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RESUMO - Este estudo investigou a extracdo do Oleo das sementes de nabo forrageiro em
condicdes pressurizadas utilizando diferentes solventes. As extracdes por liquido pressurizado (ELP)
foram conduzidas a temperatura de 135 °C, pressao de 50 bar e tempo extracdo de 50 min, utilizando
etanol e acetato de etila como solventes. O efeito do tipo de solvente pressurizado foi avaliado em
relacdo ao rendimento massico (Ywm), rendimento em dleo (Yo), fracdo do material ndo lipidico (wni) e
teor de proteinas retido no farelo desengordurado e os resultados obtidos foram comparados com a
extracdo convencional Soxhlet. Na ELP, o etanol forneceu maior rendimento massico (Ywm) (33,09%),
entretanto 37,18% deste valor € atribuido ao material ndo lipidico. Com a aplicacdo de acetato de etila
pressurizado na extracdo do 6leo, a quantidade de material ndo lipidico foi reduzida para 0,65%,
atingindo 88,4% do Yo da técnica Soxhlet. Além disso, 0 acetato de etila pressurizado resultou em maior
teor de proteina retido no farelo desengordurado comparado ao etanol. O acetato de etila apresentou
maior seletividade na ELP do 6leo das sementes de nabo forrageiro, produzindo uma matéria-prima
adequada para a sintese de biodiesel.
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ABSTRACT - This study investigated the extraction of radish seeds oil under pressurized
conditions using different solvents. Pressurized liquid extractions (PLE) were carried out at a
temperature of 135 °C, pressure of 50 bar and extraction time of 50 min, using ethanol and ethyl acetate
as solvents. The effect of the type of pressurized solvent was evaluated in relation to mass yield (Ywm), oil
yield (Yo), fraction of non-lipid material (wn) and protein content retained in the defatted bran and the
results obtained were compared with the extraction conventional Soxhlet. In PLE, ethanol provided
higher mass yield (Ywm) (33.09%), however 37.18% of this value is attributed to the non-lipid material.
With the application of pressurized ethyl acetate in oil extraction, the amount of non-lipid material was
reduced to 0.65%, reaching 88.4% of the Yo of the Soxhlet technique. In addition, pressurized ethyl
acetate resulted in higher protein content retained in the defatted bran compared to ethanol. Ethyl
acetate showed greater selectivity in the PLE of radish seeds oil, producing a suitable raw material for
the synthesis of biodiesel.

Keywords: Raphanus Sativus L., Oil extraction, Pressurized solvents.
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1. INTRODUCAO

O nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) é uma planta globalmente distribuida (ARRO; LABATE,
2021), cujas sementes sdo destinadas a extracdo de 6leo, enquanto o farelo gerado como subproduto é
aplicado na alimentag&o animal (CARRERA et al., 2012; ITAVO et al., 2015) ou como fertilizantes para
correcao de solos (SILVESTRE et al., 2018). O teor de 6leo das sementes de nabo forrageiro varia entre
28% e 34% e sua composicdo é predominante em acido oleico (~35%) e erdcico (~22%) (SILVA et al.,
2017; STEVANATO; SILVA, 2019). O acido erucico ¢ um &cido graxo insaturado de cadeia longa
(C22:1), cuja a ingestdo excessiva causa problemas a saude (IMAMURA et al., 2013) e, por este motivo
0 Oleo das sementes de nabo forrageiro € classificado como ndo comestivel. Devido a estas
caracteristicas, aplicacdo deste 6leo tem sido explorada para producéo de biodiesel (FADHIL; SEDEEQ);
AL-LAYLA, 2019; STEVANATO; SILVA, 2019).

