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RESUMO 

Saponinas são compostos que se destacam por apresentarem ações farmacológicas, e também 

por serem empregadas nas indústrias de alimentos e de cosméticos devido às suas 

propriedades físico-químicas, tais como agentes de superfície. Processos de extração com 

dióxido de carbono supercrítico (scCO2), como substituto de solventes orgânicos tóxicos 

representam uma boa opção para extração de compostos bioativos, pois produzem extratos e 

resíduos isentos de solventes indesejáveis sendo, portanto, tecnologias limpas. Neste sentido, 

este trabalho teve como objetivo extrair e fracionar saponinas a partir de três fontes vegetais, 

sendo elas raízes de Pfaffia glomerata e de Hebanthe eriantha, conhecidas como ginseng 

brasileiro, e frutos de Melia azedarach, utilizando um processo sequencial em leito fixo 

usando scCO2, etanol e água como solventes. As extrações foram realizadas a 50 oC e 300 

bar e em quatro etapas sequenciais. Na primeira etapa utilizou-se como solvente scCO2, na 

segunda escoou-se pelo leito fixo uma mistura scCO2 + etanol na proporção 70:30 (m/m) e, 

etanol puro e uma mistura etanol/água (70:30 v/v) foram usados nas terceira e quarta etapas, 

respectivamente. A eficiência do processo de extração e fracionamento foi avaliada com 

base: 1) nos valores de rendimento de extração, 2) na presença de saponinas, as quais foram 

monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) e 3) pela capacidade de redução 

da tensão superficial de soluções aquosas. Os extratos de M. azedarach ainda foram avaliados 

quanto ao teor de fenóis e flavonoides totais, perfil químico de compostos voláteis por CG- 

EM e por espectrometria de massas (ESI-EM). As raízes estudadas apresentaram curvas de 

extração (cinética) e rendimento semelhantes entre si nas três primeiras etapas. Os 

rendimentos de extração para as quatro etapas de extração foram 0,16; 0,55; 1,00 e 6,9 % 

para raízes de P. glomerata e 0,17; 0,58; 0,89 e 28 % para raízes de H. eriantha, 

respectivamente, indicando presença majoritária de compostos de maior polaridade nestas 

espécies. Os rendimentos de extração a partir de frutos de M. azedarach apresentaram-se 

maiores (7,6; 6,4; 19 e 12,3 %) que os de raízes de ginseng brasileiro. As análises por CCD 

mostraram que o processo de extração foi seletivo de acordo com a polaridade do solvente 

utilizado, fornecendo frações enriquecidas em diferentes compostos. Os extratos das três 

matrizes vegetais obtidos pela mistura de dióxido de carbono e etanol (SCEE) apresentaram 

a maior redução da tensão superficial, apresentando valores de 25,0; 25,0 e 26,9 mN.m-1 para 
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P. glomerata, H. eriantha e M. azedarach, respectivamente, contra 36,3 mN.m-1 para solução 

de surfactante sintético (dodecil sulfato de sódio). Este resultado sugere que esta capacidade 

está associada a presença de saponinas de menor polaridade. E, ainda, verificou-se que as 

saponinas de ginseng brasileiro apresentam concentração micelar crítica (CMC) ≤ 20 g.L-1. 

Os maiores teores de compostos fenólicos dos extratos de M. azedarach foram obtidos nos 

extratos hidroalcoólico (21,6 mg de EAG/g de extrato) e SCEE (20,6 mg de EAG/g de 

extrato). Não foi verificada presença significativa de compostos voláteis em frutos de M. 

azedarach por CG-EM. Análises de EM identificaram ácidos graxos (linoleico, palmítico e 

mirístico) e azedaraquina C (limonoide) no extrato supercrítico e compostos fenólicos (ácido 

cafeico e ácido málico) nos demais extratos. Por fim, o dióxido de carbono supercrítico 

mostrou-se seletivo às saponinas com maior capacidade de reduzir a tensão superficial de 

soluções aquosas, quando utilizado com etanol como cossolvente e, no geral, o processo de 

extração sequencial em leito fixo utilizando o solventes “verdes” apresentou-se como uma 

boa alternativa ao uso de solventes orgânicos para extrair e fracionar saponinas presentes em 

diferentes fontes vegetais. 

Palavras-chave: Extração supercrítica, saponinas, Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha, 

Melia azedarach.  
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ABSTRACT 

Saponins are compounds that stand out due to their pharmacological actions, and also 

because they are employed by food and cosmetics industry due to its physicochemical 

properties, such as surfactants. Extraction processes with supercritical carbon dioxide 

(scCO2) as a substitute of toxic organic solvents represent a good option for extracting 

biocompounds since they obtain free of undesirable solvents extracts and residues thus being 

a green technology. Therefore, this study aimed to extract and fractionate saponins of three 

plant sources: roots of Pfaffia glomerata and Hebanthe eriantha (Brazilian ginseng) and 

fruits of Melia azedarach, by a sequential process in fixed bed using scCO2, ethanol and 

water as solvents. The extractions were performed at 50 °C and 300 bar in four sequential 

steps. In the first step scCO2 was used as solvent; in the second scCO2/ethanol mixture, mass 

ratio 70:30 (w/w); pure ethanol and ethanol/water mixture 70:30 (v/v) were used in the third 

and fourth stages, respectively. The efficiency of extraction and fractionation process was 

evaluated based on: 1) the extraction yield, 2) presence of saponins, which were monitored 

by thin layer chromatography (TLC) and 3) the potential of extracts to reduce the surface 

tension of aqueous solutions. The extracts of Melia azedarach also were evaluated for their 

content of total phenols and flavonoids, chemical profile by GC-MS and mass spectrometry 

(ESI-MS). The roots studied presented similar overall extraction curves (kinetic) and yields 

in the first three steps. The extraction yields for the four stages of extraction were 0.16, 0.55, 

1.00 and 6.9 % for roots of P. glomerata and 0.17, 0.58, 0.89 and 28 % for H. eriantha roots, 

respectively, showing predominant presence of polar compounds in these species. The 

extraction yields from fruits of M. azedarach were higher (7.6, 6.4, 19 and 12.3 %) than roots 

of Brazilian ginseng. Analyses by TLC indicated that process was selective in accordance 

with the polarity of the solvent used providing fractions enriched in different compounds. 

The extracts of three plant matrices obtained by carbon dioxide and ethanol mixture (SCEE) 

presented highest ability to reduce surface tension, with values of 25.0, 25.0 and 26.9 mN.m-

1 for P. glomerata, H. eriantha and M. azedarach, respectively, against 36.3 mN.m-1 for a 

synthetic surfactant solution (sodium dodecyl sulphate). This result suggests that ability is 

associated with the presence of less polar saponins. And further, Brazilian ginseng saponins 

have critical micelle concentration (CMC) ≤ 20 g.L-1. The highest levels of phenolic 
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compounds of M. azedarach were obtained in hydroalcoholic extract (21.6 mg EAG/g 

extract) and SCEE (20.6 mg EAG/g extract). It was not observed a significant presence of 

volatile compounds in fruits of M. azedarach by GC-MS. ESI-MS analyses identified fatty 

acids (linoleic, palmitic and myristic acid) and azedarachin C (limonoid) in supercritical 

extract (SCE) and the presence of phenolic compounds (caffeic and malic acid) in the other 

extracts. Finally, the supercritical carbon dioxide has shown to be selective for saponins with 

the highest capacity to reduce the surface tension of water when used with ethanol as 

cosolvent. In general, process of sequential fixed bed extraction with green solvents 

represents a great alternative instead of using organic solvents to extract and fractionate 

saponins present in different plant sources. 

Keywords: Supercritical extraction, saponins, Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha, Melia 

azedarach. 
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1. Introdução 

Nos últimos anos, extratos vegetais contendo substâncias bioativas estão sendo 

amplamente estudados, uma vez que podem ser usados na formulação de alimentos 

funcionais, como matéria-prima para a produção de medicamentos e cosméticos ou como 

substitutos de produtos sintéticos nas indústrias de alimentos.  

A separação de compostos polares, como as saponinas de origem vegetal, é de grande 

interesse industrial devido à sua aplicação nas indústrias farmacêutica, cosmética e 

alimentícia. Sua abundância na natureza resulta em uma grande variedade de produtos 

naturais que podem ser exploradas para sua produção comercial.  

Saponinas são compostos bioativos que geralmente são produzidos por plantas para 

neutralizar agentes patogênicos e herbívoros. Além de seu papel na defesa da planta, as 

saponinas possuem grande interesse por serem componentes ativos de medicamentos e por 

suas propriedades farmacológicas valiosas. Dentre as ações biológicas atribuídas às 

saponinas há relatos de propriedades imunoestimulantes, anticancerígenas, antimicrobianas, 

antifúngicas, anti-inflamatórias e antivirais (Güçlü-Üstündağ e Mazza, 2007). 

Consequentemente, muitas pesquisas têm sido realizadas para desvendar os modos de ação 

das saponinas, bem como na exploração de seu potencial para processos industriais (Augustin 

et al., 2011). 

Devido à diversidade de suas aplicações e evidências dos seus benefícios à saúde, 

diversos métodos de extração destes compostos vêm sendo estudados, inclusive em escala 

industrial. Neste contexto, destaca-se a utilização da tecnologia supercrítica. Extrações 

envolvendo fluidos supercríticos para a obtenção de produtos naturais têm sido amplamente 

exploradas por, geralmente, fornecer bons rendimentos de extração e extratos enriquecidos 

em componentes de interesse. Dentre os solventes facilmente utilizados no estado de fluido 

supercrítico encontra-se o dióxido de carbono, pois quando aplicado a alimentos e fármacos, 

este produz extratos limpos, sem geração de resíduos tóxicos.  
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No entanto, a extração com dióxido de carbono supercrítico (scCO2) puro está restrita 

à extração de substâncias apolares e/ou de baixa polaridade. Diante desta situação, uma opção 

para empregar o scCO2 na extração de compostos de maior polaridade, como as saponinas, é 

utilizar etanol ou água como cossolvente do scCO2 para aumentar a polaridade do solvente. 

A água e o etanol possuem polaridades diferentes à do scCO2 e não há restrições de órgãos 

governamentais e ambientais quanto ao seu uso, desde que com qualidade adequada às 

normas vigentes. 

Técnicas de extração que envolvem diversas etapas sequenciais com scCO2 e 

combinações entre scCO2, etanol e água têm obtido grande sucesso para extração e 

fracionamento de antocianinas e compostos fenólicos no geral (Seabra et al., 2010; Paula et 

al., 2013). Além desses estudos, Martinez-Correa et al. (2012) estudou a influência da 

extração supercrítica prévia às extrações convencionais com água e etanol, obtendo extratos 

mais enriquecidos nos compostos de interesse. 

As espécies Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen e Hebanthe eriantha (Poir.) 

Pedersen são plantas encontradas no Brasil e bastante utilizadas na medicina popular, há 

anos, devido às suas propriedades medicinais. Elas são popularmente conhecidas como 

ginseng brasileiro e as saponinas são apontadas como seus constituintes ativos (Rates e 

Gosmann, 2002). Dentre os diversos estudos relacionados às propriedades biológicas de 

Pfaffia glomerata há relatos de propriedades antioxidante (De Souza Daniel et al., 2005), 

anti-hiperglicemiante (Sanches et al., 2008), antimicrobiana (Alcântara, 1994; Neto et al., 

2004) e tônica (Marques et al., 2002). 

Dentre os estudos relacionados aos efeitos terapêuticos de raízes de Hebanthe 

eriantha observa-se que a principal atividade atribuída a esta espécie é a atividade 

antineoplásica (Watanabe et al., 2000; Da Silva et al., 2005; Matsuzaki et al., 2006; 

Nagamine et al., 2009; Da Silva et al., 2010). Além disso, há também confirmação de 

atividade analgésica e anti-inflamatória (Mazzanti e Braghiroli, 1994). 

A Melia azedarach L. é uma árvore conhecida como cinamomo e, assim como Pfaffia 

glomerata e Hebanthe eriantha, possui ampla utilização popular e já teve muitos princípios 
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ativos isolados e várias ações farmacológicas testadas e comprovadas. Dentre estas ações, 

destacam-se a atividade antiviral (Wachsman et al., 1982; Andrei et al., 1986; Wachsman et 

al., 1998), antimicrobiana (Khan et al., 2011; Orhan et al., 2012a), inseticida (Carpinella et 

al., 2007; Mckenna et al., 2013; Scapinello et al., 2013), citotóxica (Akihisa et al., 2013; 

Yuan et al., 2013) e anti-inflamatória (Aoudia et al., 2013). Seus frutos, quando verdes, 

apresentam saponinas, porém, diferentemente das raízes de ginseng brasileiro, estes 

apresentam outras classes de compostos de importância biológica, como limonoides e 

compostos fenólicos. 

Neste contexto, este projeto visou extrair e fracionar saponinas de raízes de Pfaffia 

glomerata e Hebanthe eriantha e de frutos de Melia azedarach utilizando um processo de 

extração sequencial em leito fixo no qual se utilizada scCO2 e combinações dos solventes 

scCO2, etanol e água, para se obter extratos fracionados e enriquecidos em saponinas de 

interesse.  

A escolha das plantas foi realizada com base em estudos já realizados no CPQBA-

UNICAMP que verificaram atividade anti-inflamatória, associada à presença de saponinas, 

em raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha (Fapesp – proc. No 06/06059-3) e de 

projetos do CPQBA em colaboração com o IB-UNICAMP, nos quais se estuda a propriedade 

antiviral de frutos de Melia azedarach. Além disso, como o objetivo deste trabalho foi 

verificar a viabilidade da utilização de uma nova metodologia para extração de saponinas, 

era importante verificar se o processo seria eficiente quando fosse realizado a partir de 

matrizes vegetais que apresentam algumas similaridades quanto à composição química, 

como a Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha; e, ainda, se a metodologia proposta permitiria 

extrair saponinas presentes em outras matrizes vegetais com composição química bem 

diversificada e diferente das demais espécies testadas, como no caso de frutos de Melia 

azedarach. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

Verificar a viabilidade técnica do uso de scCO2, etanol e água como solventes em 

processo sequencial em leito fixo para extrair e fracionar saponinas presentes em raízes de 

Pfaffia glomerata e de Hebanthe eriantha e em frutos de Melia azedarach.  

