluxo de ar de 20
L/h. A oxidacdo foi induzida pela passagem de ar pela amostra, mantida a temperatura
constante. Os produtos volateis sdo coletados em agua ultrapura e determinados pela mudanca
na condutividade elétrica desta. A curva de condutividade elétrica x tempo foi
automaticamente registrada no decorrer da reacdo, sendo determinado em horas o tempo de
inducdo, que é o tempo decorrido entre o inicio do teste e um aumento subito na
condutividade. As analises foram realizadas em duplicata.

Essa analise determina a eficiéncia do composto antioxidante (astaxantina) presente

nos extratos. A estabilidade oxidativa é caracterizada pelo periodo de inducéo obtido quando
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amostras de 6leo sdo submetidas a um processo de oxidacdo acelerado. A determinacdo da
eficacia de um antioxidante adicionado corresponde frequentemente & medida do alargamento
do periodo de inducdo resultante da sua adi¢do (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

4.2.8 Perfil de acidos graxos

A composicdo dos acidos graxos dos 6leos individuais (palma, soja e castanha-do-
pard) e dos blends (palma/soja e palma/castanha-do-pard) foi determinada por conversdo dos
ésteres metilicos de acidos graxos. A metodologia utilizada foi a de Rodrigues, Darnet e Silva
(2010), sendo realizada em um cromatdgrafo gasoso (CP3380/Varian Inc.), associado a uma
coluna capilar Varian CP-Sil 88 (60 m x 0,25 mm), acoplado ao detector de ionizacdo em
chama.

As condicbes operacionais foram: o gas hélio como gas de arraste com um fluxo de
0,9 mL/min., temperatura do detector e do injetor foram de 250°C e volume de amostra
injetado foi de 1ul. A temperatura da coluna foi programada para: 80°C em 4 min e
subsequente aumento até 205°C (4°C/min.). Os picos foram identificados por comparacao do
tempo de retencdo. A curva de calibracdo foi realizada com uma mistura de acidos graxos
padrdo (Nucheck 74x). A area de cada pico de retencdo foi calculada usando o software
Varian Star 3.4.1 e os resultados expressos em porcentagem. As analises foram realizadas em

duplicata.

4.2.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio do software
Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT INC., 2004), através da analise de variancia (ANOVA) e
teste de médias de Tukey a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA PASTA E DOS PRODUTOS DESIDRATADOS

As imagens dos residuos de camardo rosa desidratados por Refractance Window
(60RW, 70RW e 80RW), por liofilizacdo (L) e em estufa (E) sdo apresentadas na Figura 13,

0s quais estdo na granulometria de 60/80 mesh.

60RW 70RW

Figura 13 Amostras dos materiais desidratados por Refractance Window (60RW, 70RW e
80RW), por liofilizacdo (L) e em estufa (E), todos com granulometria de 60/80 mesh. 60RW
= material seco a 60°C por Refractance Window; 70RW = material seco a 70°C por
Refractance Window; 80RW = material seco a 80°C por Refractance Window.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados de umidade e atividade de agua da pasta do residuo de camarao rosa e
dos materiais desidratados por Refractance Window (60RW, 70RW e 80RW), por liofilizagdo
(L) e em estufa (E) séo apresentados na Tabela 2. A pasta continha uma umidade inicial de
65,94 %, valor inferior aos reportados por Sanchez-Camargo (2010) para os residuos do

camardo rosa (Penaeus paulensis) e por Seabra et al. (2014) para os residuos do camarao-
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branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei), que apresentaram valores de 73,9 % e 73,7 %,
respectivamente. J com relacdo ao valor obtido por Correa et al. (2012) para os residuos do
camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei), que foi de 50,84 %, o valor do presente
trabalho foi maior. A composicdo dos residuos do camardo pode variar dependendo de cada
espécie e devido a fatores ambientais, como a localizacdo e época da captura, assim como o
tipo de alimentacdo, a maturidade sexual e a temperatura da 4gua (KINSELLA, 1988).

Tabela 2 Resultados de umidade e atividade de &4gua da pasta do residuo de camardo rosa e
dos materiais desidratados por liofilizacdo (L), por Refractance Window (60RW, 70RW e
80RW) e em estufa (E).

Amostra Umidade (%) Atividade de
agua

Pasta 6594 +0,38% 0,9737 % 0,00°
E 10,55+ 0,06°  0,4987 + 0,00°

L 8,97 £ 0,06°  0,3137 +0,00°
60RW 10,80 +0,05° 0,5243 % 0,00
70RW  10,63+0,05° 0,5049 +0,01°
80RW 9,26 +0,19° 0,4753+0,01°

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Apobs 0s processos de secagem, houve diminuicdo significativa do valor de umidade
(Tabela 2), passando de 65,94 % para 8,97 % (produto liofilizado — L), 10,55 % (produto seco
em estufa — E), 10,80 % (produto 60RW), 10,63 % (produto 70RW) e 9,26 % (produto
80RW). Dentre as secagens por Refractance Window, pode-se observar que o processo em
que foi empregada a maior temperatura de secagem (80°C) foi 0 que gerou o produto com
menor umidade (produto 80RW, com umidade de 9,26 %). A utilizagdo de temperaturas mais
altas implica num maior gradiente de temperatura entre o material e a &gua quente circulante

no reservatério, aumentando assim a taxa de transferéncia de calor, o que leva a uma maior
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evaporacdo da agua, resultando em pds com umidade mais baixa (FERRARI; RIBEIRO;
AGUIRRE, 2012; TONON; BRABET; HUBINGER, 2008).

