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RESUMO

Neste trabalho foi estudado o processo para obtengdo de extratos de Ocimum basilicum
(manjericdo), Achyrocline alata e Achyrocline satureioides (macela) por extracao
supercritica, usando CO, com ou sem o co-solvente H,O; foram determinadas as isotermas
de rendimento global dos extratos, a composi¢do quimica e atividade antioxidante dos
mesmos. Foram realizados ensaios de extragdo no intervalo de pressdo de 100 a 300 bar nas
temperaturas de 30 e 50 °C com diferentes porcentagens do co-solvente H,O. Para cada
condicdo de extragdo, os ensaios de extracdo foram realizados em duplicata. A identificacao
dos compostos presentes nos extratos foi feita por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Os teores (% em area) dos principais compostos nos extratos
foram determinados por CG-DIC. A atividade antioxidante dos extratos foi determinada
através da reagdo acoplada de beta-caroteno e 4cido linolénico. O maior rendimento global
em extrato de manjericdo foi de 2% (em base seca — b.s.) a 100 bar, 30 °C e 1 % do co-
solvente H,O (v/v), 11% (b.s) a 100 e 150 bar, 30 °C e 10% de H,O (v/v), 24% (b.s.) a 300
bar, 30 °C ¢ 20% de H,O (v/v) ¢ 4% (b.s.) em extrato de Achyrocline alata a 200 bar ¢ 30
°C e 2% (b.s.) em extrato de Achyrocline satureioides a 200 bar e 30 °C. Os principais

componentes volateis detectados nos extratos (via ESC) de manjericdo foram eugenol,
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germacreno D e EPI-alfa-cadinol; nos extratos de A. alata e A. satureiodes foram trans-
cariofileno e alfa-humuleno. Os resultados foram comparados com os processos de extragao
com solvente organico (etanol) e hidrodestilacdo. Em relacdo a atividade antioxidante,
alguns extratos de manjericdo nao apresentaram atividade antioxidante superior ao beta-
caroteno, mas outros chegaram a 99% de atividade. A atividade antioxidante dos extratos
de A. alata variou de 28 % a 100 % obtidos por hidrodestilacio (HD) e extracao
supercritica (ESC) respectivamente e para os extratos de A. satureioides variou de 12 a 98

% respectivamente para HD e ESC.

PALAVRAS-CHAVES: Achyrocline alata, Achyrocline satureioides, agua, atividade
antioxidante, diéxido de carbono, extragdo supercritica, Macela, Manjericdo, Ocimum
basilicum, parametros de processo, rendimento global.
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TITLE: Vegetal extracts with functional properties obtained using supercritical
technology: use of CO, and CO; + H,O
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ABSTRACT

In this work supercritical fluid extraction was used to obtain extracts from Ocimum
basilicum (sweet basil), Achyrocline alata, and Achyrocline satureioides; for sweet basil
extracts, water was used as cosolvent at 1, 10, and 20% (v/v). The extract’s global yield
isotherms, chemical compositions, and antioxidant activities were determined. The
extraction assays were done for pressures of 100 to 300 bar at temperatures of 30 to 50 °C.
All the experiments were duplicated. The identification of the compounds present in
extracts was made by GC-MS. The antioxidant activity of extracts was determined using
the coupled reaction of beta-carotene and linolenic acid. The larger global yield of sweet
basil extract was 2% (dry basis — d.b.) at 100 bar, 30 °C and 1% of cosolvent H,O (v/v),
11% (d.b.) at 100 and 150 bar, 30 °C and 10% of H,O (v/v), and 24% (d.b.) at 300 bar, 30
°C and 20% H,O. The larger global yield of A. alata extract was 4% (d.b.) and for A.
satureioides extract was 2% (d.b.), both at 200 bar and 30 °C. The main components
detected in the sweet basil extracts were eugenol, germacrene-D and epi-alpha-cadinol.
And, in the A. alata and A. satureioides extracts were trans-caryophyllene and alpha-
humulene. The results were compared with low-pressure solvent extraction with ethanol

and hydrodistillation. Sweet basil extracts exhibited antioxidant activity smaller as well as
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larger (99%) than the control (beta-carotene). The antioxidant activity of A. alata extracts
obtained by hydrodistillation and supercritical fluid extraction varied from 28% to 100%
respectively; the antioxidant activity of A. satureioides extracts obtained by

hydrodistillation and supercritical fluid extraction varied from 12 to 98%.

KEYWORDS: Achyrocline alata, Achyrocline satureioides, antioxidant activity, carbon
dioxide, global yield isotherms, Macela, Ocimum basilicum, process parameters,

supercritical fluid extraction, sweet basil, water.
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Capitulo 1 Introdugdo

1. INTRODUCAO

1.1 Introducao Geral

O interesse por produtos naturais com propriedades funcionais, nutrac€uticos e
suplementos alimentares se deve a necessidade de obtencdo de produtos benéficos a saude
que possam ser incorporados a dieta visando minimizar os riscos de incidéncia de doengas
cronicas''. Antioxidantes naturais tém sido foco de interesse para a conservacio de
alimentos, tendo em vista a substituicdo de aditivos sintéticos como butil hidroxi anisol
(BHA - Butylated hydroxyanisole), butil hidroquinona terciaria (TBHQ - Terciary
butylhydroquinone) e butil hidroxi-tolueno (BHT - Butylated hydroxytoluene) ja que o uso
destes tem sido severamente restrito na industria de alimentos, devido aos efeitos colaterais
como alergia e possiveis acdes promotoras de cancer (do BHT) como tém sido constatadas

em estudos com animais de laboratorio (Rizvi, 1994).

Uma tecnologia adequada para a obtenc¢ao de produtos naturais ¢ a que utiliza fluido
supercritico para a extragdo dos compostos ativos das matrizes vegetais. A extracdo
supercritica possibilita a obten¢do de produtos com propriedades funcionais interessantes
para a industria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos, sendo uma tecnologia que ndo
agride o meio ambiente fazendo parte das consideradas “industrias verdes”, sendo que o

unico residuo gerado ¢ o residuo solido das matrizes vegetais. O residuo solido das matrizes

! Alimentos ou ingredientes que além de exercerem fungdes nutricionais basicas, promovem algum efeito
benéfico a satde e/ou reduzem os riscos da incidéncia de doencas cronicas sao classificados como Alimentos
Funcionais segundo a ANVISA, Resolugdo n® 18 e 19 de 30 de abril de 1998.
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vegetais pode ser utilizado como subproduto na industria de alimentos como por exemplo
fonte de amido (bagago de gengibre e circuma), na induastria quimica como fonte de acido
graxo (funcho), etc. A extracdo supercritica possibilita além da obtengdo de 6leo volatil
(obtido tradicionalmente por destilagao por arraste a vapor), a extragdo de outros compostos
de interesse (obtidos tradicionalmente com solventes organicos). A extracdo supercritica
(ESC) ainda possui a vantagem frente a destilagdo por arraste a vapor quando se trata de
compostos termo degradaveis, pois a ESC permite a extragdo a temperaturas de processo
amenas e, frente a extragdo com solvente organico porque existe grande dificuldade para
remocao total do solvente o que em certos casos pode alterar as caracteristicas de sabor e

odor dos extratos.

A utilizacdo da agua pressurizada como co-solvente de extracdo e dioxido de
carbono como solvente majoritario, permite a extracdo de compostos de ampla faixa de
polaridade. As condi¢des de operagdo tais como pressdo e temperatura, permitem a
variagdo da constante dielétrica da 4gua, tornando-a um solvente de variada polaridade,
com a vantagem de ser ndo toxico, ndo inflamével e ndo poluente. Devido as propriedades
da agua pressurizada, esta vem sendo aplicada para recuperagdo de solo, reagdes de

hidrolise e outras.

Este trabalho visou estudar o processo de extragdo supercritica com/sem o co-
solvente H,O de compostos do Ocimum basilicum (manjericdo), Achyrocline alata e
Achyrocline satureiodes (macela), extratos ou compostos que futuramente poderdo ser

adicionados em alimentos para fins especiais incluindo alimentos para grupos
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populacionais especificos como por exemplo, hipertensos, hipercolesterolémicos,

hiperglicémicos ou outros grupos populacionais de interesse.

1.2 Objetivo Geral

Avaliar os processos de extragdo de compostos ativos por tecnologia supercritica
utilizando CO, com/sem co-solvente H,O em relacdo ao rendimento global, composi¢do
quimica dos extratos e atividade antioxidante dos mesmos. Comparacdo dos extratos

obtidos via ESC com os obtidos por hidrodestilagdo e/ou extragdo com solvente.

1.2.1 Objetivos Especificos
» Determinar as isotermas de rendimento global (IRG) das plantas selecionadas;
* Determinar a composi¢ao quimica dos extratos;

= Determinar a atividade antioxidante dos extratos;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produtos Naturais, Alimentos Funcionais e Suplementos Alimentares

O Brasil inclui-se entre os paises de maior biodiversidade mundial, abrigando cerca
de 50 mil espécies de plantas superiores distribuidas em grandes biomassas (Amazonia,
Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Floresta Subtropical), sendo, portanto um forte
candidato a extracdo de matrizes vegetais com atividade biologica (Vieira et al, 2002). Sao
inimeras as atividades funcionais e farmacoldgicas atribuidas aos extratos brutos, 6leos
volateis e principios ativos de plantas nativas e/ou adaptaveis ao cultivo brasileiro como
antioxidante, anti-tumoral, hipoglicémica, anti-HIV, bactericida, anti-diarréia,
hipocolesterolémica, anti-maldarica, bactericida, entre outras (Aguiyi et al, 2000; Ayisi &
Nyadedzor, 2003; Chun et al, 1999; Leal et al, 2003a; Leal et al, 2003b; Liu et al, 2004;
Nishimoto et al, 1984; Nakatani et al, 1994; Ness & Powles, 1997; Offiah et al, 1999;
Pereira et al, 2003). E possivel observar o interesse do mercado pelos produtos naturais: os
suplementos alimentares (Dietary Supplements), formulados com extratos provenientes de
plantas, movimentam US$ 5,1 bilhdes anuais nos Estados Unidos, sendo que 30% dos
americanos adultos utilizam estes produtos; os fitoterapicos movimentam cerca de US$ 260
milhdes/ano no Brasil ¢ na Europa o mercado atual ¢ de US$ 6 bilhdes, sendo US$ 2
bilhdes na Alemanha, onde 80% dos médicos prescrevem fitoterapicos regularmente e 84%

deles sao vendidos nas farmacias (Vieira et al, 2002).
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O mesmo interesse ¢ observado com os alimentos considerados funcionais pelos
beneficios promovidos a saude, pois estes alimentos além de exercerem fungdes
nutricionais basicas, promovem algum efeito benéfico a saude e/ou reduzem os riscos da
incidéncia de doencgas cronicas (ANVISA: Resolugdo n° 18 e 19 de 30 de abril de 1998).
Além dos alimentos funcionais, ingredientes tém sido incorporados a formulagdo de
alimentos industrializados, compostos ativos benéficos a saude e que sdo destinados a

grupos populacionais especificos (ANVISA: Portaria n° 29, de 13 de janeiro de 1998).

Diante deste quadro, a busca por tecnologias que permitam a obten¢do de produtos
naturais e/ou compostos ativos torna-se de grande importancia para que o Brasil deixe a
posicdo de pais detentor de uma flora cobicada e fornecedor de matéria-prima, e passe a

oferecer produtos funcionais ou suplementos de alta qualidade e com alto valor agregado.

2.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que agem como inibidores da formacao de radicais
livres, interferindo no mecanismo fundamental da oxidag¢ao (Sherwin, 1972), aumentado a
vida util de uma grande variedade de alimentos. Os antioxidantes atuam sobre a formacao
de '0,, atuam de maneira competitiva com os radicais livres dos lipidios ou atuam sobre os
perdxidos decompondo-os (promotores da oxidagdo), bloqueando em ambos os casos a

reacdo oxidativa em cadeia (Bobbio & Bobbio, 2001). As reagdes oxidativas afetam as
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caracteristicas organolépticas e diminuem o valor nutricional dos alimentos além de serem
responsaveis pelo aparecimento de compostos toxicos (Nawar, 1985 e Sherwin, 1978
citados por Almeida Doria & Regitano D’Arce, 2000). Ainda que a inibicdo completa da
rancificacdo ndo tenha sido obtida até o momento, ¢ possivel retardar essa transformacao
por longos periodos, de modo a permitir o consumo de lipidios ou de alimentos que os
contém mesmo apds o seu armazenamento por muitos meses (Bobbio & Bobbio, 2001). O
uso de antioxidantes sintéticos tem sido severamente restrito pela industria de alimentos
devido aos efeitos colaterais como alergia e possiveis agdes promotoras de cancer (do

BHT) como tém sido constatadas em estudos com animais de laboratério (Rizvi, 1994).

2.3 Fluido supercritico

Uma substancia estd em estado supercritico quando sua temperatura e pressao sao
superiores a seus valores criticos. O ponto critico (PC) de cada substancia ¢ caracterizado
por sua temperatura critica (Tc), pressdo critica (Pc) e volume critico (Vc) correspondente;
abaixo do ponto critico a substancia pode existir como um liquido ou um vapor. Acima
deste ponto critico existe a regido supercritica, sendo que as variagdes das propriedades
termodindmicas nesta regido podem ser intensas, causando diferentes efeitos em solutos e
reagentes (Sandler, 1989). A Figura 2.1 mostra o diagrama de fases de uma substancia pura
(eugenol) em funcdo da pressdo e volume especifico. Em temperaturas inferiores a
temperatura critica (Tr< 1)*? existem regides em que a substincia est liquida com baixo

volume especifico, ou seja, regido em que os compostos tém maior densidade, outra regido

22Ty =T/Tc
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em que o volume especifico da substancia ¢ maior e com densidade menor, encontrando-se
na fase vapor. Abaixo da Tc, o composto ainda pode estar na regido de duas fases como
mostrado na Figura 2.1. Muito abaixo da temperatura critica (Tr << 1) existe a fase gasosa
onde a variagao da densidade ¢ linear com a pressdo, como sugerido pela equagao dos gases
ideais, no entanto aproximando-se do ponto critico, observa-se o aumento na taxa de
variacdo da densidade com a pressdo, ocorrendo um desvio do comportamento do gas ideal,
obtendo-se uma compressibilidade infinita da substancia no ponto critico. Na regido em que
Tr > 1 ¢ possivel formar uma unica fase fluida com a densidade de um liquido e
compressibilidade de um gas, reunindo caracteristicas favoraveis do liquido e do gas
(Brunner, 1994). Na regido situada logo acima do ponto critico, com valores de Tr
compreendidos entre 1,0 e 1,6, pequenas oscilagcdes na pressdo e/ou temperatura acarretam
grandes variagdes de densidade, no entanto o mesmo ndo ocorre com valores de Tr
superiores a 1,6, uma vez que a influéncia desta regido ¢ menor, portanto, para se obter
mudangas significativas na densidade, necessita-se de valores elevados de pressdo (Boot,
1982 e Ferrua, 1993 citados por Zancan, 2001). A Figura 2.2 mostra o diagrama de fases de
uma substancia pura em funcao da temperatura, pressao e volume especifico. Efeitos (sobre
o soluto e solvente) similares ao estado supercritico podem ocorrer, em alguns casos,
proximos as temperaturas criticas no estado liquido das substancias, ou seja, P>Pc e T<Tc¢
(Brunner, 1994). Proximo do ponto critico, as propriedades fisico-quimicas mudam

drasticamente e as fases vapor e liquida tornam-se indistinguiveis (Kronholm et al, 2002).
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Figura 2. 1 Diagrama de equilibrio para uma substincia pura (eugenol) obtido através do
software PR1 de Sandler (1989) a partir de propriedades criticas obtidas pelo software

Termofis (Leal et al, 2002).
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Figura 2. 2 Diagrama de
equilibrio para uma substancia
pura (adaptado de Sandler,
1989).

Pasquel-Ruiz (1999) apresentou uma breve retrospectiva da historia dos processos

com fluidos pressurizados iniciando em 1822, ano em que foi observado visualmente o

ponto critico de uma substancia, em 1869 foram descritas as propriedades criticas do CO; e

o equipamento usado para medi-las (obtendo valores muito préoximos aos aceitos

atualmente). Em 1879 foi mostrada, pela primeira vez, a capacidade de um fluido

supercritico dissolver solidos de pressdes de vapor baixas e também a dependéncia da

solubilidade dos solutos com a pressdao dos fluidos supercriticos. Pasquel-Ruiz (1999)

descreve o rapido avanco desta tecnologia nos anos 70 e 80, tornando esta técnica

difundida, conquistando posicdes expressivas em diversos setores especialmente na

industria de alimentos como, por exemplo, a descafeinizacdo do café (patente em 1986),

cha e extracdo de solidos soluveis do lupulo para industrias de cerveja (Brunner, 1994).

10
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Existem em operacdo, plantas industriais de ESC ou SFE*’ de capacidade média,
construidas na Itdlia e na Franga para extracao e fracionamento com fluido supercritico,
para processamento de ingredientes de alimentos, principios ativos farmacéuticos e

cosméticos (Perrut, 2000).

No processo de extracdo supercritica em matrizes solidas, o fluido supercritico
escoa através do leito fixo (de particulas solidas) e solubiliza os compostos existentes na
matriz sélida, sendo o solvente alimentado no extrator e distribuido uniformemente no
interior do leito fixo. Durante a extragdo, a matriz solida absorve o solvente supercritico,
dilatando a estrutura da célula, promovendo uma diminuicao na resisténcia a transferéncia
de massa e os compostos extraiveis sao dissolvidos pelo solvente e transferidos por difusao
para a superficie externa, em seguida transportados pelo fluido, podendo neste local,
ocorrer mudancas de estado de agregacdo, em seguida removidos do extrator pelo

escoamento do solvente. (Brunner, 1994).

A tecnologia supercritica explora as altas densidades (proximas as do liquido)
apresentadas pelos fluidos supercriticos, associadas a valores intermediarios de difusividade
(entre gases e liquidos) e viscosidades baixas (caracteristicas dos gases). Estas propriedades
favorecem altas taxas de extra¢do devido ao grande poder de solvatagdo atribuido aos
valores de densidades maiores, a0 mesmo tempo que, valores baixos de viscosidade
associados a altos valores de difusividade propiciam alto poder de penetragdo na matriz

solida (Muller, 1999 e Rodrigues, 1996 citados por Yoda, 2001).

>3 ESC = Extragdo supercritica e em inglés, SFE = Supercritical Fluid Extraction

11
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A extragdo com fluidos supercriticos promove altas taxas de transferéncia de massa,
em temperaturas relativamente baixas, qualidade fundamental para a escolha desta técnica
de extracdo para produtos naturais (Oleos essenciais, oleoresinas, corantes € outros
principios ativos, etc.) onde a qualidade do produto final ¢ de grande importancia (Kiran &

Brennecke, 1993).

A tecnologia de extragdo supercritica apresenta vantagens quando comparada as
extracoes convencionais com solventes organicos relacionadas as questdes de
regulamentagdes (solventes tém sido banido por varios paises, concentracdo residual
extremamente reduzidas sio exigidas nos produtos alimenticios, protecio ambiental)”™*
além da tecnologia supercritica estar associada a qualidade diferenciada do produto final
(produtos de alto valor como suplementos alimentares, nutrac€uticos, caracterizados como
“naturais” pelo modo de preparacdo) (Perrut, 2000). A tecnologia supercritica tem sido
associada a produtos inovadores como “novos” ingredientes alimentares que ndo sio
comparaveis aos obtidos por extragdo convencional com solvente ou por destilagdo (Perrut,

2000). Na Tabela 2.1, estdo algumas aplica¢des do fluido supercritico.

24 Lista de solventes permitidos com restri¢des para alimentos e o nivel maximo permitido no produto final
pode ser encontrado no “Extraction Solvent in Foods (Amendment) Regulations. 1998 No 2257, ISBN 0 11
079579 2~

12
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Tabela 2. 1 Aplicacoes do fluido supercritico (Perrut, 2000; Brunner, 1994; Rizvi,
1994).

Aplicacoes
Ingredientes  de | extraidos ou refinados por processo com fluido supercritico: corantes
alimentos (desodorizagdo de corantes); preservagao de antioxidantes (p. e. desodorizacao

de extrato de alecrim), agentes de textura (purificagdo da lecitina) e produtos de
baixo teor de gordura

Flavour/fragrancia | extraido com dioxido de carbono supercritico permite alta qualidade
organoléptica, auséncia de qualquer residuo de solvente organico (como
paprika, gengibre, aroma de rum, cognac, whiskey, etc.).

Nutracéuticos podem ser extraidos de varias fontes naturais
Farmacéuticos ¢ | obtencgdo de principios ativos
Cosméticos

“Os extratos naturais s3o competitivos (em relagdo aos sintéticos) porque eles sao
elaborados utilizando fontes naturais, além de eles possuirem qualidades sensoriais
originais. Ao comparar os processos de obtengdo dos extratos naturais, devem ser levadas
em consideracdo as propriedades funcionais e a qualidade dos extratos obtidos por
diferentes tecnologias de extragdo. A extragdo supercritica certamente apresenta custo de
investimento desfavoravel frente as outras tecnologias como hidrodestilagdo (obtencao de
oleos volateis) ou qualquer outro processo de extragdo com solvente a baixa pressdao
(LPSE)*, mesmo levando-se em conta o niimero de operagdes unitarias associadas que nio
sao requeridas pela extracdo supercritica (ESC) como decantagdo, centrifugagado, retirada
do solvente do extrato ¢ do lodo de solidos (bagaco, material exaurido) que envolve
destilagdao, evaporagdo, descoloracdo, etc. As propriedades e a qualidade dos extratos
obtidos por diferentes processos devem ser confrontadas, desse modo a ESC torna-se

competitiva e um processo alternativo de extracdo” (Meireles, 2003).

>3 LPSE = low pressure solvent extraction

13
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A extragao supercritica poderia ser considerada uma operagdo unitdria mista, por
possuir caracteristicas da extracdo com solventes organicos e de destilacdo (Meireles,

1997).

A extragdo supercritica tem sido utilizada para obtengdao dos mais variados
produtos. Referentes ao Laboratorio de Separacoes Fisicas (LASEFI), podem ser citados
trabalhos como extragdo supercritica de 6leos volateis e oleoresinas (Zancan, 2001; Braga,
2002; Pereira, 2002; Quispe-Condori, 2002; Carvalho Junior, 2004; Moura, 2004), 6leos
vegetais e vitaminas (Franga et al, 1999; Monteiro et al., 1997), glicosidios (Pasquel-Ruiz,

1999 e Yoda, 2001), reagdes de hidrolise e producao de oligossacaridios (Moreschi, 2004).

Pasquel-Ruiz (1999) extraiu glicosidios de folhas de estévia utilizando CO, + H,O
e/ou etanol como co-solventes e o maior rendimento foi obtido na condi¢ao de 120 bar e 16
°C utilizando a 4gua como co-solvente, sendo que o extrato obtido nas melhores condi¢des
operacionais continha um maior teor de rebaudiosidio-A que os extratos obtidos na
extragdo convencional da estévia, o que significou um aumento no poder adogante e uma
diminui¢do no sabor residual. O aumento da polaridade do solvente devido a presenca da

agua permitiu maior solubilidade dos glicosidios que o etanol, favorecendo o rendimento.