A tecnologia que utiliza solventes em condicdes pressurizadas € um processo de intensificacdo que
promove alto poder de solvatagdo aos fluidos (ARUMUGHAM et al., 2021). Pequenas alteracdes na
temperatura e pressdo provocam mudancas nas propriedades fisicas dos fluidos como densidade,
viscosidade, solubilidade e constante dielétrica. Devido a esta flexibilidade e a facilidade de ajuste, o
processo em condicdes pressurizadas pode ser aplicado tanto na extracdo do 6leo como na producao de
biodiesel (LEE et al., 2014). A extracdo do 6leo de matrizes oleaginosas é a primeira operacdo unitaria
do processo de producdo de biodiesel. Dentre as técnicas existente para este fim, a extracdo por liquido
pressurizado (ELP) se destaca como uma tecnologia avancada, a qual utiliza altas temperaturas e
pressdes, porém abaixo do ponto critico do solvente (ALVAREZ-RIVERA et al., 2020). A elevada
temperatura provoca o rompimento das forgas intermoleculares como forgas de van der Waals, ligacdes
de hidrogénio e forcas de dipolo. Por outro lado, a elevada pressdo mantém o solvente no estado liquido
(SANCHEZ-CAMARGO et al., 2017). Como consequéncia, a taxa de transferéncia de massa €
aumentada, enquanto a tensdo superficial e a viscosidade sdo reduzidas, o que facilita o acesso do
solvente no interior da matriz vegetal e promove altos rendimentos em menores tempos de extracao
(HERRERO et al., 2015). Desta forma, a ELP é considerada uma tecnologia promissora para a extracao
de 6leo destinado a producao de biodiesel.

Estudos sobre o uso de solventes alternativos em condigdes pressurizadas para a extragdo de 6leo
tém ganhado destaque nos ultimos anos (BARBI et al., 2020; CASTEJON; LUNA; SENORANS, 2018;
SANTOS et al., 2021). Esta crescente busca, se deve as preocupacdes ambientais e com a salde
desencadeadas pelo uso extensivo do n-hexano (KUMAR et al., 2017). O etanol é um solvente
emergente de base bioldgica que apresenta vantagens como baixa toxicidade, biodegradabilidade e
renovabilidade (JESUS; FILHO, 2020; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2019). Este solvente possui
qualidade alimentar e é rotulado como Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2016). Portanto, o uso do etanol é recomendado quando a aplicacdo do
farelo desengordurado para a alimentacdo é desejavel (CAPELLINI et al.,, 2019; NAVARRO;
RODRIGUES, 2018). Apesar das vantagens relacionadas a sua aplicacdo, a maior limitacdo do etanol na
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extracdo do dleo é baixa seletividade, resultando na co-extracdo de compostos polares (BAUMLER;
CARRIN; CARELLI, 2016; RODRIGUEZ et al., 2021). Como consequéncia, uma maior quantidade de
impurezas € retida no 6leo (AWOLU; MANOHAR, 2019), além de prejudicar a qualidade do farelo
desengordurado, visto que a maior retencdo de nutrientes durante a extracdo promove a melhor
eficiéncia de utilizagéo desse subproduto (LI; XIN; SUN, 2021).

Para promover a eficiéncia e seletividade na etapa de extracdo do 6leo, o acetato de etila é
proposto como solvente alternativo. O acetato de etila é um éster classificado como solvente “verde”,
quando avaliado em relacdo a critérios como saude humana, seguranca, meio ambiente e residuos
gerados (ALDER et al., 2016). Devido a menor polaridade comparado ao etanol, o acetato de etila
possui maior seletividade para lipidios neutros, compostos de interesse na producdo de biodiesel e,
portanto, pode atuar como solvente na extracdo do 6leo da matriz oleaginosa (PARK et al., 2017; WU et
al., 2017).

Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo investigar a extracdo do 6leo das sementes de
nabo forrageiro utilizando diferentes solventes pressurizados. As extra¢cdes foram avaliadas quanto ao
rendimento massico (Ywm), rendimento em 6leo (Yo), fracdo do material ndo lipidico do leo (wni) e teor
de proteinas retido no farelo desengordurado e os resultados obtidos foram comparados com a extracao
convencional Soxhlet.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

Sementes de nabo forrageiro (BRSEEDS, Aracatuba, SP, Brasil), acetato de etila (pureza >99,8%,
Anidrol, Diadema, Sao Paulo, Brasil) e etanol absoluto (pureza >99,9 %, PanReac AppliChem,
Darmstadt, Alemanha), foram utilizados como solventes. N-hexano (PanReac AppliChem, Darmstadt,
Alemanha) e etanol (95%, Anidrol, Diadema, S&o Paulo, Brasil) foram utilizados para determinar a
fracdo do material ndo lipidico dos 6leos obtidos. O teor de proteina do farelo foi determinado utilizando
sulfato de cobre pentahidratado (Synth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), citrato de soédio (Dinamica,
Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil), carbonato de sédio (Anidrol, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), hidroxido de
sodio (Neon), reagente Folin & Ciocalteu’s 2N (47641, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados
Unidos) e albumina bovina (A7906, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos).

2.2 Preparo da matéria-prima

As sementes de nabo forrageiro foram submetidas ao tratamento térmico ap0s imersdo em agua
(TIAN et al., 2019). O procedimento consistiu basicamente na hidratacdo das sementes (3 h) em agua
destilada em uma proporcéo 1:3 (sementes: dgua, g/mL), seguida da secagem das sementes a 120 °C
durante 1 h. Apo6s o tratamento, as sementes foram trituradas em um moedor doméstico (Cadence,
MDR302) e as cascas foram suspensas em uma corrente de ar e removidas. Em seguida foi realizada a
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classificacdo granulométrica, na qual foram selecionadas as particulas com diametro meédio de 0,92 +
0,09 mm.

2.3. Extracao de 6leo

As extragdes do 6leo das sementes de nabo forrageiro foram conduzidas na unidade extratora
previamente descrita por Mello et al. (2019), conforme apresentado na Figura 1, utilizando etanol e
acetato de etila como solventes. As sementes foram pesadas (5,2 g) e carregadas na célula de extracdo. O
sistema de extracdo foi preenchido com o solvente a uma vazdo constante de 3 mL min até atingir uma
pressdo de 50 bar, em paralelo a célula de extracdo foi aquecida em um forno até 135 °C. Ap0s percorrer
o tempo estatico de 10 min, a valvula agulha foi aberta e iniciou-se a extracdo dindmica. A coleta do
material de extracdo foi realizada em frascos previamente pesados, ap0s percorrer 0 tempo de extracao
de 50 min. As condicdes experimentais foram adotadas com base nos resultados obtidos por Mello et al.
(2021), que investigaram o efeito das varidveis operacionais na extragdo do 6leo de nabo forrageiro,
utilizando etanol com condicOes pressurizadas como solvente. Neste estudo, estas condicOes
experimentais proporcionaram elevado rendimento em 6leo e maior qualidade do 6leo obtido em termos
de compostos ativos (fitosterois e tocoferol). Apds a extracdo, o solvente foi removido em um
evaporador rotativo (Marconi, MA 120) acoplado com bomba a vacuo (Quimis®, 0955V) a 45 °C.

Figura 1 - Aparato experimental utilizado na extracdo do éleo de nabo forrageiro constituido por
reservatorio de solvente (SR), bomba de liquido de alta pressao (LP), check-valve (V1), forno de
aquecimento (F), zona de pré-aquecimento (PH), célula de extracdo (E), indicador de temperatura (T),
sistema de resfriamento (CS), banho termostatico (TB), indicador de pressdo (P1), valvula agulha (V2),
valvula de reducdo de pressao (V3) e amostragem (S).
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A extracdo convencional pelo método Soxhlet foi realizada para fins comparativos. Para isso,
cerca de 5 g de sementes foram colocadas no extrator Soxhlet (Vidrolabor®, Labor Quimi, Brasil) e um
baldo de fundo chato, acoplado ao extrator, foi preenchido com 150 mL de n-hexano e aquecido até a
temperatura de ebulicdo do solvente (70 °C) sob refluxo por 8 h.