Os valores de umidade dos produtos desidratados do presente trabalho (Tabela 2) sdo
similares aos reportados por Correa et al. (2012) e por Seabra et al. (2014) para os residuos do
camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei), que apresentaram valores de 8,75 % e
8,90 %, respectivamente. Mezzomo et al. (2013) realizaram a secagem em estufa de residuos
do camardo rosa e apresentaram um valor de 11,21 % de umidade do produto seco, também
similar ao valor de 10,55 % alcancado no presente trabalho, sendo as condicgdes utilizadas as
mesmas (60°C; 10h).

A reducdo da umidade dos residuos apds os processos de secagem pode proporcionar
maiores rendimentos de extracdo de astaxantina, pois havera maior superficie de contato entre
o soluto e o solvente, o que facilita o processo de difusdo e aumenta a transferéncia de massa
(SAHENA et al., 2009). Existem trabalhos de extracdo de astaxantina a partir de residuos de
camardo que comprovaram que o teor de astaxantina extraida foi bem maior nos residuos
desidratados do que nos in natura (PERDIGAO et al., 1995; MEZZOMO et al., 2011;
SEABRA et al., 2014).

Os valores de atividade de agua (aw) diferiram significativamente entre si (p < 0,05)
(Tabela 2), e ap6s os processos de secagem, houve diminuicdo desses valores, passando de
0,9737 (pasta) para 0,3137 (produto liofilizado — L), 0,5243 (produto 60RW), 0,5049 (produto
70RW) e 0,4753 (produto 80RW). Todos os produtos desidratados possuem estabilidade
microbioldgica, pois apresentaram valores de atividade de agua menores que 0,6 (SCOTT,
1957).

A Tabela 3 apresenta os resultados dos parametros de cor da pasta do residuo de
camarao rosa e dos produtos desidratados por Refractance Window (60RW, 70RW e 80RW),
por liofilizacdo (L) e em estufa (E). O parametro L* representa a luminosidade, o parametro
a* a intensidade da cor vermelha, o parametro b* a intensidade da cor amarela, o indice
Chroma (C) a intensidade da saturagdo ou intensidade da cor e o angulo de Hue (°H)
representa a tonalidade da cor da amostra (0° vermelho; 90° amarelo; 180°: verde; 270°:
azul).

Pode-se verificar na Tabela 3 que os valores de L* ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05) entre as amostras L (produto liofilizado) e 60RW (produto seco a
60°C por Refractance Window), com valores de 63,60 e 63,43, respectivamente. Ja 0s
produtos 70RW e 80RW apresentaram valores de L* diferentes significativamente (p < 0,05)

entre si e com relacdo aos demais produtos também. Pode-se perceber que quanto maior a
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temperatura de secagem (por Refractance Window), maior foi o valor de L* (maior
luminosidade), ou seja, resultando em produtos mais claros. Os produtos desidratados mais

escuros (menores valores de L*) foram as amostras E, L e 60RW.

Tabela 3 Resultados dos parametros de cor da pasta do residuo de camardo rosa e dos
materiais desidratados por Refractance Window (60RW, 70RW e 80RW), por liofilizacdo (L)
e em estufa (E).

Parametros de cor

Amostra
L* a* b* C °H
Pasta 37,38+0,70° 12,47 +0,40° 22,35+0,81 2559+0,52° 60,84 +0,49°
E 58,00 £0,55° 10,27 £0,23° 32,18+0,21° 33,78+0,23° 72,30 +0,22°
L 63,60 £ 0,62° 14,84+0,42* 37,28+0,60° 40,12+0,54* 68,29 + 0,47°
60RW  63,43+0,97° 14,36+0,86* 36,89+0,54*° 3959+0,66° 68,73 +0,63°
70RW 66,34 +050° 11,97 +0,16° 3583+0,60" 37,78+0,43° 71,53+0,38°
80RW  68,51+0,96° 991+0,13° 3470+0,42° 36,09+0,26° 74,06 +0,25°

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Com relacdo ao pardmetro a* (Tabela 3), comparando os produtos desidratados, 0s
maiores valores foram para os produtos L (liofilizado) e 60RW, o0s quais ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) entre si, mas apresentaram diferenca em relacdo aos
produtos E, 70RW, 80RW (p < 0,05). O parametro a* indica a intensidade da cor vermelha e
pode-se perceber que quanto maior a temperatura de secagem (por Refractance Window),
menor foi o valor de a*. Isso pode estar relacionado com a degradacdo da astaxantina (que
possui coloracdo vermelho-alaranjada) com o aumento da temperatura, ja que esse
carotenoide € termosensivel.

Mesmo que a temperatura da secagem em estufa tenha sido baixa (60°C), o
prolongado tempo de exposic¢do (10h) da amostra a essa condi¢cdo também resultou em um
produto com baixo valor de a*, o qual ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) em

relagdo ao produto 8ORW.
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Os produtos L e 60RW apresentarem 0s maiores valores de a*, ou seja, sdo produtos
mais avermelhados, com possivelmente maior teor de astaxantina, ja que a liofilizacdo
mantém a integridade dos alimentos e 60°C foi a menor temperatura empregada nos processos
de secagem por Refractance Window. Isso demonstra que a secagem por Refractance
Window a 60°C proporciona uma alta manutengdo das caracteristicas do material em relagéo
a cor, sendo similar a liofilizacdo nesse aspecto.