Segundo Yoda (2001), o rendimento de extragdo dos solidos soluveis da Stevia
reubadiana Bertoni com CO; + H,O foi mais influenciado pela temperatura quando

comparada a pressao do processo.

14
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Zancan (2001) concluiu que a vazao da mistura solvente/co-solvente, pressao, tipo
de co-solvente, temperatura e interagao entre pressao e temperatura, afetaram o rendimento
de extracdo de solidos soluveis do gengibre e que os efeitos mais significantes foram

temperatura e a interacao entre pressao e tipo de co-solvente.

Braga (2002) observou a diferenca na composi¢do quimica de extratos obtidos a
partir de diferentes técnicas de extragcdo: a extracdo com solvente organico em aparelho
Soxhlet extraiu a oleoresina (fragdo pesada do 6leo) da circuma, a hidrodestilagao extraiu o
oleo volatil (fragdo leve do 6leo) e a ESC extraiu ambas as fragcdes, no entanto em menor
quantidade que a extragdo com solvente organico em aparelho Soxhlet. E conclui que se as
duas fragdes forem importantes, a ESC torna-se viavel. O solvente que favoreceu maior
rendimento de extracdo dos sélidos soluveis da carcuma foi a mistura CO, (90%
m/m)/etanol/isopropanol sendo que a propor¢do dos co-solventes etanol/isopropanol foi de

1:1.

Segundo Pereira (2002), as partes da planta, local e a época de coleta sdo fatores
determinantes no rendimento do processo de extracdo de solidos soluveis da
Tabernaemontana catharinensis. O estudo de Pereira (2002) mostra que a condicdo de
extragdo (pressdo e temperatura) que promoveu um maior valor da taxa de extra¢do para o
periodo de velocidade constante e maior rendimento em soluto bruto ndo coincidiu com
maior extragdo dos alcaldides coronaridina e voacangina (compostos de interesse). O

processo intermitente utilizando o co-solvente etanol, forneceu maiores rendimentos em

15
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soluto bruto, em coronaridina e voacangina que o processo semi-continuo feito nas mesmas

condig¢des de temperatura e pressao e porcentagem de co-solvente (Pereira, 2002).

2.4.1. Extragcdo com CO,

O processo de extracdo supercritica emprega como solvente, um fluido a
temperatura e pressdo proximas ou acima do ponto critico. Dos vérios gases e liquidos
utilizados em pesquisas sobre tecnologia supercritica, o dioxido de carbono ¢ a escolha
padrdo para ESC aplicada ao processamento de produtos naturais por ser inerte e ter baixa
pressdo critica (73,4 bar) e baixa temperatura critica (31,2 °C), condi¢des estas facilmente

alcangadas (Brunner, 1994).

2.4.2 Uso de co-solventes

O uso de co-solventes na extra¢do supercritica muitas vezes ¢ recomendado para
algumas classes de compostos como, por exemplo, no caso da extragdo dos curcuminoides
da Curcuma longa L. por ESC com etanol como co-solvente (Braga et al, 2003). O co-
solvente pode ser utilizado em pequenas quantidades, contribuindo para aumentar a
solubilidade dos compostos de interesse, sendo importante que o co-solvente envolvido seja
classificado como totalmente seguro ou solvente GRASz'(’, para deste modo, conservar

todas as vantagens da extragdo supercritica (Leal et al, 2003a).

>0 GRAS = generally recognized as safe
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O uso de co-solventes na extracdo supercritica muitas vezes ¢ recomendado devido
a fortes interagdes entre soluto e co-solvente e/ou variacado da densidade da fase fluida,

causada pela adi¢do de modificadores (Guan el al, 1998 citado por Braga et al, 2003).

Em geral, um co-solvente que possui temperatura critica (Tc) inferior a do fluido
supercritico, causa diminui¢ao na solubilidade de compostos menos volateis, e quando a Tc
do co-solvente ¢ superior a do fluido supercritico, causa o aumento da solubilidade de

compostos menos volateis (Brunner, 1994).

O dioxido de carbono, mesmo que a altas densidades, possui limitada habilidade de
dissolver moléculas polares, caracteristica esta que pode ser alterada pela adicdo de
pequenas quantidades de substincias polares, tais como agua e etanol. Estes parametros
ainda podem ser alterados pela selecdo de condigdes especificas de temperatura e de
pressdo. Estas condi¢des acrescentam flexibilidade e ainda adaptam-se as condigdes de
extragdo para os requisitos especificos do extrato a ser produzido e do produto final

desejado (Pellerin, 1991).

2.4.2.1 Agua pressurizada

Extracdo com 4gua aquecida e pressurizada ¢ uma técnica que explora as mudangas
de propriedades fisico-quimicas da 4gua para a extracdo de solidos e liquidos. Agua
aquecida pressurizada (AAP) ¢ referenciada como agua supercritica (ASC) quando a

temperatura e a pressdo excedem a temperatura e pressio criticas da agua (T, = 374°C, P.=

17
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221 bar). Extragdes com boa eficiéncia podem ser obtidas em temperaturas inferiores a
temperatura critica da agua, o que € importante do ponto de vista do custo (Kronholm et al,

2002).

Existem varios trabalhos que envolvem a utilizagdo da 4gua subcritica
principalmente para extracdo de poluentes organicos polares, moderadamente polares e
apolares do solo devido as propriedades fisico-quimicas do solvente quando submetidos a
pressurizagdo ¢ ao aquecimento (Kronholm et al, 2002). As condigdes de processo sao
drasticas (altas temperaturas) como os estudos que mostram que agua e vapor (T = 200 —
300 °C) tém sido usados em extrag¢des para uma grande variedade de compostos organicos
incluindo hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs), bifenil policlorados (BPCs),
dibenzenofuranos policlorados (DFPCs), naftalenos e alcanos de matrizes solidas (Hartonen
et al 1997, Lagadec et al, 2000; Bavel et al, 1999 e Yang et al, 1997 citados por Kronholm,
2002) e extracdo de trigliceridios de grao de soja, linhaga e 6leo de coco (Holliday, 1997

citado por Miller et al, 1998).

Estudos mostram variagdes interessantes na constante dielétrica da dgua (ligada a
polaridade da mesma) com o aumento da temperatura, mantendo-se uma pressao suficiente
para manté-la liquida. Miller et al (1998) observaram que a constante dielétrica (€) da 4gua
varia de ~ 80 a 25° C para ~ 27 a 225° C, queda esta (€~80 para €~27), que permite que a
constante dielétrica esteja situada entre a constante dielétrica do metanol (¢ = 33) e a

constante dielétrica do etanol (¢ = 24) favorecendo a solubilizagdo de compostos de

18



Capitulo 2 Revisdo Bibliogrdfica

polaridades bem distintas da dgua na pressdo e temperatura ambientes, mostrando a eficacia

da agua como um fluido de extragdo de compostos organicos hidrofobicos.

Segundo Hawthorne et al (1994), a constante dielétrica da agua pode ser
drasticamente diminuida para determinadas condi¢des de temperatura e pressao, havendo
possibilidade de extrair sequencialmente poluentes organicos polares, moderadamente

polares e apolares do solo, aumentando-se a temperatura de extragao.

Shyu et al (1997) estudou o equilibrio de fases da mistura CO, + H,O nas
temperaturas de 5, 50, 250, 350 °C e pressoes de 0 a 1000 bar cujos diagramas de equilibrio
(Figuras 2.3 e 2.4), obtidos através de modelos matematicos que representaram muito bem

os dados experimentais obtidos por Wiebe e Gaddy (1941) citado por Shyu et al (1997).
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Figura 2. 3 Diagrama de fase da mistura CO, + H,O de 5 a 75° C (Shyu e al, 1997)*".
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Figura 2. 4 Diagrama de fase da mistura CO, + H,O de 5 a 75° C (Shyu et al, 1997)*".

7 Pontos experimentais obtidos por Wiebe e Gaddy (1941) citado por Shyu ez al (1997) e linhas continuas
sdo os resultados de Shyu et al (1997), sendo em ambas as Figuras, o eixo x: composi¢do e y: pressio.
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2.5 Ocimum basilicum L.(manjericao)

O. basilicum L. pertencente a familia Lamiaceae, ¢ popularmente conhecido como
manjericdo, e ¢ usado como erva culindria e como planta ornamental. Espécies da familia
Lamiaceae tém valor por suas propriedades farmacéuticas; por exemplo, os 6leos volateis

produzidos por suas folhas sdo usados como antioxidantes (Harsh et al, 2002).

O manjericdo contém eucaliptol, estragol 1,8-cineol, eugenol, borneol, ocimeno,
geranial, anetol, beta-cariofileno, alfa-terpineol, canfora, 3-octanona, metil eugenol, safrol,
linalool metil carvacrol entre outros compostos. Na fragcdo insaponificavel contém beta-

sitosterol (CRC, 1989).

Grayer et al (1996) identificou flavonas agliconas no extrato de manjericdo obtido
com diclorometano e as duas flavonas agliconas majoritarias foram salvigenina e

nevadesina e outras 10 minoritarias.

O beta-sitosterol, um fitosterol presente no manjericdo, possui atividade
hipocolesterolémica com atividade comprovada e garantida pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC, 2004), que permite adicionar no rotulo de alimentos industrializados que
possue em sua formulacdo este principio ativo, o selo de aprovacao da Sociedade Brasileira
de Cardiologia. A doenga coronariana ¢ um dos maiores problemas de saide em muitos

paises, tendo como uma das causas a deposicdo de colesterol nas paredes das artérias
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podendo levar a aterosclerose e trombose. Muitos estudos mostram que concentragao
elevada de colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) tem grande risco a saude.
Esterois e estandis®® de plantas derivados de oleos vegetais tém-se mostrado efetivos em
diminuir os niveis de colesterol total e LDL em humanos inibindo a absor¢ao de colesterol
pelo intestino, sendo, portanto uma nova opgao terapéutica para tratar a hipercolesterolemia

(Tapiero et al, 2003).

O cultivo de manjericao para produgao de eugenol possui vantagens em relagdao ao
cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) devido ao longo periodo necessario para o
desenvolvimento desta arvore, enquanto as espécies do Ocimum, sdo plantas pequenas
anuais ou plantas perenes (constantes) que sdo facilmente cultivadas em estufas ou em
fazendas (Pareek et al, 1980; Charles et al, 1990 e Grayer et al, 1996 citados por Gang et

al, 2001).

O eugenol ¢ usado na preparagdo de acetato de eugenila, usado em perfumaria,
como intermedidrio de sintese na industria quimico-farmacéutica, apresenta atividade
bioldgica como analgésicos, anestésico, anti-agregante, anti-endémico, anti-inflamatoério,
antioxidante, antiprostaglandina, antiséptico, anti-Ulcera, cancer-preventivo, fungicida e

ulcerogénico (Bayan, 1982 e Craveiro, 1981 citados por Meireles, 1999).

Segundo Gang et al (2001) existe dentro da espécie O. basilicum (sweet basil),

aquelas que produzem majoritariamente eugenol, majoritariamente metil-carvacrol, e

% Estanois obtidos da hidrogenacio de esteréis de plantas.
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aquelas que produzem em quantidades aproximadamente iguais metil-carvacrol e metil-
eugenol. Gang et al (2001) concluem que além das subespécies acima mencionadas, as
variacoes nos valores absolutos na composi¢ao quimica dependem da idade das folhas, da

idade das plantas e das condigdes de cultivo (fazendas, estufas, etc.).

Segundo o trabalho de Opalchenova et al (2003), o 6leo volatil de manjericao
obtido por hidrodestilacao foi testado em bactérias altamente resistentes, como o
Staphylococcus, o Enterococcus € a Pseudomonas, sendo confirmado os efeitos protetores

sobre toxinfecgdes alimentares em MIC>? entre 0,0030% e 0,0007% (V/v).

Segundo Yamasaki et al (1998), muitas drogas tém sido estudadas para o tratamento
da AIDS e na prevengdo do mecanismo inicial da agdo do virus HIV porque as drogas
atualmente usadas como AZT (ziduvudine), ddI (didanosine) e ddC (zalcitabine) causam
efeitos colaterais, o virus HIV apresenta resisténcia, além de serem drogas muita caros.

Seus estudos mostram que os extratos aquosos de manjericdo possuem atividade anti-HIV.

Extratos aquosos de manjericdo t€ém acgdo sobre o sistema cardiovascular e extratos
alcodlicos possuem atividade similar a atropina na redugdo dos efeitos do atrio direito e

pressdo sanguinea (Perezguitierrez et al, 1992).

Lee et al (2005) estudaram a atividade antioxidante dos compostos presentes no

extrato do manjericio como eugenol, timol, carvacrol, linaool, estragol, 1,8 cineol, 4-

29 . . . .
MIC = minimum inhibition concentration
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terpeneol entre outros e concluiram que, em particular, o eugenol, timol, carvacrol exibiram
potente atividade antioxidante, comparavel aos antioxidantes conhecidos, BHT e o-

tocoferol.

2.6 Achyrocline alata e Achyrocline satureioides (macela)

O género Achyrocline envolve espécies encontradas em paises da América Latina
como Achyrocline alata (macela,) e Achyrocline satureioides (macelas) que sao muito
importantes devido a presenca de flavonas, flavononas e flavonoides associadas a
propriedades funcionais importantes como atividades antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
ulcerativa, anti-hepatotoxica, vasodilatadora, anti-viral, anti-plaquetaria e efeitos no
transporte i6nico renal (Bohlmann et al, 1980; Broussalis er al, 1988; Broussalis et al,
1993; De Souza et al, 2002; Ferraro et al, 1981; Gugliucci € Menini, 2002%; Gugliucci e
Menini, 2002b; Kadarian et al, 2002; Puhlmann et al, 1992; Rocha et al, 1994, Rodrigues et

al, 2002; Ruffa et al, 2002; Simdes et al, 1988).

Kadarian et al (2002) concluiram que o tratamento de ratos com extratos aquosos de
macelag parece preservar a integridade das células vitais. A a¢do contra feridas hepaticas e
funcgdes vitais por macelag pode estar relacionada com a presenca de flavonoides. Outros
estudos avaliaram a atividade biologica de extratos de macelas, tais como citotoxica contra
carcinoma hepatico (Ruffa er al, 2002), atividade antioxidante (Gugliucci € Menini, 2002%)

e reducdo de glicose no sangue (Gugliucci e Menini, 2002b).
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Extratos de macela, e macelas contém flavonas, flavononas, acido caféico e ésteres
(Bohlmann et al, 1980; Ferraro et al, 1981; Broussalis et al, 1988; Simdes et al, 1988;
Broussalis et al, 1993; De Souza et al, 2002 ); e a flavona apigenina detectada em macela,
(Broussalis ef al, 1988). Polissacaridios detectados no extrato de macelas estao associados a
atividade anti-inflamatéria e um forte aumento da fagocitose in vivo (Puhlmann et al,
1992). Rocha et al (1994) concluiram que extratos de macelag podem forcar o transporte

10nico renal baseado em observacdes dos efeitos da reabsor¢do gastrointestinal.

Rodrigues et al (2002) determinaram a composi¢ao do dleo volatil obtido de folhas
e flores de macela,. As amostras de folhas e flores da macela, foram colhidas das 7h as
14h, a cada hora. O rendimento em o6leo volatil variou de 2,2% a 12,4% (base seca, bs).
Foram detectados alfa-pineno, 1-octen-3-ol, 1,8 cineol, biciclo-germacrene, beta-cariofileno
e alfa-humuleno. Os dois ultimos compostos foram identificados como majoritarios com

teores que variaram de 12-17% e 19-25% em 4rea respectivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Matéria-Prima

3.1.1 Ocimum basilicam (manjericao)

A matéria-prima Ocimum basilicum conhecido popularmente como manjericao foi
cultivada no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). As plantas foram obtidas de estacas
de uma planta matriz de manjericio proveniente da colecdo de Plantas Medicinais,
Aromaticas, Inseticidas e Corantes do IAC, com excicatas depositadas no herbario IAC,

namero voucher 42.800.

As estacas foram colocadas para enraizar em um tanque de areia em fevereiro de
2003 e apds um més, as plantas enraizadas foram podadas e replantadas em vasos contendo
quartzo moido com substrato de sustentagdo. Os vasos foram mantidos em um sistema de
hidroponia experimental com fornecimento de solugdo nutritiva por irrigagdo em sub
superficie, adaptado por Maia et al (1999) que contribui para uma maior frequéncia de
irrigacdo, maior aeracdo das raizes e disponibilidade de 4gua e nutrientes, propiciando
producdes mais proximas do potencial maximo da espécie. O esquema do sistema
automatico de fornecimento da solucao nutritiva ¢ apresentado nas Figuras 3.1 ¢ 3.2. Na

Figura 3.3 ¢ mostrada uma foto da estufa do IAC com vasos contendo manjericao.
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= moto bomba

Figura 3. 1 Sistema automatico de fornecimento de solu¢do nutritiva (Maia et al, 1999).
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Figura 3. 2 Béia de controle de nivel da solug¢do no vaso desenvolvido por Maia (1999).
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Figura 3. 3 Fotos da estufa de cultivo de manjericdo no IAC (dia 10 de julho de 2003, as
8 h, Campinas, SP).
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Dois lotes foram utilizados para o desenvolvimento deste trabalho e as
concentragdes de nutrientes da solugcdo de alimentacdo do cultivo estdo apresentadas na

Tabela 3.1.

O lote cultivado com solu¢dao nutritiva contendo menor teor de nitrogénio foi
indicado como 2 N e o cultivado com maior teor de nitrogénio por 2N. Para os ensaios de
extragdo, os lotes /2 N e 2N apresentaram biomassa de 358,6 e 723,0 g respectivamente.
Os dois lotes foram misturados para se ter matéria-prima suficiente para realizacdo dos

ensaios, sendo que a mistura continha 60% (m/m) do lote 2N e 40% (m/m) do lote ’2N.

As plantas foram colhidas ap6s 68 dias de cultivo. A secagem da matéria-prima foi

realizada no TAC em estufa com circulacao de ar (FANEN) com temperatura de 45 °C até

peso constante. No LASEFI o material foi mantido em sala climatizada (17°C).

Tabela 3. 1Contetido de nutrientes na soluciao nutritiva (tratamentos).

Tratamentos Contetido de nutrientes (mg/L)

N P K Ca Mg
%2 N 105 31 234 200 48
2N 420 31 234 200 48

Para treinamento na unidade extratora com co-solvente foram realizadas extracdes
com matéria-prima (manjericdo) fresca e seca (seis amostras de folhas frescas e duas
amostras de folhas secas). Os lotes de manjericdo utilizados para treinamento e testes
preliminares ndo sdo os mesmos que foram utilizados para o desenvolvimento deste

trabalho, devido a pequena quantidade de material disponivel para a realizacdo do mesmo.
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As amostras de manjericao fresco foram colhidas matinalmente do dia 7 a 11 de julho de
2004 no TAC. As amostras de manjericao seco fazem parte dos lotes colhidos entre os dias

7 e 11 de julho de 2004, que foram secadas durante 2 dias em sala climatizada (17 °C).

3.1.2 Macela

As matérias-primas Achyrocline alata e Achyrocline satureioides conhecidas como
macela foram cultivadas no Campo Experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP) através de técnica tradicional de
cultivo sob responsabilidade do Eng. flio Montanari Jr. A macela, (A. alata) esta depositada
no herbario do CPQBA sob numero 308 e a macelas (A. satureioides) sob o numero 1138.

O lote obtido pertence a 6* geragdo da planta. As folhas foram colhidas em 18 de setembro

de 2003 as 9h da manha.

A secagem da matéria-prima foi realizada no CPQBA/UNICAMP, Paulinia em
secador com circulacdo for¢ada de ar (Fabber, modelo 170, Piracicaba, SP) a 40 °C por 24
horas. As folhas e galhos secos foram empacotados em embalagens plasticas e mantidas a -

10° C em freezer doméstico (Metalfrio, HC-4, Sao Paulo, SP).

3.2 Moagem e Peneiragem

3.2.1 Manjericdo

As folhas secas foram moidas em moinho de facas (Tecnal, modelo TE-631,

Piracicaba, SP) durante 7 segundos a 14000 rpm.
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A distribui¢cdo do tamanho de particulas foi determinada utilizando peneiras da série
Taylor (W.S. Tyler, EUA) com meshes 24 (7x10* m), 32 (5x10™* m) e 48 (3x10™* m) ¢
colocadas em um agitador de peneiras magnético (Bertel, Sao Paulo, SP) por 20 minutos
para separagdo das particulas. As massas retidas sobre as peneiras foram pesadas numa
balanga semi-analitica (Marte, AS2000, + 0,01g, Alemanha) e utilizadas nos ensaios de

extragdo na porcentagem de 40, 35 e 25% dos meshes 24, 32 e 48 respectivamente.

3.2.2 Macela

Ao chegar ao LASEFI, a matéria-prima foi acondicionada em freezer doméstico a —
10 °C (Metalfrio, HC-4, Sdo Paulo, SP). Para extra¢do foram utilizadas as folhas e os

galhos que foram cortados manualmente com tesoura (Figura 8.51, no Capitulo 8: Anexos).

3.3 Umidade

Como as quantidades de manjericdo ¢ macela eram reduzidas, nao foi possivel a
utilizacao do método de Jacobs (1973) indicado para este tipo de matéria-prima. A umidade
foi determinada através de analisador de umidade por microondas (CEM, Modelo Smart 5,
Matthews, EUA) no Laboratorio de Aplicacio de Microondas ao Processamento de
Alimentos (DEA/FEA-UNICAMP) utilizando aproximadamente 2g de material em cada
medicao. O equipamento consiste de um sistema de controle de temperatura com sensor de

temperatura sensivel ao calor da radiacdo de infravermelho, um analisador com uma
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balanca interna que possibilita a leitura do peso das amostras durante a aplicacdo do

microondas e uma impressora para registro dos dados (Figura 8.52, no Capitulo 8: Anexos).

3.4 Densidade Real/Densidade aparente da matriz vegetal

A densidade real (dr) das particulas foi determinada pela Central Analitica do
Instituto de Quimica — UNICAMP, utilizando a técnica de picnometria em gas Hélio com
auxilio de um densimetro (Micrometrics, modelo Multivolume Picnometer 1305, EUA), de
uma balanga analitica (Quimis, modelo QI-AS, precisao de + 0,0001 g, EUA) e de um pesa
filtro.

A densidade aparente (da) no leito foi determinada através da Equacao 3.1.

da= Eq. 3-1

<8

onde: m: massa da matéria-prima seca e moida;

V: volume;

3.5 Porosidade total do leito e das particulas

A porosidade total do leito e das particulas (€) foi determinada a partir da Equagao

3.2.

g=1-—" Eq. 3-2

onde: dr: densidade real;
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3.6 Extraciao Supercritica

3.6.1 Manjericdo
O equipamento de extracao a alta pressao utilizado no estudo do sistema CO, + H,O

+ manjericdo consiste em duas bombas de alta pressdo de solvente (Thermo Separation
Products, modelo 2000, Florida, EUA), dois banhos termostaticos programaveis
(PolyScience, modelo 9510, Niles, EUA) responsaveis pela manutencao da temperatura do
extrator de aco inox e dos cabegotes da bomba de CO,, um totalizador de vazao, termopares
e dois manometros (Figura 8.56 no Capitulo 8: Anexos). O extrator de leito fixo possui
0,375 m de comprimento ¢ 2.8 x 10? m de didmetro. O diagrama da unidade extratora é
mostrado na Figura 3.4. O material vegetal foi empacotado em célula de nylon mesh 80 de
mesmas dimensdes do extrator. O solvente utilizado foi o CO, (Gama gases Industriais,

99,0%, Campinas, SP).
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11 1: cilindro de dioxido de carbono
2: valvulas
2j 3: valvula de retengdo
3 %k 4: filtro
o =g 12 5: manoémetro
oh 2g O__D 13 6 tanque pulmio encamisado
2a s5 () 7: bomba de CO,
T 4
S5a
O
! 2b

8 | 8: bomba do cosolvente
9: recipiente do cosolvente
10: misturador de CO, e cosolvente
9 11: purga

12: termopar Fe-Constantan
13: indicador de temperatura
14: extrator encamisado

15: valvula micrométrica

16: frasco coletor do extrato
17: totalizador de vazio

Figura 3. 4 Diagrama da unidade experimental (Pasquel-Ruiz, 1999).