2.2 Objetivos Específicos 

 Caracterizar as matérias-primas secas e moídas: raízes de Pfaffia glomerata e de 

Hebanthe eriantha e frutos de Melia azedarach, quanto ao teor de umidade, voláteis 

totais, diâmetro médio das partículas, densidade real, densidade aparente e porosidade 

do leito;  

 Extrair e fracionar saponinas por extração sequencial em leito fixo utilizando como 

solventes combinações de scCO2, etanol e água a partir de raízes de Pfaffia glomerata 

e de Hebanthe eriantha e de frutos de Melia azedarach; 

 Avaliar a cinética de extração sequencial em leito fixo e a eficiência do processo com 

base nos dados de rendimento de extração; 

 Caracterizar e avaliar os extratos obtidos quanto ao perfil de saponinas por 

cromatografia em camada delgada e por análises de tensão superficial; 

 Analisar extratos de Melia azedarach por espectrometria de massas e quanto ao teor 

de fenóis e flavonoides totais por espectrofotometria; 

 Analisar as frações apolares de Melia azedarach por cromatografia gasosa acoplada 

a espectrometria de massas. 
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3. Revisão Bibliográfica 

3.1 Saponinas 

Saponinas ou saponosídeos são compostos bioativos geralmente produzidos por 

plantas para neutralizar agentes patogênicos e herbívoros (Augustin et al., 2011). Elas são 

encontradas em mais de 100 famílias de plantas e em algumas espécies marinhas 

(Hostettmann e Marston, 1995).  

A palavra saponina é originária do latim sapo (em português: sabão), refletindo a 

grande capacidade das saponinas para formar espumas estáveis em soluções aquosas 

(Augustin et al., 2011). 

3.1.1 Estrutura 

As saponinas são glicosídeos de alta massa molecular e representam um conjunto de 

compostos que apresentam um núcleo fundamental denominado aglicona ou sapogenina. 

Esta pode ser constituída de um triterpeno ou esteroide, e está covalentemente ligada a 

diferentes números e tipos de unidades de açúcar.  

A classificação destes saponosídeos geralmente é feita de acordo com a aglicona, 

podendo ser denominados saponinas triterpênicas ou saponinas esteroidais. Exemplos de 

estruturas de saponinas triterpênicas e esteroidais podem ser visualizados nas Figuras 3.1 e 

3.2, respectivamente. Além disso, as saponinas são classificadas de acordo com o número de 

cadeias de açúcar em sua estrutura como mono-, di- ou tridesmosídicas, sendo que os 

monossacarídeos mais comumente encontrados em suas estruturas incluem: D-glucose, D-

galactose, D-ácido galacturônico, D-ácido glucurônico, L-arabinose, D-xilose, e D-fucose.  

Como a natureza da aglicona, os grupos funcionais no esqueleto da aglicona, o número 

e a natureza dos açúcares podem variar muito, resulta em um grupo diversificado de 

compostos (Hostettmann e Marston, 1995).  
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A ação lipofílica das saponinas facilita a complexação das mesmas com esteroides, 

proteínas e fosfolipídeos das membranas celulares alterando a permeabilidade das mesmas, 

ou causando sua destruição. Baseado nesta ação sobre as membranas observam-se as 

atividades hemolíticas e espermicidas (Schenkel et al., 1999). Além disso, outros efeitos 

biológicos já foram atribuídos às saponinas. Há relatos de propriedade imunoestimulante, 

anticancerígena, antimicrobiana, antifúngica, anti-inflamatória, antiviral, antialérgica e 

antioxidante, dentre outras (Güçlü-Üstündağ e Mazza, 2007). Apesar das ações benéficas 

descritas, elas também são responsáveis por afetar significativamente o crescimento, o 

consumo de ração e a capacidade de reprodução em animais (Francis et al., 2002). 

Nas indústrias de alimentos, em geral, as saponinas são utilizadas como agentes de 

espuma na forma de aditivos, principalmente em bebidas como refrigerantes e cervejas (San 

Martín e Briones, 1999). Devido à sua capacidade de complexação com colesterol, as 

saponinas também são utilizadas para remoção de colesterol de produtos lácteos, porém este 

processo consiste em uma etapa do processamento, ou seja, após complexação com colesterol 

elas são removidas por filtração (Jimenez-Flores e Richardson, 1994).  

Nos Estados Unidos e Japão extratos de algumas fontes naturais contendo saponinas 

são classificados como aditivos de alimentos. No Japão, extratos de Quillaia (Quillaja 

saponaria Mol Fla) ricos em saponinas são usados como emulsificante em preparações 

contendo corantes e aromas lipofílicos para refrigerantes, vegetais fermentados e molhos 

(Güçlü-Üstündağ e Mazza, 2007).  

3.1.3 Métodos de Extração  

Devido à diversidade de suas aplicações e evidências dos seus benefícios à saúde, 

diversos métodos de extração de saponinas vêm sendo estudados.  

A extração e isolamento das saponinas constituem um desafio para os pesquisadores 

devido às diferenças estruturais resultantes da variedade de substituições como grupos OH, 

CH3 ou COOH na porção aglicona. Isto é, além do número, da disposição e orientação das 

unidades de açúcar, o tipo da cadeia de açúcar ligada à porção aglicona também influencia a 
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eficiência da extração. Além disso, as saponinas possuem elevada polaridade, são química e 

termicamente instáveis, não voláteis, e geralmente encontradas em baixas concentrações em 

plantas (Majinda, 2012).  

De acordo com Majinda (2012), o solvente utilizado para a extração, as condições de 

extração (temperatura, pH e a razão de solvente e matriz vegetal) e as propriedades do 

material vegetal (composição e tamanho de partículas) são os fatores mais importantes na 

determinação da eficiência do processo de extração de saponinas. 

Os métodos tradicionais de extração de materiais vegetais com solvente são, em sua 

maioria, baseados na escolha dos solventes, uso de calor e/ou agitação para aumentar a 

solubilidade do material e a taxa de transferência de massa (Wu et al., 2001). As extrações 

em Soxhlet e extrações por refluxo sob aquecimento são exemplos destas metodologias. Para 

extração de saponinas, utiliza-se o material vegetal em pó e metanol, etanol, água ou soluções 

hidroalcoólicas como solvente. Porém, estas metodologias apresentam algumas 

desvantagens: elas requerem longo tempo de extração, maiores quantidades de solvente, e 

em alguns casos fornecem menor eficiência de extração (Majinda, 2012). 

Visando melhorar a eficiência do processo, reduzir o tempo de extração e o consumo 

de solventes sem comprometer a qualidade da amostra, novos métodos de extração vêm 

sendo estudados, como extrações com fluidos supercríticos (SFE) e extrações assistidas por 

micro-ondas (MAE) e ultrassom (UAE), que representam alternativas relativamente baratas, 

simples e eficientes (Majinda, 2012).  

Sun et al. (2010) realizaram extrações de saikosaponinas a, c e d utilizando fluidos 

supercríticos a partir de raízes de Bupleurum falcatum. O rendimento obtido por SFE foi 

menor, comparado aos métodos tradicionais, devido ao fato de saikosaponinas serem 

substâncias de caráter polar. Assim, a utilização de solventes orgânicos fornece maiores 

rendimentos de extração, comparada à metodologia SFE. No entanto, por ser um método 

seletivo, a SFE não deve ser descartada dentre as opções para extração de saponinas em 

fontes vegetais. 
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Tabela 3.1 Métodos de extração de saponinas descritos em literatura. 

Metodologia Planta Referência 
Soxhlet Panax ginseng 

Panax notoginseng 
Panax quinquefolium 

 

Lee et al. (2002) 
Vongsangnak et al. (2004) 

Zhang et al. (2006) 

Extração por refluxo sob 
aquecimento (HRE) 

Bupleurum falcatum 
Panax notoginseng 

Panax quinquefolium 
 

Li et al. (2010c) 
Vongsangnak et al. (2004) 

Zhang et al. (2006) 

Extração acelerada por 
solvente (ASE) 

 

Bupleurum falcatum Li et al. (2010c) 
 

Extração com fluido 
supercrítico (SFE) 

Bupleurum chinense 
Bupleurum falcatum 
Panax quinquefolium 

 

Ge et al. (2000) 
Sun et al. (2010)  

Zhang et al. (2006) 

Extração assistida por 
micro-ondas  

(MAE) 

Ganoderma atrum Chen et al. (2007) 
Xanthoceras sorbifolia  Li et al. (2010b) 

Panax notoginseng 
 

Vongsangnak et al. (2004) 

Extração assistida por 
ultrassom (UAE) 

Bupleurum falcatum 
Panax notoginseng 

Panax ginseng, Panax 
quinquefolium 

 

Li et al. (2010c) 
Vongsangnak et al. (2004) 

Wu et al. (2001) 
 

Extração com líquido 
pressurizado (PLE) 

 

Panax ginseng Lee et al. (2002) 

Extração sob alta pressão 
(UPE) 

Panax quinquefolium 
 
 

Zhang et al. (2006) 

Extração com água 
pressurizada de baixa 
polaridade (PLPW) 

 

Vaccaria segetalis, 
Saponaria vaccaria, 
Vaccaria pyramidata 

 

Güçlü-Üstündağ and Mazza 
(2008) 

Campo Elétrico Pulsado Panax ginseng Hou et al. (2010) 
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Em outro estudo, realizado por Zhang et al. (2006), foi utilizada a metodologia 

conhecida por ultrahigh pressure extraction (UPE) para extrair ginsenosídeos de raízes de 

ginseng americano (Panax quinquefolium), e comparando-a com a SFE, MAE, UAE, 

extração em Soxhlet e extração por refluxo sob aquecimento foi verificado que a UPE 

apresenta excelentes vantagens como menor tempo de extração e teor de impurezas, maior 

rendimento e menor consumo de energia. A Tabela 3.1 apresenta uma lista de metodologias 

já utilizadas para extração de saponinas. 

3.2 Tecnologia Supercrítica 

A tecnologia envolvendo fluidos supercríticos ganhou destaque no final da década de 

70 e no começo da década de 80, especialmente com o início das publicações em revistas 

como Chemical Engineering, Chemical Week, Business Week e Chemical & Engineering 

News, e com a construção, na Alemanha, da primeira planta de extração, que visava a 

remoção de cafeína de grãos de café (Mchugh e Krukonis, 1986). 

 Extrações com fluidos supercríticos (SFE) são utilizadas na indústria de alimentos, 

petroquímica, farmacêutica e no controle de poluição. Ela possui algumas vantagens em 

relação às técnicas tradicionais de extração: é um processo flexível, devido à possibilidade 

de alteração na propriedade de solvatação/seletividade do fluido supercrítico, por permitir 

fácil eliminação do solvente evitando o pós-processamento de custo elevado para remoção 

dos solventes nos extratos e por ser possível de ser ampliada para a escala industrial. 

Entretanto, um inconveniente deste modelo de extração é o aumento dos custos de 

investimento, comparando-o às técnicas tradicionais realizadas sob baixas pressões 

(Reverchon e De Marco, 2006). 

3.2.1 Fluidos Supercríticos 

Um fluido supercrítico é definido como uma substância que se encontra em condições 

de temperatura e pressão acima dos valores críticos, ou seja, da temperatura crítica (Tc) e da 

pressão crítica (Pc). O ponto crítico representa a maior temperatura e pressão em que a 
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substância pode existir como vapor e líquido em equilíbrio. Este fenômeno pode ser 

visualizado através do diagrama de fases de um composto puro, apresentado na Figura 3.3, 

no qual são apresentadas as regiões onde um composto puro existe como gás, líquido, sólido 

ou como um fluido supercrítico. As curvas representam as condições de temperatura e 

pressão nas quais duas fases coexistem em equilíbrio (no ponto triplo as três fases coexistem).  

 

Figura 3.3 Diagrama Pressão-Temperatura para um componente puro (Roca, 2009). 

Em condições de pressão e temperatura acima do ponto crítico, os fluidos apresentam 

densidade semelhante à de líquidos e difusividade e viscosidade como gases (Sun, 2002). A 

densidade semelhante à dos líquidos aumenta sua capacidade de solvatação (Mchugh e 

Krukonis, 1986) e sua alta difusividade, baixa viscosidade e tensão superficial favorecem a 

penetração e transporte do fluido supercrítico na matriz vegetal quando comparado com 

processos convencionais (Dunford et al., 2003). 

As propriedades críticas de alguns solventes são apresentadas na Tabela 3.2. O fato 

do dióxido de carbono, etano e etileno apresentarem temperaturas críticas próximas às 

condições ambientes torna-os atrativos para extrações de compostos termossensíveis 

(Mchugh e Krukonis, 1986).  

O dióxido de carbono (CO2) é o solvente mais comumente utilizado em SFE para 

aplicações alimentares. O CO2 não é somente barato e prontamente disponível em alta pureza, 

mas também seguro de manusear, não tóxico, seguro (GRAS = Generally recognized as safe) 
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e não inflamável. Além disso, é facilmente removido por simples redução da pressão para 

valores próximos às condições ambientes. Portanto, seu uso é aprovado e liberado para 

processamento de alimentos (Uquiche et al., 2004; Brunner, 2005). 

Tabela 3.2 Condições críticas para alguns solventes (Sun, 2002). 

Solventes Temperatura Crítica (oC) Pressão Crítica (bar) 

Dióxido de Carbono 31,1 73,8 

Etano 32,2 48,8 

Etileno 9,3 50,4 

Propano 96,7 42,5 

Propileno 91,9 46,2 

Benzeno 289,0 48,9 

Tolueno 318,6 41,1 

Triclorofluormetano 196,6 44,1 

Amônia 132,5 112,8 

Água 374,2 220,5 

3.2.2 Utilização de Cossolventes 

Apesar de o dióxido de carbono ser o composto mais utilizado como solvente 

supercrítico, ele é apolar e solubiliza preferencialmente compostos apolares ou de baixa 

polaridade. Substâncias polares também podem ser extraídas com scCO2 em altas densidades 

(altas pressões) e/ou pelo o emprego de cossolventes, como etanol e água, já que as 

propriedades de solvatação dos fluidos supercríticos podem ser modificadas facilmente pela 

adição de pequenas quantidades desses cossolventes (Pellerin, 1991; Vasapollo et al., 2004). 

Um cossolvente pode ser definido como um componente que é adicionado em 

pequenas quantidades, com uma volatilidade intermediária entre a do solvente e a do soluto, 
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e que não altera significativamente as propriedades críticas nem a densidade do solvente 

(Esquivel et al., 1999).  

