Adsorcao de carotenos de 6leo de palma
utilizando celulose como adsorvente
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Resumo

Carotenos sdao compostos antioxidantes com importante fungdo na manutencdo da saude hu-
mana. O dleo de palma é uma importante fonte natural de carotenos, sendo os isbmeros a- caro-
teno e B-caroteno presentes majoritariamente. O processo industrial de refino desse éleo leva a
destruicdo dos carotenos durante o branqueamento com terras diatomaceas (que também podem
favorecer a oxidacdo) e durante a etapa de desodorizacdo. Diferentes tipos de celulose que pas-
saram por pré-tratamento com gordura refinada de palma se mostraram um material promissor
e alternativo as terras diatomadceas. Por outro lado, as celuloses puras, nas condi¢cdes estudadas,
ndo foram capazes de concentrar quantidade significativa de carotenos. Considerando a-celulose,
celulose microfibrilada e celulose nanocristalina com pré-tratamento, essa Ultima apresentou maior
potencial em adsorver os carotenos do éleo de palma.
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Introducao

Carotenoides podem ser precursores da vitamina A em humanos e podem desempenhar um
papel na prevencdao de alguns tipos de cancer, doencas cardiacas, doenca de Alzheimer, doen-
ca de Parkinson, hipertensdo, diabetes, além de auxiliar no crescimento e na renovacao celular
(Corréa-Filho et al., 2019; Embrapa, 2023)

O B-caroteno é um pigmento com atividade antioxidante e de alto valor agregado, porém é
suscetivel a degradacdo por acdo de luz, presenca de oxigénio e temperatura (Corréa-Filho et al.,
2019). O processo de refino industrial leva a destruicao de quase a totalidade dos carotenos do éleo
de palma. Na etapa de branqueamento, sdo utilizadas terras diatomdceas, que sdo adsorventes que
podem favorecer a oxidagdo, além de promover adsorcdo irreversivel e consequente destruicdo de
parte dos carotenos do 6leo. Ja os carotenos remanescentes dessa etapa sao degradados durante
a desodorizacdo em processo chamado heat bleaching (Ribeiro et al., 2018; Almeida et al., 2019).
Desse modo, estudos sobre materiais adsorventes que garantam maior preservagao e possibilidade
de outros usos dos carotenos sdo importantes por agregar valor a cadeia produtiva do dendé. Nesse
sentido, este trabalho estuda a eficiéncia de diferentes tipos de celulose (a-celulose, celulose mi-
crofibrilada e celulose nanocristalina) na adsorcao de carotenos do éleo de palma, para que poste-
riormente possam ser adicionados em ra¢do animal, ja que a terra diatomdacea destréi os carotenos
apods a adsorgdo, e ndo é material seguro para a alimentacao.
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Materiais e métodos

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizadas a-celulose (Sigma-Aldrich); celulose nano-
cristalina (CNC) (CelluForce); celulose microfibrilada (MFC), produzida na Unidade Embrapa Floresta,
em Colombo, PR; gordura refinada de palma da marca Taud, adquirida via comércio; éleo de palma
hibrido (Elaeis guineenses x Elaeis oleifera), cedido pela industria de éleo Marborges, localizada no
Para; e padrdes de a-caroteno, B-caroteno e 9-cis-B-caroteno (Sigma-Aldrich).

Pré-tratamento dos adsorventes a-celulose, celulose
microfibrilada e celulose nanocristalina

Em béquer de 100 mL, foram pesados 50 g de gordura refinada de palma. Em seguida, 1,5 g
(3%) do respectivo adsorvente: a-celulose, CNC ou MFC foi adicionado a gordura em trés aliquotas
de 0,5 g. O béquer contendo a mistura (gordura e primeira aliquota) foi levado ao ultraturrax por
2 minutos a 10.650 x g. A cada 2 min, foi adicionada uma aliquota de adsorvente. A agita¢ao foi
mantida por 30 minutos, e a cada 10 min a mistura era levada ao banho de gelo para resfriar até
cerca de 30 °C. O adsorvente foi separado do dleo por centrifugacao a 10.650 x g, temperatura am-
biente, por 5 minutos. Com auxilio de pipeta, as fases foram separadas; por fim, o excesso de gor-
dura da fragdo sélida foi extraido com de papel toalha. Os materiais foram preparados em duplicata.

Adsorc¢ao dos carotenos em celulose

Os ensaios de adsorgao foram realizados com os adsorventes pré-tratados, e com a-celulose,
CNC e MFC puras, conforme procedimento descrito a seguir, em triplicata. Em baldo de fundo re-
dondo de 250 mL foram pesados 50 g de 6leo de palma e adicionado aproximadamente 0,15 g de
solugdo aquosa de acido citrico 30% (m/m), seguido da adigdo de 0,50 g do material adsorvente. A
mistura foi agitada manualmente para homogeneizar o sistema, e o baldo foi levado ao rotaevapo-
rador nas seguintes condi¢Oes: temperatura de 80 °C e tempo de processamento de 1 hora.