Silva (2014) realizou a secagem de uma pasta composta de banana verde e acai em
leito de jorro, nas temperaturas de 70, 80 e 90°C. A autora também obteve o maior valor do
parametro a* para o produto desidratado com a menor temperatura (70°C), o que foi
explicado devido & maior retencéo de antocianinas.

A mesma analise realizada para o parametro a* pode ser aplicada para o indice
Chroma (C), que representa a intensidade da saturacdo ou intensidade da cor. Como ja foi
mencionado, a astaxantina possui coloracdo vermelho-alaranjada, e como a liofilizacdo
praticamente ndo altera as caracteristicas do produto, o maior valor do indice Chroma para a
amostra liofilizada pode ser explicado devido a esse fato, ou seja, resultando em um produto
com coloracao mais forte (cor mais viva). O produto 60RW também apresentou um alto valor
do indice Chroma, ndo apresentando diferenca significativa (p > 0,05) em relagcdo ao produto
liofilizado.

Os produtos E, 70RW e 80RW apresentaram 0s menores valores do indice Chroma
(Tabela 3), ou seja, sdo produtos com coloracdo mais fraca (aspecto fosco). Isso pode ser
explicado devido a degradacdo da astaxantina com o aumento da temperatura (produtos
70RW e 80RW) e com a exposicao prolongada a uma temperatura de 60°C (produto E).

Os resultados do angulo de Hue também podem oferecer maior embasamento para as
suposicdes realizadas anteriormente. Entre 0 e 90°, quanto menor o angulo, a amostra tende
mais a coloracdo vermelho-alaranjada. E justamente os produtos que apresentaram oS
menores valores de angulo de Hue foram o L e o 60RW, ou seja, sdo produtos mais
vermelhos que os outros, possivelmente devido ao maior teor de astaxantina presente.

Como ja foi dito, a secagem por Refractance Window a 60°C proporcionou resultados
compardveis a liofilizacdo, com relagéo a retencdo da cor. Outros autores também observaram
resultados semelhantes, comparando as secagens por Refractance Window e liofilizacéo,
como Abonyi et al. (2001) na secagem de morangos e Caparino et al. (2012) na secagem de

manga.
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5.2 DETERMINACAO DA MELHOR TEMPERATURA DE SECAGEM

A Tabela 4 apresenta os resultados de rendimento de extragdo de astaxantina
(utilizando oleina de palma como solvente) para as amostras desidratadas por Refractance
Window (60RW, 70RW e 80RW), todas com a granulometria 60/80 mesh. Os experimentos
foram baseados na metodologia de Handayani, Indraswati e Ismadji (2008): maceracédo
dindmica, temperatura de 70°C, tempo de 2h e razdo solvente/amostra igual a 6 mL/g. Pode-
se observar na Tabela 4 que os resultados apresentaram diferenca significativa entre si (p <
0,05).

Tabela 4 Rendimentos de extracdo de astaxantina das amostras desidratadas por Refractance
Window (60RW, 70RW e 80RW), obtidos por maceragdo dindmica a 70°C, 2h, razéo
solvente/amostra de 6 mL/g; solvente: oleina de palma; granulometria das amostras: 60/80
mesh.

Rendimento de extragéo de
Amostra astaxantina
(ug ASX/ g residuo)

60RW 79,57 + 0,58°
70RW 71,33 + 0,66°
80RW 66,24 + 0,49°

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O maior valor de rendimento de extracdo de astaxantina foi obtido pela amostra 60RW
(Tabela 4), comprovando a suposicao que foi feita no item 5.1 (Tabela 3), em que foi dito que
devido aos elevados valores do pardmetro a* e indice Chroma e menor valor do angulo de
Hue, a amostra 60RW poderia conter maior teor de astaxantina. De fato, com o0 aumento da
temperatura de secagem, houve a degradacdo da astaxantina, por isso as amostras 70RW e
80RW apresentaram baixos valores de a* e C e altos valores de °H (Tabela 3), e como
consequéncia apresentaram rendimentos de extragdo de astaxantina menores do que a amostra
60RW.

Para se ter uma referéncia, foi realizada também a extracdo de astaxantina a partir da
amostra liofilizada (L), cujo rendimento de extracdo foi de 80,49 pg/g, ndo apresentando

diferenca significativa (p > 0,05) em relacéo ao resultado do produto 60RW.
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O rendimento de extracdo de astaxantina para a amostra 60RW (79,57 ug ASX / g
residuo) foi muito proximo ao valor reportado por Handayani, Indraswati e Ismadji (2008),
83,44 ug ASX / g residuo. Estes autores realizaram a extracdo de astaxantina de residuos de
camarao-tigre-gigante (Panaeus monodon) nas mesmas condicBes utilizadas no presente
trabalho. O valor ligeiramente superior observado pelos autores pode ser explicado devido a
diferenca das espécies de camardo, ao tipo de desidratacdo empregado (os autores utilizaram a
liofilizacdo) e ao teor de umidade do produto seco (os autores ndo informaram o valor).

Como a amostra 60RW apresentou um maior rendimento de extracdo de astaxantina e

os melhores pardmetros de cor, ela foi a selecionada para as proximas etapas do trabalho.

5.3 DETERMINACAO DO MELHOR SOLVENTE DE EXTRACAO

A Tabela 5 apresenta os resultados de rendimento de extracdo de astaxantina para a
amostra 60RW utilizando diferentes solventes. As extracfes foram por maceracdo dinamica
com temperatura de 70°C, tempo de 2h, razdo solvente/amostra igual a 6 mL/g e amostra com

granulometria 28/48 mesh.