Alguns dos cossolventes mais utilizados para extração de biocompostos são etanol e 

água, que apresentam polaridade maior que o dióxido de carbono e são solventes sem 

restrições de órgãos governamentais e ambientais quanto ao seu uso, desde que com 

qualidade adequada às normas vigentes. 

O inconveniente na utilização de cossolventes é que um solvente com maior 

capacidade extrativa pode diminuir a seletividade do processo e, uma vez que, o cossolvente 

é líquido à pressão atmosférica, este será recolhido no separador juntamente com os 

compostos extraídos, sendo necessário um processo de eliminação deste solvente (Reverchon 

e De Marco, 2006). 

3.2.3 Extração em Leito Fixo 

A extração de matrizes sólidas com fluidos supercríticos ocorre basicamente em duas 

etapas. Primeiramente se dá a extração dos componentes de interesse da matriz sólida e em 

seguida ocorre a separação do extrato, ou seja, a separação dos compostos desejáveis do 

solvente utilizado (Brunner, 1994; Raventós et al., 2002). 

Um esquema do processo de extração com fluidos supercríticos é apresentado na 

Figura 3.4, na qual se visualiza um extrator de leito fixo (3), formado pelo próprio material 

vegetal, sendo alimentado pelo solvente previamente comprimido (1) e aquecido (2) até 

condições acima do seu ponto crítico. O solvente se distribui uniformemente pelo leito e 

solubiliza componentes presentes na matriz vegetal pela transferência de massa do soluto da 

fase sólida para a fase fluida. A corrente de saída do extrator contendo a mistura 

soluto/solvente é expandida por meio da válvula de expansão (4) e conduzida ao separador 

(5), onde finalmente os componentes são separados (Brunner, 1994; Martinez-Correa, 2010). 
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Figura 3.4 Diagrama esquemático de um sistema de extração supercrítica (Martinez-Correa, 2010). 

3.2.4 Curva Global de Extração 

Para um melhor conhecimento do processo de extração a partir de matrizes vegetais, 

frequentemente faz-se uso de curvas globais de extração, também conhecidas como OEC 

(overall extraction curve). Esta curva, apresentada na Figura 3.5, descreve a cinética de uma 

extração e é obtida pela quantidade total de extrato em função do tempo ou da quantidade de 

solvente consumido (Brunner, 1994). 
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3.3 Matrizes Vegetais 

3.3.1 Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen 

O gênero Pfaffia, pertencente à família Amaranthaceae, é neotropical e representado 

por cerca de 20 espécies no Brasil, porém a diferenciação entre as espécies não é simples, e 

muitas vezes são vendidas no comércio espécies identificadas incorretamente. Espécies 

pertencentes a este gênero se encontram principalmente em formações vegetais como 

cerrados, campo rupestre, campos limpos, orla de matas e borda de rios (Marchioretto, 2008). 

Muitas das espécies brasileiras deste gênero são comercializadas como ginseng brasileiro, 

uma vez que são considerados substitutos do ginseng asiático (Panax spp. Araliaceae) (Neto 

et al., 2004). 

A Pfaffia glomerata é uma planta arbustiva e perene encontrada em todo território 

nacional, porém cresce principalmente entre a Região Centro-Oeste brasileira e o norte do 

Estado do Paraná (Smith e Downs, 1972). Na América do Sul, esta espécie também é 

cultivada no Equador e Panamá (Nakamura et al., 2010). A Figura 3.6 mostra um arbusto de 

Pfaffia glomerata e suas raízes. As raízes desta espécie caracterizam-se por serem tuberosas, 

outras longas e grossas que podem atingir até 2 metros de comprimento e entre 2,0 e 2,5 cm 

de diâmetro (Gosmann et al., 2003). 

Todas as partes desta planta são consideradas um elemento complementar para a 

medicina alternativa, porém a raiz é considerada a parte mais valiosa. Dentre as espécies de 

Pfaffia, as raízes de Pfaffia glomerata apresentam grande interesse comercial, sendo 

empregadas contra esgotamento físico e mental, falta de memória, para auxiliar no tratamento 

de irregularidades circulatórias, estresse, anemia, diabetes, e ainda no tratamento da 

impotência sexual. Em relação aos efeitos adversos do seu uso, o ginseng apresenta baixa 

incidência, porém estes efeitos não podem ser ignorados, sendo considerados como 

principais a hipertensão e o potencial efeito estrogênico (Rates e Gosmann, 2002). 
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Figura 3.6 Aspecto geral das raízes e partes aéreas de Pfaffia glomerata (Marques, 1998). 

Dentre os diversos estudos relacionados às propriedades biológicas de Pfaffia 

glomerata há relatos de propriedades antioxidante (De Souza Daniel et al., 2005), anti-

hiperglicemiante (Sanches et al., 2008), antimicrobiana (Alcântara, 1994; Neto et al., 2004) 

e tônica (Marques et al., 2002). 

Estudos comprovaram que o extrato hidroalcoólico das partes subterrâneas de P. 

glomerata comercializado no Brasil apresentou atividade depressora do sistema nervoso 

central (De-Paris et al., 2000). De acordo com Neto et al. (2005), o extrato hidroalcoólico de 

raízes Pfaffia glomerata também apresentou atividade anti-inflamatória e analgésica. Freitas 

et al. (2004) mostraram que um extrato aquoso bruto de Pfaffia glomerata foi capaz de 

proteger a mucosa gástrica e de inibir a secreção de ácido gástrico em ratos, validando o uso 

popular desta espécie no tratamento de distúrbios gástricos. 

Os principais compostos isolados das raízes de Pfaffia glomerata são ácido 

pfamérico, ácido glomérico, ácido oleanólico, ecdisterona (ou β-ecdisona) e rubrosterona e 

β-D-glicopiranosil-oleanolato (Shiobara et al., 1993).  

Saponinas, conhecidas como ginsenosídeos, também são encontradas nas raízes desta 

espécie, podendo seu teor variar de 0,5 a 3,0 % nesta parte da planta. Estes compostos são 

considerados os constituintes ativos deste ginseng brasileiro promovendo crescente interesse 
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em sua caracterização e investigação farmacológica (Rates e Gosmann, 2002). Atualmente, 

Nakamura et al. (2010) isolaram um novo tipo de triterpeno noroleanano (pfaffianol A) dois 

novos tipos de triterpeno noroleanano glicosilados (pfaffiaglicosídeos A e B) e três 

compostos glicosilados derivados da ecdisterona (pfaffiaglicosídeos C, D e E). Algumas 

estruturas dos compostos citados são apresentadas no Apêndice A. 

Estudos envolvendo extração supercrítica com raízes de Pfaffia glomerata são 

recentes e foram, provavelmente, motivados pelos estudos com ginseng koreano (Panax 

ginseng) e norte americano (Panax quinquefolius) (Wang et al., 2001; Wood et al., 2006). 

Foi relatada, em extratos obtidos por scCO2 com estas espécies, atividade antiobesidade 

(Woo et al., 2011), pesticida (Quan et al., 2004) e antioxidante (Leal et al., 2010).   

3.3.2 Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen 

A espécie Hebanthe eriantha (família Amaranthaceae) foi recentemente 

reclassificada ganhando esta denominação, porém foi conhecida por muitos anos como 

Pfaffia paniculata (Marchioretto et al., 2010). Por ter pertencido ao gênero Pfaffia, esta 

espécie é também conhecida como ginseng brasileiro. Além deste, seus nomes populares 

incluem paratudo e corango-açu. 

As espécies do gênero Hebanthe apresentam-se como arbusto e subarbusto. A 

Hebanthe eriantha possui ampla distribuição, sendo a única das 6 (seis) espécies do gênero 

no Brasil encontrada em todas as regiões brasileiras, ocorrendo em bordas de rios, orlas de 

matas e matas ciliares (Marchioretto, 2008). São mais frequentes nos estados de São Paulo e 

Paraná (Mazzanti e Braghiroli, 1994). Além do Brasil, são encontradas também na Bolívia, 

Argentina, Paraguai, Peru, Colômbia e Guiana Francesa (Smith e Downs, 1972; 

Marchioretto, 2008).  

Os efeitos terapêuticos desta planta são atribuídos aos constituintes presentes nas suas 

raízes. As raízes de Hebanthe eriantha, que podem ser visualizadas na Figura 3.7, possuem 

entre 3,0 e 4,0 cm de diâmetro (Gosmann et al., 2003).  
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Os pfaffosídeos A, C, D, E e F constituintes das espécies de Pfaffia paniculata 

possuem potencial atividade antitumoral, e foram isolados apenas nesta espécie (Nakai et al., 

1984; Nishimoto et al., 1984). Segundo Mazzanti e Braghiroli (1994), o extrato etanólico de 

raízes de Pfaffia paniculata apresentou atividade anti-inflamatória em camundongos, porém, 

não foi verificado qual composto foi responsável por esta atividade. 

Leal et al.(2010) obtiveram extratos supercríticos de raízes de Pfaffia glomerata e 

Pfaffia paniculata. Os rendimentos de extração foram semelhantes para as duas espécies 

estudadas e em diferentes condições de temperatura e pressão. Foi constatada presença de β-

ecdisona nos extratos de Pfaffia glomerata e flavonoides em extratos provenientes das duas 

espécies. Porém, a atividade antioxidante relatada não foi associada a presença de compostos 

fenólicos nos extratos. 

3.3.3 Melia azedarach L. 

A Melia azedarach pertence à família Meliaceae e é conhecida popularmente como 

cinamomo, lírio, lilás da Índia e árvore-de-santa-bárbara. Internacionalmente, também é 

conhecida como chinaberry tree. A planta é nativa da China e da Índia (Orhan et al., 2012a), 

porém se encontra na maior parte dos trópicos e países subtropicais. Foi introduzida nas 

Filipinas, Estados Unidos, Brasil, Argentina, e muitos países africanos e árabes (Al-Rubae, 

2009). No Brasil, esta espécie é bastante cultivada, sendo sub-espontânea na Região Sul e 

Sudeste (Lorenzi, 2003).  

Na Figura 3.8 podem ser visualizados a árvore de Melia azedarach e seus frutos. A 

árvore do cinamomo atinge facilmente altura superior a 10 m. Suas flores são pequenas, 

cheirosas e de cor lilás (Braga, 1976).  Seus frutos são globosos, de aproximadamente 1,5 cm 

de diâmetro e inicialmente verdes e lisos que se transformam em um amarelo pálido (Ferreiro 

et al., 2010). 
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Figura 3.8 Árvore e frutos de Melia azedarach (Ferreiro et al., 2010). 

Esta planta tem ampla utilização popular e já teve muitos princípios ativos isolados e 

várias ações farmacológicas comprovadas. Dentre estas ações, destacam-se a atividade 

antiviral (Wachsman et al., 1982; Andrei et al., 1986; Wachsman et al., 1998), antimicrobiana 

(Khan et al., 2011; Orhan et al., 2012a), inseticida (Carpinella et al., 2007; Mckenna et al., 

2013; Scapinello et al., 2013), citotóxica (Akihisa et al., 2013; Yuan et al., 2013) e anti-

inflamatória (Aoudia et al., 2013). 

Especificamente em relação aos seus frutos maduros, o extrato etanólico apresentou 

ação fungistática e fungicida contra alguns fungos patogênicos (Carpinella et al., 1999). As 

propriedades da Melia azedarach como a atividade repelente e inseticida dos extratos das 

suas folhas e frutos contra os ovos e ninfas do Triatoma infestans foram estudadas por 

Valladares et al. (1999), que verificado que o extrato do fruto verde apresentou efeito superior 

ao do extrato do fruto maduro e ainda, que o extrato das folhas foi ineficaz.  

Também foram realizadas pesquisas nas quais se analisou o efeito dos extratos 

obtidos das folhas e dos frutos da Melia azedarach sobre o mosquito transmissor da dengue 

(Aedes aegypti L.) e verificou-se atividade larvicida e ovicida (Wandscheer et al., 2004; Coria 

et al., 2008). 

Dentre os compostos presentes nos frutos de Melia azedarach, destacam-se os 

limonoides, maiores representantes da classe dos terpenos com atividade inseticida. Estes são 

triterpenóides conhecidos como meliacinas devido ao seu sabor amargo e por suas principais 
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fontes incluírem espécies pertencentes à família Meliaceae (Viegas Júnior, 2003). Zhou et 

al. (2005) isolaram e identificaram quatro limonoides do extrato metanólico de frutos de 

Melia azedarach dos quais dois apresentaram atividade citotóxica significante contra uma 

linhagem celular responsável por câncer epitelial humano. Recentemente, outras dezenas de 

limonoides foram identificados de diferentes partes desta planta (Liu et al., 2011; Akihisa et 

al., 2013; Yuan et al., 2013). 

Porém, além dos limonoides, outras classes de metabólitos como os esteroides, 

alcalóides, proteínas, fenóis e fitoesteróis também estão presentes nos órgãos dessa espécie, 

bem como compostos voláteis (Matias et al., 2002; Yang et al., 2011). 

Recentemente, estudos com Melia azedarach têm chamado atenção para os 

compostos fenólicos presentes nesta espécie. Dentre os compostos fenólicos encontrados em 

seus frutos pode-se citar o ácido nicotínico, ácido málico, ácido gálico, ácido para-cumárico, 

ácido vanílico, ácido clorogênico, ácido siríngico, ácido cafeico, ácido ferúlico e rutina 

(Aoudia et al., 2012; Orhan et al., 2012b). Chiffelle et al. (2009) identificaram a presença de 

catequina e campferol em frutos de Melia azedarach. De acordo com Aoudia et al. (2013), 

extratos aquosos e etanólicos de folhas de Melia azedarach apresentaram atividades 

antioxidante e anti-inflamatória associadas à presença de compostos fenólicos. 

A composição de frutos de Melia azedarach também inclui ácidos graxos, dentre os 

quais se encontram o ácido capróico, ácido palmítico, ácido esteárico, ácido oléico, ácido 

linoleico e ácido linolênico (Orhan et al., 2012b). A presença de saponinas em espécies de 

Melia azedarach é citada por Seffrin et al. (2011), porém não há evidências de seu 

isolamento.  