3.6.1.1 Procedimento experimental

Os procedimentos de extracdo descritos a seguir de forma sintética, podem ser
visualizados na Figura 3.4 (Pasquel —Ruiz, 1999).

A célula extratora de nylon foi empacotada com matéria-prima seca possuindo
granulometria de 24, 32 e¢ 48 mesh, empregando a mesma for¢ca para o empacotamento

evitando assim caminhos preferenciais no leito, com uma massa aproximada de 2,5 x 10~ a

3,0x 107 kg.
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Os seguintes passos foram seguidos durante a extragao.

1. Abertura da valvula 2a do cilindro 1 e leitura da pressao no mandmetro 5 a;
2. Controle da temperatura dos reservatérios 6a, 6b, 6¢c, do extrator (14) e dos
cabegotes das bombas 7 ¢ &;
3. ApoOs atingir a temperatura (-10 °C), insere-se a célula de extragdo, no cilindro
extrator (14);
4. Leitura da pressao nas bombas, que deve ser “zero”, abrem-se todas as valvulas da
unidade;
5. Fecham-se as valvulas 2d, 2e, 2h, 2j, 2k ¢ 2m da unidade;
6. Pressuriza-se a coluna extratora (14) abrindo —se a valvulas de saida 2j.
7. Atingida a pressao de trabalho (manometro 5b), abrem-se as valvulas de saida 2m e
15;
8. Apos o tempo pré-estabelecido de extragdo (60 minutos), as bombas sdo desligadas
e fecha-se a valvula 2j para iniciar a despressurizacao do sistema;
9. Abre-se a tampa superior do extrator (14) e retira-se a célula de extragao.
10. O mesmo procedimento ¢ repetido com a célula de extracdo vazia para iniciar a
limpeza do equipamento;
11. Desligam-se as bombas e os banhos.

A valvula micrométrica (Autoclave Engineers, 10VRM2812, Erie, EUA) envolvida

por uma serpentina de aquecimento de 0,0130 x 1,2 m (Catel, sob encomenda, Piracicaba,
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Sdo Paulo) foi mantida a temperatura que variou de 100 a 130 °C, evitando-se o
congelamento da valvula durante a expansao da mistura CO, + extrato + co-solvente agua.
Nos ensaios realizados ao se fixar a vazdo do solvente e co-solvente nas bombas, o sistema
foi pressurizado até a pressao desejada e entdo o controle desta pressao foi realizado através
das valvulas de saida, distribuindo a perda de carga sobre a valvula de saida e a vélvula

micromeétrica.

Com o sistema equilibrado termicamente ¢ devidamente pressurizado, iniciou-se a
extra¢ao sendo o extrato recolhido em frascos coletores de vidro de 50 a 250 mL. Em série
com o frasco coletor existe um medidor mecanico de vazao de gas. A cada 15 minutos, o
frasco coletor foi trocado até completar 60 minutos de extragdo. Durante a despressurizagao

do sistema, o extrato foi coletado em separado.

O produto obtido na corrente de saida do extrator ¢ uma mistura multicomponente

formada de CO; + co-solvente e as diferentes substancias que constituem o extrato.

Os frascos contendo o extrato + dgua foram armazenados (tampados e lacrados) em

freezer doméstico (Metalfrio, HC-4, Sao Paulo, SP) na temperatura de aproximadamente -

10 °C.
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3.6.1.2 Remocgdo do Co-solvente

3.6.1.2.1 Extratos obtidos com 10 e 20% de co-solvente (v/v): Liofilizacdo

A remocao do co-solvente dos extratos de manjericao obtidos por ESC com alto teor
do co-solvente agua (10 e 20% de agua v/v) foi realizada pelo processo de liofilizacdo (FTS
System Ind., modelo EZ-DRY, Stone Ridge, EUA), ap6s tentativa sem sucesso de remog¢ao
em rota-evaporador. As amostras congeladas foram colocadas nos compartimentos

mantidos a temperatura ambiente) conectados a cAmara de resfriamento (-50 °C).
p

3.6.1.2.2 Extratos de manjericdo obtidos com 1% de co-solvente (v/v): Extracdo com
solvente

Para a separacdo das fases oleosa e aquosa dos extratos de manjericdo obtidos por
SFE*!® usando 1% (v/v) de 4gua destilada + CO, utilizou-se 3 mL de xilol (99,5% de
pureza, Ecibra, lote 15492, Sao Paulo, SP). A mistura foi separada em duas fases: fase
oleosa do extrato contendo xilol (fase superior, menos densa) e a fase aquosa do extrato
contendo substancias soliiveis em 4gua (fase inferior, mais densa). A fase oleosa foi
removida da mistura utilizando seringas descartaveis de 1 mL. A fase aquosa foi congelada
para que os tragos de 6leo volatil + xilol pudessem ser removidos com maior facilidade,
uma vez que a fase rica em 4gua permaneceu congelada e a oleosa manteve-se fluida.

Depois da separagdo das fases, o xilol foi removido do extrato usando vacuo (Laborota,

19 SFE = supercritical fluid extraction = extragio com fluido supercritico
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modelo 4001, Vietrieb, Alemanha) a 25 mbar ¢ 40 °C conforme sugerido pelo manual do
equipamento.
3.6.1.3 Planejamento dos experimentos

As condigdes de extragdo utilizando o sistema CO, + H,O + manjericao foram 100,
150, 200, 250 e 300 bar, 30 °C com 1, 10 e 20% de agua destilada como co-solvente (v/v) e
50 °C com 10 e 20% de agua destilada como co-solvente (v/v). Os ensaios foram realizados

em duplicata. A mistura solvente/co-solvente em porcentagem massica esta no Anexo 8.7.

3.6.2 Macela

O equipamento de extracdo a alta pressao utilizado no estudo dos sistemas CO, +
macela, e CO, + macelas foi o Spe-ed SFE (Applied Separations, modelo 7071, Allentown,
EUA) que trabalha em pressdes de at¢ 670 bar e temperaturas de até 240 °C (Figura 8.57,

no Capitulo 8: Anexos).

O sistema consiste em um reator com 5 x 10° m® de volume 1til (célula de extracio
intermediaria mostrada na Figura 8.58 no Capitulo 8: Anexos), instalado dentro do forno de
aquecimento elétrico. O CO, ¢ resfriado em banho com etileno glicol e o sistema de
pressurizagdo ¢ formado por uma bomba pneumatica, onde o CO, (Gama Gases Industriais,
99,0%, Campinas, SP) ¢ bombeado por nitrogénio até 70 bar. A temperatura do processo ¢
controlada por um termopar colocado na parede externa do extrator, sendo que esta
temperatura ¢ considerada ser a mesma do interior do extrator (desprezando a resisténcia a

troca de calor da parede do extrator, por se tratar de aco inox, material com alta
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condutividade térmica). O extrato ¢ coletado em frasco de vidro de 50 mL na pressao

ambiente. O diagrama do extrator ¢ mostrado na Figura 3.5.
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1- Cilindro de nitrogénio Valvulas
2- Cilindro de dioxido de carbono a- de nitrogénio
3- Banho de resfriamento de CO, b- de didxido de carbono
4- Booster c- de entrada de CO, pressurizado
5- Forno de aquecimento d- de alivio
6- Extrator e- de saida de CO, e produto
7- Rotametro f- micrométrica

8- Indicador digital de pressdo

9- ae b, manOémetros

10-a, b e c, termopares
11-indicador digital de temperatura

Figura 3. 5 Diagrama da unidade de SFE Spe-ed da Applied Separations (Moreschi, 2004).

40



Capitulo 3 Materiais e Métodos

3.6.2.1. Procedimento experimental

Os procedimentos de extracdo descritos a seguir de forma sintética, podem ser

visualizados na Figura 3.5.

3.

4.

Certificar-se de que as valvulas c, d, e e f encontram-se fechadas;
Abre-se a valvula a do cilindro 1 e valvula b do cilindro 2;
Resfria o banho (3) até¢ — 10 °C;

Programar as temperaturas do forno (5) em 30 ou 50 °C conforme ensaio e da

valvula de saida (f) em 80 °C, controlar usando os termopares 10a ¢ 10c e mostrado

pelo indicador digital (11);

5.

Insere-se a aproximadamente 3 x 10™ kg de macela no extrator (6) com didmetro de

2 x 10? m e comprimento de 2 x 107 m, e instala o extrator dentro do forno de

aquecimento (5) ligando as linhas;

6.

Pressurizacao do sistema através do ajuste da bomba pneumatica (4) até a pressao

de operacao;

7.

Pressuriza-se a coluna extratora (6) abrindo—se a valvula de alimentacdo do CO; (¢);

8. Atingida a pressdo de trabalho indicada pela bomba pneumatica (4), aguarda-se o

periodo estatico pré-fixado de 10 minutos e abrem-se as valvulas de saida e e f;

9.

O extrato ¢ recolhido em frasco de vidro de 50 mL em banho de gelo;
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10. Apds o tempo pré-estabelecido de extracdo de 60 minutos fecha-se a valvula de
alimentacdo de CO; (c), reduz-se a pressao da bomba pneumatica (4) até a pressdao do
cilindro de CO; indicado pelo manometro 9b, desliga-se a bomba pneumatica, iniciando
a despressurizagao do sistema (com duracao aproximada de 1 minuto);

11. O banho termostatico e o painel do forno de aquecimento podem ser desligados;

12. Fecham-se as valvulas dos cilindros a e b;

13. Para garantir a despressurizacao da célula de extracao, abre-se a valvula d;

14. Abre-se o forno (5), retirando a célula de extracao (6);

O produto obtido na corrente de saida do extrator ¢ uma mistura multicomponente
formada de CO, + diferentes substancias que constituem o extrato. Os frascos coletores de
vidro devem ser pesados, tampados, lacrados e armazenados em freezer doméstico

(Metalfrio, HC-4, Sao Paulo,SP) na temperatura de aproximadamente -10° C.

3.6.2.2. Planejamento dos experimentos
As condicoes de extragdao utilizando o sistema CO, + macela, ¢ CO, + macelag

foram 100, 200 e 300 bar, 30 °C e a 40 °C. Os ensaios foram realizados em duplicata.

42



Capitulo 3 Materiais e Métodos

3.7 Hidrodestilacao

3.7.1 Manjericdo

O ¢6leo volatil de manjericao foi obtido por hidrodestilagio usando o método da
A.O.A.C. numero 962.17 (1984). Devido a pequena quantidade de matéria-prima
disponivel para o ensaio, foi usada massa de aproximadamente 4 x 10~ kg. A matéria-
prima foi inserida em baldao de 1000 mL e foi acrescentado agua destilada até cobrir o
material vegetal (propor¢ao 1:10). Este baldo foi aquecido com manta de aquecimento
permitindo a ebulicdo e o refluxo de dgua num periodo de 65 min, o que permitiu a
obtenc¢do de um volume constante de 6leo extraido. A foto do hidrodestilador utilizado para

a extracao de 6leo volatil de manjericao estd na Figura 8.59 (no Capitulo 8: Anexos).

3.7.2 Macela

Devido a restrita quantidade de matéria-prima disponivel para esta etapa do
trabalho, foi utilizada uma técnica de hidrodestilacdo em que o 6leo volatil ¢ recuperado
com solvente organico visando minimizar as perdas. O procedimento de hidrodestilagao
(HD) empregado foi descrito por Rodrigues et al (2002). O 6leo volatil foi obtido a partir
de 5 x 107 kg de folhas + galhos cortados usando o aparato de microhidrodestilagio
mostrado na Figura 8.60 (no Capitulo 8: Anexos). Foi adicionado ao sistema 150 mL de
agua destilada. O 6leo volatil foi coletado em baldo contendo 25 mL de diclorometano
(Merck, pureza > 99,5%, lote K2490045 809, Darmastadt, Alemanha). Depois de 1 hora de

destilagdao, a fase organica foi separada da agua (condensacdo do vapor de arraste dos
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volateis) e extraida com 20 mL de diclorometano. Para retirada dos tracos de agua, foi
adicionado sulfato de sodio anidro (Synth, 99,0% pureza, lote 26072, Diadema, SP); a
mistura ficou em repouso por 15 minutos e em seguida a solugdo foi filtrada em papel de
filtro (Watman, didmetro de 185 mm, Cat No 1442185, Intern. Ltda Maidson Englad,
Inglaterra) a vacuo através de bomba (Tecnal, Modelo TE058, Piracicaba, SP). O sal
Na,SO4 foi lavado duas vezes com 5 mL com diclorometano. A mistura com fase aquosa +
fase organica com oleo volatil foi separada com funil de separacdo. A solugdo contendo
oleo volatil + diclorometano foi concentrada em rotaevaporador (Laborota, modelo 4001,
Viertrieb, Alemanha) com controlador de vacuo (Rotavac, Heidolph Instruments GMBH,

Viertrieb , Alemanha) com temperatura do banho a 40 °C.

3.8 Extracao a baixa pressao com etanol

A extragio a baixa pressio com etanol (LPSE>!!

) foi realizada com as duas espécies
de Achyrocline (macela, e a macelas) colocando 0,5 g de matéria-prima seca com 4 mL de
etanol (Merck, pureza > 99,8%, lote K3186583 312, Darmastadt, Alemanha) em frascos de
10 mL). Segundo o método de Pesek et al (1985), os frascos foram centrifugados durante 5
min a 2000 rpm (Jovan, modelo BR41, St Herblain, Franc¢a), depois mantidos em repouso

por 30 min. O material foi filtrado a vacuo e o sobrenadante foi concentrado em

rotaecvaporador (Laborota, modelo 4001, Viertrieb, Alemanha) a 40 °C a 150 mbar.

> LPSE = low pressure solvent extraction
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3.9 Composicao dos Extratos

3.9.1 CG-EM

Os compostos presentes no extrato de manjericdo obtido por SFE (1% do co-
solvente 4agua) foram identificados através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Hewlett Packard, modelo 5890 série II, Palo Alto, EUA), a
amostra estava diluida em acetato de etila 5 mg/mL, sendo agitada por 30 minutos antes da
injecdo de 1uL da solugdo, gas de arraste hélio 1 mL/min, split 1:20, temperatura do injetor
240 °C e temperatura do detector de 220 °C, aquisi¢do de massa 40 a 600 u.m.a. Coluna
capilar HP Ultra-2 com tempo de componente ndo retido de 2 minutos. Programagdo de
aquecimento da coluna: 60 °C a 300 °C, 3°C/min, mantendo a 300°C por 5 minutos. A
analise foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica IQ-UNICAMP (codigo da

analise CA068/04 1I)

Os compostos do 6leo volatil de manjericao obtido por HD e do extrato obtido por
SFE foram identificados no Centro de Pesquisas Quimicas Biologicas e Agricolas CPQBA-
UNICAMP pelo pesquisador Adilson Sartoratto. Os extratos de macela, e macelas obtidos
por LPSE, SFE e o o6leo volatil obtido por HD tiveram parte de seus compostos
identificados pela Dra. Carmem Queiroga ¢ Dra Marili Rodrigues, também no CPQBA-
UNICAMP. As analises cromatograficas realizadas no CPQBA-UNICAMP foram
realizadas em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (Hewlett Packard,
modelo 5980, Palo Alto, EUA), gas de arraste hélio 1 mL/min, split 1:40, injecdo de 1 pL,

temperatura do injetor de 220 °C e temperatura do detector de 250 °C. Coluna capilar HP-5
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(30m x 0,25mm X 0,25um). O programa de aquecimento da coluna utilizado foi: 60 °C a
240 °C com 3 °C/min. Os constituintes do 6leo foram identificados por comparagdo de
espectros de massa com os dados da literatura, com o banco de dados da biblioteca Wiley

do sistema CG/EM e com o indice de retengao.

3.9.2 CG-DIC

Todos os extratos de macela,, macelas e a fase oleosa dos extratos de manjericao
(obtidas com 1% de co-solvente + CO, ) foram analisadas por cromatografia gasosa com
detector por ionizagdo de chamas (Shimadzu, CG 17A, Kyoto, Japao), gas de arraste hélio
1,7 mL/min (99,99%, White Martins, Brasil), split 1:20, injecdo de 1 pL da amostra na
dilui¢do de 5mg/mL de extrato em acetato de etila (Merck, 99,5% de pureza, lotes
K30929523 229 e K31164223 236, Darmstadt, Alemanha), temperatura do injetor e
detector foram 220 °C e 240 °C, respectivamente. Coluna capilar de silica DB-5
(30mx0,25mmx0,25um) (J & W Scientific, Folson, EUA). A coluna foi aquecida de 60 °C
a 246 °C, 3 °C/min (programa de Kovatz do Adams, 1995). A identificacdo foi feita por

comparagao do tempo de retencdo com os tempos de retencdo do CG/EM.
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3.10 Atividade Antioxidante

A metodologia para determinar a atividade antioxidante dos extratos foi descrita por
Leal et al (2003%). O substrato de reagédo foi preparado usando 10 mg de B-caroteno (99%,
Acros, lotes 723540-7 e 40415-0010, FW 536,88, Nova Jersey, EUA), 10 mL de
cloroféormio (99,0 — 99,4%, Merck, K31503045 301, 1024451000, Darmstadt, Alemanha),
60 mg de acido linolénico (99%, Sigma — Aldrich, L2376, 06K3727, St Louis, EUA) e 200
mg de Tween 80 (99%, Sigma — Aldrich, lotes L032K0104, St. Louis, EUA). Esta solucao
foi concentrada em rota-evaporador (Laborota, modelo 4001, Vietrieb, Alemanha) a 50°C e
depois ressuspendida com 50 mL de 4gua destilada. A reacdo foi conduzida usando o
seguinte procedimento: para 1 mL de substrato foram adicionados 2 mL de adgua destilada e
0,05 mL de extrato diluido em etanol (99,8%, Merck, K31865683 312, Darmstadt,
Alemanha) na concentracao de 20 mg/mL. Os extratos aquosos de manjericao obtidos por
SFE com 1% de dgua (v/v) ndo foram diluidos e os obtidos por SFE com 10 e 20% de agua
(v/v) foram diluidos em 4gua destilada obedecendo a concentracao de 20 mg/mL. A mistura
foi mantida em banho (Tecnal, TE 159, Piracicaba, SP) a 40 °C e o produto de reagdo foi
monitorado usando espectrofotometro (Hitachi, U-3010, Tokyo, Japao) cujas leituras foram
realizadas no inicio da reagdo e depois a cada 1 hora até completar 3 horas de reacdo. A
leitura foi realizada na absorbancia de 470 nm. A atividade antioxidante foi calculada

através da Equacao 3-3 (Skerget el al, 2005).

t=0 t
absextrato B absextram j Eq 3-3

abs™° abs'

controle

AA = IOOX(I—

controle

47



Capitulo 3 Materiais e Métodos

onde : AA: atividade antioxidante;
abs! ., : absorbancia do extrato no inicio da reagio (t = 0);
abs._. .. absorbancia do controle no inicio da reagio (t=0);
abs.,.. : absorbancia do extrato no tempo de reagdo t onde t =1, 2 ou 3 horas;

abs'  :absorbancia do controle no tempo de reagio t onde t = 1, 2 ou 3 horas;

3.11 Calculos

O rendimento global de extracdo (Xo) foi calculado em base seca tanto para os

extratos liofilizados (10 e 20% de co-solvente (v/v)) quanto para as fragdes oleosas (1% co-

solvente (v/v)) conforme Equacao 3-4.

m
TOTAL _DE_EXTRATO DA _FASE_OLEOSA
Xo =100x -DE. ~ou.DA_FASE.

Eq. 3-4
m

MATERIA-PRIMA _SECA
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, os resultados e discussdes estdo apresentados separadamente:

manjericao (O. basilicum) e macela (A. alata e A. satureioides).

4.1 Manjericao

4.1.1 Treinamento e ensaios preliminares: manjericdo

Foi realizado treinamento na unidade extratora com co-solvente, a fim de estar apta
a controlar o processo de extragdo. Durante o treinamento foram realizadas extracdes com
matéria-prima*'? (manjericdo) fresca e seca. Foi testada a metodologia de extragio com
CO, + co-solvente utilizando seis amostras*!"® de manjericado fresco e duas amostras

secas4'14.

Estes ensaios preliminares serviram como indicativo da temperatura que a valvula
micrométrica da corrente de saida do extrato + CO, + H,O deveria estar para manter a

pressdo do sistema estdvel em 250 bar com temperatura de 30 °C e 20% (m/m) do co-

*12 Os lotes de manjericdo utilizados para treinamento e testes preliminares ndo sio os mesmos que foram
utilizados para o desenvolvimento deste trabalho, devido a pequena quantidade de material disponivel para a
realizag¢@o do mesmo.

*13 As amostras de manjericio fresco foram colhidas matinalmente do dia 7 a 11 de julho de 2004 no IAC.

*14 As amostras de manjericdo seco fazem parte dos lotes colhidos entre os dias 7 e 11 de julho de 2004, que
foram secadas durante 2 dias em sala climatizada (17 °C).
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solvente agua. A temperatura da valvula micrométrica avaliada em funcao da matéria-prima

ser fresca ou seca € mostrada na Tabela 4.1.

Tabela 4. 1Temperatura da valvula micrométrica e vazio massica do didxido de
carbono na corrente de saida do extrator, com pressao de extraciao de 250 bar.

Manjericao Massa de Temperatura, ° C Vaziao massica, kg/s
alimentacao, kg
Fresco 15x107 80 6,5x107
Fresco 15x107 95 6,7x107
Fresco 15x107 100 6,0x107
Fresco 15x107 125% 5,5x107
Seco 5x107 130 5,5%107
Seco 3%x107 135 4,0x10°

* Ensaio realizado em triplicata.