Tabela 5 Rendimentos de extracdo de astaxantina para a amostra 60RW utilizando diferentes
solventes; obtidos por maceracdo dindmica a 70°C, 2h, razdo solvente/amostra de 6 mL/g;
granulometria das amostras: 28/48 mesh.

Rendimento de extracao de
Solvente astaxantina
(Mg ASX / g residuo)

Oleina de palma 100 % 64,14 + 0,68
Oleo de castanha-do-para 100 % 54,12 +0,21°
Oleo de soja 100 % 52,60 + 0,36"
Oleina de palma 50 % / 6leo de castanha-do-para 50 % 57,34 +0,47°
Oleina de palma 50 % / 6leo de soja 50 % 56,60 + 0,83

Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O objetivo do trabalho € utilizar a oleina de palma como principal solvente, entretanto,

esses testes (Tabela 5) foram realizados para verificar a possibilidade de incremento do



55

rendimento se a oleina de palma for aplicada em conjunto com outro 6leo, formando um
blend. Pode-se verificar que quando os 6leos foram utilizados individualmente (linhas 1, 2 e 3
da Tabela 5), a oleina de palma foi a que proporcionou um maior rendimento de extracao
(64,14 pg ASX / g residuo), seguida do 6leo de castanha-do-paré e 6leo de soja, com valores
de 54,12 e 52,60 ug ASX / g residuo, respectivamente. Esses trés valores citados acima
apresentaram diferenca significativa entre si (p < 0,05).

O rendimento de extracdo de astaxantina utilizando 6leo de soja (52,60 ug ASX / g
residuo) foi mais que o dobro do valor reportado por Sachindra e Mahendrakar (2005) (24,80
Hg ASX / g residuo), para extracdo de astaxantina de residuos de camardo da espécie Penaeus
indicus. Os autores também realizaram a extracdo por maceracdo dinamica a 70°C por 2h,
mas com algumas diferencas, que podem explicar 0 menor valor observado. A espécie de
camarao utilizada ndo foi a mesma, ndo houve o cozimento dos residuos antes da extracdo, a
razdo solvente/amostra foi de 2 mL/g e ndo foi informada a granulometria do material
utilizado.

Quando os blends de 6leos vegetais foram utilizados (Tabela 5), ndo houve um
incremento do rendimento em relacdo a extracdo na qual foi utilizada apenas a oleina de
palma. Dessa forma, ndo é vantajoso utilizar a oleina de palma em conjunto com 0s outros
dois 6leos vegetais utilizados. Os rendimentos de extracdo de astaxantina utilizando o mix
oleina de palma/6leo de castanha-do-pard e o mix oleina de palma/6leo de soja ndo
apresentaram diferenca significativa entre si (p > 0,05).

Para tentar explicar a diferenca de rendimentos obtidos para cada 6leo vegetal e 0s
blends, os resultados de perfil de acidos graxos dos Oleos serdo analisados e correlacionados
com os valores de rendimento de extracdo de astaxantina. A Tabela 6 mostra o perfil dos

acidos graxos majoritarios de todos os 6leos e blends utilizados no presente trabalho.
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Tabela 6 Acidos graxos majoritarios da oleina de palma, 6leo de castanha-do-para, 6leo de
soja, blend de 50% de oleina de palma e 50% de 6leo de castanha-do-para e blend de 50% de
oleina de palma e 50% de 6leo de soja.

Acido graxo (g/100g)

Oleo vegetal Acido palmitico  Acido oleico  Acido linoleico
(C16:0) (C18:1, ®-9) (C18:2, »-6)
Oleina de palma 3781+0,10° 4462+0,09° 10,70%0,12°
Castanha-do-para 15254003 3848+0,02° 3587 +0,02°
Soja 12,40 + 0,05° 23,30 + 0,05° 58,21 +0,07°
Palma 50 %/castanha-do-para 50 %  27,21+0,11°  41,90+0,04" 22,40 + 0,04°
25,00 + 0,02° 33,73+ 0,02¢ 32,19 +0,05°

Palma 50 %/Soja 50 %

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Analisando a Tabela 6 juntamente com a Tabela 5, pode-se primeiramente inferir que
0 maior rendimento de extracdo de astaxantina, que foi obtido pela oleina de palma, pode
estar relacionado com seus elevados niveis de &cido oleico e palmitico. Entretanto, pode-se
perceber que os rendimentos provenientes dos 6leos de castanha-do-paré e de soja (Tabela 5)
sdo bem similares, sendo o valor do de soja ligeiramente inferior. As quantidades de acido
palmitico dos 6leos de castanha-do-pard e de soja (Tabela 6) sdo também bem similares,
sendo o valor do de soja também ligeiramente menor. J& as quantidades de acido oleico dos
6leos de castanha-do-para e de soja sdo bem diferentes. Dessa forma, pode-se inferir que o
acido palmitico é o responsavel pela capacidade de extragdo de astaxantina, sendo
proporcionais o rendimento de extracdo com a quantidade desse acido graxo presente no 6leo.