Extratos de partes de Melia azedarach utilizando fluidos supercríticos ainda foram 

pouco avaliados. Scapinello et al. (2013) estudaram a influência da temperatura, pressão, 

tempo estático, tempo de extração e do tamanho de partícula na obtenção de extratos de frutos 

de Melia azedarach com scCO2 e obtiveram extratos com atividade biológica contra 

Spodoptera frugiperda, causando deformações morfológicas na fase adulta desta espécie. 
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4. Material e Métodos 

Neste capítulo são apresentados e descritos os materiais e métodos utilizados para 

extração e fracionamento de saponinas provenientes de três diferentes fontes vegetais (Pfaffia 

glomerata, Hebanthe eriantha e Melia azedarach) através de tecnologia supercrítica. 

Como foi abordado no Capítulo 3, os frutos de Melia azedarach, apresentam diversas 

classes de compostos químicos de importância biológica. Por isso, os extratos provenientes 

desta matéria prima foram submetidos a outros métodos analíticos, além das análises 

específicas para saponinas. 

Um esquema da metodologia aplicada às raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe 

eriantha, assim como o procedimento experimental aos quais os frutos de Melia azedarach 

foram submetidos podem ser visualizados nas Figuras 4.1 e 4.2, respectivamente. 

Os experimentos foram realizados no ExTrAE - Laboratório de Extração, 

Termodinâmica Aplicada e Equilíbrio - DEA/FEA/UNICAMP e na Divisão de Química de 

Produtos Naturais do CPQBA/UNICAMP. 
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4.1 Seleção e Preparo das Matérias-Primas  

Neste trabalho foram utilizadas raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha 

cultivadas no campo experimental do Centro de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas 

(CPQBA), e frutos de Melia azedarach coletados na cidade de Campinas-SP. 

A Tabela 4.1 apresenta os dados das matrizes vegetais utilizadas neste trabalho. As 

matérias-primas, após coleta, foram previamente picotadas (TRAPP) e colocadas em 

bandejas e secas em estufa com circulação de ar a 40 °C por quatro dias. Em seguida, as 

raízes foram moídas (Moinho 114584, Ametek) com gelo seco. 

Para uma melhor distribuição e uniformidade no tamanho das partículas, as amostras 

foram novamente moídas (Moinho MA 340, Marconi, Brasil) antes de serem estudadas. Após 

as etapas de secagem e todas as etapas de moagem, as matérias primas apresentavam-se de 

acordo com a Figura 4.3. Estas matrizes foram armazenadas em frascos de vidro com tampa 

em freezer (Brastemp Flex, Brasil) a – 26 oC. 

Tabela 4.1 Dados de coleta das matérias-primas empregadas neste estudo. 

Espécie 
Coleta 

Exsicata 
Data  Coordenadas 

Pfaffia 
glomerata 

Agosto/2011 Latitude: 22o48' S 
Longitude: 47o07' W 

567 

Hebanthe 
eriantha 

Dezembro/2009 Latitude: 22o48' S 
Longitude: 47o07' W 

565 

Melia 
azedarach 

Agosto/2011 Latitude: 23o32' S 
Longitude: 47o08' W 

- 
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4.2.2 Umidade 

O teor de umidade (U) foi estimado pelo método da AOCS Ca 23-55 (1998) a partir 

de aproximadamente 0,15 g de amostra (Balança Analítica AAA 160/L, Adam Equipament, 

EUA) utilizando um Karl-Fisher (Metrohm 701 KF Titrino) equipado com forno (832 KF 

Thermoprep) A amostra foi pré-tratada a 105 °C durante 600 segundos utilizando uma vazão 

de nitrogênio de 50 mL.min-1. 

Este é um método volumétrico e baseia-se na quantidade de reagente de Karl Fisher 

(com seu respectivo fator de correção) necessária para titular a água presente na alíquota da 

amostra. 

4.2.3 Diâmetro médio das partículas 

O diâmetro médio das partículas (dgw) foi obtido pela metodologia ASAE (1997). 

Aproximadamente 50 g da amostra foram utilizadas em um conjunto de peneiras variando de 

12 a 270 Mesh (1,40 a 0,053 mm). O conjunto de peneiras, com a amostra na peneira superior, 

foi agitado por 15 minutos (Agitador Eletromagnético de Peneiras, Bertel, Brasil). Em 

seguida, pesou-se, em balança semi-analítica (Marte Balanças e Instrumentos de Precisão 

LTDA, AS5500C, Brasil), a amostra retida em cada uma das peneiras. 

O dgw foi calculado de acordo com a Equação 4.2. 

                                         dgw =  log−1 [∑ (Wilogdi)̅̅ ̅̅ni=1∑ Wini=1 ]                                         (4.2) 

Onde: Wi é a massa retida na peneira i, em gramas; 

n é o número de peneiras +1; di̅ é o diâmetro médio geométrico ou tamanho médio das partículas na peneira, em 

mm; 
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di̅ =  (di × di+1)1 2⁄  di é a o tamanho da abertura nominal da peneira i, em mm; di+1 é o tamanho da abertura nominal da próxima (maior) peneira, em mm; 

4.2.4 Densidade real das partículas 

A densidade real (ρr) das partículas foi determinada pela Central Analítica do Instituto 

de Química da Unicamp, utilizando-se a técnica de picnometria em gás hélio. O método 

utilizou um picnômetro gasoso (Picnômetro Automático Quantachrome Ultrapyc 1200e), 

equipamento que indica a densidade real das partículas sólidas através da técnica de 

deslocamento de gás. 

4.2.5 Densidade aparente  

A densidade aparente (ρa) do leito de partículas foi calculada a partir da massa da 

amostra necessária para completar um volume de 10 cm3 (Uquiche et al., 2004). 

4.2.6 Porosidade do leito de partículas 

A porosidade do leito (ε) de partículas foi obtida a partir dos dados de densidade real 

(ρr) e aparente (ρa), de acordo com a Equação 4.3. 

                                                                ε = 1 −  (ρaρr)                                                (4.3) 

4.3 Extração em Sistema Soxhlet 

Raízes secas e moídas de Pfaffia glomerata e de Hebanthe eriantha foram extraídas 

com metanol em sistema Soxhlet por 3 horas.  

Os frutos secos e moídos de Melia azedarach também foram extraídos em sistema 

Soxhlet (3 horas), porém utilizando solventes na ordem crescente de polaridade: hexano, 
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acetato de etila e metanol. Após filtração todos os extratos foram concentrados em 

rotaevaporador (Fisaton 802, Brasil). 

Estes extratos foram utilizados como referência nas análises de Cromatografia em 

Camada Delgada, descritas em 4.5.1. 

4.4 Extração Sequencial em Leito Fixo  

Para determinação das melhores condições da extração sequencial em leito fixo foram 

realizados testes com a Pfaffia glomerata. Alguns destes resultados foram apresentados em 

Resultados Preliminares (item 5.1). 

As extrações foram realizadas de forma sequencial em um extrator de leito fixo em 

uma unidade experimental (Laboratório ExTrAE, UNICAMP, Brasil) conforme 

esquematizado na Figura 4.4. A unidade consiste basicamente, de um cilindro de CO2, um 

banho termostatizado, manômetros do tipo Bourdon, trocador de calor (banho refrigerado), 

bomba de alta pressão, tanque pulmão, extrator, frasco coletor, medidor de vazão, totalizador 

de volume, válvulas e uma bomba para etanol ou água. A lista de equipamentos e 

instrumentos utilizados nesta unidade, com suas respectivas marcas e modelos, encontram-

se na Tabela 4.2. 
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Figura 4.4 Esquema da unidade experimental de extração em leito fixo. 

Tabela 4.2 Especificações técnicas dos equipamentos ou instrumentos da unidade de extração em leito fixo. 

Equipamento/Instrumento Marca/Modelo 
Banho refrigerado Cole-Parmer, 12101-31,EUA 

Banho termostatizado Sulab, Brasil 
Bombas  Eldex Laboratories, PN 1018 AA-100-S, EUA 

Extrator em aço inox AISI 316  50 mL, Suprilab, Brasil 
Manômetro Record, Brasil 

Medidor de vazão Cole-Parmer, 32908-69, EUA 
Tanque pulmão em aço inox 

AISI 316 

500 mL, Suprilab, Brasil 

Totalizador de volume Lao-G1, Brasil 
Válvulas Autoclave Engineers, EUA 

 

Basicamente, o processo de extração foi realizado da seguinte forma: o extrator foi 

inicialmente empacotado com a matéria-prima juntamente a esferas de vidro. O banho 

termostatizado foi ajustado na temperatura desejada e a pressão desejada foi alcançada 

bombeando-se o solvente utilizado para o extrator. A extração se iniciou escoando o solvente 

ou uma mistura destes através do leito (extrator) e coletando-se o extrato no frasco coletor. 
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Como resultado das quatro etapas de extração foram obtidos quatro tipos de extratos 

denominados SCE (extrato supercrítico), SCEE (extrato supercrítico + etanol), EE (extrato 

etanólico) e HE (extrato hidroalcoólico), respectivamente. 

No caso específico de extrações com Melia azedarach, conectou-se uma armadilha 

“Porapak”, juntamente ao sistema de coleta de CO2. A armadilha Porapack é um artifício 

montado a partir de um tubo de vidro contendo Porapak-Q (80-100 Mesh, Supelco 

Analytical, EUA) e lã de vidro (Êxodo Científica, Brasil), formando um cartucho, para reter 

os compostos voláteis presentes na amostra. O extrato obtido a partir deste processo foi 

denominado SCE-V (extrato supercrítico-voláteis). 

As condições operacionais de pressão (300 bar) e temperatura (50 oC) nas quais as 

extrações foram realizadas representam valores médios das condições geralmente descritas 

em literatura para extrações com scCO2 (Pansuriya e Singhal, 2009). 

As vazões dos solventes utilizados para extração e as proporções dos solvente nas 

misturas realizadas são apresentadas na Tabela 4.3. A escolha destes parâmetros de extração 

foi realizada a partir de alguns testes preliminares nos quais observou-se, através de 

monitoramento por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a extração de saponinas. 

Tabela 4.3 Etapas da extração sequencial em leito fixo. 

Etapa Solventes Proporção dos Solventes Vazão  

1 scCO2 - 1,65 g.min-1  

2 scCO2 e Etanol  70:30 (m:m) scCO2: 1,65 g.min-1 / Etanol: 
0,71 g.min-1 

 

3 Etanol - 0,71 g.min-1  

4 Etanol e Água  70:30 (v:v) 0,71 g.min-1  

 

O cálculo da proporção da mistura scCO2 e etanol, em massa, foi realizado 

considerando as condições ambientais como 25 oC e 710 mmHg. Desta forma, as densidades 
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do etanol e do dióxido de carbono foram consideradas iguais a 0,78 g.cm-3 e 1,65 g.L-1, 

respectivamente.  

Os valores da densidade dos solventes utilizados também foram úteis para se obter a 

quantidade de solvente (em massa) utilizada em cada etapa de extração. A densidade da 

solução etanol/água (70:30 v/v) foi considerada 0,85 g.cm-3. 

A seguir é descrita, detalhadamente, a sequência de procedimentos para a realização 

das quatro etapas sequenciais de extração. 

Procedimento Experimental de Extração Sequencial em Leito Fixo 

1) Misturar aproximadamente 7 gramas da matriz vegetal a esferas de vidro 

(aproximadamente 5 mm de diâmetro) e empacotar o extrator (50 mL) de forma 

homogênea, para que não haja formação de caminho preferencial para o solvente;  

2) Ligar banho refrigerado na temperatura de -10 oC; 

3) Ligar banho termostatizado na temperatura de 50 oC; 

4) Atingidas as condições de temperatura, utilizar a bomba de alta pressão para bombear 

scCO2 para o sistema (extrator) até atingir a pressão de 300 bar; 

5) Atingidas a condições de pressão desejada adotar um período de 20 minutos para 

estabilização do sistema;  

6) Conectar um frasco previamente tarado à saída do sistema, juntamente ao sistema de 

coleta de dióxido de carbono; 

7) Ligar medidor de vazão e anotar volume inicial de CO2 indicado no totalizador de 

volume; 

8) Etapa 1: Após 20 minutos de estabilização, ligar a bomba de alta pressão e abrir a 

válvula de saída, de forma com que se escoe scCO2 pelo leito fixo (extrator) na vazão 

de 1 L.min-1 (a pressão do sistema deve ser mantida constante em 300 bar); 

9) Após o tempo de extração, fechar válvula de saída e bombear etanol (n-hexano no 

caso da Melia azedarach) através da bomba peristáltica para remoção do extrato que 

possa ter ficado aderido na tubulação; 

10)  Conectar um novo frasco, previamente tarado, para dar início a etapa 2; 
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11) Etapa 2: abrir a válvula de saída e, utilizando a bomba peristáltica, bombear etanol 

na vazão de 0,9 mL.min-1 concomitantemente ao scCO2 a 1 L.min-1; 

12) Após o tempo de extração, trocar de frasco e, mantendo a válvula de saída aberta, 

despressurizar o sistema lentamente; 

13) Ao fim da segunda etapa o medidor de vazão de CO2 e o banho refrigerado podem 

ser desligados; 

14) Etapa 3: pressurizar, utilizando a bomba peristáltica, o sistema com etanol até 

pressão de 300 bar (manter válvula de saída fechada); 

15) Conectar um novo frasco à saída do sistema e proceder a extração pelo tempo 

determinado, escoando-se etanol pelo extrator na vazão de 0,9 mL.min-1 

16) Despressurizar o sistema lentamente; 

17) Trocar frasco; 

18) Etapa 4: pressurizar, utilizando a bomba peristáltica, o sistema com etanol/água até 

pressão de 300 bar; 

19) Proceder a extração pelo tempo determinado; 

20) Despressurizar o sistema lentamente; 

21) Desligar banho termostatizado;  

22) Coletar amostra (resíduo final) remanescente no extrator.  

 

Após a etapa 1, os cartuchos provenientes da extração com Melia azedarach foram 

pesados, lacrados com parafilme e armazenados a -26 oC, assim como os demais extratos.  

Os extratos SCE, SCEE, EE e HE foram concentrados em rotaevaporador 

(Evaporador rotativo Marconi, MA-120, Brasil) e mantidos em estufa (Marconi, MA030/12, 

Brasil) sob vácuo (Bomba de vácuo Marconi, MA057/1, Brasil) à 50 oC até peso constante 

(Balança analítica, Precisa XT 220A). Os rendimentos das extrações, em base úmida, foram 

calculados de acordo com a Equação 4.4.                               Rendimento (%) = massa extratomassa matéria−prima  x 100                                (4.4) 
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4.4.1 Cinética de Extração 

Curvas cinéticas de extração (massa de extrato vs. tempo de extração) foram 

construídas coletando-se, em intervalos de tempo pré-estabelecidos, amostras de extratos. A 

construção dessas curvas é de fundamental importância para conhecer o comportamento da 

extração ao longo do tempo. 

