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Extracdo de acido clorogénico de farelo de girassol desengordurado

Extraction of chlorogenic acid from deffated sunflower meal

Patricia Mattos da Rosa' Rosemar Antoniassi' Elisabeth Borges Gongalves"
Humberto Ribeiro Bizzo" Antonio Jorge Ribeiro da Silva'

RESUMO

A cultura de girassol (Helianthus annuus L.) vem
se consolidando no Brasil, pois se adapta a diversas regides do
pais e apresenta caracteristicas interessantes tanto do ponto de
vista agrondmico, quanto em relacdo a composigdo do 6leo e
a qualidade de sua proteina. O farelo desengordurado de
girassol tem sido utilizado para racéo, mas seu escurecimento
limita o uso para consumo humano. O farelo contém &cido
clorogénico, um potente antioxidante, que quando oxidado
pela polifenoloxidase gera compostos que causam O
escurecimento e reduzem a qualidade nutricional da proteina.
Neste trabalho, foram obtidos extratos de acido clorogénico, a
partir do farelo desengordurado de girassol, utilizando-se
metanol ou etanol como solvente, nas temperaturas de 25, 40
e 60°C e tempos de contato de 30 e 60 minutos, constituindo
um experimento a trés critérios de classificagdo. Houve
diferenca significativa entre solventes, tempo e temperaturas
(P<0,05). A maior eficiéncia de remog¢do de &cido clorogénico
foi de 40%, quando o metanol foi utilizado. Os extratos de
acido clorogénico obtidos tém potencial de uso como
antioxidante.

Palavras-chave: Helianthus annuus L., &cido clorogénico,
girassol, CLAE, eficiéncia de extracéo.

ABSTRACT

The culture of sunflower (Helianthus annuus L.)
has been consolidated in different regions of Brazil, and presents
interesting characteristics on agronomic aspects, oil
composition and protein quality. The defatted sunflower meal
has been used to feed, but browning limits its use for human
consumption. Sunflower meal contains chlorogenic acid, a
potent antioxidant, which in turn is oxidized by polyphenol

oxidase, producing compounds that darken the meal and reduce
the nutritional quality of protein. In this research chlorogenic
acid extracts were obtained from defatted sunflower meal, using
methanol or ethanol as solvent, at temperatures of 25, 40 and
60°C and contact times of 30 and 60 minutes in a three
classification criteria experiments. There were significant
differences between solvent, time and temperature (P<0.05).
The highest removal efficiency of chlorogenic acid was of 40%,
when methanol was used. Chlorogenic acid extracts obtained
have potential for use as antioxidant.

Key words: Helianthus annuus L., chlorogenic acid, sunflower,
HPLC, extraction efficiency.

INTRODUGCAO

O girassol (Helianthus annuus L., familia
Asteraceae) é uma planta nativa do México e atualmente
¢ considerada como uma das melhores opcoes entre as
oleaginosas, em virtude da qualidade de dleo, rico em
acidos graxos polinsaturados e em vitamina E, além da
alta digestibilidade da sua proteina (BERNARDINI,
1983; GROMPONE, 2005).

Entre os fatores decisivos para o
fortalecimento do cultivo do girassol no Brasil esta a
demanda cada vez maior por dleo comestivel e
biocombustiveis, além da possibilidade do uso do farelo
na alimentacdo animal (FERRARI, 2004).

O farelo de girassol ¢ um subproduto do
processo de extracdo industrial de dleos da semente
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(com ou sem casca), utilizado como componente de
racdo animal. Apesar do alto conteido de proteina,
apresenta também alto contetdo de fibras, que reduz a
energia digestivel, e baixo teor de lisina (FURLAN et
al., 2001).

Atualmente, o termo &cido clorogénico
(ACGQG) é usado para designar uma familia de ésteres
formados pela esterificacdo de um ou mais derivados
do acido trans-cinamico com o &cido quinico (DE
MARIA & MOREIRA, 2004). A semente de girassol
apresenta quantidades variaveis de ACG, 4cido caféico
e isbmeros do acido di-cafeoil-quinico que estéo
concentrados na améndoa (PEDROSA et al., 2000). A
presenca de ACG no farelo estd associada ao
desenvolvimento de cor verde escura e marrom sob
processamento aquoso ou condicdes alcalinas. A
reacdo de escurecimento ocorre pela acdo de
polifenoloxidase que oxida 0 ACG e as substancias
resultantes reagem com a proteina, reduzindo a
quantidade de aminoécidos essenciais, a digestibilidade
e a qualidade nutricional, além de alterar a
funcionalidade e a aceitabilidade das proteinas
(PEDROSA et al., 2000; GONZALEZ-PEREZ et al., 2002;
SEN & BHATTACHARY YA, 2000; MARTINEZ &
DUVNJAK, 2006).