A hipotese citada no paragrafo anterior é também confirmada quando sdo analisados
os blends. Os rendimentos de extracdo de astaxantina utilizando o blend oleina de palma/éleo
de castanha-do-pard e o blend oleina de palma/éleo de soja foram semelhantes, néo
apresentando diferenca significativa entre si (p > 0,05), sendo o rendimento do segundo blend
citado ligeiramente inferior (Tabela 5). E as quantidades de acido palmitico dos dois blends
sdo também semelhantes (Tabela 6), sendo o valor do blend oleina de palma/éleo de soja
tambem ligeiramente menor. Ja as quantidades de &acido oleico dos dois blends sdo bem
distintas, confirmando a hipdtese de que o acido palmitico é o responsavel pelo poder de

extracao.
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Essa hipotese também pode ser aplicada nos resultados do trabalho de Sachindra e
Mahendrakar (2005), no qual os rendimentos de extracdo de astaxantina de residuos de
camardo da espécie Penaeus indicus utilizando 6leo de soja (24,80 pg/g) e 6leo de coco
(24,70 pg/g) foram praticamente idénticos. As quantidades de acido palmitico nos éleos de
soja e coco podem variar de 8 a 13 e de 9 a 12 g/100g, respectivamente, ou seja, valores bem
proximos. Ja as quantidades de acido oleico sdo diferentes, podendo variar de 18 a25e de 5 a
9 9/100g nos o6leos de soja e coco, respectivamente (ULLMANNS, 1992).

A hipotese criada no presente trabalho leva em consideracdo apenas o perfil de acidos
graxos dos oleos. Entretanto, pode haver outros fatores que influenciem no rendimento de
extracdo, como por exemplo, a viscosidade dos 0leos, que pode afetar a difusividade e por
consequéncia a extracdo (PARJIKOLAEI et al., 2015).

Como a oleina de palma (utilizada individualmente) foi a que proporcionou um maior
rendimento de extracdo (64,14 pg ASX / g residuo), ela foi a selecionada para as proximas

etapas do trabalho.

54 EXTRACAO ULTRASSONICA

A Figura 14 apresenta os resultados de rendimento de extragdo de astaxantina para a
amostra 60RW utilizando oleina de palma. As extragdes foram por ultrassom com
temperatura de 40°C, razéo solvente/amostra igual a 9 mL/g e com tempos de 1, 2 e 3h. Duas
amostras foram testadas: uma com granulometria 28/48 mesh e a outra com 60/80 mesh.
Pode-se observar que a granulometria das amostras exerceu um grande efeito nos rendimentos
de extracdo. As amostras mais finas (60/80 mesh) foram as que apresentaram 0s maiores
rendimentos de extracdo de astaxantina, com valores 2,67; 2,17 e 2,25 vezes maiores do que
0s resultados da amostra mais grossa (28/48 mesh), para os tempos de 1, 2 e 3h,
respectivamente. Isso se deve ao fato de que com a diminui¢do do tamanho das particulas,
ocorre 0 aumento da area de contato entre o solvente e o sélido, reduzindo as limitacdes de
transferéncia de massa e aumentando os rendimentos de extracdo (BIRD; STEWART;
LIGHTFOOT, 2006; LAROZE et al., 2010).
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Figura 14 Efeito da granulometria (28/48 e 60/80 mesh) da amostra 60RW sobre o0s
rendimentos de extracdo de astaxantina utilizando oleina de palma; extracdes ultrassénicas,
40°C, razdo solvente/amostra igual a 9 mL/g e tempos de 1, 2 e 3h.

Outros autores apresentaram resultados com o mesmo comportamento. Handayani,
Indraswati e Ismadji (2008) realizaram a extra¢do de astaxantina por maceracdo dinamica a
partir de residuos de camarao, utilizando 6leo de palma, a uma temperatura de 70°C, razdo
solvente/amostra igual a 6 mL/g e tempo de 2h. Os rendimentos de extracdo foram: 48,54
Mg/g (40/60 mesh), 83,44 ug/g (60/80 mesh) e 131,74 pg/g (80/100 mesh).

Parjikolaei et al. (2015) realizaram a extracdo de astaxantina por maceragdo dinamica
a partir de residuos de camardo, utilizando éleo de girassol, a uma temperatura de 70°C, razdo
solvente/amostra igual a 9 mL/g e tempo de 3h. Os rendimentos de extracdo foram:
aproximadamente 43 pg/g (8 mesh) e 62 pg/g (30 mesh).

Pode-se perceber ainda na Figura 14 que os rendimentos de extragdo foram
aumentando com o tempo. Como a amostra com granulometria 60/80 mesh foi a que
proporcionou maiores rendimentos de extracdo, ela foi a selecionada para as proximas etapas
do trabalho.

Para demonstrar de uma maneira geral todas as fases do processo de extragéo, foi

escolhido o experimento que consistiu de extracdo ultrassdnica a 40°C, utilizando oleina de
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palma, com uma razdo solvente/amostra igual a 9 mL/g, tempo de 3h e amostra 60RW com
granulometria 60/80 mesh. As Figuras 15 e 16 demonstram as fases do processo de extracéo.

Figura 15 A: produto proveniente da extracdo, antes da centrifugacdo; B: produto apds a
centrifugacéo.

Fonte: Autoria propria.

Figura 16 Primeira cubeta: oleina de palma; segunda cubeta: sobrenadante proveniente do
processo de centrifugacdo (oleina de palma com astaxantina).

Fonte: Autoria propria.

A Figura 15 (A) representa o produto proveniente das 3h de extragcdo, antes da

centrifugacdo, sendo um material totalmente homogéneo (oleina de palma + amostra em pé +
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astaxantina). A Figura 15 (B) representa o produto apds a centrifugacdo, sendo agora um
material heterogéneo (fase inferior rica em amostra em pé e fase superior rica em oleina de
palma com astaxantina). A Figura 16 mostra a diferenca de coloracéo da primeira cubeta, que
possui somente oleina de palma, para a segunda cubeta, que possui 0 sobrenadante
proveniente do processo de centrifugagdo, ou seja, oleina de palma com astaxantina. Nota-se
que a coloragdo da segunda cubeta é vermelho-alaranjada, cor da astaxantina.