A metodologia de extração é a mesma descrita no Procedimento Experimental de 

Extração Sequencial em Leito Fixo, porém ocorre a substituição dos frascos coletores 

durante o período de extração.  

Os intervalos de tempo para coleta dos extratos variou de acordo com a etapa de 

extração. Para a etapa 1 (extração com scCO2), amostras de extrato foram coletadas a cada 

20 minutos na primeira hora e nas duas horas seguintes a cada 30 minutos de extração. A 

partir da terceira hora de extração procedeu-se a coleta de amostras em intervalos de 60 

minutos. Para as demais etapas (scCO2 + etanol; etanol; etanol + água), procedeu-se da 

seguinte forma: na primeira hora, extratos foram coletados de 15 em 15 minutos; na segunda, 

de 20 em 20 minutos; na terceira, de 30 em 30 minutos e nas horas seguintes foi coletada 

uma amostra por hora de extração. 

Os extratos obtidos foram concentrados, secos e pesados nas mesmas condições 

descritas no item anterior. O rendimento acumulado, em base úmida, foi calculado de acordo 

com a Equação 4.5. 

 Rendimento Acumulado (%) = massa extrato acumuladomassa matéria−prima  x 100                      (4.5) 

 

As extrações foram realizadas em triplicata sendo que, das 3 extrações feitas para 

cada matriz vegetal, duas foram de forma a se obter curvas de extração (ensaio 1 e 2) e a 

outra como uma extração total (ensaio 3) para se obter um único extrato, ou seja, exatamente 

como descrito no Procedimento Experimental de Extração Sequencial em Leito Fixo. 
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4.5 Métodos de Análises dos Extratos 

4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

Os perfis cromatográficos dos extratos foram obtidos por Cromatografia em Camada 

Delgada (CCD). A fase estacionária utilizada foi sílica gel 60 F254 (1.05554.0001, Merck, 

Alemanha) e a fase móvel foi uma solução de clorofórmio (Synth, Brasil): metanol (Synth, 

Brasil): ácido trifluoracético 0,5% (Vetec, Brasil) (60:40:5). Como revelador foi utilizada 

uma solução de p-anisaldeído (revelador inespecífico), preparada como descrito a seguir. 

Preparo do Revelador 

A solução de p-anisaldeído foi preparada adicionando, na ordem descrita, os seguintes 

reagentes: 50 mL de ácido acético glacial (Synth, Brasil), 1 mL de ácido sulfúrico 

concentrado (Synth, Brasil) e 0,5 mL de p-anisaldeído (A0519, Sigma Aldrich, EUA). 

Extratos secos foram previamente solubilizados (8 a 10 mg.mL-1) em uma mistura de 

n-hexano e gotas de diclorometano, metanol ou uma solução de metanol:água:n-butanol 

(70/30/gotas), de acordo com a polaridade do extrato obtido. O resíduo da extração, material 

remanescente no extrator, também foi analisado misturando-se uma pequena quantidade de 

amostra com a mesma solução de metanol, n-butanol e água.  

Como referências foram utilizados a β-ecdisona (20-hydroxyecdysone, Sigma-

Aldrich H5142, pureza de 93 %) e extratos fornecidos pela Dr. Carmen Queiroga, obtidos 

por extração convencional em sistema Soxhlet, conforme descrito em 4.3. 

As amostras solubilizadas foram aplicadas com um capilar de vidro no ponto de 

partida. Após aplicação das amostras, as placas foram colocadas em cubas já saturadas 

contendo o eluente (fase móvel) para o desenvolvimento cromatográfico. Após a eluição, a 

cromatoplaca foi aquecida em estufa a 105 oC, avaliada sob luz UV a  254 nm e  366 nm 

e, após borrifar o revelador, a placa foi novamente aquecida em estufa (105 oC) por 5 minutos 

(Wagner et al., 1984). 
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4.5.2 Tensão Superficial 

Para a avaliação do potencial de redução da tensão superficial dos extratos contendo 

saponinas os resultados obtidos foram comparados com os dados de tensão superficial de um 

surfactante sintético, dodecil sulfato de sódio (solução referência). 

Soluções aquosas de dodecil sulfato de sódio (Synth 90 % pureza, Brasil) em 

concentrações na faixa de 0,01 até 50 g.L-1 foram preparadas. A tensão superficial das 

soluções foi determinada a 24 oC em um tensiômetro (Digital Tensiometer K10ST, Kr�̈�ss, 

Alemanha), utilizando um anel de Pt-Ir. 

Os extratos testados foram solubilizados em água deionizada de forma a se obter uma 

concentração de 20 g.L-1. Estes foram avaliados quanto à tensão superficial nas mesmas 

condições descritas para as soluções de dodecil sulfato de sódio. As análises foram realizadas 

em triplicata. 

4.5.3 Fenóis Totais 

A determinação quantitativa de fenóis totais nos extratos de Melia azedarach foi 

realizada através do método de Folin-Ciocalteu, segundo procedimento de Singleton et al. 

(1999) e expresso em equivalente de ácido gálico (mg EAG/g extrato).  

Inicialmente, uma curva analítica de ácido gálico (Sigma Aldrich, EUA), foi 

preparada transferindo 9,0 mL de água deionizada e alíquotas de 1,0 mL das soluções aquosas 

de ácido gálico de concentração entre 0,03 e 0,18 mg/mL para balões volumétricos de 25,0 

mL. O reagente de Folin-Ciocalteu (1,0 mL) (Dinâmica, Brasil) foi adicionado e a mistura 

agitada. Após 5 minutos foram adicionados 10,0 mL de uma solução de carbonato de sódio 

7,0 % m/v (Êxodo, Brasil) e o volume completado com água deionizada. Após permanecer 

90 minutos a 23 ºC na ausência de luz, a absorbância foi determinada a 750 nm em um 

espectrofotômetro (2800 UV/VIS Espectrophotometer, UNICO, EUA). A solução referência 

(branco) foi obtida a partir da mesma metodologia, sendo adicionados 1,0 mL de água 



Material e Métodos 
 

39 

 

deionizada como substituto da solução de ácido gálico. A curva analítica foi construída em 

duplicata.  

Para a quantificação de fenóis totais nas amostras dos extratos secos, estes foram 

inicialmente diluídos em etanol (Êxodo, Brasil). As análises foram realizadas em triplicata e 

seguiu-se o mesmo procedimento descrito para a curva analítica de ácido gálico.  

4.5.4 Flavonoides Totais 

Para a quantificação dos flavonoides totais foi empregado o método desenvolvido por 

Zhishen et al. (1999), no qual os resultados são expressos em equivalente de catequina (mg 

EC/g extrato).  

Soluções aquosas padrão de catequina (Sigma Aldrich, EUA) em concentração 

variando de 0,03 a 0,18 mg/mL foram preparadas. Uma alíquota de 1,0 mL desta solução e 

0,3 mL de uma solução de nitrito de sódio 5,0 % (m/v) (Ecibra, Brasil) foram adicionados a 

um balão volumétrico de 10,0 mL contendo 4,0 mL de água deionizada. Após 5 minutos, 

adicionou-se 0,3 mL de uma solução de cloreto de alumínio 10,0 % (m/v) (Ecibra, Brasil) e, 

após 6 minutos, 2,0 mL de hidróxido de sódio 1,0 M (Êxodo, Brasil). O volume do balão foi 

completado com água deionizada. A absorbância da solução foi determinada a 510 nm em 

um espectrofotômetro (2800 UV/VIS Espectrophotometer, UNICO, EUA). A análise foi 

realizada em duplicata. 

Para determinação do teor de flavonoides totais nas amostras de extrato seco, estas 

foram inicialmente diluídas em etanol (Êxodo, Brasil). Seguiu-se o mesmo procedimento 

descrito para o preparo curva analítica de catequina e verificou-se se o valor obtido de 

absorbância estava dentro da faixa de absorbância da curva. Foram realizadas análises em 

triplicata. 
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4.5.5 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) 

As análises de CG-EM foram realizadas no CPQBA/ UNICAMP pela Dra. Carmen 

Lucia Queiroga. As análises foram conduzidas em cromatógrafo a gás Agilent Technologies 

6890 com detector seletivo de massas 5975 por dois métodos distintos. 

Os dois métodos utilizaram a coluna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) e 

injeção do modo split com razão 1:30. Hélio foi usado como gás de arraste na vazão de 1 

mL.min-1 e o sistema de ionização de elétrons foi de 70 eV. Os métodos diferem quanto ao 

programa de aquecimento e temperaturas do injetor e detector, como mostrado na Tabela 4.4. 

Tabela 4.4 Métodos de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas utilizados para análises de 

extratos de frutos de Melia azedarach. 

Parâmetros Método 1 Método 2 

Programa de Aquecimento 60 °C - (3 °C.min-1) - 240 °C 
110 °C - (5 °C/min) - 280 

°C 

Temperatura do Injetor 220 °C   250 oC 

Temperatura do Detector 250 °C 300 oC 

 

O extrato SCE-V, retido na armadilha Porapak-Q, foi inicialmente lavado, por 

eluição, com 15 mL de diclorometano (Merck, Alemanha). A solução obtida foi concentrada 

em rotaevaporador a 40 oC, seca em estufa, e pesada.  O extrato seco obtido foi solubilizado 

em volume pré-determinado de acetato de etila de forma a se preparar uma solução de 

aproximadamente 20 mg.mL-1.  

Injetou-se 1,0 μL da solução no equipamento e a identificação dos constituintes 

químicos foi realizada a partir de seus respectivos espectros de massas, por comparação com 

os espectros de massas do banco de dados da biblioteca NIST.  
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4.5.6 Espectrometria de Massas (EM) 

As análises por espectrometria de massas foram realizadas pelo aluno Gustavo Duarte 

no ThoMSon Mass Spectrometry Laboratory, localizado no Instituto de Química 

(UNICAMP) e coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Eberlin. 

Inicialmente, uma solução estoque 7 % de ácido fórmico (Merck, Alemanha) em água 

deionizada e metanol (Tedia, Fairfield, OH, EUA) (1:1) foi preparada. As soluções das 

amostras foram preparadas diluindo-se uma alíquota de 5 µL de cada amostra em microtubos 

de polipropileno (Eppendorf®) contendo 1 mL da solução estoque (ácido 

fórmico/metanol/água). Em seguida cada microtubo foi agitado num misturador Vortex 

durante 1 minuto. 

As soluções das amostras foram diretamente infundidas a uma taxa de 20 mL.min-1 

para a fonte de ionização por ESI (Electrospray Ionization) do espectrômetro de massas 

Citius - HRT (Leco, St. Joseph, EUA). A sonda foi operada com 2,8 kV de tensão de 

pulverização, 20 psi de pressão do gás de nebulização, vazão de dessolvatação de 5 L.min-1, 

temperatura de dessolvatação de 300 °C e a temperatura do injector de 120 °C. Os espectros 

no modo positivo e negativo foram adquiridos na faixa de razão massa/carga (m/z) de 100 a 

1000 e acumulados por 60 s via software Chroma-TOF.  

Os experimentos de Dissociação Induzida por Colisão foram realizados em LCMS-

8040 (Shimadzu, JP), com uma interface de eletropulverização numa energia de colisão de 

10 V, temperatura de dessolvatação de 250 °C, vazão do gás de nebulização de 3 L.min-1, 

temperatura do bloco de aquecimento de 400 °C e fluxo de secagem de 15 L.min-1. Os 

espectros de gás foram adquiridas por 60 s usando um software LabSolutions. 

4.6 Análises Estatísticas 

Todos os resultados quantitativos obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) para comparação entre médias. Essas comparações foram realizadas pelo teste de 
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Tukey a 5 % de significância empregando o software estatístico Minitab 16 (versão 16.2.1, 

2011, Minitab Inc.). 
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5. Resultados e Discussão 

Neste capítulo são apresentados os resultados obtidos, assim como as discussões 

pertinentes em cada item. Os resultados são mostrados de acordo com a análise em questão 

apresentando-se, simultaneamente, os resultados para as diferentes matrizes vegetais.  

Inicialmente são discutidos os resultados preliminares que, de alguma forma, 

contribuíram para o andamento deste projeto.  

5.1 Resultados Preliminares  

O objetivo deste trabalho consistiu em fracionar saponinas presentes em extratos 

metanólicos brutos obtidos de forma convencional. Inicialmente, foram realizadas extrações, 

de forma a se obter uma curva cinética (procedimento descrito no item 4.3.1), a partir de um 

extrato metanólico bruto de raízes de Pfaffia glomerata obtido por sistema Soxhlet. Os 

rendimentos de extração em cada uma das etapas estão apresentados na Tabela 5.1 e os 

demais resultados envolvendo este experimento (cinética de extração e cromatogramas) 

encontram-se no Apêndice B. 

Tabela 5.1 Rendimento de extração obtido a partir do extrato metanólico convencional de Pfaffia glomerata. 

Etapa Fração Rendimento (%) 

1 SCE 0,38 

2 SCEE 0,92 

3 EE 22,65 

4 HE 31,86 

Global 55,81 
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As etapas 1 (SCE) e 2 (SCEE) apresentaram rendimentos bem inferiores aos 

rendimentos das etapas 3 (EE) e 4 (HE). Como a matriz vegetal, neste caso, é um extrato 

obtido por Soxhlet utilizando metanol como solvente, este resultado era esperado, uma vez 

que o metanol apresenta alta polaridade e o CO2 de característica oposta.  

Por outro lado, pelo processo de extração sequencial utilizar solventes (na última 

etapa) de polaridade alta, similar ao metanol, esperava-se um rendimento de extração 

acumulado próximo a 100 % fornecendo, portanto, um fracionamento completo do extrato 

metanólico. 

De acordo com os cromatogramas apresentados no Apêndice B (Figura B.2), observa-

se a presença de quatro manchas no extrato bruto inicial (EB). Comparando-o com as frações 

obtidas neste trabalho é importante ressaltar que algum grau de fracionamento dos extratos 

foi alcançado, pois observa-se uma mancha de baixa polaridade nas frações recolhidas por 

scCO2. Já em SCEE outros compostos polares e apolares estão presentes. As frações etanólica 

e hidroalcoólica apresentaram-se com perfil similar ao extrato bruto.  