Muitos métodos tém sido propostos para
remocdo dos compostos fenolicos de farelo
desengordurado de girassol, como a extracdo com
solventes organicos e agua, solucdes acidas, salinas,
filtracdo com membranas ou combinacdo desses
processos. Apesar de 0s processos de extragdo com
solventes organicos e agua serem eficientes na
remocdo de ACG, ocorrem alteracdes na qualidade
protéica devido a desnaturagdo, reducdo de
solubilidade e perdas na recuperagdo das proteinas
(GONZALEZ-PEREZ et al., 2002). Outros processos
para remocéo de ACG incluem radiacdo gama associada
a tratamentos com calor seco e Uimido (FARAG, 1999) e
0 uso de enzimas (DE LEONARDIS et al., 2006;
MARTINEZ & DUVNJAK, 2006). Extratos de ACG
obtidos com metanol a partir de farelo de girassol foram
avaliados quanto a capacidade antioxidante com bons
resultados, mas inferiores aqueles obtidos com
antioxidantes sintéticos (ALLAM & BASSIUNY, 2002).

Neste trabalho, a eficiéncia de remogdo de
ACG de farelo de girassol foi avaliada na extragdo com
metanol ou etanol anidros, nas temperaturas de 25, 40
£60°C e tempos de 30 e 60 minutos de contato.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao das sementes de girassol

Sementes de girassol da variedade
EMBRAPAF2 BRS 191 foram fornecidas pelo Centro

Nacional de Pesquisa de Soja/ Embrapa Soja, Londrina,
PR. As sementes de girassol com casca foram secas em
estufa sem aeracgdo a 100°C por 60 minutos, segundo o
método proposto por BERNARDINI (1983), trituradas
em moinho de rolos industrial Tecmolin (Moinho
IndUstria e Comércio Tecmolin Ltda) modelo PGI/EB e
separacdo de cascas em agitador de peneiras
oscilatorias Tyler modelo RX-29-10, tipo Rotap, serie
10948, com peneirasde 12, 16, 24, 35, 40 e 48mesh.

Obtencéo do farelo desengordurado

As sementes sem casca foram trituradas e
condicionadas em cartuchos de celulose para extracdo
do 6leo com éter de petroleo (30-60°C), em aparelho de
Soxhlet, por 16 horas para obtencdo do farelo
desengordurado (AOCS, 2009).

Extracdo e analise dos &cidos polifendlicos

As anélises de ACG e &cido caféico foram
realizadas nas amostras de farelo desengordurado e
no extrato. Para andlise do teor inicial dos &cidos
polifendlicos no farelo desengordurado, foi realizada
extracdo utilizando-se 50mg de farelo para 70mL de
solucdo aquosa de metanol a 70%, com agitagdo por
120 minutos, a temperatura ambiente. Apos filtracao,
completou-se o0 volume em baldo volumétrico de 100mL
com a mesma solucéo da extracao.

Para obtencdo do extrato, foram utilizados
como solventes o metanol anidro ou etanol 99% PA,
para extracdo dos compostos fendlicos nas
temperaturas de 25, 40 e 60°C, com tempos de contato
30 e 60 minutos. Assim, foi utilizado um experimento a
trés critérios de classificacdo. Os ensaios foram
realizados em duplicata.

A proporcéo entre farelo desengordurado e
solvente utilizada foi de 5g para 50mL. Para extracéo,
foi utilizado um bal&o de fundo chato de 250mL com
agitador magnético conectado a um condensador. Apds
contato, o extrato foi filtrado e em seguida foi realizada
a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
A anélise foi realizada em cromatdgrafo
marca Shimadzu modelo LC 10AD, com detector SPD
M10A. A separacao cromatogréfica foi realizada em
coluna C_, (25cm x 4mm x 5mm), tendo como fase movel
metanol:acido acético 1% (35:65 v/v), com vazao 0,5mL
min?. O detetor utilizado foi o de arranjo de diodos
(DAD). A quantificagdo foi realizada a 313nm,
utilizando-se padronizacao externa com &cido caféico
e de ACG PA (SIGMA). A identificagdo ocorreu pela
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comparacao do espectro da substancia com os
espectros dos padrdes e por comparacdo dos tempos
de retencdo dos padrbes com os tempos de retengéo
dos picos das amostras. Todas as anéalises foram
realizadas em duplicata. O resultado foi expresso em
concentragdo de ACG no extrato obtido (ug mL™*) nessas
condicBes e o rendimento de extracdo de ACG (%) foi
calculado considerando-se o teor inicial presente no
farelo desengordurado.