E possivel observar que nos ensaios em que a valvula micrométrica permaneceu
com temperaturas inferiores a 125 °C, a pressdo do sistema apresentou maior instabilidade
(variagdo tSbar) e como conseqiiéncia, para evitar o aumento da pressdo de operagao,
houve a necessidade de aumentar a vazao da corrente de saida. As vazdes obtidas durante
os ensaios com 80, 95 e 100 °C (temperatura da valvula micrométrica) foram muito altas o
que gerava escoamento altamente turbulento do CO, + H,O + extrato dentro do frasco de
coleta. Deste modo, em alguns momentos durante a extracdo, o co-solvente agua foi
arrastado para a linha de saida do CO, (que possui o medidor de vazdo de gases). Das
temperaturas testadas para a valvula micrométrica, a de 125 °C favoreceu uma extracdo
com excelente desempenho, sendo realizados trés ensaios com a mesma temperatura. A
vazio média do CO, foi de 5,5x10” kg/s. Avaliou-se o comportamento do material seco e a
temperatura da valvula micrométrica que possibilitou maior estabilidade na pressdao do
sistema sendo a temperatura de 135 °C a mais adequada dentre as estudadas, obtendo-se

uma vazdo de 4x107 kg/s.
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A remocao do co-solvente H,O se fez necessaria para a obtengdo do rendimento de
solidos soluveis totais extraidos. Usualmente a remog¢ao do solvente ¢ realizada através do
rotaevaporador como ¢ o caso de extratos que possuem etanol, isopropanol, metanol e
outros, no entanto, mesmo aumentando o vacuo (até 72 mbar) o método nao foi eficiente.
Deste modo foram testadas outras formas de remogdo da agua dos extratos como
centrifugacao e liofilizagdo. A liofilizagao foi o inico método eficiente de remogdo da agua

dos extratos obtidos por SFE.

Durante a remog¢ao da agua por liofilizagdo, o vacuo ¢ extremamente elevado e,
portanto existe a possibilidade de haver perdas do o6leo volatil. No entanto ndo se pode
afirmar que realmente houve a perda destes compostos volateis, pois as condi¢des de
extracdao associadas a 10 e 20% de co-solvente, como serdo discutidas a seguir, ndo tém
indicacdes da presenga significativa de compostos apolares e mais especificamente 6leo
volatil. A liofilizacdo ¢ considerada um processo caro e, portanto em muitas situacdes €
desaconselhavel sua utilizagdo, no entanto vale enfatizar que os extratos obtidos por SFE
podem permanecer com a agua desde que haja armazenamento adequadamente devido a

alta atividade de agua (refrigeragdo).
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4.1.2 Extragao

A matéria-prima (folhas moidas de manjericdo) que compuseram o leito de extragao
tinha densidade real de 1600 kg/m’, densidade aparente (da) de 139 kg/m’ para os ensaios
de extragdo com 10 e 20% (m/m) de co-solvente e 135 kg/ m’ para os ensaios de extragdo
com 1% (m/m) de co-solvente. A porosidade total do leito e das particulas (€) foi de 0,94

para os ensaios de extracdo com 1, 10, 20% (m/m) de co-solvente.

As curvas globais de extragio (OEC)*'® que serdo apresentadas a seguir referem-se
ao rendimento dos extratos secos em funcdo do tempo de extragdo (massa acumulada). Sao
mostrados na Figura 4.1 as OEC de ensaios realizados nas pressdes de 100 a 300 bar, 30° C
com 10 e 20% do co-solvente 4gua. A extragdo realizada com 20% de agua (m/m) a 300 bar
apresentou melhor rendimento seguido pelas extragdes realizadas nas pressdes de 250, 100
e 150 bar. E possivel observar que os ensaios de extragio realizados com 10% do co-
solvente dgua (Figura 4.1) que tiveram melhores rendimentos de extragdo foram com as

pressdes de 100 bar e 150 bar (com valores proximos) e com as pressoes de 250 e 300 bar.

E valido observar que os ensaios de extragdo realizados com a pressao de 200 bar

tiveram menor rendimento tanto com 10% de agua como com 20%.

Nas extragdes realizadas com 10 e 20% do co-solvente dgua, ndo foi constatado

visualmente turbidez no extrato o que caracterizaria uma mistura de 6leo + dgua. Verificou-

415 .
OEC = overall extraction curves
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se diferenca na coloragdo dos extratos em relacdo ao tempo de extracdo, sendo que os
extratos obtidos durante os primeiros 15 minutos de extracdo e a fragdo obtida durante a
despressurizagdo do sistema (61 — 120 min) apresentaram coloragdo mais intensa (Figura
4.2) que as demais. Essa diferenca na coloragdao pode ser explicada pela alta concentragao
de solidos totais no extrato, conforme mostrado na Tabela 4.2. Em todas as pressoes de

extracdo, a maior parte dos solidos foi extraida durante os primeiros 15 minutos de extragao

(Tabela 4.2).
25
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Tempo de extracao/60, s

Figura 4. 1 Rendimento em extrato (base seca) obtido a 30 °C com 10% (m/m) de agua nas
pressdes de 100 bar(0), 150 bar(+), 200 bar(%), 250 bar(‘ﬁ) ¢ 300 bar([]) e com 20% (m/m)

de 4gua nas pressoes de 100 bar( e ), 150 bar(x), 200 bar("), 250 bar d‘) ¢ 300 bar( ®) em
funcao do tempo de extracao.
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Tabela 4. 2 Massa pontual (kg) do extrato de manjericao (em base seca — b.s.) obtido
por SFE a 300 bar, 30° C e 20% (m/m) do co-solvente agua.

Tempo de extracao/60, s Massa pontual/10° (b.s.), kg
15 543,8
30 51,3
45 28,6
60 14,5
Intervalo de despressurizac¢do do sistema (61-120)/60 15,8

Avaliando o rendimento total (Xo) de extragdo com 10 e 20% de agua (m/m)
conforme mostrado na Figura 4.3, observa-se que 20% de 4gua favoreceu o aumento da
extragdo de solidos, essa condicdo pode ter favorecido a hidrdlise de compostos,
aumentando deste modo a quantidade de soélidos soluveis na matriz vegetal (Moreschi,
2004). O comportamento do rendimento apresenta mesma tendéncia para as duas
porcentagens de co-solvente, em que se verifica o decréscimo do rendimento até 200 bar e

em seguida o rendimento torna-se crescente até 300 bar.
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F30 F45 F60 Desp.

Figura 4. 2 Extratos de manjericdo coletados aos 15 (F15), 30 (F30), 45 (F45) e 60 min
(F60) e durante a despressurizagdo do sistema (Desp.)
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Figura 4. 3 Rendimento global de extragdo (Xo) de manjericdo em funcdo da pressdo de
extragdo e porcentagem de co-solvente H,O (m/m): 10% (A) e 20% (0).
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Nos ensaios de extracdo com 1% de dgua (m/m) pode ser facilmente verificado a
extracdo de oleo, podendo ser constatado sua presenca devido a turbidez do extrato. A
Figura 4.4 mostra o rendimento global de extracdo em fungdo da pressao e temperatura.
Usando-se 1% de dgua como co-solvente (m/m), os maiores rendimentos em 6leo foram
obtidos a 30 °C e 100 bar e a 50 °C e 150 bar, sendo que em ambas as condigdes o

rendimento de extracao foi de aproximadamente 2% (em b.s.).

2,5
X
3
§ 2,0 T .
(o)
9
& 1,5 N
O
3 - g *
92 1,0 2
c
()
E
° 0,5
[
oc
0,0 ‘ ‘ ‘
100 150 200 250 300

Pressao, bar

Figura 4. 4 Rendimento da fase oleosa do extrato de manjericdo obtido com 1% H,O
(m/m), como fungdo da pressdo nas temperaturas de 30 °C ( ) e 50 °C (#).

Comparativamente ao trabalho de Shyu et al (1997) que avaliou o equilibrio de

fases da mistura CO, + H,O nas temperaturas de 5, 50, 250, 350° C e pressdes de 0 a 1000
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bar (Figuras 2.3 e 2.4 no Capitulo 2) € possivel analisar os ensaios de extragao realizados a
50 °C e 1% de co-solvente 4gua (m/m) que corresponde a mistura CO,:H,O de
0,99:0,01*'°. Nas cinco condi¢des de pressdo estudadas e, levando-se em conta o diagrama
de Shyu et al (1997) presente na Figura 2.3, a mistura encontra-se na regido de duas fases.
E possivel estimar a curva de equilibrio para o sistema CO,:H,O (0,99:0,01) para a
temperatura de 30° C e, do mesmo modo que na temperatura anterior, nas cinco pressoes de
operagdo, a mistura de solventes também se encontra na regido de duas fases. E possivel
observar que as condigdes de extracao que favoreceram maior rendimento em 6leo, 100 bar
e 30° C e 100 e 150 bar e 50 °C, estdao localizados mais distantes da curva de saturacao de
vapor (ponto de bolha) que as demais pressoes. Espera-se que quanto mais distante da
curva de saturagdao de vapor, menos apropriadas sdo as caracteristicas para o solvente, uma
vez que gases sao péssimos solventes por possuirem baixa densidade, apesar de possuirem
alta difusividade. Os liquidos j& possuem caracteristicas que o tornam bons solventes por

possuirem densidades maiores, alta viscosidade apesar de ser lenta a difusividade.

Como a condi¢do de extragdo de 100 bar e 30 °C resultou em maior rendimento em
6leo nos ensaios com 1% do co-solvente dgua, esta mesma condicdo de temperatura e
pressdo foi selecionada para extragdo com 5% do co-solvente (m/m). Através da OEC
mostrada na Figura 4.5, verifica-se que o rendimento da fase oleosa (base seca) foi de

aproximadamente 3 % (b.s). Sendo assim, o rendimento global em 6leo foi de 2 para 3%

416 A fragdo massica foi calculada sabendo-se a densidade dos respectivos solventes CO, ¢ H,O na
temperatura e pressdo de entrada na bomba (p CO, = 1002 kg/m3 (T =-10 °C, P = Pjingro = 60 bar) e p H,O =
997 kg/ m (Tampiente £ 24 °C, P = Pmostirica = 0,950 bar) Calculo no ANEXO 8.7 .
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(b.s) quando a porcentagem do co-solvente foi de 1 para 5%, mostrando um aumento de

50% no rendimento.

L
o

3,0
2,5
2,0
1,5 -
1,0 -
0,5 - m]
0,0

Rendimento da fase oleosa, %

0O 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo de extraciao, min

Figura 4. 5 Rendimento da fase oleosa do extrato de manjericdo obtido com 5% H,O
(m/m), em fun¢ao do tempo de extracao na pressao de 100 bar e 30 °C ( ).

O rendimento em o6leo volatil de manjericio obtido por HD*!'" foi de
aproximadamente 1% (em b.s.) com tempo de extragdo de 65 minutos, em que o volume de

oleo volatil depositado em coluna de vidro graduada, permaneceu constante.

*17HD = hidrodestilago
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4.1.3 Composicdo quimica dos extratos de manjericao

Os compostos identificados no oleo volatil de manjericao estdo apresentados na

Tabela 4.3 ¢ a Figura 4.6 mostra o cromatograma. Os compostos majoritrios no 6leo

volatil (em % em area) obtidos por HD sdo linalol, 1-8 cineol, cinfora e eugenol. Dentre as

espécies de Ocimum, o O. basilicum pertence ao quimiotipo cujo composto majoritario na

parte volatil € o linalol.

Tabela 4. 3 Compostos identificados por CG-EM*."*no 6leo volitil de manjericiio

obtido por HD.
tg (min.) IR Identificacao area (%)
5,32 932 alfa-pineno 0,84
5,70 946 canfeno 0,62
6,35 971 sabineno 0,76
6,46 975 beta-pineno 1,57
6,83 989 beta-mirceno 0,68
8,20 1030 1,8-cineol 21,9
9,42 1065 PM =154 0,47
10,21 1087 fenchona 0,94
10,82 1103 linalol 26,82
12,53 1144 canfora 12,3
14,45 1190 alfa-terpineol 2,74
21,80 1358 eugenol 7,89
24,38 1417 trans- cariofileno 1,39
25,11 1435 alfa-bergamoteno 3,02
27,05 1481 germacreno D 7,35
28,01 1503 germacreno A 0,91
28,39 1513 gama-cadineno 1,73
32,44 1613 <1,10-DI-EPI->cubenol 0,67
33,52 1641 <EPI-alfa->cadinol 7,40

tg : tempo de retengdo
IR: indice de retencdo

*18 Analise realizada no CPQBA/UNICAMP.
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Abundance TIC: OB-HID.D
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Figura 4. 6 Cromatograma do 6leo volatil de manjericao obtido por HD.

Os compostos presentes no extrato obtido via SFE (1% de co-solvente) e detectados

por CG-EM estio apresentados na Tabela 4.4 *'° ¢ *?* ¢ o cromatograma na Figura 4.7**.

Nao foi possivel identificar todos os compostos detectados como, por exemplo, 0 composto

cujo tempo de retencao foi de 49,88 min.

Tabela 4. 4 Compostos identificados por CG-EM *'° ¢ *? na fraciio oleosa dos extratos
obtidos por SFE a 150 bar, 50° C e1% do co-solvente agua.

tg (min.) IR Identificacao
384 - etilbenzeno
398 - 1,2-dimetilbenzeno
424 e 1,4-dimetilbenzeno / p-xilol
442 e 1,3-dimetilbenzeno
21,69 1355 eugenol
26,96 1478 germacreno D
33,43 1639 <EPI-alfa->cadinol
4988 - e
53,17 - PM =278

*7 Analise realizada no CPQBA/UNICAMP.

*19 Analise realizada na Central Analitica/Instituto de Quimica/UNICAMP.
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Abundance h bs TIC: OB-EX54.D
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Figura 4. 7 Cromatograma do extrato do manjericao obtido por SFE a 150 bar, 50° C e 1%
de co-solvente agua.

Comparando os resultados mostrados nas Tabelas 4.3 e 4.4, ¢ possivel concluir que
o extrato obtido por HD apresenta uma maior gama de compostos classificados como 6leo
volatil, ou seja, oleo leve que pertence as classes de terpenos e sesquiterpenos. Sugere-se
que o linalol presente na matriz vegetal tenha sido extraido e posteriormente perdido
durante a etapa de expansdo no frasco de coleta do extrato ou ainda, durante a etapa de
concentragcdo da fase oleosa com vacuo (= 75 mbar). Esta segunda hipdtese parece ser a
mais adequada, uma vez que, tanto compostos com maior quanto com menor massa
molecular, em relacdo ao eugenol, ndo estdo presentes no extrato. Neste caso, seria
necessario desenvolver outra metodologia para a separacdo das fases aquosa/oleosa ou
entdo tentar utilizar barreiras fisicas para minimizar as perdas de compostos leves durante a
extragdo (expansdo) e durante a concentragdo. E importante observar que os extratos
obtidos com alto teor de co-solvente (10 e 20% (m/m)) ndo apresentaram em sua
composi¢ao oleo volatil (classe dos terpenos ou sesquiterpenos como eugenol, germacreno-

D, linalol, etc.), no entanto, por CG-EM foram detectados alguns picos de compostos com

61



Capitulo 4 Resultados e Discussoes

massa molecular maior (286 e 300), mas que ndo puderam ser identificados pela biblioteca
eletronica do Adams. O cromatograma®’ e os espectros de massa®’ de um dos extratos
obtidos com alto teor do co-solvente dgua (10% v/v) é mostrado na Figura 8.36 a 8.38

(Capitulo 8: Anexos).

Através das Figuras 4.6 ¢ 4.7 ¢ possivel verificar que a composicao quimica do
extrato obtido no primeiro caso por hidrodestilacdo e no segundo por extracdo supercritica
apresenta diferengas, sendo possivel, observar que os compostos que foram detectados nos
primeiros 15 min da corrida cromatografica do extrato obtido via HD, ndo aparecem nos
extratos obtidos por SFE. Além disso, ¢ possivel verificar que compostos que foram
detectados ap6s 40 min de corrida cromatografica estdo presentes apenas no extrato obtido
por SFE. Esta diferenca na composi¢ao quimica pode ser explicada pela afinidade do soluto
na mistura solvente + co-solvente durante a extracdo supercritica ou 0os compostos mais
leves podem ter sido arrastados pelo diéxido de carbono durante o processo de expansdo,
na corrente de saida do extrator. A composi¢ao quimica dos demais extratos obtidos via
SFE estd apresentada na Tabela 4.5. Alguns compostos que foram detectados como
etilbenzeno, 1,2-dimetilbenzeno, 1,4-dimetilbenzeno (p-xilol) e 1,3-dimetilbenzeno
(presentes na Tabela 4.4) ndo serdo apresentados na Tabela 4.5 uma vez que trata-se de
tracos de solvente resultante do processo de separacdo fase aquosa/fase oleosa utilizando

xilol.
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Tabela 4. 5 Composigdo (em % de area)**' da fragdo oleosa dos extratos de manjericio
obtidos por SFE a 100, 150, 200, 250 e 300 bar, 30 e 50° C e 1% (m/m) de dgua como co-

solvente.

Composicao do extrato, % em area

Pressdo, bar

100 150 200 250 300

Temperatura, °C

Compostos 30 50 30 50 30 50 30 50 30 50
Eugenol 13,0 146 82 132 79 99 39 11,8 24 59
Germacreno - D 60 56 35 54 34 39 tr 4,8 tr 2.4
Epi - a - cadinol 10,0 88 104 94 10,1 124 92 12,1 98 104
Fitol 37 tr 24 w23 223 tr 23 tr 1,8
Neofitadieno 70 47 69 54 6,7 67 59 52 67 48
n.i. 60,3 66,3 68,7 66,7 69,7 64,9 81,0 63,8 81,1 74,7

tr = tragco (% < 2% ); n.i.= ndo identificado.

A presenga destes compostos nos extratos (em % em darea) decresceram com a
pressao de extragdo para as duas temperaturas de extragdo, exceto para a pressao de 250 bar

e 50 °C. Extratos obtidos a 50 °C apresentaram maior teor de eugenol variando de 6 a 14%

(em éarea).

421 Analise realizada através do CG-DIC no LASEFI/FEA/UNICAMP.
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4.1.4 Atividade Antioxidante

A seguir, estdo apresentados os valores de atividade antioxidante (AA) dos extratos
obtidos com 1% de co-solvente agua (m/m): fase oleosa e fase aquosa; dos extratos (Xo)
obtidos com 10 e 20% de co-solvente; dos extratos obtidos com 10 e 20% de co-solvente

em funcao do tempo de extracao (15, 30, 45, 60 minutos e extrato de despressurizagao).

A Tabela 4.6 mostra a AA da fase oleosa e aquosa dos extratos de manjericao
obtidos com 1% (m/m) de co-solvente e os extratos totais obtidos com 10 e 20% de co-
solvente. Os tragos significam que o extrato nao possui AA ou a atividade ¢ inferior a do

beta-caroteno (controle).

Os extratos obtidos com 10 e 20% de dgua (m/m) apresentaram AA superiores aos
extratos obtidos com 1% de 4gua (m/m) na mesma temperatura (30 °C). Verifica-se um
aumento na AA dos extratos obtidos com 1% H,O a 50 °C em relagao aos obtidos a 30 °C.
A AA pouco varia com o tempo de reagdo de oxidagdo, podendo ser um indicativo de que
os extratos de manjericao obtidos com 10 e 20% de H,O, além de possuirem bons valores
de AA, apresentam uma boa estabilidade. Portanto, os extratos de manjericdo podem ser
considerados um antioxidante natural com agdo prolongada, podendo aumentar a vida de

prateleira de um produto.

Entre as fragdes oleosa e aquosa dos extratos obtidos com 1% de H,O, a primeira

fragdo apresentou AA superior a segunda fracao (aquosa), sendo que a maioria dos extratos
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aquosos nao apresentaram AA ou sua atividade foi inferior a do beta-caroteno (3 colunas da
direita da Tabela 4.6). A AA dos extratos oleosos variam consideravelmente com o tempo

de reacao.

As maiores AA obtidas para o extrato de manjericao foram de 68% de AA para o
extrato obtido com 20% de H,O a 30 °C e 200 bar; 51% de AA para os extratos obtidos
com 10% de H,0O a 30 °C e 250 bar e 100% de AA para o extrato obtido com 1% de H,O

a 50 °C e 300 bar (fragao oleosa).
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Tabela 4. 6 Atividade antioxidante (%) dos extratos de manjericdo em funcdo da pressdo de extracdo, temperatura de extragao e

porcentagem de co-solvente agua (m/m).

Tempo de reacio, h

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Porcentagem de co-solvente agua (m/m)
T P 20 10
C bar Extrato total (Xo) Extrato total (Xo) Fase oleosa Fase aquosa
100 50 50 48 47 48 46 41 - 31 2 6 5
150 57 56 55 48 48 - - 5 45 - - 1
30 200 67 68 67 48 49 47 48 50 42 - - 1
250 64 66 65 50 51 49 64 31 57 - - 4
300 58 58 56 49 50 48 54 57 62 - - 5
100 90 96 24 42 45 37
150 58 61 58 - 3 7
50 200 61 62 52 - - 6
250 65 65 70 - 0 8
300 100 63 100 - 1 6

AA = 0 significa que extrato possui atividade antioxidante igual a do B-caroteno.
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Através das Figuras 4.8 ¢ 4.9 e da Tabela 4.7, ¢ possivel observar a AA dos extratos
em funcdo do tempo de extracdo, observando-se diferentes comportamentos com as
diferentes condi¢des de pressdo e temperatura de processo € % do co-solvente. Através da

Figura 4.8 ¢ possivel visualizar que a AA nao foi muito influenciada pelo tempo de reacao.

Os trés Unicos extratos que tiveram em sua fracdo de despressurizagdo valores
maximos de AA, foram os obtidos nas condi¢des de 100 bar e 250 bar, 10% H,O (Figura
4.8-A e D) e 30 °C e 150 bar, 20% de agua e 30 °C (Figura 4.9-B’), para os demais extratos,

a AA cresce com o tempo de extragdo até os 60 minutos e decresce na despressurizagao.

Se compararmos o extrato obtido durante 46-60 minutos (F60) e os extratos totais
(Tabela 4.6), ¢ possivel concluir que esta fragdo em especial, apresenta maior AA em
relagdo ao extrato total e demais fragdes obtidas nos 15 (F15) e 30 min (F30) e na fracao
obtida durante a despressurizagdo do sistema (Desp.), com exce¢do do extrato obtido a 200

bar, 20% de H,O e 30° C (Figura 4.9-C).
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Tabela 4. 7 Atividade antioxidante dos extratos de manjericdo em funcao da pressao de extracdo, porcentagem de co-solvente dgua
(m/m) e tempo de extragdo.

Tempo de reacdo, h

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Tempo de extracao, min

A%;:a’ P 0-15 (F15) 16 - 30 (F30) 31 -45 (F45) 46 - 60 (F60) Depressurizacio (Desp.)
100 52 53 51 48 48 46 64 65 64 62 65 64 61 63 61
150 41 45 39 59 58 56 63 63 61 72 70 68 65 65 63
10 200 60 58 54 70 68 66 70 70 68 70 68 66 64 61 57
250 63 62 59 70 68 66 71 70 68 73 74 72 72 75 72
300 42 41 37 56 55 53 57 58 58 62 66 66 53 55 52
100 56 55 52 6l 60 57 70 67 65 69 70 68 66 68 66
150 53 53 50 6l 60 57 62 61 59 65 66 64 65 66 65
20 200 60 56 53 72 68 64 59 58 55 62 58 55 55 52 53
250 71 66 63 74 68 66 88 82 75 - - - 95 96 95
300 73 69 66 74 68 66 68 63 63 82 91 99 80 84 85
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Segundo a literatura, a atividade antioxidante dos extratos do manjericdo também
pode ser atribuida aos compostos fenolicos, ao acido rosmarinico e a-tocoferol. (Grayer et

al, 1996, Javanmardi et al, 2003; Jayasinghe et al, 2003).