Entretanto, é notória a presença significativa de compostos de interesse no resíduo 

final, indicando que uma massa expressiva de extrato não conseguiu ser fracionada. Assim, 

pensando na viabilidade econômica do processo, decidiu-se testá-lo, nas mesmas condições, 

com raízes de Pfaffia glomerata secas e trituradas. Os resultados (descrito nos itens 

subsequentes) foram satisfatórios, sendo este procedimento adotado como padrão e realizado 

para as demais matrizes vegetais. 

5.2 Caracterização das Matérias-Primas 

 Os resultados das análises de caracterização das matérias-primas estão listados na 

Tabela 5.2.  

Os resultados indicam que as três amostras utilizadas apresentaram teores similares 

de umidade (em torno de 10 %). A presença de água na matéria-prima aumenta a resistência 

à transferência de massa e dificulta o contato entre o solvente supercrítico e os solutos de 
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interesse. Além disso, a água presente pode atuar como cossolvente no processo, levando a 

extração de outros compostos (Mchugh e Krukonis, 1994). 

Tabela 5.2 Caracterização das matrizes vegetais secas e moídas. 

Propriedade 

Matriz vegetal 

Pfaffia 

glomerata 

Hebanthe 

eriantha 

Melia 

azedarach 

Voláteis Totais, VT (%)  10,20 ± 0,15 9,77 ± 0,34 10,89 ± 0,23 

Umidade, U (%) 9,96 ± 0,35 8,83 ± 0,60 9,50  ± 0,14 

Diâmetro Médio das Partículas, 𝐝𝐠𝐰 (mm) 
0,21* 0,41 ± 0,01 0,72 ± 0,04 

Densidade Real, ρr (g/cm³) 1,49 ± 0,01 1,42 ± 0,01 1,46 ± 0,01 

Densidade Aparente, ρa (g/cm³) 0,78 ± 0,01 0,54 ± 0,02 0,60 ± 0,01 

Porosidade, ε 0,48 ± 0,01 0,62 ± 0,02 0,59 ± 0,01 

* A análise foi realizada sem repetição por quantidade insuficiente de amostra. 

 

A diferença entre os resultados de voláteis totais e umidade indicaram a quantidade 

de compostos voláteis (exceto água) presente nas amostras. Portanto, o percentual de voláteis 

para Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e Melia azedarach foi 0,24 ± 0,50, 0,94 ± 0,94 e 

1,39 ± 0,37, respectivamente. Observa-se que, devido à incerteza dos valores, não se pode 

confirmar a presença de compostos voláteis em Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha.  

O diâmetro médio das partículas é uma propriedade de fundamental importância em 

processos de extração com fluidos supercríticos. Diversos autores estudaram a influência do 

tamanho das partículas nos rendimentos de extração e, em geral, menores diâmetros de 

partículas geram rendimentos mais elevados. Estes incrementos nos rendimentos de extração 

podem ser explicados em termos do efeito positivo da redução do tamanho de partícula sobre 

a resistência à transferência de massa interna em matriz sólida, ou seja, a taxa de extração 
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aumenta devido ao encurtamento do caminho de difusão. Além disso, partículas menores 

provocam um aumento na área de superfície específica deixando o soluto mais acessível ao 

solvente supercrítico (Scapinello et al., 2013). As materiais vegetais de Pfaffia glomerata, 

Hebanthe eriantha e Melia azedarach apresentaram diâmetros médios de 0,21; 0,41 e 0,72 

mm, respectivamente, e suas distribuições de tamanho são apresentadas no Apêndice C.  

Vale ressaltar que partículas menores de raízes de Pfaffia glomerara e Hebanthe 

eriantha foram utilizadas devido ao poder de penetração dos solventes depender, entre outros 

fatores, da consistência dos tecidos que formam o material a extrair, ou seja, é necessário 

considerar que quanto mais rígido o material (como raízes), menor deve ser a sua 

granulometria (Vasconcelos et al., 2005). 

A porosidade medida para as espécies de Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e 

Melia azedarach foram 0,48; 0,62 e 0,59, respectivamente. Em testes preliminares foi 

observado que a porosidade do leito formado pela amostra de Pfaffia glomerata era 

excessivamente pequena, não permitindo a passagem do solvente (líquido) pelo leito. Este 

resultado foi confirmado pelo valor obtido a partir das análises de densidade realizadas no 

material (0,48 g.cm-3). Por outro lado, utilizando amostras com maior valor de diâmetro 

médio das partículas verificou-se redução de aproximadamente 50 % do rendimento na 

primeira etapa extração (SCE). A partir desta observação, decidiu-se utilizar esferas de vidro 

de aproximadamente 5 mm misturadas ao material vegetal para empacotar o extrator, 

adotando-se este procedimento para todos as extrações, independente da espécie em estudo. 

5.3 Rendimentos e Cinéticas de Extração 

5.3.1 Rendimentos de Extração 

Na Tabela 5.3 são apresentados os rendimentos de extração, em base úmida, para cada 

uma das etapas de extração e para as três matrizes vegetais em estudo. Os menores 

rendimentos de extração foram obtidos para os extratos supercríticos (SCE) de Pfaffia 

glomerata e Hebanthe eriantha, os quais apresentaram rendimentos de 0,16 % e 0,17 %, 

respectivamente. Comparando estes resultados com dados de rendimento por LPSE (low 
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pressure solvent extraction) obtidos por Leal et al. (2010) a 0,1 bar com hexano (0,1 % (b.s)), 

verifica-se baixa presença de compostos apolares nestas espécies, uma vez o scCO2, assim 

como o hexano, extraem substâncias apolares e/ou de baixa polaridade.  

Tabela 5.3 Rendimentos de extração em leito fixo a 300 bar e 50 oC para extratos de Pfaffia glomerata, 

Hebanthe eriantha e Melia azedarach. 

Extrato 
Rendimento (%) 

Pfaffia glomerata Hebanthe eriantha Melia azedarach 

SCE 0,16 ± 0,07 0,17 ± 0,03 7,6 ± 1,3 

SCE-V - - 0,63 ± 0,31 

SCEE 0,55 ± 0,09 0,58 ± 0,04 6,4 ± 1,1 

EE 1,00 ± 0,09 0,89 ± 0,09 19 ± 2 

HE 6,9 ± 3,3* 28 ± 11* 12,3 ± 0,4 

Global 8,6 ± 3,5 30 ± 11 46 ± 2 

SCE: Extrato supercrítico; SCE-V: Fração volátil do SCE; SCEE: Extrato supercrítico com etanol; EE: Extrato 
etanólico; HE: Extrato hidroalcoólico.  
*Desvios-padrão  altos devido à instabilidade do sistema nesta etapa da extração. 

 

Estes resultados são similares aos encontrados por Leal et al. (2010), que obtiveram, 

nas mesmas condições de pressão e temperatura (300 bar e 50 oC), rendimentos globais de 

0,16 % (b.s.) para Pfaffia glomerata e 0,21 % (b.s.) para Hebanthe eriantha. Leal et al. (2010) 

também realizaram extrações com raízes de Pfaffia glomerata utilizando scCO2 e etanol 

como cossolvente. Para extratos supercríticos obtidos a 200 bar e 30 oC com 10 % (v/v) de 

etanol foi obtido um rendimento de 0,56 % (b.s.). Vale ressaltar que as partículas utilizadas 

por Leal et al. (2010) apresentavam 7,89 µm de diâmetro e as usadas neste estudo, 0,2 mm. 

No entanto, os resultados foram similares. 

Extratos etanólicos (EE) de Hebanthe eriantha apresentaram um rendimento de 

extração de 0,89 %, resultado mais satisfatório que o obtido por Leal et al. (2010) sob baixa 
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pressão, no qual o rendimento para extratos etanólicos foi 0,4 % (b.s.). Este resultado mostra 

o efeito positivo do aumento da pressão no processo de extração de compostos de raízes de 

Hebanthe eriantha utilizando etanol como solvente. 

O rendimento do extrato hidroalcoólico (HE) de Hebanthe eriantha (28 %) foi 

aproximadamente quatro vezes maior que o obtido a partir de raízes de Pfaffia glomerata 

(6,9 %). Este resultado sugere maior presença de substâncias polares na espécie de Hebanthe 

eriantha, quando comparada a Pfaffia glomerata. 

Os extratos supercríticos (SCE) de Melia azedarach apresentaram rendimento de 

extração de 7,6 %, valor superior ao encontrado por Scapinello et al. (2013) (5,2 %). Porém, 

Scapinello et al. (2013) realizaram seus experimentos a 250 bar e 60 oC, condições 

operacionais diferentes das usadas neste trabalho (300 bar e 50 oC). 

Os rendimentos de extração obtidos a partir de frutos de Melia azedarach foram 7,6; 

6,4; 19 e 12,3 % (Tabela 5.3) para as quatro etapas de extração, respectivamente. Segundo 

Orhan et al. (2012a), utilizando extração clássica/maceração com solventes na ordem 

crescente de polaridade: n-hexano, acetato de etila, metanol e água, os rendimentos de 

extração foram 48,4; 0,7; 37,1 e 9,3 %, respectivamente. Entretanto, os rendimentos de 

extração não podem ser comparados devido à diferença no processo de obtenção dos extratos. 

No entanto, o processo em leito fixo proposto apresenta as vantagens de ser realizado por 

solventes “limpos” e tempo inferior (item 5.3.2) ao descrito por Orhan et al. (2012a). Ainda, 

é importante ressaltar que não se deve considerar a eficiência do processo somente com base 

nos dados de rendimento, devem ser realizadas análises para se verificar e quantificar os 

compostos de interesse em cada extrato. Por isso, análises de composição destes extratos são 

apresentadas a partir da seção 5.4. 

O rendimento em compostos voláteis (SCE-V) de Melia azedarach foi 0,63 %. Não 

há na literatura resultados quantitativos sobre compostos voláteis em frutos de Melia 

azedarach. Jung et al. (2013) teve o intuito de avaliar a atividade inseticida do óleo volátil 

de folhas de Melia azedarach, porém a quantidade de óleo obtida por hidrodestilação foi 

muito baixa, impossibilitando a análise.  
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de extração a partir de Hebanthe eriantha é no mínimo 1,6 vezes maior que o de Pfaffia 

glomerata. 

A partir das análises estatísticas (ANOVA, one-way) as médias dos rendimentos nas 

diferentes etapas foram comparadas para cada matriz vegetal, como pode ser visualizado na 

Figura 5.2, na qual letras iguais indicam igualdade de médias (p < 0,05). Os resultados 

mostram comportamentos diferentes do rendimento de extração em relação ao tipo de 

solvente utilizado na extração. 

Para extrações a partir de raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha observa-

se que quanto maior a polaridade do solvente ou mistura de solventes utilizados maiores 

rendimentos de extração são obtidos, sendo que a etapa com maior rendimento de extração 

foi realizada com uma mistura etanol/água (70:30 v/v) como solvente (extrato HE). Além 

disso, observa-se que não houve diferença significativa entre o rendimento de HE e o 

rendimento global, indicando que os rendimentos de extração das três primeiras etapas foram 

insignificantes diante do rendimento obtido na última etapa de extração. 
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5.3.2 Cinéticas de Extração 

A Figura 5.3 apresenta a curva global de extração sequencial em leito fixo 

representada pelo rendimento acumulado versus razão de massa de solvente por massa de 

amostra inicial (aproximadamente 7 g) para raízes de Pfaffia glomerata. Para uma melhor 

visualização da curva global, o gráfico encontra-se em escala logarítmica. Porém, pode-se 

observar, comparando-o com a Figura 5.4, que o comportamento das curvas é alterado, 

portanto para todas as espécies em estudo são apresentadas curvas individuais de cada etapa. 

Todos os dados de extração, para as três matrizes vegetais, encontram-se no Apêndice D. 

 

Figura 5.3 Curva global de extração para raízes de Pfaffia glomerata em leito fixo a 300 bar e 50 oC. Etapa 1: 

scCO2; etapa 2: mistura scCO2/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura etanol/água (70:30 v/v). 

O tempo de extração variou de acordo com as etapas da extração sequencial. Os 

experimentos foram realizados até que o período difusional aparentemente fosse atingido 

através da visualização da coloração do extrato, garantindo que os ensaios apresentassem 

resultados próximos ao esgotamento do leito de extração, ou até no máximo por 6 horas para 

cada etapa visto que houve limitações em algumas etapas, cuja coloração do extrato não se 
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apresentava bem característica e ainda porque as saponinas, compostos de interesse, são 

incolores.  

 

Figura 5.4 Curvas de extração para raízes de Pfaffia glomerata em leito fixo a 300 bar e 50 oC representadas 

por etapas. Etapa 1: scCO2; etapa 2: mistura scCO2/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura 

etanol/água (70:30 v/v). 

O tempo de extração para raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha foram 

iguais em todas as etapas: 3, 5, 6 e 6 horas, respectivamente, totalizando 20 horas de extração. 

A extração supercrítica (etapa 1) foi realizada por 3 horas. Nesta etapa, as massas de extratos 

supercríticos (SCE) obtidos foram pequenas, o que dificultou suas pesagens. Este fato pode 

explicar a irregularidade nos pontos obtidos nesta etapa de extração, tanto para extratos 

supercríticos de Pfaffia glomerata quanto de Hebanthe eriantha, apresentados nas Figuras 

5.4 e 5.6. 
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Figura 5.5 Curva global de extração para raízes de Hebanthe eriantha em leito fixo a 300 bar e 50 oC. Etapa 1: 

scCO2; etapa 2: mistura scCO2/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura etanol/água (70:30 v/v). 

Extratos SCEE (etapa 2) foram obtidos durante 5 horas. A curva de extração mostrou 

que houve uma queda na taxa de extração nas últimas horas do processo, pois 

aproximadamente 75 % do extrato SCEE foi extraído durantes as 3 primeiras horas de 

extração. As duas últimas etapas (extração etanólica e hidroalcoólica) foram realizadas 

durante 6 horas cada e, neste caso, até as 3 primeiras horas foram extraídos, em média, 68 e 

72 % dos extratos EE e HE, respectivamente. 