A seguir, o 6leo branqueado com as celuloses foi centrifugado, com o material ainda quente,
a 10.000 x g por 20 min. A fracdo oleosa (6leo branqueado) foi coletada em frasco ambar para pos-
terior determinacdo de isbmeros de caroteno por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
A fracdo adsorvente impregnada com déleo residual foi seca com auxilio de papel toalha, para se
extrair o excesso de 6leo ainda presente nesses materiais, para posteriormente realizar a dessorcao
de carotenos dos adsorventes e a avaliacdo de possivel degradacdo de carotenos.

Dessorg¢ao dos carotenos da celulose

Em microtubos com capacidade de 2 mL, foi pesado, aproximadamente, 0,05 g dos adsorventes
obtidos no tépico anterior. Foi adicionado 1 mL de uma mistura metanol:MTBE (1:1); foi realizada
agitacdo em vortex por aproximadamente 1 min e em seguida os microtubos foram centrifugados
por 2 min a 650 x g. A fracdo liquida foi coletada em balGes de 50 mL, previamente pesados. Essa
extracdo dos carotenos da celulose foi repetida até o solvente permanecer incolor. Os baldes foram
levados ao rotaevaporador a 40 °C. O éleo obtido foi pesado para posterior realizacdo de andlise dos
carotenos dessorvidos dos diferentes tipos de celulose por HPLC.

Perfil de carotenoides HPLC

As analises de HPLC foram realizadas para se determinar o contetdo de a-caroteno, -caroteno
e 9-cis-B-caroteno, nos 6leos branqueados com a-celulose, MFC e CNC com e sem pré-tratamento,
e também no material obtido da dessorcao.
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Extra¢do dos carotenos

Em tubo de ensaio, foi pesado 0,13 g de éleo branqueado, e foi utilizado todo material obtido
da dessorgdo. Para extragao dos carotenos, primeiramente foram adicionados 2 mL de acetona, se-
guido de homogeneiza¢do em banho ultrassonico durante 1 min. Posteriormente, foram adiciona-
dos 3 mL de éter de petrdleo e 10 mL de dgua destilada. A fase superior (éter de petrdleo + carote-
noides) foi coletada e, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, foi transferida para um tubo
de ensaio com tampa. Uma nova extracdo na fase aquosa foi realizada com 2 mL de acetona, com
posterior agitacdo em vortex durante 5 seg, adicdo de 3 mL de éter de petrdleo e sonicagdao durante
1 min. As fragdes ricas em carotenos foram coletadas e agregadas ao primeiro extrato. A extragao foi
repetida até que a fase etérea ficasse incolor.

Saponificagao

A saponificacdo foi feita com uma solugao de 10% de KOH em metanol. Em tubos de ensaio
com tampa, essa solugdo foi adicionada aos carotenos extraidos anteriormente, permanecendo no
escuro overnight em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a fase rica em carotenos foi coleta-
da com pipeta de Pasteur e transferida para um funil de separagao, e 5 mL de éter de petréleo foram
adicionados ao extrato metandlico do tubo de ensaio, sendo a fase etérea coletada, juntando-a com
a anteriormente retirada. A fase rica em carotenos coletada em funil de separacéo, foram adiciona-
dos 50 mL de dgua destilada. A lavagem da fase etérea do funil com agua destilada foi repetida por
trés vezes. O extrato etéreo foi recolhido e passado através de um funil contendo algodao e sulfato
de sddio anidro para eliminar o excesso de umidade, aliquotas de éter foram utilizadas para ‘lavar’
o sulfato e minimizar perda dos carotenos. A filtragao foi feita diretamente para um baldo. O extrato
final obtido foi concentrado em rotaevaporador em baldes de 50 mL. O extrato rico em carotenos
obtidos da dessorg¢ao foi ressuspendido em 2 mL de metanol:MTBE e o extrato obtido do éleo bran-
queado foi ressuspendido em 3 mL de metanol:MTBE.

HPLC

A andlise cromatografica foi executada em um cromatdégrafo a liquido de alta eficiéncia (HPLC)
(Agilent 1290 Infinity LC), equipado com detector de arranjo de diodos, ajustado para aquisicdo de
dados em 450 nm. Os carotenoides foram separados em uma coluna C30 YMC Carotenoid (250 x 4.6
mm) a 25 °C. Empregou-se elui¢ao por gradiente, utilizando-se diferentes proporg¢des de misturas de
metanol:MTBE:agua 81:15:4 v/v/v (A) e metanol:MTBE:agua 46:50:4 v/v/v (B), com fluxo de 1 mL/
min e volume de injecdo de 10 puL. O tempo da corrida cromatografica foi de 40 minutos. Padrdes
comerciais foram usados para identificar os picos dos carotenoides. Os padrdes de a-caroteno,
B-caroteno e 9-cis-B-caroteno foram solubilizados em diclorometano grau HPLC, e preparam-se oito
diluicdes em metanol: MTBE 50:50 em concentra¢des abrangendo a faixa de 0,1 ug/mL a 50 pug/mL
para realizar a calibracgao.