E possivel concluir que o extrato de manjericio possui boa atividade antioxidante,
superior ao antioxidante controle beta-caroteno, para quase todas as amostras estudadas. E
interessante enfatizar que os extratos sem 6leo volatil (10 e 20% H,O) apresentaram valores
de AA similares aos extratos oleosos, indicando que nido somente 0s compostos mais

apolares como os terpenos e sesquiterpenos (que compde o oleo volatil), possuem AA, mas

também outras classes de compostos mais polares presentes no manjericao.

69



Capitulo 4 Resultados e Discussoes

A
o 100 o 80
)
g 97 g
S 80 - IS
3 ] 870 1
5 70 kK 5 X
E 60 " '% a
© [} X
g 01 * a 2 60 | X
g 401 8 1
= 30 'g X
< 20 < 5
0 1530 45 60 75 90 105 120 0 15_30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extragao x 60, s Tempo de extragao x 60, s
C
, 80 . 80
B R
g B N
= n
c S X R
8 70 - =g = § 70 - = 1
3 4 % S 4
£ . <
& < 1
260 m A L 604
o} A X o]
ge} el
E | X :
< 50 < 50
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extragao x 60, s Tempo de extracéo x 60, s
E
80
R
o 70
5 a
5 60 1
5 n ¥ #
E 50 -
o 40 -
g &
230
< 20 —

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extragao x 60, s

Figura 4. 8 Atividade antioxidante dos extratos de manjericao obtidos a 30° C, 10% de co-solvente e
100 bar (A), 150 bar (B), 200 bar (C), 250 bar (D), 300 bar (E); em fun¢do do tempo de extragdo e do

tempo de reagio oxidante 1h (" ), 2h (*) e 3h (x).
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4.2 Macela, e Macelag

As umidades da macela, (A. alata) e macelay; (A. satureioides) foram
respectivamente 10,1 e 10,2%. As densidades aparente das matéria-primas que alimentaram

o extrator foram de 382 kg/m3 para macela, e 366 kg/m3 para macelas.

4.2.1 Extragcdo

O rendimento global de extracdo para os sistemas macela, + CO, e macelas + CO,
estdo na Tabela 4.8. Ambos os sistemas mostram o mesmo comportamento, 0 maximo
rendimento foi obtido a 30 °C e pressdao de 200 bar. Os rendimentos globais de extragao
(Xo) da macela, foram maiores que da macela;. Para as condi¢des de extragdao usadas, a
pressdao de inversao ¢ um pouco acima de 250 bar como pode ser verificado nas Figuras

4.10e4.11.

Tabela 4. 8 Isoterma de rendimento global (%, m/m, base seca — b.s.) para os sistemas
macela, + CO; e macelas + CO,, a vazao do solvente foi de 7 x 10° kg/s.

Pressdo, bar  pcoy , kg/m’ Xo
A. alata A. satureiodes
30°C 40°C 30 °C 40 °C 30 °C 40 °C
100 772 629 2,57 1,26 1,38 0,53
150 847 780 - 3,59 - -
200 891 840 4,16 2,59 2,40 2,59
300 948 910 3,31 3,73 1,96 2,22

*Valores de densidade (pco,, kg / m®) retirados do NIST — National Institute of Standards and Technology.
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O rendimento global de extragdao estd intimamente relacionado com a solubilidade
do soluto (a mistura que forma o extrato) e solvente supercritico (Rodrigues et al, 2003).
Portanto, o efeito da densidade do solvente além da solubilidade do soluto no solvente sera
importante nas pressoes proximas de 250 bar, em que, proximo a este valor, o efeito da
pressao de vapor do soluto ¢ predominante. Considerando o rendimento, a 30 °C a melhor
pressao de extracao foi de 200 bar e a 40 °C foi de 300 bar para ambos os sistemas macela,
+ CO; e macelag + CO,. O rendimento para a extragao a baixa pressao com etanol (LPSE)
foi 2,9% (m/m, b.s.) para macelas € 4,3% (m/m, b.s.) para macela,. Devido a pequena massa
de matéria-prima disponivel para obtencdo de oleo volatil de macela, e macelas por
hidrodestilacao, conforme descrito no item 3.7.2, ndo foi possivel calcular o rendimento em

oleo volatil.

e T=30C
— o T=40C

Rendimento Global, %

1 ,0 I \ \ \
100 150 200 250 300

Pressao, bar

Figura 4. 10 Isotermas de rendimento global para o sistema macela, + CO,: 30 °C (- -#--)
e40°C (- -).
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Figura 4. 11 Isoterma de rendimento global para o sistema macelas + CO,: 30 °C (--o --)
e40°C (- -).
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4.2.2 Composicdo quimica dos extratos de macela, e macela;

4.2.2.1 Cromatografia gasosa acoplado a espectro de massa (CG-EM)

Na Tabela 4.9 estdo os compostos identificados por CG-EM (Leal et al, 2004) no
oleo volatil obtido por HD e no extrato bruto obtido por LPSE da macela, Os compostos
majoritarios leves que compode o extrato obtido por HD e LPSE sdo o trans-cariofileno
(72,7 e 30,3% em area, respectivamente) e alfa-humuleno (8,5 e¢ 3,9% em érea,

respectivamente).

Tabela 4. 9 Compostos detectados por CG-EM**dos extratos de macela, obtidos por
HD e LPSE.

HD LPSE HD LPSE Composto HD LPSE
t,x60,s t.x60,s IR IR Identificado % area % area
9,86 1077 - - 2,7
13,36 1164 borneol 0,8 -
14,44 1189 alfa-terpineol 0,8 -
22,54 1375 alfa-copaeno 24 -
24,72 24,37 1425 1417 trans cariofileno 72,7 30,3
25,95 25,78 1455 1450 alfa-humuleno 8,5 3,9
26,84 1476 gamma-muroleno 0,8 -
27,23 1485 PM 204 1,1 -
27,61 1494 alfa-selineno 1,1 -
27,83 1499 alfa-muroleno 0,8 -
28,40 1513 gamma-cadineno 0,7 -
28,82 1523 delta-cadineno 2.9 -
30,68 1569 cariofileno alcool 2,0 -
31,19 1582 Oxido de cariofileno 1,1 -
31,93 1600 PM 222 0,6 -
32,59 1617 PM 222 2,3 -
33,49 1640 epi-alpha cadinol 0,8 -
56,83 - - 55,6
59,99 - - 1,9

Pico 41,8 min = graxa, 7. : tempo de reten¢ao; IR: indice de retengdo

422 Analise de CG-EM realizado no CPQBA/UNICAMP.
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Na Tabela 4.10 estdo os compostos identificados no 6leo volatil (obtido por HD) e
no extrato bruto (obtido por LPSE) da macela;. Os compostos majoritarios leves que
compde o extrato obtido por HD e LPSE sdo o trans-cariofileno (27,7 e 3,0% em area,
respectivamente), alfa-humuleno (9,5 e 3,0% em 4&rea, respectivamente). Nos extratos
obtidos por HD também foram detectados borneol (8,2% area) e e alfa-terpineol (6,0% em

area).

Tabela 4. 10 Compostos detectados por CG-EM*" dos extratos de macela; obtidos por
HD e LPSE.

HD LPSE HD LPSE Composto HD LPSE
t,.x60,s t.x60,s IR IR Identificado % area % area

8,18 1030 1,8 cineol 1,5
9,86 1077 1,6

13,37 1164 borneol 8,2

14,44 1189 alfa-terpineol 6,0

16,82 1244 - 4,3

24,41 24,32 1418 1416 trans cariofileno 27,7 3,0

25,84 25,77 1452 1450 alfa-humuleno 9,5 3,0

28,79 1523 delta-cadineno 2,1

30,65 1568 cariofileno alcool 2,5

31,92 1600 PM 222 2,9

32,54 1616 PM 222 3,6

33,14 1631 - 1,3

33,49 1640 epi-alfa-cadinol 2,8

34,00 1654 alfa-cadinol 2,0
40,62 - 0,8
41,80 1868 graxa - 17,2
44,99 1961 graxa - 4,9
45,90 1988 - - 0,9
54,52 - - - 5,9
56,09 - - - 1,8
56,81 - - - 59,8
59,98 - - - 1,1

Pico 38,11 min detectado no 6leo volatil obtido por HD = benzoato de benzila, possivel residuo da
etapa de recuperacgdo do 6leo volatil da fracao organica com diclorometano.
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Para as duas espécies de macela, a extragdo por hidrodestilagdo mostrou-se mais
interessante para obtengdo de um extrato com maior % em area de trans-cariofileno e o

alfa-humuleno em relacdo a extracdo com solvente organico (LPSE).

4.2.2.2 Cromatografia gasosa com detector de ionizacdo chama ( CG-DIC*%)

A Tabela 4.11 relaciona o teor dos compostos trans-cariofileno e alfa-humuleno (em
% em area) nos extratos de macela, e macelag em funcao da técnica de extragao HD, LPSE
e SFE nas diferentes condi¢des de operacdo. O teor de trans-cariofileno presente nos
extratos de macela, obtidos por SFE a 30 °C cresce quando a pressao passa de 100 para 200
bar enquanto que a 40 °C cresce quando a pressao passa de 200 para 300 bar. Apenas tragos
de trans-cariofileno foram detectados nos extratos de macelas obtidos via SFE, exceto a 30
°C e pressoes de 200 e 300 bar. O alfa-humuleno nao foi detectado nos extratos de macela,

e macelag nas temperaturas de 30 e 40 °C e pressdes de extracao de 100 e 200 bar.

A partir dos resultados da Tabela 4.11 € possivel concluir que para a obtengdo de
extrato com maior % em 4rea de trans-cariofileno e alfa-humuleno, a extragdo por HD ¢ a
mais indicada tanto para macela, quanto para macela; em relacio a SFE e LPSE. Os
extratos obtidos por LPSE e SFE apresentaram em sua composi¢do outros compostos que
ndo estdo presentes no extrato obtido por HD. Estes compostos ndo foram identificados
neste trabalho, no entanto, como pode ser observado no item 4.2.3, eles podem estar

conferindo maior atividade antioxidante aos extratos.

4B DIC = FID = Flame ionization detector

77



Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Tabela 4. 11 Teor (% em area) dos compostos trans-cariofileno e alfa-humuleno
detectados por CG-DIC presentes nos extratos obtidos por SFE, HD e LPSE da
macela, (Aa) e macelag (As).

Técnica de trans- o-humuleno Compostos NI e com maior #r
Extracao cariofileno
(% area) (% area)
(% area)
Aa As Aa As Aa As
SFE =563 t,=54,3 =563 =592
P,bar T,°C

100 30 123 tr tr tr 62,2 41,8 nd 18,3
100 40 244 tr 5,0 tr 29,0 nd 21,8 nd
200 30 25,7 4,2 1,9 4,4 50,8 27,1 60,0 nd
200 40 17,9 tr tr tr 39,4 nd 52,8 nd
300 30 18,9 9,5 4,2 6,7 53,1 16,1 51,4 nd
300 40 31,9 tr 6,6 tr 42,1 nd 67,3 nd
HD 72,7 27,6 8,5 9,5 nd nd nd nd
LPSE 30,3 3,0 3,9 2,6 55,6 5,1 51,1 0,9

tr: trago < 2,6% em area; NI: ndo identificado; nd: ndo detectado; ¢r: tempo de retengao.
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4.2.3 Atividade Antioxidante dos extratos de macela, e macelag

A Tabela 4.12 mostra a atividade antioxidante (AA) dos extratos de macela, ¢
macelas em fungdo das técnicas de extragcao (HD, LPSE e SFE) e do tempo de reacdo de
oxidagdo. As Figuras 4.12 a 4.15 relacionam a AA dos extratos obtidos por SFE, condigao

de extracdo e teor de trans-cariofileno e alfa-humuleno (% em érea).

Os extratos de macela obtidos por HD apresentaram menor AA em relacdo aos
extratos obtidos por SFE e LPSE, portanto nao foi observada relagao direta entre atividade
antioxidante e % em d4rea de trans-cariofileno e alfa-humuleno. Talvez os compostos
detectados nos extratos obtidos via SFE e LPSE com maior massa molecular e maior tempo
de retencdo, devem estar relacionados com a AA porque os valores de AA dos extratos
obtidos via SFE e LPSE foram maiores que os obtidos por HD. Este ¢ um indicativo de que
0os compostos volateis tém AA (superior que o antioxidante beta-caroteno), no entanto,

outros compostos podem estar contribuindo para aumentar a AA dos extratos de Macela.
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Tabela 4. 12 Atividade antioxidante (%) dos extratos de macela, (Aa) e macela (As)
obtidos por HD, LPSE e SFE.

Espécie
Aa As

Técnica de Extraciao Tempo de reacao, h

1 2 3 1 2 3
HD 35 28 25 14 12 12
LPSE 77 78 77 83 82 81
SFE 100 bar / 30 °C 74 70 65 72 71 67
SFE 200 bar / 30 °C 73 100 66 79 77 75
SFE 300 bar / 30 °C 76 74 70 96 94 89
SFE 100 bar / 40 °C 59 61 59 98 80 77
SFE 200 bar / 40 °C 92 66 83 83 82 76
SFE 300 bar / 40 °C 63 63 58 66 69 65
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Figura 4. 12 Atividade antioxidante dos extratos de macela, obtidos por SFE a 30°C usando
CO;, como solvente em fun¢ao do teor de trans-cariofileno ¢ alfa-humuleno no extrato.
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Figura 4. 13 Atividade antioxidante dos extratos de macela, obtidos por SFE a 40°C usando
CO; como solvente em func¢ao do teor de trans-cariofileno e alfa-humuleno no extrato.
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Figura 4. 14 Atividade antioxidante dos extratos de macelas obtidos por SFE a 30°C usando
CO;, como solvente em funcao do teor de trans-cariofileno e alfa-humuleno nos extratos.
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Figura 4. 15 Atividade antioxidante dos extratos de macelas obtidos por SFE a 40°C usando
CO; como solvente em func¢ao do teor de trans-cariofileno e alfa-humuleno no extrato.
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5. CONCLUSOES

O rendimento em oOleo, dos extratos de manjericdo obtidos com CO; + H,O (1%
v/v), variou de 1,1 a 2,0% (b.s). Os maiores rendimentos em extrato de manjericdo foram
obtidos na temperatura de extracdo de 30 °C e pressdo de 100 bar (2,02%) e com a

temperatura de 50 °C e pressdes de 100 (1,77%) e 150 bar (1,88%).

Nos ensaios realizados com maiores teores do co-solvente (10 e 20% v/v) as
condi¢des que favoreceram o maior rendimento global (Xo) foram 300 bar e 30 °C (24%,
extrato seco) seguida pelas condi¢des de 100 e 250 bar e mesma temperatura (nas duas
condi¢des de pressdo, o rendimento foi de 21%, base seca), com tempo de extragdo de 60
minutos e despressurizacdo do sistema de 50 min. Analisando a massa pontual dos extratos,
¢ possivel concluir que 75 a 85% da massa total (seca) foi obtida durante os primeiros 15
min de extragao.

O rendimento em Oleo volatil de manjericdo obtido por hidrodestilagdo foi de 1%

(b.s).

Os compostos majoritarios presentes nos extratos de manjericao obtidos com 1% de
H,O foram eugenol, germacreno — D, epi-alfa-cadinol, fitol e neofitadieno. Entre os ensaios
de extragdo realizados com 1% de H,0, a condi¢do de pressdo e temperatura que favoreceu
a obtencdo de um extrato com maior teor de eugenol foi 100 bar e 50 °C (14,6% em area).

Dezenove (19) compostos volateis (terpenos e sesquiterpenos) foram detectados no 6leo
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volatil de manjericdo obtido por hidrodestilagdao, entre eles, linalol como majoritario
(26,82% em area), 1-8 cineol (21,90% em area), canfora (12,30% em area) e eugenol

(7,89% em éarea).

Todos os extratos de manjericdo obtidos com CO, + H,O apresentam atividade
antioxidante superior a do beta-caroteno, com exce¢do das fases aquosas dos extratos
obtidos com 1% de co-solvente. De modo geral, os extratos obtidos com 20% (v/v) de H,O,
obtiveram valores de atividade antioxidante superiores aos extratos obtidos com 10% (v/v).
de H,O. A fragdo aquosa dos extratos de manjericao obtidos por SFE com 1% de H,O e
temperatura de 50 °C, apresentaram maior atividade antioxidante comparada a mesma

fracao, obtida a 30 °C.

O rendimento global de extra¢dao (Xo) em extrato de macela, (A. alata) obtido por
SFE variou de 1,3 a 4,2% (b.s) de acordo com as condi¢cdes de extracdo (pressdo e
temperatura), sendo que a condicdo de extragdo, que favoreceu o maior rendimento foi 200

bar e 30° C. O rendimento do extrato obtido por LPSE foi de 4,3% (b.s).

O rendimento global de extracdo (Xo) em extrato de macela; (A. satureioides)
obtido por SFE variou de 0,5 a 2,42% (b.s) de acordo com as condi¢des de extracdo
(pressdo e temperatura), sendo que a condicdo de extragdo, que favoreceu o maior
rendimento também foi de 200 bar e 30 °C. O rendimento do extrato obtido por LPSE foi

de 2,9% (b.s).
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Para as duas espécies de Achyrocline (macela, € macelas), a composicdo quimica
dos seus extratos variou muito com a técnica de extragdo (SFE, LPSE e HD). Mais de dez
compostos volateis (terpenos e sesquiterpenos) foram detectados no 6leo volatil obtido por
HD, tanto da macela, como da macela, sendo que em ambos, o trans-cariofileno e o alfa-
humuleno foram os compostos majoritarios quando este método de extracao foi utilizado.
Nos extratos obtidos por SFE, foram detectados apenas dois compostos leves (baixa massa
molecular), o trans-cariofileno e o alfa-humuleno, e outros compostos de maior massa
molecular, no entanto nao identificados (tempo de retencdo de aproximadamente 56 min)
que foram majoritarios nos extratos. A presen¢a de trans-cariofileno nos extratos obtidos
por SFE de macelas ficou restrita a algumas condigdes de extragao e nas demais, foram

detectados apenas tragos deste composto e do alfa-humuleno.

Todos os extratos de macela obtidos pelas trés técnicas de extracdo (LPSE, SFE e
HD) apresentaram atividade antioxidante superiores a do beta-caroteno. O 6leo volatil de
macela, e macelas obtidos por HD apresentaram menores valores de atividade antioxidante
em relacdo aos extratos obtidos por SFE e LPSE. Pode-se concluir que outros compostos
que ndo pertencem a classe de terpenos e sesquiterpenos sao responsaveis pela atividade
antioxidante dos extratos. Nao foi observada nenhuma relacdo entre a presencga de trans-
cariofileno e alfa-humuleno com a atividade antioxidante dos extratos, compostos

majoritarios observados na extragdo por HD.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Adequacao da metodologia para separacdo de fases (aquosa e oleosa) dos extratos
obtidos com o co-solvente dgua, a fim de minimizar as perdas de volateis (compostos mais

leves) durante a evaporagdo do solvente organico.

Realizar coleta de extratos em frascos em série, para evitar a possivel perda de

volateis durante o processo de expansdo na corrente de saida do extrator.

Analisar a composi¢cdo quimica dos extratos obtidos por SFE de modo mais amplo,
usando outras técnicas para tentar entender a relagdo entre a composicao dos extratos e suas
propriedades bioldgicas, que superam em muitos casos, as propriedades dos extratos
obtidos por técnicas convencionais. Com especial aten¢do aos flavondides, flavonas
agliconas, taninos, fitosterois (em especial os sitosterdis) e outras classes de compostos que
possuem atividade bioldgica e que ndo foram identificados pelas técnicas analiticas

empregadas.
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8.1 Lista de Producao Cientifica e Técnica (2003 a 2004)

8.1.1 Artigo Publicado em Periédico Indexado

LEAL, P. F.,, BRAGA, M. E., SATO, D. N.,, CARVALHO, J. E., MARQUES, O. M.,
MEIRELES, M. A. A., Functional properties of Spice Extracts Obtained via
Supercritical Fluid Extraction, Journal of Agriculture and Food Chemistry,
2003;51(9); p-2520-2525.

Abstract:

Supercritical fluid extraction (SFE) has proved to produce extracts without organic residues; the process is considered to be
environmentally friend. The process temperature can be kept relatively low (in general, bellow 40 °C for the majority of extracts
from aromatic, medicinal, and spices plants), the extracts containing thermo sensitive substances may retain their bioactivity;
thus, the extract quality is superior to extracts obtained by conventional methods such as steam distillation or organic solvent
extraction. In the present work the functional properties of SFE extracts obtained from ginger (Zingiber officinale Roscoe),
rosemary (Rosmarinus officinallis), and turmeric (Curcuma longa 1.) were evaluated; the extracts were obtained using
supercritical CO, with and without ethanol and/or isopropyl alcohol as cosolvent. The antioxidant power was assessed using the
coupled reaction of B-carotene and linolenic acid, the bactericide activity against M. tuberculosis was measured by the MABA
test; the chemiopreventive action was tested against nine human cancer ancestry: lung, breast, breast resistant, melanoma, colon,
prostate, leukemia, and kidney.

8.1.2 Trabalhos Completos Publicados em Anais de Eventos Cientificos

LEAL, P.F, MAIA, N.B., CARMELLO, Q.A.C., MEIRELES, M.A.A. Supercritical
Extraction from Ocimum basilicum Using CO, and CO; + H,O: Global Yields and
Antioxidant Activity of the Extracts. In: V BRAZILIAN MEETING ON
SUPERCRITICAL FLUIDS (21 A 23/04/2004), 2004, Florianopolis

Abstract:

The global yields isotherms for the system sweet basil + CO, + H;O were obtained from hydroponics sweet basil cultivated in
solutions with different content of nitrogen. Water was used as cosolvent (1%, v/v) at temperatures of 30 °C and 50 °C; at 30 °C
the cosolvent was also used at 20 and 30% (v/v). The global yields were determined for pressures of 100, 150, 200, 250 and 300
bar; dried leaves were used. The antioxidant activities of extracts were determined by the coupled oxidation of linolenic acid and
B-carotene.

LEAL, P.F, QUEIROGA, C.L., RODRIGUES, M.V.N.,, MONTANARI, LM.J.,
MEIRELES, M.A.A. Supercritical Extraction from Achyrocline alata and Achyrocline
satureioides: Global Yields and Chemical Composition of the Extracts. In: V
BRAZILIAN MEETING ON SUPERCRITICAL FLUIDS (21 A 23/04/2004), 2004,

Florianopolis.

Abstract:

The Achyrocline genus embodies several species widely spread in several Latin America countries. A. alata and A. satureioides are
especially important because of the presence of flavones, flavonones, and flavonoides associated with several functional
properties, such as antioxidant, anti-inflammatory, antiulcerative, antihepatoxic, vasodilatatory, antiviral, and antiplatelet
activities. In the present work the global yields isotherms for the system A. alata and A. satureioides were determined using a Spe-
ed SFE unit (Applied Separations) using 3 g of cut leaves. Leaves from A. alata and A. satureioides collected in the Experimental
Field of CPQBA were used. The assays were done at pressures of 100, 200, and 300 bar and temperatures of 30 and 40 °C. The
extraction time was 1 hour and the assays were replicated. The chemical constituents of the extract and volatile oil were identified
by GC-MS (Hewlett Packard 5980/5971) equipped with HP-5 column (25 m X 0.2 mm x 0.33p). The identification of the chemical
constituents was based on the comparison of their retention indices and mass spectra with those obtained from authentic samples
and NIST-98, Wiley libraries’ spectra as well as with literature data. The quantification of the substances was done by GC-FID
(Shimadzu, GC 17A) equipped with a capillary column DB-5 (30 m X 0.25 mm X 0.25 um, J&W Scientific) and split injector.
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LEAL, P.F., SATO, D.N., CHAVES, F.C.M., MING, L.C., MARQUES, M.O.M.,
MEIRELES, M.A.A. Antioxidant and Antimycobacterial Activities of Basil (Ocimum
gratissium) Extracts Obtained by SFE. In: PROCEEDINGS OF THE 6TH
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SUPERCRITICAL FLUIDS, TOME 1:
Natural Products — Process & Equipament Development. Chairmen: G. Brunner, 1.
Kikic and M. Perrut. (28 A 30/04/2003), 2003, Versailles, Franca. p.183-188.