As curvas de extração para raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha 

apresentaram-se semelhantes nas etapas 1 e 2. Na primeira etapa, não se observou queda 

significativa na taxa de extração durante as 3 horas de extração. E, aproximadamente 75 % 

dos extratos SCEE das duas matrizes vegetais foram extraídos nas 3 primeiras horas de 

extração com supercrítico + etanol como solvente.  

O extrato etanólico (EE – etapa 3) (Figura 5.6) de raízes de Hebanthe eriantha 

mostrou ser o extrato que precisou de maior tempo de extração para esta espécie, visto que 

apresentou menor queda na taxa de extração ao longo do processo comparando com as 

demais etapas, extraindo apenas 64 % do total de extrato EE nas três primeiras horas de 
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extração. Por outro lado, o extrato hidroalcoólico (HE – etapa 4) apresentou maior queda na 

taxa de extração, extraindo aproximadamente 80 % do total com metade do tempo de 

extração. 

 

Figura 5.6 Curvas de extração para raízes de Hebanthe eriantha em leito fixo a 300 bar e 50 oC representadas 

por etapas. Etapa 1: scCO2; etapa 2: mistura scCO2/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura 

etanol/água (70:30 v/v). 

Nas Figuras 5.7 e 5.8 estão representadas as curvas globais das quatro etapas de 

extração a partir de frutos de Melia azedarach. Diante dos valores relativamente próximos 

dos rendimentos em todas as etapas de extração, a curva cinética apresentada na Figura 5.7 

não precisou ser apresentada em escala logarítmica.  

Observou-se que as curvas de extração para essa matriz vegetal apresentaram 

reprodutibilidade bem melhor que as curvas de extração de raízes de ginseng brasileiro. 

Acredita-se que este fato tenha ocorrido pelo maior rendimento de extração com extratos de 
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Melia azedarach, diminuindo o erro associado a pesagem dos frascos e também devido à 

maior estabilidade do sistema durante a extração com esse tipo de matriz vegetal. 

 

Figura 5.7 Curva global de extração para frutos de Melia azedarach em leito fixo a 300 bar e 50 oC. Etapa 1: 

scCO2; etapa 2: mistura scCO2/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura etanol/água (70:30 v/v). 

Para extrações a partir de frutos de Melia azedarach, a etapa 1 (SCE) foi realizada 

durante 5 horas e as demais em 6 horas cada. Observou-se que extrações de extratos 

supercríticos (SCE – etapa 1) e hidroalcoólicos (HE – etapa 4) atingiram o período no qual a 

difusão controlou o processo de extração e a quantidade de extrato obtida foi muito pequena, 

sugerindo que o leito de partículas tendia para seu esgotamento.  

Com 3 horas de extração supercrítica, quantidade maior que 90 % do total de extrato 

SCE obtido havia sido extraída e, da mesma forma, mais de 80 % do extrato hidroalcoólico 

(HE) total foi extraído com o mesmo tempo de extração. Este resultado sugere que, em escala 

comercial, seria mais viável economicamente realizar essas etapas de extração (etapas 1 e 4) 

durante apenas 3 horas pois, após esse período, a quantidade de extrato obtida é muito 

pequena comparado a quantidade de solvente utilizado. 
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Por outro lado, para as etapas 2 e 3 (realizadas com a mistura scCO2 e etanol 70:30 

(m/m) e etanol, respectivamente), a queda da taxa de extração não foi tão acentuada e após 3 

horas de extração aproximadamente 68 e 74 % do total de extrato SCEE e EE, 

respectivamente, haviam sido extraídos, indicando que o processo de extração provavelmente 

se apresentava na etapa de taxa de extração decrescente. 

 

Figura 5.8 Curvas de extração para frutos de Melia azedarach em leito fixo a 300 bar e 50 oC representadas 

por etapas. Etapa 1: scCO2; etapa 2: mistura scCO2/etanol (70:30 m/m); etapa 3: etanol; etapa 4: mistura 

etanol/água (70:30 v/v). 

A maior facilidade de extração dos compostos presentes em frutos de Melia 

azedarach era esperada, visto que o poder de penetração dos solventes depende da histologia 

(estrutura) dos tecidos que formam o material a extrair. A estrutura de raízes é mais sólida e 

compactada, logo o solvente encontra maior resistência para penetrar, propiciando um maior 

tempo de extração. 
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As Figuras 5.10, 5.11 e 5.12 apresentam os cromatogramas dos extratos provenientes 

de Pfaffia glomerata, Hebanthe eriantha e Melia azedarach, respectivamente. São 

apresentados nos cromatogramas os extratos SCE, SCEE, EE e HE, assim como os extratos 

obtidos durante a despressurização do sistema ao final das etapas 2, 3, 4, o resíduo final 

remanescente no leito, e as amostras-referência utilizadas em cada uma das análises.  

Para facilitar a avaliação da composição química, os compostos foram discutidos com 

base no seu fator de retenção (Rf), e codificados por números romanos. 

A amostra-referência (aplicação 9), visualizada na Figura 5.10 consiste em um extrato 

metanólico enriquecido em saponinas de raízes de Pfaffia glomerata obtido por extração em 

sistema Soxhlet. Este apresenta cinco manchas distintas representadas por seus fatores de 

retenção (Rf). Com base no fator de retenção dos compostos e nas condições cromatográficas 

empregadas as quais foram anteriormente estudadas no CPQBA (Relatório Fapesp – proc. 

No 2006/06059-3, dados não publicados) sabe-se que o composto menos polar (I) representa 

a β-ecdisona (Apêndice E, Figura E.4), um esteroide, e os demais apontam saponinas de 

diferentes polaridades. Os compostos na região tracejada em destaque na Figura 5.10 não são 

de interesse deste trabalho. 





Resultados e Discussão 
 

61 

 

estudo. O extrato SCEE (Figura 5.10, aplicação 2) apresentou, predominantemente, a β-

ecdisona e as saponinas menos polares representadas por II e III. 

O extrato obtido com etanol (EE, Figura 5.10, aplicação 3) possui uma mistura de β-

ecdisona (I) com saponinas de diferentes polaridades, não podendo-se afirmar sobre a 

presença de algum composto majoritário neste tipo de extrato. Por fim, o extrato 

hidroalcoólico (HE, Figura 5.10, aplicação 4) difere-se do extrato EE por apresentar 

majoritariamente o composto V. 

No resíduo final da extração (Figura 5.10, aplicação 5) observa-se a presença de 

saponinas, indicando que o processo de extração não conseguiu extrair todas as saponinas 

presentes na amostra inicial. Neste resíduo verificou-se predominância de compostos de alta 

polaridade, diferentemente do que foi observado no resíduo proveniente do fracionamento 

com extrato convencional de Pfaffia glomerata (Apêndice B, Figura B.2, fração 48), 

evidenciando um melhor fracionamento das saponinas nestas condições de trabalho. 

 Na Figura 5.11, é apresentado o cromatograma de extratos de raízes de Hebanthe 

eriantha, no qual o extrato padrão (aplicação 9) é um extrato enriquecido em saponinas 

obtido por extração em sistema Soxhlet com metanol. Algumas manchas provenientes dos 

extratos de Hebanthe eriantha foram visíveis somente sob luz ultravioleta a  254 nm. Estes 

compostos, juntamente como os compostos apolares nas condições empregadas não são de 

interesse deste trabalho e encontram-se na região tracejada da Figura 5.11. Portanto, para esta 

espécie, foram identificadas 5 manchas de interesse, com fatores de retenção de VI a X. 
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compostos que não são de interesse porém, nesta etapa, iniciou-se a obtenção das saponinas 

menos polares codificadas por VII e VIII.  

O extrato etanólico (EE, Figura 5.11, aplicação 3) de raízes de Hebanthe eriantha 

apresentou, em relação às saponinas, um perfil cromatográfico similar aos extratos de Pfaffia 

glomerata (Figura 5.10, aplicação 3). Este extrato (EE), apesar de polar, ainda continham 

graxas e compostos apolares, demostrando pouca seletividade. 

O resíduo da extração, como se esperava, apresentou somente compostos mais 

polares, identificadas por VIII, IX e X. É importante salientar que o composto VI, de 

coloração vermelha (Figura 5.11) não pertence à classe das saponinas em estudo. Este fato é 

confirmado pela sua ausência no extrato metanólico de Hebanthe eriantha enriquecido em 

saponinas obtido por sistema Soxhlet (Figura 5.11, aplicação 9) 

Segundo Wagner (1929) o blood solvent (solvente de sangue), é um revelador 

específico para saponinas cuja composição inclui solução citrato de sódio, sangue bovino 

fresco e tampão fosfato de pH 7,4. Utilizando este detector, zonas brancas são formadas na 

placa, devido à hemólise (quebra das hemácias), que pode ocorrer imediatamente ou após 

aquecimento. No entanto, este detector não foi usado neste trabalho devido a falta de estrutura 

laboratorial e das autorizações pertinentes necessárias para manuseio de material biológico. 

Resumidamente, a partir da análise por CCD dos extratos provenientes de raízes de 

Hebanthe eriantha com foco nas saponinas, pode-se afirmar que houve um fracionamento 

parcial destes compostos, pois os extratos SCEE e EE carrearam as saponinas com maior 

potencial de redução da tensão superficial (VII e VIII).  

Para extratos de Melia azedarach (Figura 5.12) as amostras-referência utilizadas 

como padrão foram o extrato metanólico de Pfaffia glomerata (Figura 5.10, aplicação 11) 

cujas saponinas foram anteriormente apresentadas e possuem valor de fator de retenção 

conhecido para este eluente, e amostras de extratos de Melia azedarach obtidas por sistema 

Soxhlet (a extração foi realizada com n-hexano, acetato de etila e metanol, sucessivamente). 

Vale ressaltar que foram utilizadas como referência os extratos obtidos na etapa com acetato 

de etila (Figura 5.12, aplicação 1) e metanol (Figura 5.12, aplicação 2). 
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realizados como análises de tensão superficial e índice de espuma, parâmetros que auxiliam 

na confirmação da presença de saponinas em amostras. 

Conforme dados de tensão superficial (Tabela 5.5) pode-se observar que os menores 

valores de tensão superficial foram dos extratos SCEE e EE (26,9 e 30,7 mN.m-1, 

respectivamente), indicando os compostos XIII e XIV como as saponinas de interesse, para 

esta espécie. 

O fracionamento sequencial em leito fixo proposto neste trabalho, para os compostos 

presentes na Melia azedarach, foi significativo e pode ser visto na Figura 5.12. Este resultado 

também foi obtido a partir das outras espécies estudadas indicando que o processo de 

extração proposto neste trabalho representa uma boa opção para fracionamento destes 

compostos, sendo eficiente a partir de diferentes fontes vegetais, sejam elas com 

similaridades em sua composição química como as raízes de Pfaffia glomerata e Hebanthe 

eriantha, quanto com espécies com perfis químicos bastante diferenciados como os frutos de 

Melia azedarach.  

No extrato supercrítico (SCE) foi observada presença de compostos apolares e 

ausência de compostos com fator de retenção próximo às conhecidas saponinas de Pfaffia 

glomerata (Figura 5.12, aplicação 11). Os extratos SCEE, EE e HE (Figura 5.12, aplicações 

4, 5 e 6) apresentaram manchas codificadas por XIII e XIV sendo que o extrato SCEE ainda 

continha compostos graxos (XI). Os extratos EE e HE apresentaram composição química 

similar, porém no extrato EE verificou-se predominância da mancha codificada XIII. 

É importante salientar que ainda não há na literatura uma metodologia para 

quantificar saponinas destas espécies por HPLC. O desenvolvimento de uma ferramenta 

analítica é um trabalho laborioso e, por isso, além das análises por CCD estes extratos 

também foram avaliados através de medidas de tensão superficial, visto que saponinas são 

tensoativos naturais.  
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5.5 Tensão Superficial 

Para a análise de extratos contendo saponinas previu-se a análise através de medidas 

de tensão superficial. Para melhor compreensão dos valores numéricos das medidas de tensão 

superficial obtidos, optou-se por usar como referência um tensoativo sintético, dodecil 

sulfato de sódio, de amplo uso comercial. 

As análises de tensão superficial foram realizadas em amostras de extratos solúveis 

em água deionizada. Por isso, os extratos analisados, para todas as matrizes vegetais, foram 

SCEE, EE e HE. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 5.4. 

Tabela 5.4 Análises de tensão superficial de soluções aquosas de extratos de Pfaffia glomerata, Hebanthe 

eriantha e Melia azedarach.   

Amostra 
Concentração 

(g.L-1) 

Tensão Superficial (mN.m-1) 

Pfaffia 
glomerata 

Hebanthe 
eriantha  

Melia 
azedarach 

SCEE 
20 25,0 ± 0,2 25,1 ± 0,5 42,1 ± 0,6 

40 - - 26,9 ± 0,4 

EE 
20 29,5 ± 0,9 27,1 ± 0,7 43,5 ± 0,2 

40 - - 30,7 ± 0,6 

HE 
20 41,8 ± 1,2 49,6 ± 0,6 43,1 ± 0,4 

40 41,6 ± 0,9 48,4 ± 0,6 37,7 ± 0,5 

SDS > CMC 36,3 ± 1,3* 

Água Deionizada - 72,4 ± 0,4 

SCEE: Extrato supercrítico com etanol, EE: Extrato etanólico, HE: Extrato hidroalcoólico, SDS: dodecil sulfato 

de sódio (surfactante sintético); 

*Média dos valores de tensão superficial para soluções aquosas de SDS, acima do seu CMC; 
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De acordo com a Tabela 5.4, nota-se que os extratos foram analisados em solução de 

20 e 40 g.L-1. Estes valores foram determinados com base na quantidade de amostra 

disponível e de forma que todos os extratos fossem analisados nas mesmas condições.  

Sabe-se que os tensoativos, quando em solução, devido à presença do grupo lipofílico 

ocupam preferencialmente a superfície do líquido, diminuindo a força de coesão entre as 

moléculas do solvente e, consequentemente, diminuindo a tensão superficial (Behring et al., 

2004). Além da capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um 

líquido, os surfactantes apresentam outra propriedade fundamental relacionada a tendência 

de formar agregados chamados micelas que, geralmente, se formam em baixas concentrações 

em água. A concentração mínima na qual se inicia a formação de micelas chama-se 

concentração micelar crítica (CMC), sendo uma importante característica de um surfactante 

(Barros et al., 2007).  