A andlise estatistica empregou modelo com
trés critérios de classificacdo (solvente, temperatura e
tempo de contato) e interacfes duplas ajustado no
software Statgraphics (MANUGISTICS, 1993), bem
como 0s respectivos testes F de Snedecor implicitos
na modelagem. ComparacGes de médias foram
realizadas pelo teste T-Student.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da concentragdo de ACG nos
extratos obtidos e o rendimento de extracéo a partir do
farelo estdo descritos na tabela 1. O teor de ACG
originalmente presente no farelo desengordurado,
obtido a partir da semente da variedade Embrapa F2
BRS descascada, foi de 1,01g 100g* e foram detetados
apenas tragos de acido caféico. Esse resultado se
encontra na ampla faixa de variacdo do teor de ACG no
farelo de girassol, que oscila entre 0,06% até 2,5%
(CANIBEetal., 1999; GONZALEZ-PEREZ et al., 2002).

Os extratos metanolicos apresentaram
concentracdo de ACG variando de 222,57 a 425,72mg
mL-, enquanto nos extratos etandlicos a variacao foi
de 24,15 a 253,29mg mL™™. O rendimento de extragdo de

ACG para o metanol, em percentual, variou de 22 a41%
enguanto que para o etanol variou de 2 a 25%. Nestes
extratos, o 4cido caféico néo foi detetado.

Houve diferenca significativa (P<0,05) na
extracdo entre os solventes, tempos de contato e
temperaturas, concluindo-se, a partir desses resultados,
que o metanol foi mais eficiente que o etanol. Quanto
as interacOes entre os critérios, apenas o efeito tempo
X temperatura foi significativo ao nivel de 95% (Tabela 2).
O modelo foi reestruturado admitindo-se apenas essa
como interacdo, que novamente foi significativa
(Ftempoxtemperatura = 5’25’ P<0’05)

Analisando separadamente os solventes,
para etanol, a interacdo tempo X temperatura foi
significativa (Tabela 3), o que implicou efeitos
significativos de tempo de contato e de temperatura de
extracdo. A medida que a temperatura e o tempo
aumentaram, o rendimento de extracdo de ACG com
etanol aumentou significativamente (Tabela 4).

A média obtida para extragdo com etanol na
temperatura de 60°C e 60 minutos de contato foi superior
a todas as outras combinagdes (P<0,05). Para 30 e 60
minutos de contato, houve diferencga significativa para
as variacOes de temperatura de 25 a 40°C; em ambos 0s
casos, o teor de ACG aumentou. No que se refere aos
60min de contato, todas as comparagdes de médias
foram significativas (Tabela 4) e, como exposto, a melhor
combinag&o foi 60°C por 60min.

Para metanol, essa interacdo néo foi
significativa e tempo e temperatura foram significativos
isoladamente (Tabela 3). Assim, aumentando-se a
temperatura aumentou-se significativamente o teor de
ACG, e aumentando-se o tempo de extragdo também

Tabela 1 - Resultados médios de extracdo do ACG do farelo de girassol desengordurado™® para a proporcéo farelo:solvente de 1:10.

Solvente Tempo de contato (min) Temperatura (°C) Teor de ACG no extrato  Rendimento de extragéo
(ug mL?) do ACG do farelo (%)

Metanol 30 25 222,57 22,0

Metanol 60 25 279,10 27,9

Metanol 30 40 245,52 238

Metanol 60 40 409,85 40,7

Metanol 30 60 399,62 39,9

Metanol 60 60 425,72 40,9

Etanol 30 25 24,15 2,4

Etanol 60 25 24,15 2,4

Etanol 30 40 27,56 2,8

Etanol 60 40 150,54 14,8

Etanol 30 60 163,28 16,1

Etanol 60 60 253,29 25,2

* teor inicial de ACG no farelo de variedade F2 BRS descascada de 1,01g.100g™.
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Tabela 2 - Resultados do modelo a trés critérios de classificagdo (solvente, temperatura e tempo de contato) e interacdes duplas para o
rendimento de extracdo de ACG do farelo de girassol desengordurado para a proporcao farelo:solvente de 1:10.

Causa de variagao Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F
Solvente 1 2884,34 2884,34 201,75*
Tempo 1 336,41 336,41 23,53*
Temperatura 2 1150,36 575,18 40,23*
Solvente x tempo 1 1,03 1,03 0,07
Solvente x temperatura 2 15,19 7,60 0,53
Tempo X temperatura 2 150,11 75,05 5,25*
Residuo 14 200,15 14,30

Total 23 4737,61

* significativo (P<0,05).

aumentou, significativamente, o teor desse &cido. O
rendimento do tratamento a 60°C foi significativamente
maior do que o obtido nas demais temperaturas. Os
melhores resultados foram atingidos utilizando-se
metanol a 40°C e tempo de contato de 60 minutos;
metanol a 60°C e 30 minutos; e metanol a 60°C e 60
minutos de contato (Figura 1).