Abstract:

The efects of fertilization and harvesting time on the global yield, antioxidant activity, and antimycobacterial activity for the
system basil (Ocimum gratissimum) + CO2 was studied. The SFE extracts were obtained at 40° C and pressure of 100, 150, 200,
250 and 300 bar. The crude extracts were analyzed by Gas-chromatography/Mass-Spectromtry (CG-MS), and Gas-
chromathogrphy/Flame Ionization Detector (GC-FID). The abtioxidant activity was assessed using the couple reaction of beta-
carotene by Microplate Alamar Blue Assay (MABA) technique. The global yields varied with the fertilization and harvesting
period, and were pressure dependent: at 200 bar the highest yield (1.6%) was obtained from plants cultivated with no
fertilization: for plants cultivated with fertilization the global yield increase continuously with pressure from 0.6 to 2% (100 to
300 bar). The major compounds in the extracts were eugenol (61 %, area), beta-selinene (10%, area), trans-caryophyllene (3%,
area), 1,8 cineol (1.5%, area), and alpha-selinene (3%, area). The antioxidant activities were above 90% for all extracts. The
lowest MIC (64pg/mL) as detected for the extract obtained at 250 bar.

8.1.3 Trabalhos Resumidos Publicados em Anais de Eventos

LEAL, P.F, MAIA, N.B., CARMELLO, Q.A.C., MEIRELES, M.A.A. Antioxidant activity
of hydroponics sweet basil (Ocimum basilicum) extracts using supercritical carbon dioxide and water.
11TH INTERNATIONAL SYMPOSIUM & EXHIBIT ON SUPERCRITICAL FLUID
CHROMATOGRAPHY, EXTRACTION, AND PROCESSING (29 A 05/08/2004), 2001, Pittsburg,
USA. Final Program 11th International Symposium & Exhibit on Supercritical Fluid
Chromatography, Extraction, and Processing. 2004. p.C-02 .

Referéncias adicionais: Classificacio do evento: Internacional; Estados Unidos/Inglés; Meio de divulgacio: Impresso.

LEAL, P.F, TAKEUCHI, T.M., VASCONCELOS, CM.C., MEIRELES, M.A.A.,
Enriched fractions of artemisinic acid and dihidroepideoxiartenuin B by column chromatography from
Artemisia annua extracts obtained via different extraction methods. 11TH INTERNATIONAL
SYMPOSIUM & EXHIBIT ON SUPERCRITICAL FLUID CHROMATOGRAPHY, EXTRACTION,
AND PROCESSING (29 A 05/08/2004), 2004, Pittsburg, USA. Final Program 11th International
Symposium & Exhibit on Supercritical Fluid Chromatography, Extraction, and Processing. 2004. p. C-
05.

Referéncias adicionais: Classificacio do evento: Internacional; Estados Unidos/Inglés; Meio de divulgacio: Impresso.

LEAL, P. F., CHAVES, F. M., MARQUES, M. O. M., MING, L. C., MEIRELES, M.

A. A. Influéncia da Dosagem de Adubo Orgénico na Composiciio dos Extratos de Ocimum gratissimum
Obtidos p6 ESC. In: IV CONGRESO IBEROAMERICANO DE INGENIERIA DE ALIMENTOS (IV
CIBIA): PROYECTANDO EL PROCESAMIENTO DE ALIMENTOS DESDE LA
NANOTECNOLOGIA A LA INGENIERIA CLASICA, (5 A 8/10/2003), 2003, Valparaiso, Chile, p.153.

Referéncias adicionais: Classificacdo do evento:Internacional; Chile/Portugués,Espanhol; Meio de divulgacgao:
Impresso.
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8.1.4 Producdo em Co-autoria

8.1.4.1 Publicagdo em Periodico Indexado

BRAGA, M. E., LEAL, P. F.,, CARVALHO, J.E., MEIRELES, M. A. A., Comparison
of Yield, Composition, and Antioxidant Activity of Turmeric (Curcuma longa L.)
Extracts Obtained Using Various Techniques, Journal of Agriculture and Food
Chemistry, 2003; 51(22); p.6604-6611.

Abstract:

Turmeric extracts were obtained from two lots of raw material (M and S) using various techniques: hydrodestillation, low pressure
solvent extraction, Soxhlet, and supercritical extraction using carbon dioxide and cosolvents. The solvents and cosolvents tested were
ethaniol, isopropyl alcohol, and their mixture in equal proportions. The composition of the extracts was determined by gas
chromatography-flame ionization detection (GC-FID) and UV. The largest yield (27%, weight) was obtained in the Soxhlet extraction
(tumeric (S), ethanol = 1:100); the lowest yield was detect in the hydrodistillation process (2.1%). For the supercritical extraction, the
best cosolvent was mixture of ethanol and isopropyl alcohol. Sixty percent of the light fraction of the extracts consisted of ar-tumerone,
(Z)-y-atlantone, and (E)-a-atlantone were detected. The maximum amount of curcuminoids (8.43%) was obtained using Sohlet extraction
(ethanol/isopropyl alcohol). The Soxhlet and low pressure extracts exhibited the strongest antioxidant activities.

8.1.4.2 Trabalhos Completos Publicados em Anais de Eventos

PEREIRA, C.G., LEAL, P.F., SATO, D.N., MEIRELES, M.A.A. SFE of
Pharmacological Compounds from Tabernaemontana catharinensis: Analysis of the
Antioxidant and Antimycobacterial Activities. In: PROCEEDINGS OF THE 6TH
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SUPERCRITICAL FLUIDS, TOME 1:
Natural Products — Process & Equipament Development. Chairmen: G. Brunner, I.
Kikic and M. Perrut. (28 A 30/04/2003), 2003, Versailles, Franca. p.195-200.

Abstract:

In the present work the pharmacological activities of SFE extracts from T. catharinensis were evaluated. The SFE extracts were
obtained using supercritical CO2 plus ethanol as cosolvent (4.6 and 9.2% m/m) at pressures of 250 and 300 bar temperatures of
35, 45, and 550 C. The crude extracts were solvent-fractionated (hexanic fraction, alkaloid, and aqueous fractions) and analyzed
by Thin-layer chromatography (TLC), and Gas-chromatography/Flame Ionization Detector (GC/FID). The antioxidant activity
was measured by the coupled reaction of limonene acid and B-carotene; the antimycobacterial activity against M. tuberculosis
was measured by Microplate Alamar Blue Assay (MABA) technique. The results show that the minimum antioxidant activity was
approximately 55% (afther 3 h of reaction) while the maximum was 92% (at the first hour of reaction). The highest
antimycobacterial activity was detected in the alkaloidal fraction (MIC = 128 pug/mL) while the aqueous fraction had the lowest
antimycobacterial activity (MIC > 512 pg/mL).

8.1.4.3 Trabalhos Resumidos Publicados em Anais de Eventos

PEREIRA, C. G., LEAL, P.F., SATO, D.N. LEITE, C.Q.F., MEIRELES, M.A.A,,
Pharmacological Compounds from Tabernaemontana catharinensis Obtained by Supercritical, 11TH
INTERNATIONAL SYMPOSIUM & EXHIBIT ON SUPERCRITICAL  FLUID
CHROMATOGRAPHY, EXTRACTION, AND PROCESSING (29 A 05/08/2004), 2004, Pittsburg,
USA. Final Program 11th International Symposium & Exhibit on Supercritical Fluid
Chromatography, Extraction, and Processing. 2004. p. C-03.

Referéncias adicionais: Classificacio do evento: Internacional; Estados Unidos/Inglés; Meio de divulgacio: Impresso.
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SATO, D.N., PEREIRA, F.M., LEAL, P.F., BRAGA, M.E., M.LEIRELES, M.A.A.,

LEITE, C.Q.F. Avaliacdo in Vitro da Atividade Antimicobacteriana de Extratos de Rosmarinus sp.,
Eugenia sp, Tabernaemontana sp. E Ocimum sp. Utilizando um Método Bioluminescente. In: VI
JORNADA PAULISTA DE PLANTAS MEDICINAIS: TECNOLOGIA E SAUDE (26 A 29/10/2003),
2003, Sio Pedro/S.P.5*

Referéncias adicionais: Classificacio do evento: Regional; Brasil/Portugués; Meio de divulgacao: Impresso.

8.1.5 Co-orientacdo de Alunos de Iniciacdo Cientifica

Encarregada pelo treinamento, supervisao e co-orientacdo dos alunos de graduacao
da Faculdade de Engenharia de Alimentos Marina Bascherotto Kfouri (Registro Académico
N° 016889) e Fabio da Costa Alexandre (Registro Académico N° 015992) desde janeiro de
2004. Ambos com Bolsa aprovada pelo SAE/UNICAMP em vigor de 01 de agosto de 2004

a 31 de julho de 2005.

Titulo dos Projetos:

“Estudo da acdo antioxidante e analise da composi¢do quimica de extratos de Pfaffia glomerata (ginseng
brasileiro) obtidos por extragdo supercritica com CO, e outras técnicas de extragdo.”

“Obtencdo de extratos de ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata) por extragdo supercritica, extragdo com
etanol e hidrodestilagdo: um estudo da composi¢cdo quimica dos extratos e de sua acao antioxidante.”

824 Este trabalho recebeu prémio “Prof. Dr. Francisco de Abreu Matos”como um dos melhores trabalhos
apresentados na VI Jornada de Plantas Medicinais, realizada de 26 a 29 de Outubro de 2003, no Hotel Fonte
Colina Verde, em Sdo Pedro, SP.
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8.2 Cadigo dos experimentos de extracao

Tabela 8. 1 Codigo dos experimentos de extragdo do manjericao, A. alata (macela,) e A.
satureioides (macelay).

Cadigo Matéria-prima Pressao, bar Temperatura, °C Co-solvente
agua, % (v/v)
EX09 manjericao 100 30 20
EX10 manjericao 100 30 20
EX11 manjericao 150 30 20
EX12 manjericao 150 30 20
EX13 manjericao 200 30 20
EX25 manjericao 200 30 20
EX16 manjericao 250 30 20
EX17 manjericao 250 30 20
EX18 manjericao 300 30 20
EX19 manjericao 300 30 20
EX20 manjericao 100 30 10
EX21 manjericao 100 30 10
EX22 manjericao 150 30 10
EX23 manjericao 150 30 10
EX24 manjericao 200 30 10
EX25 manjericao 200 30 10
EX26 manjericao 250 30 10
EX27 manjericao 250 30 10
EX28 manjericao 300 30 10
EX29 manjericao 300 30 10
EX31 manjericao 100 30 5
EX33 manjericao 150 30 5
EX41 manjericao 100 30 1
EX42 manjericao 100 30 1
EX43 manjericao 150 30 1
EX44 manjericao 150 30 1
EX45 manjericao 200 30 1
EX46 manjericao 200 30 1
EX47 manjericao 250 30 1
EX48 manjericao 250 30 1
EX49 manjericao 300 30 1
EX50 manjericao 300 30 1
EX51 manjericao 100 50 1
EX52 manjericao 100 50 1
EX53 manjericao 150 50 1
EX54 manjericao 150 50 1
EXS55 manjericao 200 50 1
EX56 manjericao 200 50 1
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Continuacao da Tabela 8.1.

Cddigo Matéria-prima Pressdo, bar Temperatura, °C Co-solvente
agua, % (v/v)
EX57 manjericao 250 50 1
EX58 manjericao 250 50 1
EX59 manjericao 300 50 1
EX60 manjericao 300 50 1
CPQBAO1 A alata 100 40 0
CPQBAO2 A alata 100 40 0
CPQBAOS5 A alata 200 40 0
CPQBA06 A alata 200 40 0
CPQBAO07 A alata 300 40 0
CPQBAOS A alata 300 40 0
CPQBAO09 A alata 100 30 0
CPQBAI10 A alata 100 30 0
CPQBALll A alata 200 30 0
CPQBA12 A alata 200 30 0
CPQBA13 A alata 300 30 0
CPQBA14 A alata 300 30 0
CPQBAI15 A satureioides 100 30 0
CPQBAI16 A satureioides 100 30 0
CPQBA17 A satureioides 200 30 0
CPQBAI18 A satureioides 200 30 0
CPQBA27 A satureioides 300 30 0
CPQBA20 A satureioides 300 30 0
CPQBA28 A satureioides 100 40 0
CPQBA22 A satureioides 100 40 0
CPQBA23 A satureioides 200 40 0
CPQBA24 A satureioides 200 40 0
CPQBA25 A satureioides 300 40 0
CPQBA26 A satureioides 300 40 0
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8.3 Resultado das extracoes realizadas com diferentes condicoes de

extracao

8.3.1 Manjericdo

Experimento 9

Tabela 8. 2 Experimento de extragdo de manjericdo (EX09) realizada a 100 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazio de 6,35x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,03x107 kg, Xo = 21,4+0.2°% % (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,2908 0,2908
30 0,1335 0,4243
45 0,0675 0,4918
60 0,0495 0,5413
110 0,0412 0,5825

o
o

o
fop}
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o
o

15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extracao/60, h

Massa acumulada/10°3, kg

o

EX09

Figura 8. 1 Curva de extra¢dao do experimento 9.

823 Erro prezumido. A planilha de calculo encontra-se no Anexo 8.8.
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Experimento 11

Tabela 8. 3 Experimento de extragdo de manjericdo (EX11) realizada a 150 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazdo de 5,82x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,01x107 kg (b.u), Xo = 17,940,2% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)

15 0,3109 0,3109
30 0,0661 0,3770
45 0,0401 0,4171
60 0,0278 0,4449
110 0,0398 0,4847

o
oo
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Figura 8. 2 Curva de extragdo do experimento 11.
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Experimento 12

Tabela 8. 4 Experimento de extragdo de manjericdo (EX12) realizada a 150 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazdo de 5,85x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de

3,01x107 kg (b.u.), Xo = 15,140,1%.

Tempo/60 (s) Massa pontual/ 10° (b.s., kg)

Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,2656 0,2656
30 0,0677 0,3333
45 0,0340 0,3673
60 0,0214 0,3887
110 0,0200 0,4087
&p
~ 0,6
o ]
¢ |
c -
3 | .
g 04 .
8 1 .
= |
E i 4
2 021
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3 i
2 |
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Tempo de extracao/60, h
EX12

Figura 8. 3 Curva de extragdo do experimento 12.
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Experimento 13

Tabela 8. 5 Experimento de extragdo de manjericdo (EX13) realizada a 200 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazdo de 5,58x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,00x10 kg (b.u.), Xo = 11,9+0,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)

15 0,2194 0,2194
30 0,0421 0,2615
45 0,0226 0,2841
60 0,0151 0,2992
110 0,0212 0,3204

o o
EN fop)

o
N

Massa acumulada/1073, kg

o
o

0O 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo de extracao/60, h
EX13

Figura 8. 4 Curva de extragdo do experimento 13.
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Experimento 15

Tabela 8. 6 Experimento de extragdo de manjericdo (EX15) realizada a 200 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazio de 5,63x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,03x107 kg (b.u.), Xo = 15,140,1% (b.s).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,2591 0,2591
30 0,0795 0,3386
45 0,0260 0,3646
60 0,0297 0,3943
110 0,0176 0,4119

o o
EN o

o
N

Massa acumulada/1073, kg

o
o

15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extracao/60, h

o

EX15

Figura 8. 5 Curva de extra¢do do experimento 15.
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Experimento 17

Tabela 8. 7 Experimento de extragdo de manjericdo (EX17) realizada a 250 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazdo de 5,87x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de

3,00x107 kg (b.u.), Xo = 20,7+0,2%.

Tempo/60 (s) Massa pontual/ 10° (b.s., kg)

Massa acumulada/10° (b.s, kg)

15 0,3833
30 0,1142
45 0,0307
60 0,0163
110 0,0145

0,3833
0,4975
0,5282
0,5445
0,5590

o
oo

o
fop)

o o
N B

I Y Y |
4

Massa acumulada/1073, kg

o
o

0O 15 30 45 60 75 90

Tempo de extracao/60, h

Figura 8. 6 Curva de extragdo do experimento 17.
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Experimento 18

Tabela 8. 8 Experimento de extragdo de manjericdo (EX18) realizada a 300 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazdo de 5,77x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,00x10” kg (b.u.), Xo = 24,2 +0,2%.

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)

15 0,5438 0,56438
30 0,0513 0,5951
45 0,0286 0,6237
60 0,0145 0,6382
110 0,0158 0,6540

o o
o oo

o
~

0O 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extracao/60, h

Massa acumulada/1073, kg

o
N

EX18

Figura 8. 7 Curva de extragdo do experimento 18.
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Experimento 19

Tabela 8. 9 Experimento de extragdo de manjericdo (EX19) realizada a 300 bar, 30 °C, 20%
de co-solvente agua, vazdo de 5,30x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,03x107 kg (b.u.), Xo = 23,0+0,2% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)

15 0,4844 0,4844
30 0,0671 0,5515
45 0,0314 0,5829
60 0,0206 0,6035
110 0,0208 0,6243

o o
fop) oo

o
N
I I T I E Y N B
4

Massa acumulada/1073, kg

o
N

0O 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo de extracao/60, h
EX19

Figura 8. 8 Curva de extragdo do experimento 19.
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Experimento 20

Tabela 8. 10 Experimento de extragdo de manjericio (EX20) realizada a 100 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazdo de 6,76x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
2,99x107 kg (b.u.), Xo = 10,8+0,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s, kg)

15 0,1892 0,1892
30 0,0404 0,2296
45 0,0260 0,2556
60 0,0183 0,2739
110 0,0170 0,2909
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Figura 8. 9 Curva de extra¢do do experimento 20.
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Experimento 22

Tabela 8. 11 Experimento de extragdo de manjericio (EX22) realizada a 150 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazdo de 6,58 kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,00x107 kg (b.u.). Xo = 9,240,2% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,1506 0,1506
30 0,0287 0,1793
45 0,0193 0,1986
60 0,0264 0,2250
110 0,0229 0,2479
o

'Mt\ 054

N |

<

c |

% i

= - 2
< 2

E 0,2 - o« ¢
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Figura 8. 10 Curva de extragdo do experimento 22.
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Experimento 23

Tabela 8. 12 Experimento de extragdo de manjericdo (EX23) realizada a 150 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazdo de 6,80x10™ kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,01x107 kg (b.u.), Xo = 12,240,2% (b.s).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)
15 0,1896 0,1896
30 0,0581 0,2477
45 0,0327 0,2804
60 0,0249 0,3053
110 0,0263 0,3316
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Figura 8. 11 Curva de extra¢ao do experimento 23.
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Experimento 25

Tabela 8. 13 Experimento de extragdo de manjericdo (EX25) realizada a 200 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazdo de 6,20x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
2,98x107 kg (b.u.), Xo = 8,020,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)

15 0,1331 0,1331
30 0,0252 0,1583
45 0,0179 0,1762
60 0,0165 0,1927
110 0,0209 0,2136

o
~

o
N
|

.
.

o
o

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo de extracao/60, h

Massa acumulada/10°3, kg

EX25

Figura 8. 12 Curva de extracao do experimento 25.
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Experimento 26

Tabela 8. 14 Experimento de extragdo de manjericdo (EX26) realizada a 250 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazdo de 4,47x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,03x107 kg (b.u.), X0 = 9,30,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)

15 0,1249 0,1249
30 0,0429 0,1678
45 0,0274 0,1952
60 0,0271 0,2223
110 0,0295 0,2518

o0

< 04

en _

<

c -

H .

% | * ¢

= 0,2 - .

= ] .

5 1 .

& i

2]

% -

g 0,0 \ \ \ \ \

0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo de extracao/60, h
EX26

Figura 8. 13 Curva de extracdo do experimento 26.
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Experimento 27

Tabela 8. 15 Experimento de extragdo de manjericio (EX27) realizada a 250 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazio de 5,47x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,00x107 kg (b.u.), Xo = 9,240,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,1557 0,1557
30 0,0255 0,1812
45 0,0240 0,2052
60 0,0175 0,2227
110 0,0270 0,2497
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Figura 8. 14 Curva de extragdo do experimento 27.
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Experimento 28

Tabela 8. 16 Experimento de extragdo de manjericio (EX28) realizada a 300 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazio de 5,98x10 kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,03x107 kg (b.u.), Xo = 9,0£0,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,1566 0,1566
30 0,0326 0,1892
45 0,0154 0,2046
60 0,0181 0,2227
110 0,0229 0,2456
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Figura 8. 15 Curva de extragdo do experimento 28.

122



Capitulo 8 Anexos

Experimento 29

Tabela 8. 17 Experimento de extragdo de manjericio (EX29) realizada a 300 bar, 30 °C,
10% de co-solvente agua, vazdo de 5,95x10 kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,04x107 kg (b.u.), Xo = 9,840,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10° (b.s., kg)

15 0,1602 0,1602
30 0,0290 0,1892
45 0,0248 0,2140
60 0,0196 0,2336
110 0,0318 0,2654
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Figura 8. 16 Curva de extracao do experimento 29.
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Experimento 31

Tabela 8. 18 Experimento de extracao de manjericao (EX31) realizada a 100 bar, 30
°C, 5% de co-solvente agua, vazio de 7,59%x107 kg/s com massa inicial de matéria-
prima de 3,02x107 kg (b.u.), Xo = 3,240,1% (b.s.).

Tempo/60 (s) Massa pontual/10° (b.s., kg) Massa acumulada/10’ (b.s., kg)
15 0,0129 0,0129
30 0,0353 0,0482
45 0,0147 0,0629
60 0,0116 0,0745
110 0,0128 0,0873
=1y
=~ 0,10
g 1 .
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Figura 8. 17 Curva de extra¢ao do experimento 31.
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Experimento 33

Tabela 8. 19 Experimento de extragdo de manjericdo (EX33) realizada a 150 bar, 30 °C, 5%
de co-solvente agua, vazdo de 7,15x10” kg/s com massa inicial de matéria-prima de
3,03x10” kg, Xo = 2,440,1%.

Tempo/60 (s) Massa pontual/ 10° (b.s., kg) Massa acumulada/ 10° (b.s, kg)

15 0,0089 0,0089
30 0,0103 0,0192
45 0,0262 0,0454
60 0,0107 0,0561
110 0,0101 0,0662

o
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o

0,05 - .
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7 2
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o
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Tempo de extracao/60, h
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Figura 8. 18 Curva de extragdo do experimento 33.
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Tabela 8. 20 Experimentos de extracdo de manjericdo realizada com 1% de co-solvente
agua e vazdo de 8x10” kg/s e massa inicial (base umida — b.u.) de matéria-prima de
2,50x10™ kg.