Resultados e discussao

O pré-tratamento das celuloses foi realizado em duplicada. Para cada replicata das celuloses
tratadas, bem como para as celuloses puras, realizou-se o ensaio de adsorcdo com trés repeti¢oes.

Para determinar a influéncia das condi¢Ges experimentais na degradac¢do dos carotenos, foram
realizados trés tipos de controles, que seguiram o procedimento descrito na metodologia, porém
sem adicdo dos adsorventes. No controle C1, o experimento foi realizado em temperatura ambiente
e adi¢do de 4cido citrico. O C2 foi realizado com temperatura de 80 °C e adi¢do de 4acido citrico. Ja
C3 foi realizado com temperatura de 80 °C e sem o &cido citrico. Os resultados foram comparados
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pela aplicacdo do teste de Tukey (p<0,05), indicando que a temperatura tem alguma influéncia na
degradacdo de carotenos.

Para comparacao do teor dos carotenos destruidos e adsorvidos, uma amostra de dleo bruto
(CPO) foi saponificada e analisada em HPLC. O CPO apresentou, respectivamente, 175 ug de a-ca-
roteno, 663 ug de B-caroteno e 97 ug de 9-cis-B-caroteno por grama de 6leo. Esses valores foram
comparados aos encontrados nos éleos branqueados (Figura 1). Os dleos branqueados com as ce-
luloses que passaram pelo pré-tratamento apresentaram um menor teor de carotenos que o CPO,
indicando que houve adsorcdo. As celuloses sem tratamento com gordura, por sua vez, ndo foram
capazes de adsorver significativamente nenhum dos trés carotenos em estudo, nas condi¢des expe-
rimentais trabalhadas. Uma possivel explicacdo é o fato de a gordura utilizada no pré-tratamento
ser hidrofdbica, assim como os carotenos presentes majoritariamente no dleo, enquanto a celulose
pura é um material de carater hidrofilico.

Caroteno ndo adsorvido
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Figura 1. Comparacdo entre os carotenos quantificado no CPO e os carotenos remanescentes no dleo apds adsorgao.

Considerando a quantidade de cada caroteno presente no 6leo de palma bruto (CPO) como
100%, foi calculada a porcentagem de cada isbmero adsorvido utilizando apenas 1% em massa dos
adsorventes. As celuloses com pré-tratamento adsorveram percentual consideravel dos trés caro-
tenos estudados, enquanto entre as celuloses pura apenas a MFC mostrou pequena capacidade
adsortiva, o que pode ser explicado pela forma como a MFC é preparada, a partir de celulose mi-
crocristalina (Sigma) que passa por tratamento com acidos graxos, semelhante ao descrito na me-
todologia deste trabalho. Porém, como essa celulose passou por processo de lavagem com hexano
e secagem em estufa, acredita-se que, mesmo sendo feita a lavagem, algum percentual de acidos
graxos permanece aderido a celulose, favorecendo a interagdo com os carotenos.

Tabela 1. Porcentagem de carotenos adsorvidos pela celulose em comparagdao com o CPO.

% caroteno adsorvido do éleo branqueado

a-caroteno B-caroteno 9-cis-B-caroteno
a-cel 25,45 28,82 23,94
MEFC 30,28 33,45 28,19
CNC 27,82 30,25 25,33
a-cel pura 0 0 0
MFC pura 4,95 3,72 2,1

CNC pura 0 0 0

7

/7

—
>
=
@)
=
L
o
<
O
=
)
d




A Figura 2 mostra os carotenos dessorvidos das celuloses com pré-tratamento. Pode ser obser-
vado um aumento na concentragdo de a-caroteno no final do processo, o que ocorreu com os trés
tipos de celulose estudadas. O 9-cis-B- caroteno também teve um aumento considerdvel em sua
concentracao. Dos trés tipos de celulose estudados, a CNC foi a que demonstrou maior capacidade
de concentrar os carotenos citados. Considerando o B-caroteno, a a-celulose foi o adsorvente que
apresentou maior capacidade de concentrar esse caroteno.

Caroteno dessorvido da celulose
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Figura 2. Comparacdo entre o teor de carotenos do CPO e o extraido dos adsorventes.

Conclusao

Os ensaios de adsorgao de carotenos do 6leo de palma mostraram que é possivel concentra-
-los em diferentes tipos de celulose, desde que essas passem por pré-tratamento com a gordura,
que possui maior afinidade com os carotenos. Um possivel seguimento para o estudo sera testar
novas condicOes experimentais, como temperaturas mais brandas e diferentes concentra¢des de
adsorventes para se aumentar a quantidade de carotenos recuperados/adsorvidos pela celulose,
além de celulose de fontes renovdveis, como a nanofibra de celulose, que é produzida na Embrapa
Agroenergia, a partir de engaco de dendé.
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