Rendimentos superiores aos descritos aqui
foram obtidos utilizando-se solugbes aquosas, acidas
ou alcalinas, temperaturas altas e maior tempo de
contato por SOSULSKI et al. (1973). Entretanto, foram
utilizadas inimeras etapas de extragdo e alta relacao
solvente/farelo, fatores que inviabilizam o processo em
escala industrial. Tais condi¢Ges promovem a extragio
de fracBes de proteina sollveis e maior desnaturacao
protéica, em virtude do tratamento térmico para
remogcao de agua do farelo.

A elevacéo da temperatura causa um efeito
marcante, implicando maior remogao dos compostos

fenolicos em um tempo menor, mas afetando também a
solubilidade do material protéico (DOMINGUEZ et al.,
1995). Assim, a otimizacao da temperatura é importante
ndo s6 com relacdo ao rendimento de extracdo de ACG
como também em relacéo aos efeitos na qualidade
protéica. Dessa maneira, 0 emprego de temperaturas
mais baixas pode ser mais vantajoso.

A extracdo dos acidos ACG e caféico foi
também estudada empregando-se solventes
hidratados, como metanol 80%, isopropanol 70% e
etanol 95%, com resultados de remog&o de 100, 88 e
24%, respectivamente (GONZALEZ-PEREZ et al., 2002).
Entretanto, o tempo de extragdo foi de 4h e a relagéo
farelo:solvente foi 1:20, parametros de processo pouco
vantajosos, particularmente em escala industrial. Deve-
se considerar ainda a energia necessaria para a
recuperacdo do solvente e as alteracbes que podem
ocorrer na proteina.

O uso de isopropanol anidro também foi
descrito, com rendimento de extracdo de 98% (SEN &

Tabela 3 - Resultados do modelo a trés critérios de classificagdo (solvente, temperatura e tempo de contato) e uma interagdo dupla para o
rendimento de extracdo de ACG do farelo de girassol desengordurado segundo solventes utilizados em cada extracéo.

Solvente Causa de variago Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F
Etanol Coef. ajust. Tempo 1 150,06 150,06 49,62*
0,9806 Temperatura 2 689,13 344,57 113,94*
Média ajust. Tempo X temperatura 2 78,12 39,06 12,92*
10,60625 Residuo 6 18,14 3,02
Total 11 935,45
Metanol Coef. ajust. Tempo 1 187,39 187,39 9,33*
0,8687 Temperatura 2 476,43 238,21 11,86*
Média ajust. Tempo X temperatura 2 133,51 66,76 3,32
32,53167 Residuo 6 18,14 3,02
Total 11 935,45

* significativo (P<0,05).
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Tabela 4 - Resultados de testes de diferencas de médias 2 a 2 para o rendimento de extragdo de ACG de farelo de girassol utilizando-se

etanol.

Tempos de contato
Tempos de contato Temp. 30min. 60min
25°C 40°C 60°C 25°C 40°C 60°C
30min 25°C - * * *
4OOC - * * *
600C * * - * *
60min 25°C * * *
4OOC * * * - *
600C * * * * *

* significativo (P<0,05), pelo teste T-Student.

BHATTACHARY YA, 2000). Também neste caso, um
tempo de extracdo mais longo e maiores temperaturas
para a remocdo do isopropanol foram necessarios,
condices deletérias a qualidade protéica do farelo. As
vantagens da utilizacdo de solventes anidros estdo
associadas a um menor consumo de energia para a
recuperagcdo do ACG do extrato e ao uso de
temperaturas mais baixas para a remogao do solvente
residual no farelo desengordurado.

O metanol ndo é um solvente grau
alimenticio, porém os extratos teriam vasta aplicacdo
na oleoquimica para promover o aumento da
estabilidade oxidativa de 6leos industriais ou de
biodiesel, em virtude de sua atividade antioxidante. J&
0s extratos etandlicos, embora obtidos com menor

rendimento, poderiam ser utilizados como antioxidantes
em 6leos vegetais, com a vantagem da reincorporagao
do ACG presente originalmente no girassol, mas que é
perdido durante o processo de refino do 6leo.

CONCLUSAO

A extracdo de ACG do farelo
desengordurado de girassol foi significativamente mais
eficiente com metanol que com etanol anidro e o
aumento do tempo de contato e da temperatura de
extracdo promoveram aumento significativo no
rendimento de ACG. Apds a extracdo com etanol do
ACG, hé possibilidade do uso do farelo para a
alimentacdo. Ja os extratos metandlicos teriam vasta
aplicacdo na oleogquimica.
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Figura 1 - Rendimentos de extracdo de ACG obtidos com etanol (a) e metanol (b) no
farelo desengordurado sem casca de girassol, nas temperaturas (25,40 e
60°C) e tempos de contatos (30 e 60 minutos).
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