Experimento Temperatura Pressdo Massa Rendimento
(°C) (bar) pontual/10° FO*,
(b.s., kg) (b.s., %)

EX42 100 45,4 2,0240,03%
EX44 30 150 27,9 1,2410,02
EX46 200 29,1 1,2910,02
EX47 250 27,0 1,204+0,02
EX49 300 24,3 1,08+0,02
EX52 100 39,8 1,7710,02
EX54 50 150 42,4 1,881+0,02
EX56 200 22,0 0,98+0,02
EX58 250 24,7 1,10+0,02
EX59 300 27,4 1,2240,02

* FO: Fase oleosa.

826 Erro prezumido. Planilha de calculo no Anexo 8.8.
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8.3.2 Macelas

Tabela 8. 21 Experimento de extracdo de Macela, (Achyrocline alata) realizada com
diéxido de carbono e vazio de 7x107 kgs.

Experimento Temperatura Pressdo Massa inicial MP*/10° Massa extrato/10°
°C) (bar) (b.u., kg) (b.s., kg)
CPQBAO1 100 2,52 30,1
CPQBAO02 100 2,49 26,6
CPQBAO5 40 200 2,61 74,0
CPQBAO06 200 2,26 41,3
CPQBAO7 300 2,33 69,9
CPQBAO8 300 2,30 85,3
CPQBAO09 100 2,24 55,6
CPQBAI10 100 2,24 47,9
CPQBAI11 30 200 2,24 84,7
CPQBAI12 200 2,24 82,9
CPQBAI13 300 2,29 67,5
CPQBA14 300 2,28 68.4

* MP: matéria-prima de alimentacao.

Tabela 8. 22 Experimento de extracdo de Macelag (Achyrocline satureioides) realizada com
diéxido de carbono e vazio de 7x107 kgs.

Experimento Temperatura Pressdo Massa inicial MP*/10° Massa extrato/10°
(°C) (bar) (b.u., kg) (b.s., kg)
CPQBA22 100 2,34 8,7
CPQBA28 100 2,25 13,1
CPQBA29 40 200 2,44 58,2
CPQBA24 200 2,29 51,7
CPQBAZ25 300 2,24 443
CPQBA27 300 2,41 48,5
CPQBAI15 100 2,34 32,7
CPQBAIl6 100 2,33 25,5
CPQBA17 30 200 2,32 54,2
CPQBAI18 200 2,30 45,6
CPQBA20 300 3,32 41,6
CPQBA27 300 2,21 38,3

* MP: matéria-prima de alimentacao.
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8.4 Cromatogramas dos extratos obtidos em diferentes condicoes de

processo

A seguir sera mostrado apenas o cromatograma de um extrato por

condicao de extracgao.

8.4.1 Manjericdao

DdatatExaZ.DB1 Hethod: Ch=1
Chrom:EX42 .Ca1 Back chri Atten:1

i
2.07

L a1

50,774

1.54

o ang

13,538
411

1.04

14682
5

0.5

42,388
50,015
53087

B 75 3

L UL
RT3

|:|- -l ‘ il i I.L

1] 20 40 gOrmin

Figura 8. 19 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 100 bar, 30 °C e 1% de co-
solvente agua (EX42).
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Data:Ex4as.DA1 Hethod: Ch=1
Chrom:Ex44.C 81 Back chrt Atten:2

s

2 33 E

5] I

7 = ? osls
14 = w [ ]
0 N | A J..l.L_. . R ] | E||
0 20 40

GOmin

Figura 8. 20 Cromatograma do extrato obtido na condigdo de 150 bar, 30 °C ¢ 1% de co-

solvente agua (EX44).

Data-Exa6.DB1 Method: Ch=1
Chrom:-EX46 .C A1 Back chri Atten:2
s
EI =
4 5
31 B gm
4 b
EI' Iy - L |[ L s ] ] il i n l
0 o0 40

EOmin

Figura 8. 21 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 200 bar, 30 °C e 1% de co-

solvente agua (EX46).
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EOrmin

DatazEsu7.DB1 Hethod: Ch=1
Chrom:EX47 .CA1 Back chri Atten:?2
i
& =
2_ K
14 . i s E|lE oz
[IE N | i n ll. Ll . L] I_EI i |
0 20 a0

Figura 8. 22 Cromatograma do extrato

solvente agua (EX47).

obtido na condi¢do de 250 bar, 30 °C e 1% de co-

Data:ES49.0a1 Method: Ch=1
Chrom:EX49.C81 Back chri Atten:2
i
q
3{ § 1 .
] I
1- 7 : 3z
04 i -l T_ ba I.I; Ll ] Jli, .].
0 20 40 EOmin
Figura 8. 23 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 300 bar, 30 °C e 1% de co-
solvente agua (EX49).
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Ddata:tExSZ.DB1 Hethod: Ch=1
Chrom:E&S2.Co1 Back chri Aatten:2
i _
44 =
3_ 1

23.657

— T T
T

F—

S TR T}

1] 20 40 RO

Figura 8. 24 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 100 bar, 50 °C e 1% de co-
solvente agua (EX52).

Data:Ex4.061 Hethod: Ch=1
Chrom:E&XS4.C 81 Back chrt Atten:2
s
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Figura 8. 25 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 150 bar, 50 °C e 1% de co-
solvente agua (EX54).
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Data:EXS6.DO1 Method: Ch=1
Chrom:EX56.CA1 Back chri Atten:2
iy
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Figura 8. 26 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 200 bar, 50 °C e 1% de co-
solvente agua (EX56).
Data:EX58.DA1 Method: Ch=1
Chrom:EX58.C81 Back chrd Atten:2
i
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Figura 8. 27 Cromatograma do extrato

solvente agua (EX58).
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Data:-EsS9.DA1 Hethod: Ch=1
Chrom:EX592 .CA1 Back chrt Atten:2
i
Z b
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14 = = + = ; E =
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Figura 8. 28 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 300 bar, 30 °C e 1% de co-
solvente agua (EX59).

Dpata:-Ex31.Do1
Chrom:EX31.Ca1
e

Method: Ch=1

Back chrt Atten:1
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Figura 8. 29 Cromatograma do extrato obtido na condig¢do de 100 bar, 30 °C e 5% de co-
solvente agua (EX31).
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Data-EX31F1.DB1 Hethod: Ch=1
Chrom:-EX31F1.C81 Back chri Atten:1
i
1.5 =
1.0 m
0.5
3 . L l I 1 m
I:I' T T
1] 20 40 BOmin

Figura 8. 30 Cromatograma do extrato obtido nos primeiros 15 min (Frasco 1) de ensaio
realizado na condigdo de 100 bar, 30 °C e 5% de co-solvente agua (EX31F1).

Data:EX31F2.DB1 Method: Ch=1
Chrom:-EX31F2 .C81 Back chru Atten:1
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Figura 8. 31 Cromatograma do extrato obtido entre 15 e 30 min (Frasco 2) de ensaio
realizado na condig@o de 100 bar, 30 °C e 5% de co-solvente agua (EX31F2).

134



Capitulo 8 Anexos

DdatatEs31F3.DA1 Hethod: Ch=1
Chrom:EX31F3.Ca1 Back chri Atten:1
i
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ki b
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Figura 8. 32. Cromatograma do extrato obtido entre 30 e 45 min (Frasco 3) de ensaio
realizado na condigdo de 100 bar, 30 °C e 5% de co-solvente dgua (EX31F3).

Ddata:-EsS31FL.DBEA Hethod: Ch=1
Chrom:EX31F4.CH1 Back chri Atten:1
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Figura 8. 33 Cromatograma do extrato obtido entre 45 ¢ 60 min (Frasco 4) de ensaio
realizado na condigdo de 100 bar, 30 °C e 5% de co-solvente dgua (EX31F4).
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Data:EX31FD.DB1 Method: Ch=1
Chrom:-EX31FD.C 81 Back chrt Aatten:1
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Figura 8. 34 Cromatograma do extrato obtido durante a despressurizagdo do sistema
(Frasco D) de ensaio realizado na condigdo de 100 bar, 30 °C e 5% de co-solvente agua

(EX31FD).

Ddata:-Es33.DOEA Hethod: Ch=1
Chrom:EX33.CH1 Back chrt Atten:1
i
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Figura 8. 35 Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 150 bar, 30 °C e 5% de co-
solvente agua (EX33).
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Abundance TIC: EX24-MIX.D

210000 7
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Figura 8. 36 Cromatograma do extrato total (Xo) obtido na condigdo de 200 bar, 30 °C e
10% de co-solvente 4gua (A) e o cromatograma expandido 50-60 min (B).
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Figura 8. 37 Espectro de massa do pico 1.
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Figura 8. 38 Espectro de massa do pico 2.

138




Capitulo 8 Anexos

8.4.2 Macelas
8.4.2.1 Achyrocline alata
Data:-CPQBAB? .DA1 Method: Ch=1
Chrom:-CPQBAAY .CO1 Back chrt Atten:?
' _
3]
2_

26112
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B I | 3;’153,,,

20 40 0 mir

Figura 8. 39 Cromatograma do extrato de macela, obtido na condi¢do de 100 bar, 30 °C
(CPQBAO09).
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Figura 8. 40 Cromatograma do extrato de macela, obtido na condi¢do de 200 bar, 30 °C
(CPQBALI).
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Data:GPOBA13.DA1 Method: Ch=1
Chrom:CPQBA13.C81 Back chrt Atten:2
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Figura 8. 41 Cromatograma do extrato de macela, obtido na condi¢do de 300 bar, 30 °C
(CPQBAL13).
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Figura 8. 42Cromatograma do extrato de macela, obtido na condi¢do de 100 bar, 40 °C
(CPQBAO02).
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Data:CPOBABS DB Method: Ch=1
Chrom:-CP(QBARS .CO1 Back chri Atten:2
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Figura 8. 43 Cromatograma do extrato de macela, obtido na condi¢do de 200 bar, 40 °C
(CPQBADOS).
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Figura 8. 44. Cromatograma do extrato de macela, obtido na condi¢do de 300 bar, 40 °C
(CPQBAO7).
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8.4.2.2 Achyrocline satureioides

Data:CPQBA1S.DB1 Method: Ch=1
Chrom:-CPQBA15.CHA1 Back chrt Atten:2
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Figura 8. 45 Cromatograma do extrato de macela; obtido na condi¢do de 100 bar, 30 °C
(CPQBAL1)S).
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Figura 8. 46. Cromatograma do extrato de macelas obtido na condi¢do de 200 bar, 30 °C
(CPQBA17).
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Ddata:CPOBAZB.DA1 Method: Ch=1
Chrom:CPQBAZAB.CA1 Back chrt Atten:?2
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Figura 8. 47 Cromatograma do extrato de macelas obtido na condigdo de 300 bar, 30 °C
(CPQBA20).
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Figura 8. 48. Cromatograma do extrato de macela obtido na condigdo de 100 bar, 40 °C
(CPQBA21).
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Data:CPOBAZL._DB1 Method: Ch=1
Chrom:CPOBAZL.CA1 Back chri Atten:2
i
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Figura 8. 49 Cromatograma do extrato de macelas obtido na condigdo de 200 bar, 40 °C
(CPQBA24).

Data:CPQBA2S .DB1 Method: Ch=1
Chrom:-CPQBAZ5 .CA1 Back chri Atten:2

it

a4

2- =

1- 35

.. 1
0 =
20 40 Bamn

Figura 8. 50 Cromatograma do extrato de macelas obtido na condigdo de 300 bar, 40 °C
(CPQBA2S5).
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8.5. Atividade Antioxidante

A seguir serdo apresentadas as planilhas (excel) com os valores de absorbancia
obtidos pelo espectrofotdmetro (Hitachi, U-3010, Tokyo, Japdo) no comprimento de onda

de 470 nm.
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Capitulo 8 Anexos

; . LABORATORIO DE SEPARACOES FiSICAS 22/2/2004 PAG 01
N —\OJ Patricia F. Leal ATUALIZADO DIA 21 DE SETEMRO DE 2004
UASEFI
Atividade Antioxidante da fase oleosa dos extratos de Ocimum basilicum obtidos a 30 e 500C com 1% de agua (v/v)
Absorbancia

Cédigo das amostras |tempo = Oh tempo = 1h tempo = 2h tempo = 3h

controle  B-carotend 2,1814 2,2790 1,6835 1,6459 1,4162 1,3818 1,1987 1,1987
EX42 100/30 4,4724 3,7894 3,5996 4,0000 3,4306 3,0789 2,3731 2,8147
EX44 150/30 3,2952 3,2952 2,8460 2,4550 2,6712 2,3423 2,2375 2,2375
EX46 200/30 2,7604 2,4329 2,4180 2,1835 2,2718 2,0956 2,0960 1,9674
EX47 250/30 2,3914 2,5378 2,1179 2,3998 1,9918 1,7902 1,8664 1,8664
EX49 300/30 2,6664 2,6664 2,4068 2,4068 2,3066 2,3066 2,2195 2,2195
EX52 100/50 2,3195 2,3195 2,7460 1,7849 2,8548 1,7110 2,2001 1,6562
EX54 150/50 2,0178 2,0178 1,8081 1,7561 1,6901 1,6901 1,2289 1,2289
EX56 200/50 2,9367 2,7302 2,6716 2,5586 2,5539 2,4769 2,4021 2,3920
EX58 250/50 2,1781 2,3229 1,9678 2,1317 1,8628 2,0547 1,7510 1,7510
EX59 300/50 4,0000 4,0000 4,0000 4,0000 3,6910 3,6910 3,6910 3,6910

Médias das absorbancias

Cédigo das amostras |t=0h t=1h t=2h t=3h

controle  B-caroteng 2,2302 1,6647 1,3990 1,1987

EX42 100/30 4,1309 3,7998 3,2548 2,5939 RASTREABILIDADE:
EX44 150/30 3,2952 2,6505 2,5068 2,2375|Caderno de laboratdrio pagina 44;
EX46 200/30 2,5967 2,3008 2,1837 2,0317Arquivo: D:\Documento\PatricialMs — O_basilicum|Atividade Antioxidante 1% agua_26_02_04
EX47 250/30 2,4646 2,2589 1,8910 1,8664

EX49 300/30 2,6664 2,4068 2,3066 2,2195

EX52 100/50 2,3195 2,2655 2,2829 1,9282

EX54 150/50 2,0178 1,7821 1,6901 1,2289

EX56 200/50 2,8335 2,6151 2,5154 2,3971

EX58 250/50 2,2505 2,0498 1,9588 1,7510

EX59 300/50 4,0000 4,0000 3,6910 3,6910

146



Capitulo 8 Anexos

N
LASLTI1

AMOSTRAS:
Ocimum basilicum

@\oi PATRICIA FRANCO LEAL ATUALIZADO DIA 21 DE SETEMBRO DE 2004 29/4/2004 PAG 01

OBJETIVO:

Analise da agdo antioxidante dos extratos de ° basilicum obtidos por ESC com 1% de cosolvente agua FASE AQUOSA.
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratério pagina 58 e Arquivo: D./Documentos/Patricia/Ms-O_basilicum/O_basilicum_1% FA 29 04 04.exe
RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia

Codigo  [t=0h (TRIPLICATA) t=1h t=2h t=3h
Controle 17,0395 1,1245  1,1956] 10,7169  0,8073  0,8640] 0,5268  0,6067  0,6607| 0,4401  0,5048  0,5547]
EX42 1,3387  1,3883  1,3895| 1,0323  1,0688  1,0678] 0,8581  0,8940  0,8945] 0,7652  0,7914  0,7909
EX44 1,2124 11,2181  1,2062] 08364 08634 08700 06683 0,6880 0,6938] 05884 06047  0,6093
EX46 1,1695  1,0854  1,1194| 0,7785 0,7093 0,7246] 055966 0,5559  0,5711] 05250 0,5007 0,5138
EX47 1,0742  1,0988  1,0869| 06977 07247 0,7181] 055377 0,5558 0,5626| 0,4776  0,4926  0,5048
EX49 1,0535  1,0695 1,0883| 06701 06672 0,6930] 055231 0,5231 0,5424| 04625 04729  0,4918
EX52 1,1982  1,2805  1,2747| 11,0041  1,0955 1,0949] 0,9018 0,9937 0,9918] 08354 09263  0,8248
EX54 1,1129  1,0940 1,035 0,7592 0,7532 0,7536] 0,5988  0,6001  0,6000] 05247 05268  0,5278
EX56 1,0267  1,0887  1,0747| 06470 06846 0,6798] 05099 0,5446 0,5387| 04553  0,4918  0,4856
EX58 1,0248 1,0679 0,9618| 06286 06486 06115 04961 05173 0,4759| 04464  0,4699  0,4247
EX59 1,0150 1,068  1,0969| 06659 06919 0,7321] 05144 05346 0,5675| 0,4497 04719  0,4995
Codigo  [t=0h t=1h t=2h t=3h

Controle 11199 0,7961 _ 0,5981  0,4999

[EX42 13722 1,063 0,8822  0,7825

EX44 1,2122  0,8566  0,6834  0,6008

EX46 1,1248  0,7375 05745  0,5132

EX47 1,0866  0,7135 05520  0,4917

EX49 1,0671  0,6768 05295  0,4757

EX52 1,2511 1,048  0,9624  0,8622

EX54 1,1035  0,7553  0,5996  0,5264

EX56 1,0634  0,6705 05311  0,4776

EX58 1,0182  0,6296  0,4964  0,4470

EX59 1,0562  0,6966  0,5388  0,4737
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@\oi PATRICIA FRANCO LEAL 3/5/2004 PAG 01

=Y
LASEHI

AMOSTRAS:
Ocimum basilicum

OBJETIVO:

Analise da agdo antioxidante dos extratos de O basilicum obtidos por ESC com 10 e 20% de co-solvente dagua extratos liofilizados.
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratério pagina 61; Arquivo: D:\Documento\Patricia\Ms - Ocimum_basilicum\O_basilicum_03_05_04_portugués
RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia

Codigo  [t=0h (TRIPLICATA) t=1h t=2h t=3h

Controle 2,7257  2,6205  2,3557| 1,8587  1,7083  1,6226| 11,3113  1,2019  1,1517] 0,0890  0,9467 _ 0,9062
EX10 22121 2,1076 _ 2,0887| 1,7808  1,7184  1,6992] 1,5063  1,4784  1,4601] 1,3119  1,3271 _ 1,3077
EX12 20257 1,8440 22460 11,6809 11,5495 1,8532] 14536 1,3576  1,5896| 1,3014  1,2435  1,4299
EX15 1,9243 1,9751  1,9864] 1,6535 1,7101  1,7143| 1,4842 15642 1,5638] 11,3857 11,4741  1,4768
EX16 1,9376  1,9831  1,9443| 16564 1,6586  1,6915| 1,5039  1,4727 15507| 11,4059 11,3535  1,4598
EX19 20217 2,0064 2,0494] 16869 1,6706 1,7051] 14644 14709 1,4879| 1,3171  1,3310  1,3476
EX21 23104 25057 24147 1,9151  2,0694 1,9621] 1,6859 1,8213 1,6896| 11,5165 1,6382  1,4907
EX22 22902 22267 25783 11,8310 1,8658 2,1390] 1,5305 1,455 1,8885| 1,3239  1,4896  1,7129
EX24 21314 22356 2,0676| 1,7070 1,7822  1,6837| 1,4525 15210 1,4571] 1,2707 11,3357  1,2957
EX26 22032 24937 2,4296] 11,7995 2,0393  1,7914] 15453 1,7570 1,6052| 11,3610  1,5632  1,4755
EX28 21209 22168 22107 11,7231  1,8028  1,7938] 14860 1,5627 1,5485| 11,3090 1,3893  1,3768
EX20F1 2,0250 2,0411  1,8850] 11,6183  1,6392  1,5333] 11,3688  1,4046  1,3385| 1,1961  1,2379  1,2041
EX20F2 2,0007 1,9870 1,8325] 1,6981 1,6966  1,5639| 1,5262 15244  1,4112| 1,4042 11,4081  1,3052
EX20F3 20090 1,9732 1,8246] 11,6828 1,6722 1,5445] 15170 1,5158  1,3997| 11,3974  1,4036  1,3006
EX20F4 1,9364 11,9361  1,7686| 1,6105 1,6176  1,4781] 1,4372 14571 13325 11,3126 11,3504  1,2322
EX20D 21242 20285 1,9037| 11,7846 1,7207 1,6168| 1,5830 1,5426  1,4575| 1,4480  1,4204  1,3431

As 10 primeiras amostras da coluna acima sdo Xo ou seja é o extrato total da extragao.
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oy PATRICIA FRANCO LEAL 4/5/2004 PAG 01
\LASEFI
AMOSTRAS: CALCULO ATUALIZADO DIA 21 DE SETEMBRO DE 2004

Ocimum basilicum

OBJETIVO:

Anadlise da agdo antioxidante dos extratos de O basilicum obtidos por ESC com 10 e 20% de cosolvente agua extratos liofilizados.
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratério pagina 63; arquivo: D:\Documento\Patricia\Ms — Ocimum basilicum\O_basilicum_04_05_04_portugues
RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia (leitura 470 nm)

Cbdigo  |t=0h (TRIPLICATA) t=1h t=2h t=3h
Controle 1,6888 1,6715 1,6614 1,2360 1,2751 1,2434 0,9073 0,9534 0,9249 0,7666 0,8219 0,8049
EX23 F1 1,6047 1,6107 1,6149 1,4141 1,3499 1,3176 1,1894 1,1982 1,2080 1,0601 1,0756 1,0919

EX23 F2 1,6085 1,5201 1,4724 1,4040 1,3504 1,3213 1,2553 1,2127 1,1942 1,1710 1,1355 1,1271
EX23 F3 1,4962 1,4882 1,5124 1,3351 1,3412 1,3478 1,2175 1,2322 1,2133 1,1549 1,1753 1,1404
EX23 F4 1,4502 1,2917 1,3368 1,3107 1,1925 1,2146 1,1988 1,1053 1,1092 1,1312 1,0547 1,0450
EX23 D 1,3748 1,3713 1,3649 1,2359 1,2257 1,2080 1,1329 1,1156 1,0818 1,0696 1,0585 1,0060
EX25 F1 1,2913 1,2801 1,3162 1,1039 1,1196 1,1542 0,9435 0,9766 1,0227 0,8480 0,8927 0,9483
EX25 F2 1,3114 1,3190 1,3212 1,1863 1,1928 1,1877 1,0957 1,0665 1,0688 1,0227 1,0279 1,0153
EX25 F3 1,3302 1,2883 1,2855 1,2000 1,1628 1,1630 1,0855 1,0710 1,0671 1,0315 1,0165 1,0184
EX25 F4 1,3138 1,2986 1,2951 1,1887 1,1725 1,1656 1,0439 1,0821 1,0684 1,0111 1,0070 1,0065
EX25 D 1,3320 1,3231 1,3194 1,1759 1,1716 1,1701 1,0400 1,0342 1,0325 0,9454 0,9554 0,9549
EX27 F1 1,2323 1,2344 1,2426 1,0689 1,0752 1,0937 0,9364 0,9476 0,9655 0,8526 0,8762 0,8920
EX27 F2 1,2316 1,2389 1,2470 1,1001 1,1214 1,1237 0,9962 1,0273 1,0279 0,9310 0,9820 0,9714
EX27 F3 1,2417 1,2462 1,2455 1,1277 1,1371 1,1306 1,0438 1,0581 1,0438 0,9953 1,0054 0,9904
EX27 F4 1,2086 1,2252 1,2304 1,0779 1,1054 1,1141 0,9902 1,0211 1,0201 0,9342 0,9758 0,9732
EX27 D 1,2452 1,2578 1,2240 1,1238 1,1419 1,1111 1,0428 1,0644 1,0497 0,9710 1,0234 0,9997
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é\()) PATRICIA FRANCO LEAL ATUALIZADO DIA 21 DE SETEMBRO DE 2004 6/5/2004 PAG 01