O rendimento méssico (Ywm) das extragdes foi calculado a partir da relacéo entre a massa de extrato
bruto obtida e massa de sementes utilizadas em cada extracdo e o rendimento em o0leo (Yo) foi
determinado pela Equagéo 1.

Youx (100 — w,)%
100

Yo (%)= )

em que Ywm (%) é o rendimento méassico e wn (%) é a fragdo do material ndo lipidico presente no extrato
bruto.

O valor da fragdo do material ndo lipidico (wn) foi determinado de acordo a metodologia de
Rodriguez et al. (2021), com modificacbes. O extrato obtido pela ELP, com massa previamente
determinada, foi transferido para um tubo Falcon juntamente com n-hexano (10 mL), etanol (20 mL) e
agua destilada (5 mL). A mistura foi agitada e centrifugada (3500 rpm) durante 10 min. A fase superior,
solivel em n-hexano, foi separada da fase hidroalcdolica, composta pelo material ndo lipidico, e
coletada com uma pipeta Pasteur. Em seguida, foi adicionado n-hexano (3% 15 mL) ao tubo Falcon e o
procedimento de agitacdo, centrifugacéo e coleta do material foi repetido para cada adi¢cdo do solvente.
O solvente da fase superior foi removido por evaporacgdo (70 °C) e a wn foi determinada pela diferencga
entre a fracdo massica do extrato bruto e a fracdo massica do material lipidico.

2.4 Determinacdo do teor de proteina soltvel do farelo desengordurado

A extracdo de proteinas do farelo foi realizada de acordo com Wani et al. (2006). Em um
Erlenmeyer, foi adicionado cerca de 0,5 g de farelo e 35 mL de solucdo aquosa de NaOH (1,25 %). O
Erlenmeyer foi agitado em um agitador orbital (Marconi, MA 839/A) a 200 rpm durante 45 min e a uma
temperatura de 60 °C. Em seguida, a solucéo foi filtrada e extrato proteico obtido foi armazenado sob
refrigeracdo até o momento da analise. O teor de proteina soltvel foi determinado de acordo com o
método de Lowry et al. (1951), utilizando uma curva de calibracdo preparada com diferentes
concentragdes (0,025 a 0,600 mg mLt) de albumina bovina.

2.5 Analise de dados

Os dados experimentais foram obtidos em duplicata e analisados pela analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey para comparagao de médias (p<0,05) usando o software Statistica® (versao
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8.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados em termos de rendimento massico (Ywm), rendimento em 6leo
(Yo), fracdo do material ndo lipidico (wni) e teor de proteinas retido no farelo desengordurado obtidos na
ELP utilizando etanol e acetato de etila como solventes, bem como a comparagdo com os resultados
obtidos pelo método convencional Soxhlet.

Tabela 1 - Rendimento massico (Yw), fragdo do material ndo lipidico (wn), rendimento em 6leo (Yo) e teor de proteinas
soluveis retido no farelo desengordurado das extragdes do dleo das sementes de nabo forrageiro conduzidas com diferentes
solventes pressurizados e pelo método Soxhlet.

Teor de proteina

(%)
ELP Etanol 33,09 £ 0,642 37,18 £ 0,662 20,85 +£0,43° 11,79 £ 0,56°
ELP Acetato de etila 23,41 £0,43° 4,28 +0,35° 22,40 +0,33° 22,81 + 0,94°
Soxhlet n-Hexano 25,50 + 0,59° 0,65 £ 0,07° 25,33 £ 0,592 31,09 £ 0,682

'Rendimento massico, ?Fragdo do material ndo lipidico, *Rendimento em 6leo.