A Figura 17 apresenta os resultados de rendimento de extracdo de astaxantina para a
amostra 60RW (granulometria 60/80 mesh), utilizando oleina de palma. As extracdes foram
por ultrassom com temperatura de 40°C, com razfes solvente/amostra de 6, 9 e 12 mL/g e
com tempos de 1, 2 e 3h. Pode-se verificar que fixando a razdo solvente/amostra, houve um
aumento do rendimento de extracdo com o tempo. Este comportamento também foi
demonstrado nos trabalhos de Handayani, Indraswati e Ismadji (2008) e Parjikolaei et al.

(2015), na extragdo de astaxantina de residuos de camarao.

180
@® 160 A
S
o 140 - I
zga
C = -
S g 120 -
X 2 -
D = 100 - =
[¢B] [ I
O 80 A
ot I
é X 60 -
= & 40 A
o
m 20 N
O T T T T T T T T T T
\}% \}% ,\>¢0 ,\/\Qo \>°0 ,\y?o QQO @}% \)Qo
& & < & & i\ & &
.© .© o 9 9 9 N N N
N ) q} ) G;Qﬁ @ﬁ q‘\?'y G;Qﬁ \“Q." q‘\/Q." ,-\_‘;Q."

Figura 17 Rendimentos das extragGes ultrassonicas de astaxantina da amostra 60RW
(granulometria 60/80 mesh), utilizando oleina de palma; 40°C, razdes solvente/amostra de 6,
9e 12 mL/g e temposde 1, 2 e 3h.

Analisando ainda a Figura 17, pode-se perceber que fixando o tempo, houve um

aumento do rendimento de extracdo com a razdo solvente/amostra. Isso pode ser explicado
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devido ao fato de que quanto maior essa razdo, maior serd a capacidade de interagdo entre as
moléculas (maior probabilidade de choques). Parjikolaei et al. (2015) estudaram a extracdo de
astaxantina de residuos de camardo com razdes solvente/amostra de 3, 6 e 9 mL/g e
constataram que os melhores resultados foram alcangcados para os experimentos com razao de
9 mL/g.

Os valores de rendimentos de extragdo de astaxantina por ultrassom (Figura 17) estdo
na faixa de 72,97 (1h; 6mL/g) a 152,91 (3h; 12 mL/g) ng/g, mostrando que nas condicdes
utilizadas no presente trabalho, quanto maiores a razdo solvente/amostra e o tempo, maior é o
rendimento.

A faixa de valores de rendimento do presente trabalho (72,97 a 152,91 pg/g) é maior
do que os valores reportados por outros autores: 16,00 a 27,56 pg/g (extracdo por maceragédo
dindmica com 6leo de girassol) (SACHINDRA; MAHENDRAKAR, 2005); 41,07 a 131,74
Mg/g (extracdo por maceracdo dindmica com O6leo de palma) (HANDAYANI;
INDRASWATI; ISMADJI, 2008); 19,20 a 53,00 pg/g (extracdo por maceracao dinamica com
solventes organicos e extracdo supercritica) (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2011); 6,40 a
20,80 pg/g (extracdo por maceracdo dinamica e por soxhlet com solventes orgéanicos)
(MEZZOMO et al., 2011).

E claro que comparagdes diretas nio podem ser realizadas com os trabalhos citados no
parégrafo anterior, pois pode haver diferencas nas condicdes utilizadas, como por exemplo:
espécie do camardo, granulometria da amostra, tipo de secagem empregado, teor de umidade
da amostra, razdo solvente/amostra, tipo de extracdo e solventes empregados. Entretanto, uma
comparacdo geral pode ser realizada, mostrando que as condic¢des utilizadas no presente
trabalho (como por exemplo: cozimento da amostra, secagem por Refractance Window a
60°C, granulometria de 60/80 mesh e extracdo ultrassdnica com oleina de palma)
proporcionaram valores consideraveis de rendimentos de extracdo de astaxantina.

O rendimento de extracdo de astaxantina para 0 experimento com razao
solvente/amostra de 6 mL/g e tempo de 2h (96,83 pg/g) foi maior do que o reportado por
Handayani, Indraswati e Ismadji (2008), 58,65 pg/g. Estes autores realizaram a extracdo de
astaxantina de residuos de camardo-tigre-gigante (Panaeus monodon) por maceragao
dindmica a uma temperatura de 50°C, razdo solvente/amostra de 6 mL/g, tempo de 2h,
utilizando oleo de palma. O valor superior obtido pelo presente trabalho pode ser explicado,
por exemplo, pela diferenga de espécies de camardo, mas principalmente devido & diferenca

do tipo de extragdo. Handayani, Indraswati e Ismadji (2008) realizaram a maceragéo
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dindmica, que teoricamente é menos eficiente do que a extracdo ultrassonica realizada no
presente trabalho.