N
LASEFI

AMOSTRAS:
Ocimum basilicum

OBJETIVO:

Analise da acdo antioxidante dos extratos de O basilicum obtidos por ESC com 10 e 20% de cosolvente agua extratos liofilizados (cinética).
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratério pagina 66; Arquivo: D:\Documento\PatricialMs - Ocimum basilicum|O_basilicum_06_05_04_portugués
RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia

Cbdigo  |t=0h (TRIPLICATA) t=1h t=2h t=3h
Controle 1,8897 2,0152 1,9364 1,3082 1,4794 1,3969 0,9512 1,1143 1,0423 0,7767 0,9287 0,8777
EX29 F1 1,9384 1,8539 1,9183 1,6112 1,5463 1,5974 1,3839 1,3391 1,3734 1,2358 1,2029 1,2324

EX29 F2 1,7527 1,7876 1,7106 1,5094 1,5397 1,4724 1,3421 1,3772 1,3103 1,2361 1,2712 1,2134
EX29 F3 1,7216 1,7308 1,7243 1,4661 1,5041 1,4954 1,3122 1,3707 1,3565 1,2173 1,3038 1,2786
EX29 F4 1,7484 1,7353 1,6967 1,6362 1,5294 1,4869 1,4166 1,4359 1,3994 1,3565 1,3783 1,3522

EX29 D 1,6158 1,7413 1,6597 1,3515 1,4758 1,4173 1,2007 1,3274 1,2634 1,0953 1,2143 1,1594
EX9 F1 1,5016 1,5812 1,5663 1,2616 1,3303 1,3323 1,0867 1,1670 1,1701 0,9822 1,0539 1,0634
EX9 F2 1,4935 1,5384 1,6835 1,2904 1,3208 1,3647 1,1460 1,1748 1,2081 1,0466 1,0739 1,1040
EX9 F3 1,4561 1,5185 1,5103 1,3313 1,3286 1,3237 1,1535 1,2142 1,2067 1,0673 1,1335 1,1288
EX9 F4 1,5064 1,4883 1,4647 1,3263 1,3258 1,2976 1,2106 1,2343 1,2027 1,1284 1,1656 1,1336
EX9D 1,5011 1,5205 1,6325 1,3109 1,3432 1,3398 1,1966 1,2420 1,2282 1,1214 1,1719 1,1625
EX11 F1 1,3949 1,4040 1,4240 1,1269 1,1484 1,1743 0,9489 0,9797 1,0050 0,8336 0,8682 0,8983

EX11 F2 1,4337 1,4291 1,4478 1,2224 1,2176 1,2342 1,0737 1,0794 1,0933 0,9856 0,9837 1,0060
EX11F3 1,4286 1,4447 1,4547 1,2477 1,2395 1,2585 1,1238 1,1252 1,1378 1,0344 1,0479 1,0603
EX11 F4 1,4547 1,4432 1,4542 1,2502 1,2660 1,2798 1,1065 1,1569 1,1609 1,0377 1,0858 1,0872
EX11 D 1,5084 1,5347 1,5288 1,3203 1,3442 1,3266 1,2022 1,2352 1,2063 1,1237 1,1642 1,1380
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= "\OJ PATRICIA FRANCO LEAL Atualizado dia 13/11/04 2/6/2004 PAG 01
LASLTI1

AMOSTRAS:

Ocimum basilicum

OBJETIVO:

Anadlise da agao antioxidante dos extratos de O basilicum obtidos por ESC com 10 e 20% de cosolvente agua extratos liofilizados (cinética).
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratdrio pagina 68; Arquivo atualizado: D:\Documentos|\PatricialMs - Ocimum basilicum\O_basilicum_02_06_04_ATUALIZADO_13_11_04_portugués
RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia

Codigo  |t=0h (TRIPLICATA) t=1h t=2h t=3h

Controle 0,8731 0,9166 0,9203 0,5700 0,6105 0,6176 0,4668 0,5189 0,5266 0,4280 0,4869 0,4956
[EX13 F1 0,9118 0,9097 0,9033 0,7889 0,7825 0,7862 0,7257 0,7348 0,7376 0,6919 0,7053 0,7115
EX13 F2 0,9281 0,9196 0,9194 0,8256 0,8350 0,8488 0,7770 0,7980 0,8044 0,7467 0,7700 0,7823
EX13 F3 0,9242 0,9200 0,9208 0,7617 0,8115 0,8210 0,7065 0,7853 0,7753 0,6710 0,7556 0,7511
EX13 F4 0,9283 0,9267 0,9068 0,7946 0,8352 0,7823 0,7365 0,7876 0,7288 0,7131 0,7611 0,7072
EX13D 0,9199 0,9318 0,9466 0,7773 0,8043 0,8079 0,7346 0,7510 0,7420 0,7085 0,7465 0,7297
EX17 F1 0,8560 0,8637 0,8779 0,7561 0,7770 0,7963 0,7067 0,7289 0,7520 0,6816 0,7035 0,7303
EX17 F2 0,9020 0,8770 0,9050 0,8102 0,8259 0,8125 0,7597 0,7772 0,7677 0,7337 0,7584 0,7494
EX17 F3

EX17 D
EX18 F1 0,8893 0,8881 0,8876 0,7989 0,8104 0,8076 0,7530 0,7730 0,7634 0,7307 0,7549 0,7430
EX18 F2 0,8946 0,9049 0,9001 0,8031 0,8004 0,8039 0,7457 0,7532 0,7627 0,7247 0,7402 0,7518
EX18 F3 0,8867 0,8970 0,8694 0,8575 0,8419 0,7866 0,9439 0,8480 0,7522 0,9896 0,8971 0,7494
EX18 F4 0,9116 0,9735 0,8752 0,8881 0,9882 0,8105 0,9191 1,0160 1,0081 0,9387 1,0487 0,8039

151



Capitulo 8 Anexos

Y PATRICIA FRANCO LEAL 23/4/2004 PAG 01
b ATUALIZADO DIA 22 DE
AMOSTRAS: SEMBRO DE 2004
OBJETIVO:

Andlise da agdo antioxidante dos extratos de A alata e A satureioides
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratério pagina 50; Arquivo: D:\Documentos|\Patricia\A¢ao Antioxidante Achyrocline_23 _04_04
RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia (470 nm)

Amostra t reacdo = 0 horas (triplicatas) [t reacdo = 1 hora (triplicatas)
controle 1,6103 1,6155 1,6129 0,9496 0,9695 0,9846
CPQBAO1 2,4609 2,4337 2,3498 2,1998 2,1759 2,0793
CPQBA05 2,2473 2,8460 2,6193 1,9702 2,9716 2,6239
CPQBA08 2,4962 2,4100 2,3944 2,2757 2,1720 2,1442
CPQBA09 2,2124 2,3627 2,7286 1,9723 2,1195 2,7076
CPQBA12 2,2242 2,3246 2,4024 2,0532 2,1532 2,2151
CPQBA14 2,4846 2,6383 2,5711 2,3047 2,4423 2,4880
CPQBA15 2,1364 2,3482 2,2423 1,9476 2,1730 2,0603
CPQBA17 1,9945 1,9960 2,0461 1,8344 1,8622 1,9347
CPQBA26 2,3877 2,8057 2,6995 2,2362 2,4104 2,5846
CPQBA27 2,5070 2,6800 2,7615 2,3809 2,6290 2,8556
CPQBA28 2,2043 2,0791 1,9589 2,1806 2,1920 1,8269
CPQBA29 2,4506 2,4137 2,5442 2,3003 2,3331 2,4547
Amostra t reacdo = 2 horas (triplicatas) |t reacdo = 3 horas (triplicatas)
controle 0,6758 0,7079 0,7165 0,5879 0,6175 0,6312
CPQBAO1 2,0823 2,0790 2,0140 2,0239 2,0274 1,9685
CPQBAO05 1,8936 2,8886 2,5580 1,8320 2,8284 2,5421
CPQBA08 2,1601 2,0621 2,0551 2,0142 2,0147 2,0031
CPQBA09 1,8393 2,0337 2,6027 1,7095 1,9736 2,5686
CPQBA12 2,1923 2,3391 2,4135 1,8736 1,9989 2,0635
CPQBA14 2,2042 2,3581 2,4259 2,1386 2,2876 2,3820
CPQBA15 1,8658 2,0889 1,9774 1,7900 2,0365 1,9133
CPQBA17 1,7429 1,7912 1,8632 1,6906 1,7519 1,8288
CPQBA26 2,1489 2,3486 2,5482 2,0856 2,2854 2,4851
CPQBA27 2,3171 2,5796 2,8829 2,2752 2,5241 2,8186
CPQBA28 2,0918 1,8498 1,7573 2,0229 1,8031 1,7115
CPQBA29 2,2147 2,3049 2,3957 2,1381 2,2207 2,3393
Média das Absorbancias

Amostra t=0h t=1h t=2h t=3h

controle 1,6129 0,9679 0,7001 0,6122

CPQBAO1 2,4148 2,1517 2,0584 2,0066

CPQBA05 2,5709 2,5219 2,4467 2,4008

CPQBA08 2,4335 2,1973 2,0924 2,0107

CPQBA09 2,4346 2,2665 2,1586 2,0839

CPQBA12 2,3171 2,1405 2,3150 1,9787

CPQBA14 2,5647 2,4117 2,3294 2,2694

CPQBA15 2,2423 2,0603 1,9774 1,9133

CPQBA17 2,0122 1,8771 1,7991 1,7571

CPQBA26 2,6310 2,4104 2,3486 2,2854

CPQBA27 2,6495 2,6218 2,5932 2,56393

CPQBA28 2,0808 2,0665 1,8996 1,8458

CPQBA29 2,4695 2,3627 2,3051 2,2327
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L_\OJ PATRICIA FRANCO LEAL 2/6/2004 PAG 01
\I_Aﬁ‘

AMOSTRAS:
Achyrocline alata e Achyrocline satureioides

OBJETIVO:

Analise da agdo antioxidante dos extratos de A alata e sautureioides obtidos por hidrodestilagdo e extracdo com etanol por centrifugacao.
RASTREABILIDADE:

Caderno de laboratdrio pagina 79

RESPONSAVEL:

Patricia Franco Leal

Absorbancia

Cbdigo  |t=0h (TRIPLICATA) t=1h t=2h t=3h

Controle 0,8731 0,9166 0,9203 0,5700 0,6105 0,6176 0,4668 0,5189 0,5266 0,4280 0,4869 0,4956
OE_Aa 1,1618 1,1948 1,2357 0,9726 0,9868 1,0415 0,8810 0,8993 0,9550 0,8355 0,8656 0,9164
OE_As 0,9029 0,9050 0,9135 0,6357 0,6469 0,6521 0,5411 0,5577 0,5686 0,5079 0,5286 0,5423
EF_Aa 1,1096 1,2245 1,0235 0,9833 1,1896 0,9773 0,9594 1,1666 0,9623 0,9382 1,1557 0,9600
EF_As 1,0815 1,1258 1,1395 1,0241 1,0844 1,0874 1,0570 1,0641 1,0050 1,0426 1,0573 0,9971
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8.6 Secao de Fotos

Figura 8. 51 Macelag ap6s corte manual com tesoura.

Magnetron Controle da energra

..4. g St i IRRRS

"‘m”d“ Dados do sensor i
de infravermelho
i ]m'i-l-il-l-llll'l'_
* Microprocessador O

‘lIIIIIIIIIIIIIIIIIIII"‘

Figura 8. 52 Analisador de umidade com aplicador de microondas.

154



Capitulo 8 Anexos

Figura 8. 53 Unidade de Extragdo Supercritica semi-continua.
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Figura 8. 54 Unidade de Extracdo Supercritica semi-continua (Spe-ed).

Figura 8. 55 Células de extragdo (Thar
Designs, Pittsburg, PA, Estados Unidos) de
3,5¢e¢300mL.
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Figura 8. 56 Hidrodestilador usado para obtencao de 6leo volatil de manjericao.

Figura 8. 57 Microhidrodestilador usado para extragao de 6leo volatil de macela.
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8.7 Calculo da mistura CO, + H,O

A bomba do extrator trabalha com volume e, portanto a mistura é expressa em
porcentagem de co-solvente (volume por volume). O esquema a seguir, mostra com que
densidade o solvente e co-solvente estd entrando na bomba. A partir do dado de densidade,
¢ possivel realizar o célculo que converte a porcentagem de co-solvente de volumétrica

, . : 3
para massica, considerando como volume de controle de 1 m” (solvente + co-solvente).

1% do co-solvente agua (v/v):

CO, :0,99m’ Xp_,, =0,99m"” x1002,1 ke _ 992,08kg
2 CO2

m3

H,0:0,01m"* x =0,0lm’ ><997,3§ =9,98kg
2 pHZO m3

Portanto, a porcentagem (m/m) do co-solvente H,O ¢ 0,99% = 1% (m/m) ou em

fragdo massica: CO,:H,O = 99:1.

5% do co-solvente agua (v/v):

€O, :0,95m° X, = 0,95m° x1002,1 & = 952,99kg
2 CO2

m3

H,0:0,05m’ x =0,05m’ ><997,3k—g =49,87kg
2 pHZO m3

Portanto, a porcentagem (m/m) do co-solvente H,O ¢ 4,97% = 5% (m/m) ou em

fracao massica: CO,:H,O = 95:5.
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10% do co-solvente agua (v/v):

CO, :0,90m’ xp ., = 0,90m’ xlooz,lk—% =901,89kg
m

H,0:0,10m’ Xp,y5 =0,10m’ x997,3 € =99,73kg
m

Portanto, a porcentagem (m/m) do co-solvente H,O ¢ 9,6% = 10% (m/m) ou em

fragao massica: CO,:H,O = 90:10.

20% do co-solvente agua (v/v):

CO, :0,80m’ Xp .y, = 0,80m’ ><1002,1k—g3 =801,68kg
m
H,0:0,20m’ xp,,,, =0,20m’ ><997,3k—g3 =199,46kg
m
Portanto, a porcentagem (m/m) do co-solvente H,O ¢ 19,9% = 20% (m/m) ou em

fragao massica: CO,:H,O = 80:20.

Regulagem
COx_ % .
CO, liquido co-solvente: % P sistema
-10°C ] (v/v) ] -
60 bar .
Bomba P sistema !
> de >
P cor = 1002,1 kg/m’ solvente (CO») .
X
T
|- R
H,0 liquida Misturador A
Tamp ~ 24 °C T
Py ~ 0,950 bar Bomba 0
de R
—»  co-solvente P sist >
sistema
P 1o = 997,3 kg/m’ (H,0)
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8.8 Planilha de Calculo do erro prezumido do Rendimento Global de

Extracao (Xo) para os experimentos do manjericao

A equagdo para calculo do erro prezumido associado a obtencdo do Rendimento

Global de Extracao (Xo) ¢ apresentada a seguir (Eq. 8.1).

AXo = Xo(b.s.)x(’o (Mextr) | pMmp(ba)) , p(Mmp(b 's))] Eq. 8-1
Mextr Mmp(b.u.) Mmp(b.s.)

onde:

0Xo: erro prezumido do Rendimento Global de Extragéo;

Xo: Rendimento Global de Extracéo;

p(M extr)

Mextr
foram necessarias para a obtenc¢do do valor de massa de extrato final (Mextr);

: erro referente a pesagem do extrato na balanga analitica, considerando quantas medidas

p(Mmp(b.))
Mmp(b.u.)
considerando a tara da balancga e a obtencdo da massa de matéria-prima imida (Mmp(b.u.));

erro referente a pesagem da matéria-prima de alimentacdo do extrator,

p(Mmp(b.5))
Mmp(b.s.)
equipamento CEM, modelo Smart 5, precissao de leitura 0,0001g, Matthews, EUA);

. erro referente a pesagem da matéria-prima durante a obten¢do da umidade no
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Calculo do ERRO PREZUMIDO na determinag¢é@o do Rendimento Global de Extragédo (Xo)

Patricia Franco Leal

MANJERICAO em % em gramas No FC *

Ensaio [d Xo Xo (b.s) |Mmp (b.u)|p Mmp(b.u) [Mmp (b.s) [p Mmp (b.s) |Mextr (b.s) |pMextr (b.s) |de extrato
EX09 0,18 21,4 3,03 0,02 2,72 0,0002 0,5825 0,001 5
EX11 0,16 17,9 3,01 0,02 2,71 0,0002 0,4847 0,001 5
Ex12 0,14 15,1 3,01 0,02 2,71 0,0002 0,4087 0,001 5
EX13 0,12 11,9 3,00 0,02 2,70 0,0002 0,3204 0,001 5
EX15 0,14 15,1 3,03 0,02 2,72 0,0002 0,4119 0,001 5
EX17 0,18 20,7 3,00 0,02 2,70 0,0002 0,5590 0,001 5
EX18 0,20 24,2 3,00 0,02 2,70 0,0002 0,6540 0,001 5
EX19 0,19 23,0 3,03 0,02 2,72 0,0002 0,6243 0,001 5
EX20 0,11 10,8 2,99 0,02 2,69 0,0002 0,2909 0,001 5
EX22 0,10 9,2 3,00 0,02 2,70 0,0002 0,2479 0,001 5
EX23 0,12 12,2 3,01 0,02 2,71 0,0002 0,3316 0,001 5
EX25 0,09 7,97 2,98 0,02 2,68 0,0002 0,2136 0,001 5
EX26 0,10 9,3 3,03 0,02 2,72 0,0002 0,2518 0,001 5
EX27 0,10 9,2 3,00 0,02 2,70 0,0002 0,2497 0,001 5
EX28 0,10 9,0 3,03 0,02 2,72 0,0002 0,2456 0,001 5
EX29 0,10 9,8 3,04 0,02 2,72 0,0002 0,2654 0,001 5
EX31 0,06 3,22 3,02 0,02 2,71 0,0002 0,0873 0,001 5
EX33 0,05 2,43 3,03 0,02 2,72 0,0002 0,0662 0,001 5
EX42 0,03 2,02 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0454 0,0002 1
EX44 0,02 1,24 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0279 0,0002 1
EX46 0,02 1,29 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0291 0,0002 1
EX47 0,02 1,20 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0270 0,0002 1
EX49 0,02 1,08 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0243 0,0002 1
EX52 0,02 1,77 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0398 0,0002 1
EX54 0,02 1,88 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0424 0,0002 1
EX56 0,02 0,98 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0220 0,0002 1
EX58 0,02 1,10 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0247 0,0002 1
EX59 0,02 1,22 2,50 0,02 2,25 0,0002 0,0274 0,0002 1

* FC: Frascos de coleta de extrato.
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8.9 Planilha de calculo do erro prezumido do Rendimento Global de
Extracdo (Xo) e a amplitude em relacio a média das duplicatas dos

experimentos de extracio das macelas

A equagdo para célculo do erro prezumido associado a obtengcdo do Rendimento
Global de Extracao (Xo) foi apresentada anteriormente no item 8.8 (Eq. 8.1). A seguir

encontra-se a planilha com os valores de erro prezumido e aplitude da média.
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Calculo do ERRO PREZUMIDO na determinagé@o do Rendimento Global de Extragédo (Xo)

Patricia Franco Leal

ACHYROCLINE em gramas No FC*

Ensaio [d Xo Xo (b.s) |Mmp (b.u)|]p Mmp(b.u) |Mmp (b.s) |p Mmp (b.s) |Mextr (b.s) |pMextr (b.s) |de extratojmédia amplitude
CPQBAO1 0,02 1,33 2,52 0,02 2,27 0,0002 0,0301 0,0002 1 1,26 0,07
CPQBAOQ2 0,02 1,19 2,49 0,02 2,24 0,0002 0,0266 0,0002 1

CPQBA05 0,03 3,15 2,61 0,02 2,35 0,0002 0,0740 0,0002 1 2,59 0,56
CPQBAO06 0,03 2,03 2,26 0,02 2,03 0,0002 0,0413 0,0002 1

CPQBAOQ7 0,04 3,34 2,33 0,02 2,09 0,0002 0,0699 0,0002 1 3,73 0,39
CPQBAO08 0,05 413 2,30 0,02 2,07 0,0002 0,0853 0,0002 1

CPQBAQ9 0,03 2,76 2,24 0,02 2,01 0,0002 0,0556 0,0002 1 2,57 0,19
CPQBA10 0,03 2,38 2,24 0,02 2,01 0,0002 0,0479 0,0002 1

CPQBA11 0,05 4,21 2,24 0,02 2,01 0,0002 0,0847 0,0002 1 4,16 0,04
CPQBA12 0,05 412 2,24 0,02 2,01 0,0002 0,0829 0,0002 1

CPQBA13 0,04 3,28 2,29 0,02 2,06 0,0002 0,0675 0,0002 1 3,31 0,03
CPQBA14 0,04 3,34 2,28 0,02 2,05 0,0002 0,0684 0,0002 1

CPQBA22 0,01 0,41 2,34 0,02 2,10 0,0002 0,0087 0,0002 1 0,53 0,12
CPQBA28 0,02 0,65 2,25 0,02 2,02 0,0002 0,0131 0,0002 1

CPQBA29 0,03 2,66 2,44 0,02 2,19 0,0002 0,0582 0,0002 1 2,59 0,07
CPQBA24 0,03 2,51 2,29 0,02 2,06 0,0002 0,0517 0,0002 1

CPQBA25 0,03 2,20 2,24 0,02 2,01 0,0002 0,0443 0,0002 1 2,22 0,02
CPQBA27 0,03 2,24 2,41 0,02 2,16 0,0002 0,0485 0,0002 1

CPQBA15 0,02 1,56 2,34 0,02 2,10 0,0002 0,0327 0,0002 1 1,39 0,17
CPQBA16 0,02 1,22 2,33 0,02 2,09 0,0002 0,0255 0,0002 1

CPQBA17 0,03 2,60 2,32 0,02 2,08 0,0002 0,0542 0,0002 1 2,40 0,20
CPQBA18 0,03 2,21 2,30 0,02 2,07 0,0002 0,0456 0,0002 1

CPQBA20 0,03 2,00 2,32 0,02 2,08 0,0002 0,0416 0,0002 1 1,96 0,03
CPQBA27 0,03 1,93 2,21 0,02 1,98 0,0002 0,0383 0,0002 1

* FC: Frascos de coleta de extratos.
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Dissertagdo de Mestrado Patricia Franco Leal

Foto do amanhecer do dia, registrada durante colheita matinal didria do Ocimum basilicum fresco,
10 de julho de 2003, 7:00h, 1 AC, Canpinas, SP (registrada por Erika C. Cren).

“De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos comecando, a certeza de que é preciso continuar
e a certeza de que podemos ser interrompidos antes de terminar. Fazer da
nterrup¢do um caminho novo, fazer da queda um passo de danca, do medo
uma escada, do sonho uma ponte, da procura um encontro. Fica a promessa
do reencontro... Fica o desejo de boa sorte...

Fica a vontade de que lutes e vencas.”

Fernando Sabino
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