Nota-se que a extracdo utilizando etanol pressurizado resultou em maior Y, atingindo um valor
superior a extracdo Soxhlet. Entretanto o material extraido apresentou elevada wn, 0 que mostra que
37,18% do Ywm ¢é atribuido a compostos ndo lipidicos extraidos durante o processo, acarretando em Yo
inferior aos demais métodos de extracdo. Este resultado é explicado parcialmente pelo menor teor de
proteinas retido no farelo desengordurado obtido na ELP com etanol, uma vez que indica que houve
extracdo concomitante do 6leo e das proteinas na fase do extrato. Estudos mostram que o etanol
apresenta capacidade de extrair proteinas (CAPELLINI et al., 2017; SAWADA et al., 2014). Isto se
deve ao fato que proteinas ligadas a lipidios com cadeias laterais apolares podem ser extraidas com
etanol, devido a natureza quimica do solvente como caracteristicas parcialmente hidrofilicas e
hidrofobicas (CUI et al., 2017).

Hidalgo et al. (2016) mostraram que um solvente com maior polaridade produz um alto
rendimento de extracdo de proteinas no extrato de lipidios, acarretando em um menor rendimento de
extracdo de lipidios esterificaveis. Rodriguez et al. (2021) e Balmler et al. (2016) relataram que a wn do
6leo de girassol obtido com etanol pode atingir até 40,41 e 31%, respectivamente. Esses resultados sdo
consistentes o presente estudo e foram associados a presenga de outros compostos no 6leo como
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fosfatideos, polifendis, pigmentos, agUcares e proteinas solveis. Além disso, devido a maior polaridade
(em termos de momento de dipolo) do etanol (4,9), comparado ao acetato de etila (4,1) e a0 n-hexano
(0,0) (NAWAZ et al., 2020), o etanol solubiliza grande parte dos lipidios polares como fosfolipidios e
glicolipidios. Por outro lado, 0 momento de dipolo de lipidios neutros é proximo a zero e, portanto, essas
moléculas sdo mais soltveis em solventes de menor polaridade (LI; XIN; SUN, 2021).

O oleo obtido pela ELP com acetato de etila apresentou menor wn e maior Yo comparado a
mesma técnica utilizando etanol como solvente. Este resultado mostra a elevada seletividade do acetato
de etila pressurizado na obtencdo do 6leo de nabo forrageiro, sendo este capaz atingir 88,4% do Yo da
técnica Soxhlet em apenas 50 min, em contrapartida a técnica convencional requer 480 min. Wu et al.
(2017) verificaram que na extracdo de 6leo de microalga, o acetato de etila apresentou maior capacidade
de extracdo de lipidios neutros e menor taxa de remocdo de lipidios polares (glicolipidios e
fosfolipidios) comparado ao etanol. Além disso, ao comparar a composicdo quimica do 6leo de favela
obtido por diferentes solventes, Santos et al. (2021) determinaram que o 6leo obtido com aceto de etila
apresentou maior teor de triglicerideos comparado aos 6leos obtido com etanol e n-hexano.

4. CONCLUSAO

Neste estudo foi investigado o uso de solventes pressurizados emergentes na obtencéo do éleo das
sementes de nabo forrageiro. Apesar do etanol ser um solvente GRAS, sua aplicacdo na ELP promoveu
a extracdo concomitante de compostos néo lipidicos e resultou em menor Yo. O acetato de etila mostrou
excelente seletividade na extracdo de 6leo sob condi¢des pressurizadas e maior Yo comparado ao etanol,
atingindo 88,4% do Yo da técnica Soxhlet. O farelo desengordurado oriundo da extracdo com acetato de
etila apresentou maior teor de proteinas, portanto este solvente promoveu maior retencdo de nutrientes, o
que é de grande interesse quando deseja-se aplicar o subproduto gerado na extracdo de 6leo.
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