Para fins de comparacdo, foram realizados trés experimentos por maceracdo dinamica
(MD) nas mesmas condi¢Oes da extracdo ultrassénica (US): razdes solvente/amostra de 6, 9 e
12 mL/g, 40°C e tempo de 2h (o qual foi escolhido aleatoriamente, sem nenhum motivo
especial). Os resultados estdo apresentados na Figura 18, onde pode ser observado que as
extracOes ultrassonicas (US) foram as que proporcionaram 0s maiores rendimentos de
extracdo de astaxantina, com valores 1,66; 1,73 e 1,88 vezes maiores do que os resultados da
maceracdo dinamica (MD), para as razbes solvente/amostra de 6, 9 e 12 mL/g,
respectivamente. Quanto maior a razdo solvente/amostra, maior foi a diferenca de

rendimentos entre as extragdes por maceracdo dindmica e por ultrassom.
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Figura 18 Rendimentos de extracdo de astaxantina da amostra 60RW (granulometria 60/80
mesh), utilizando oleina de palma, por ultrassom (US) e maceracdo dinamica (MD); 40°C,
tempo de 2h e razdes solvente/amostra de 6, 9 e 12 mL/g.

Dentro das condigdes estudadas no presente trabalho e de acordo com as
comparagles com a literatura, pode-se afirmar que o processo de extracdo ultrassonica é mais
eficiente do que o processo por maceracdo dindmica. Isso pode ser explicado devido ao fato

de que a propagacédo das ondas sonoras na presenca de amostras sélidas promove a formacao
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de microbolhas que implodem assimetricamente, colidindo com a superficie do material.
Como consequéncia, ocorre a ruptura das células da amostra, o que facilita 0 mecanismo de
difusdo do solvente para o interior do material, ou seja, aumenta a transferéncia de massa e 0s
rendimentos de extracdo (MELECCHI, 2005; CASTRO; CAPOTE, 2007; SHIRSATH,;
SONAWANE; GOGATE, 2012).

Para fins de comparacéo, foram realizados trés experimentos de extragéo ultrassonica
com a amostra liofilizada (L) e trés com a amostra desidratada em estufa (E), nas mesmas
condicdes das extracbes realizadas com a amostra desidratada por Refractance Window
(60RW): tempos de 1, 2 e 3h, 40°C e razéo solvente/amostra de 9 mL/g (a qual foi escolhida
aleatoriamente, sem nenhum motivo especial). Os resultados estdo apresentados na Figura 19,
onde é possivel verificar que para os experimentos de 1 e 2h, os rendimentos de extracdo para
as amostras 60RW e L ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre si, mas
apresentaram diferenca em relacdo aos resultados obtidos nas extragcbes com a amostra seca
em estufa. Nos experimentos com tempo de 3h, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre
os rendimentos para todas as amostras (60RW: 140,99 ug/g; L: 148,07 ug/g; E: 116,8 pg/g),

embora os valores obtidos para a 60RW e L sejam muito proximos.
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Figura 19 Rendimentos das extra¢Ges ultrassonicas de astaxantina das amostras E, 60RW e
L, todas com granulometria 60/80 mesh, utilizando oleina de palma; 40°C, razéo
solvente/amostra de 9 mL/g e tempos de 1, 2 e 3h.
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Os dados da Figura 19 confirmam os resultados de cor da Tabela 3 (item 5.1). Os
dados mostram que o processo de secagem por Refractance Window a 60°C promove elevada
retencdo das caracteristicas do produto, sendo comparavel ao processo de liofilizacdo. Isso é
de grande relevancia, pois se trata de mais um trabalho que confirma que a secagem por
Refractance Window é uma importante alternativa em relagdo ao processo de liofilizacdo, que
€ um processo caro e demorado.

A secagem por Refractance Window é um processo simples, de baixo custo e com
tempos bem menores do que a liofilizacdo. No presente trabalho, a amostra 60RW foi obtida
com 1h de secagem. J& a amostra L foi obtida com 36h de liofilizacdo. E os resultados de
rendimentos de extragdo foram bem semelhantes.

As extracOes utilizando a amostra desidratada em estufa (E) apresentaram 0s menores
valores de rendimento (Figura 19), fato que também esta de acordo com a discussdo realizada
com os dados da Tabela 3 (item 5.1), em que foi dito que devido a excessiva exposi¢do da
amostra a uma condicdo de temperatura relativamente alta (60°C), houve maior degradacéo
da astaxantina.

Embora os valores de rendimento obtidos nas extragdes com a amostra E (1h: 69,03
Mg/g; 2h: 92,61 pg/g; 3h: 116,8 pg/g) tenham sido menores do que os obtidos com as
amostras 60RW e L, os mesmo sdo maiores do que os reportados na literatura, em trabalhos
que também utilizaram a secagem em estufa. Mezzomo et al. (2011) utilizaram a secagem em
estufa de residuos do camardo rosa a uma temperatura de 60°C por 5 horas e realizaram
diversos métodos de extracao de astaxantina, em que o maior valor obtido (20,8 pg/g) foi pela
extracdo por soxhlet utilizando hexano e isopropanol. Ja Mezzomo et al. (2013) utilizaram a
secagem em estufa de residuos do camardo rosa a uma temperatura de 60°C por 10 horas e
realizaram extracdo supercritica de astaxantina, cujo maior valor obtido foi de 26,82 pg/g.

Com o propésito de avaliar a qualidade dos extratos obtidos pelas extracfes
ultrassonicas de astaxantina, foram realizados testes de estabilidade oxidativa. Na Tabela 7
sdo mostrados os periodos de inducdo obtidos por analise em Rancimat dos extratos oleosos
com astaxantina, bem como da amostra de controle (oleina de palma). A analise em Rancimat
é um teste de oxidacdo forgada, em que ela é acelerada pela alta temperatura e pela
oxigenacdo (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). O periodo de inducdo é o tempo
necessario para inicio do processo de oxidacao, ou seja, quanto maior esse periodo, maior é a

estabilidade oxidativa da amostra.



65

Tabela 7 Estabilidade oxidativa em Rancimat para oleina de palma in natura e extratos
provenientes das extracOes ultrassonicas de astaxantina da amostra 60RW (60/80 mesh) em
diferentes condicGes de tempo e razdo solvente/amostra (temperatura de 40°C; solvente:
oleina de palma).

Amostra Periodo de inducéo (h)
Controle (oleina de palma) 6,87 + 0,03°
3h; 12 mL/g 10,50 +0,14°
2h; 12 mL/g 9,65 + 0,25°
1h; 12 mL/g 9,05 +0,07°
3h; 9 mL/g 9,85+ 0,15°
2h; 9 mL/g 9,44 + 0,10
1h; 9 mL/g 8,47 +0,02°
3h; 6 mL/g 9,18 + 0,22
2h; 6 mL/g 8,51 +0,14°
1h; 6 mL/g 8,42 +0,16°

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 7, o menor periodo de inducéo foi para a oleina
de palma in natura, com 6,87 h. Os extratos apresentaram valores na faixa de 8,42 a 10,50 h,
todos acima de 6,87 h, ou seja, houve um incremento da estabilidade oxidativa em relacdo a
oleina de palma in natura. Isso confirma que a astaxantina extraida possui capacidade
antioxidante, caracteristica muito importante desse tipo de carotenoide.

O menor periodo de inducgdo (8,42 h) foi obtido pela extracdo com tempo de 1 h e
razdo solvente/amostra de 6 mL/g e o maior periodo de inducdo (10,50 h) foi obtido pela
extragcdo com tempo de 3 h e razdo solvente/amostra de 12 mL/g, justamente o0 experimento
que proporcionou o maior rendimento de extracdo (152,91 ug/g) (Figura 17). A Figura 20
apresenta os graficos obtidos diretamente pelo software do equipamento Rancimat, os quais
mostram a diferenca do tempo de inducdo entre a oleina de palma in natura e os extratos

obtidos pelos experimentos citados acima.
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Figura 20 Tempos de inducdo para A: oleina de palma in natura; B: extrato obtido com as
condicdes de 1h e 6 mL/g; C: extrato obtido com as condi¢Ges de 3h e 12 mL/g.
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A determinacdo da efichAcia de um antioxidante adicionado corresponde
frequentemente a medida do alargamento do periodo de inducgdo resultante da sua adicdo
(SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). E esse alargamento pode ser visto claramente na
Figura 20, com os resultados do presente trabalho, em que o tempo de inducdo passou de 6,87

h na oleina de palma in natura para 10,50 h no extrato obtido nas condi¢6es de 3h e 12 mL/g.
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6 CONCLUSAO

Os produtos liofilizado e 60RW foram o0s que apresentaram 0s maiores valores do
parametro a* e indice Chroma (C) e os menos valores de angulo de Hue (°H). Isso demonstra
que esses produtos possuem uma coloracdo vermelha mais intensa, possivelmente devido ao
maior teor de astaxantina (que possui coloragéo vermelho-alaranjada).

Dentre os produtos desidratados por RW, o 60RW foi 0 que apresentou o maior teor
de astaxantina, possivelmente devido a degradacdo deste carotenoide com o aumento da
temperatura de secagem, ja que 0 mesmo € termosensivel.

Quando a oleina de palma foi utilizada em conjunto com o 6leo de soja e 6leo de
castanha-do-pard, ndo houve um incremento do rendimento da extragdo de astaxantina em
relacdo a extracdo na qual foi utilizada apenas a oleina de palma.

As amostras com menor granulometria (60/80 mesh) foram as que apresentaram 0s
maiores rendimentos de extracdo de astaxantina. Nas condi¢Oes de extragdo ultrassonica
utilizadas no presente trabalho, quanto maiores a razdo solvente/amostra e 0 tempo, maiores
foram os rendimentos. E tais rendimentos foram maiores do que os resultados obtidos pela
extracdo por maceracdo dinamica, mostrando que o ultrassom é uma técnica mais eficiente.

Os rendimentos da extracdo ultrassonica utilizando a amostra 60RW foram similares
aos resultados obtidos utilizando a amostra liofilizada, e foram maiores do que os resultados
utilizando a amostra seca em estufa, mostrando que a secagem por RW a 60°C é um processo
que preserva a qualidade do produto, assim como a liofilizacdo. Isso é de grande relevancia,
pois a secagem por Refractance Window é um processo simples, de baixo custo e com tempos
bem menores do que a liofilizacdo e a secagem em estufa.

Todos os extratos apresentaram valores de estabilidade oxidativa maiores do que a
oleina de palma in natura, mostrando que a astaxantina extraida possui capacidade
antioxidante. Os valores de rendimentos de extracdo e de estabilidade oxidativa obtidos
podem ser considerados muito bons, devido principalmente as circunstancias do presente
trabalho, pois se trata de um aproveitamento de um residuo que seria descartado, através de
técnicas de secagem e extracdo simples, baratas e rapidas, utilizando ainda um solvente barato
e ndo poluente (oleina de palma).

Os extratos obtidos podem ser utilizados em industrias de ragdo animal (astaxantina
atuando como uma fonte de pigmentacdo na aquicultura) e nas industrias alimenticias no
geral, atuando como aditivos, fornecendo energia, elevada estabilidade oxidativa e

proporcionando os diversos beneficios a salde provenientes da astaxantina.
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