A curva padrão obtida para o dodecil sulfato de sódio está representada na Figura 

5.13. Observa-se que para determinado valor de concentração não é possível aumentar a 

capacidade de reduzir a tensão superficial, ou seja, neste ponto a superfície se encontra 

saturada e as micelas ficam dispersas em toda a solução, não apresentando mais efeito sobre 

a tensão superficial (Behring et al., 2004). A menor tensão superficial verificada para 

soluções de dodecil sulfato de sódio foi em torno de 32 mN.m-1. Os dados podem ser 

visualizados no Apêndice F. 

Miles e Shedlovsky (1944) também observaram uma clara queda no valor da tensão 

superficial para a curva analítica de SDS. Acredita-se que esta irregularidade nos pontos da 

curva de tensão superficial vs. concentração seja devido às impurezas presentes na solução 

de SDS. 
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(2004), em valores acima da CMC, a superfície já se encontra saturada e as micelas ficam 

dispersas em toda a solução, não apresentando mais efeito sobre a tensão superficial. 

Tabela 5.5 Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética (Nitschke e Pastore, 2002). 

Naturais Sintéticos 

Alquil poliglicosídeos  Alcanolaminas 

Biosurfactantes Alquil aril éter carboxilatos 

Amidas de ácidos graxos Alquil aril sulfatos 

Aminas de ácidos graxos Alquil aril éter sulfatos 

Glucamidas Alquil etoxilados 

Lecitinas Alquil sulfonatos 

Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados 

Saponinas Aminoóxidos 

Sorbitol e ésteres de sorbitan Betaínas 

Ésteres de sacarose Co-polímeros de óxido de etil/propileno 

Sulfatos de álcoois graxos naturais Ácidos graxos etoxilados 

 

Dentre os extratos de Hebanthe eriantha (Figura 5.15) verificou-se comportamento 

similar ao de extratos de Pfaffia glomerata, ou seja, quanto maior a polaridade do solvente 

utilizado para a extração menor a capacidade de redução da tensão superficial do extrato 

obtido. Porém, não foi verificada diferença significativa (p<0.05) entre os extratos SCEE e 

EE. Logo, para esta espécie, a tensão superficial de HE > EE = SCEE.  

Nota-se, ainda, que os extratos SCEE e EE de ambas as espécies reduzem a tensão 

superficial à valores menores que o mínimo atingido pelo dodecil sulfato de sódio, 

surfactante sintético utilizado como padrão, portanto, apresentam um maior poder surfactante 

que este surfactante sintético. 
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Em relação aos extratos SCEE, verifica-se uma capacidade inferior do extrato de 

Melia azedarach para redução da tensão superficial (≈ 42 mN.m-1), porém vale ressaltar que 

os extratos obtidos pela mistura supercrítico e etanol (SCEE) de Pfaffia glomerata e 

Hebanthe eriantha forneceram valores de tensão superficial (≈ 25 mN.m-1) comparáveis a 

surfactina, um biosurfactante produzido por Bacillus subtilis, conhecido por ter ótima 

atividade superficial, capaz de reduzir a tensão superficial da água (20 °C) de 72 para 27 

mN.m-1 (Horowitz et al., 1990). 

Saponinas comerciais isoladas de Quillaia de diversas marcas utilizadas foram 

analisadas por Mitra e Dungan (1997) e verificou-se, por análises de tensão superficial, que 

a CMC, a 298 K (25 oC), dessas saponinas variaram de 0,51 a 0,72 g.L-1, porém a menor 

tensão superficial relatada foi maior que 35 mN.m-1, resultado superior aos obtidos neste 

trabalho. Stanimirova et al. (2011) também analisou extratos de Quillaja saponaria, 

originárias do Chile e obtidos por diferentes métodos de purificação e foi verificado que a 

CMC destes extratos a 25 oC apresentou-se na concentração de 0,25 g.L-1 e os menores 

valores de tensão superficial foram em torno de 40 mN.m-1. 

Saponinas de soja, estudadas por Decroos et al. (2006), apresentam valores de CMC 

< 1 g.L-1, porém todas as tensões superficiais relatadas são maiores que 40 mN.m-1. Estudos 

com extratos vegetais ricos em saponinas foram realizados por Ribeiro et al. (2013), no qual 

se verificou que extratos de Juá e Sisal apresentaram redução da tensão superficial à valores 

entre 35 e 40 mN.m-1. Extratos de ginseng asiático, contendo ginsenosídeos, apresentam 

CMC de 0.339 g.L-1 e os menores valores de tensão superficial relatados foram próximos a 

40 mN.m-1 (Xiong et al., 2008). 

Os bons resultados de tensão superficial para os extratos SCEE das três matrizes 

vegetais obtidos neste trabalho indicaram a seletividade do dióxido de carbono supercrítico 

para extrair saponinas com maior capacidade para reduzir tensão superficial de soluções 

aquosas quando este é aplicado utilizando etanol como cossolvente. 



Resultados e Discussão 
 

75 

 

5.6 Fenóis e Flavonoides Totais 

O teor de fenóis e flavonoides nos extratos de Melia azedarach é apresentado na 

Tabela 5.6 e as curvas analítica de ácido gálico e catequina para estas análises, 

respectivamente, estão representadas no Apêndice F. 

Tabela 5.6 Concentração e rendimento de fenóis e flavonoides totais para extratos de Melia azedarach. 

Extrato 
Fenóis Totais Flavonoides Totais 

C R C* R* 

SCE - - - - 

SCEE 20,59 ± 1,17 1,32 ± 0,30 35,35 ± 1,39 2,27 ± 0,48 

EE 5,69 ± 0,32 1,08 ± 0,17 1,99 ± 0,38 0,38 ± 0,11 

HE 21,60 ± 1,57 2,67 ± 0,28 5,74 ± 1,17 0,71 ± 0,17 

C = concentração de fenóis expressa em mg EAG/g extrato;  
R = rendimento de fenóis expressa em mg EAG/g matéria prima;  
C* = concentração de flavonoides expressa em mg EC/g extrato;  
R* = rendimento de flavonoides expressa em mg EC/g matéria prima.  

 

Análises com o extrato supercrítico (SCE) não puderam ser realizadas devido à baixa 

solubilidade dos extratos em água. As soluções apresentavam-se turvas com o decorrer da 

metodologia experimental fornecendo, por isso, valores altos de absorbância, diferentemente 

dos valores obtidos pela curva padrão no qual observava-se coloração característica, 

resultado da reação entre os compostos de interesse e os reagentes utilizados. 

Orhan et al. (2012a) verificaram a concentração de flavonoides totais em extratos 

convencionais de frutos de Melia azedarach, expressos em equivalente de quercetina, os 

quais variaram de 20 a 75 mg EQ/g de extrato. O maior teor de flavonoides totais foi obtido 

utilizando acetato de etila como solvente. Estes resultados são superiores aos encontrados 

nos extratos SCEE, EE e HE, obtidos neste trabalho. 
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não era esperado, pois uma vez que os flavonoides são compostos pertencentes ao grupo dos 

fenóis totais, seu valor deveria ser igual ou inferior ao teor de fenóis totais. Porém, este 

comportamento também foi observado nos extratos supercríticos de Arrabidaea chica (Paula 

et al., 2013) e Eugenia uniflora (Martinez-Correa et al., 2011). 

O rendimento de extração de compostos fenólicos em extratos hidroalcoólicos, 

expresso em mg de EAG/g de matéria-prima, foi o maior entre os três extratos testados. Não 

foi verificada diferença (p < 0,05) entre o rendimento de extração de fenóis em SCEE e EE. 

Os resultados das análises de flavonoides totais foram similares e independentes da 

forma com que os dados foram apresentados, ou seja, tanto em concentração quanto em 

rendimento, observou-se que todos os extratos apresentaram médias diferentes (p < 0,05), 

sendo SCEE > HE > EE.  

De forma geral, a solução etanol/água (70:30 v/v) destacou-se em extrair compostos 

fenólicos de frutos de Melia azedarach (maior rendimento) e obtendo extratos com elevada 

concentração de fenóis totais expressos em equivalente de ácido gálico. É importante 

ressaltar que, apesar da concentração destes compostos no extrato hidroalcoólico (HE) ser 

baixa comparado a extratos de outras fontes vegetais, estes extratos podem ser obtidos como 

coproduto no processo de extração de saponinas que apresentam ação surfactante, que se 

encontram mais concentradas no extrato supercrítico com etanol (SCEE), como visto na 

seção 5.5. 

5.7 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) 

Inicialmente a amostra retida na armadilha Porapak-Q (extrato SCE-V) provenientes 

de frutos de Melia azedarach foi analisada em condições cromatográficas específicas para 

compostos voláteis (método 1 - descrito em 4.5.5), porém, o método não detectou presença 

destes compostos em SCE-V. O cromatograma do extrato SCE-V nestas condições pode ser 

visualizado no Apêndice G (Figura G.1) 

As amostras SCE-V e SCE de frutos de Melia azedarach foram, então, analisadas de 

acordo com o método 2 (descrito em 4.5.5). O cromatograma obtido para a amostra SCE-V 
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Tabela 5.7 Compostos identificados no extrato retido na armadilha Porapak-Q (SCE-V) de frutos de Melia 

azedarach por CG-EM. 

Composto Tempo de 
Retenção 

(min) 

 Composto 
Identificado 

Massa 
Molecular  

Probabilidade 
(NIST) (%) 

Área 
Relativa 

(%) 

1 7,94  Éster etílico do 
ácido decanóico 

200 97 12,43 

2 10,45  Hidroxitolueno 
butilado  

220 94 2,78 

3 12,02  Éster etílico do 
ácido 

dodecanóico 

228 93 4,94 

4 23,15  Éster etílico do 
ácido linoleico 

308 99 5,19 

5 28,29  Éster derivado do 
ácido linoleico 

336 - 41,83 

6 43,18  γ-sitosterol 414 99 29,79 

 

O resultado da análise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG-EM) para o extrato supercrítico (SCE) de frutos de Melia azedarach é apresentado na 

Figura 5.20. A lista dos compostos identificados, de acordo com a biblioteca NIST, é 

apresentada na Tabela 5.8. 
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Os compostos identificados em extratos SCE foram o gama-sistosterol e os ésteres 

etílicos dos ácidos dodecanóico, octadecadienóico e hexadecanóico.  

O éster etílico do ácido hexadecanóico também foi identificado por Yang et al. (2011) 

em extratos de cascas de Melia azedarach obtidos por ultrassom, porém este composto não 

foi encontrado em extratos obtidos por Soxhlet e por headspace e microextração em fase 

sólida (HS-SPME) da mesma parte desta planta devido a seletividade dos destes métodos 

serem diferentes. Ainda nesse trabalho observou-se que os ácidos, em geral, representam a 

classe química mais abundante em extratos obtidos por Soxhlet. 

Comparando os perfis cromatográficos dos extratos SCE e SCE-V verifica-se grandes 

similaridades entre estas amostras, indicando provável perda de massa do extrato 

supercrítico, sendo esta recolhida na armadilha Porapak-Q.  

O composto com tempo de retenção de 28,29 minutos é o composto majoritário em 

ambos os extratos analisados (SCE e SCE-V). Este composto não foi identificado (com alta 

probabilidade) pela biblioteca NIST, porém acredita-se que seja um éster derivado do ácido 

linoleico pelo padrão de fragmentação observado no espectro de massas desse composto 

(Faria et al., 2007). 

5.8 Espectrometria de Massas por ESI 

Os extratos de Melia azedarach foram submetidos às análises por espectrometria de 

massas no espectrômetro Citius - HRT operando no modo positivo e negativo. A partir de 

dados encontrados na literatura alguns picos foram associados a compostos anteriormente 

descritos na literatura, porém, como não há estudos sobre as saponinas desta espécie a 

identificação destas se torna um procedimento um pouco mais trabalhoso. 

A Figura 5.21 apresenta os espectros de massas do extrato supercrítico (SCE) no 

modo negativo e positivo. No modo negativo (Figura 5.21a) verifica-se que os três maiores 

sinais, em ordem decrescente, foram os íons moleculares [M-H]- m/z 279, m/z 227 e m/z 255. 

Estes sinais correspondem ao ácido linoleico (3), ácido palmítico (1) e ácido mirístico (2), 
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414, similar ao composto identificado por análise de cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas, na qual este foi identificado como sendo o γ-sitosterol (esteroide).  

O íon m/z 471 (Figura 5.21b, 5) foi identificado por Wu et al. (2009) como um 

esteroide ((20S)-5-ergostene-3β,7α,16β,20-tretol) em folhas de Melia azedarach na forma de 

um aduto de sódio representado por [M+Na]+ 471 m/z.  

Por outro lado, o íon 6, em m/z 535, foi identificado, em cascas desta espécie, por Wu 

et al. (2011) como um triterpenoide (3β-acetoxy-12β-hidroxy-eupha-7,24-dien-21,16β-

olide). 

Por fim, sugere-se que o íon molecular em m/z 584 [M+H]+ (Figura 5.21b) represente 

a azedaraquina C (7), um limonoide presente em partes de Melia azedarach e que apresenta 

atividade inseticida. Ele foi identificado pela primeira vez por Huang et al. (1995) em cascas 

da raiz desta espécie. 

A Figura 5.22 representa o espectro de massas no modo negativo (ESI(-)-MS) do 

extrato supercrítico com etanol (SCEE). Observa-se presença de compostos fenólicos neste 

extrato, sendo estes o ácido cafeico (m/z 179 [M-H]-, composto 9) e o ácido málico (m/z 133 

[M-H]-, composto 8), anteriormente descritos em frutos desta espécie (Aoudia et al., 2012). 
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6. Conclusões

Extratos hidroalcoólicos (HE) de Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha 

apresentaram maior rendimento de extração comparado aos extratos obtidos com outros 

solventes (SCE, SCEE, EE). Quanto maior a polaridade do solvente utilizado na extração 

maior o rendimento de extração obtido, ou seja, HE > EE > SCEE > SCE, indicando presença 

majoritária de compostos de alta polaridade em raízes de ginseng brasileiro. 

O rendimento global de extração para Hebanthe eriantha foi maior que o obtido por 

métodos convencionais de extração que utilizam metanol como solvente. 

Na extração com frutos de Melia azedarach, não foi verificada uma tendência quanto 

à polaridade do solvente utilizado e o rendimento da extração. O extrato etanólico (EE) 

apresentou o maior rendimento de extração para esta espécie. Os demais extratos 

apresentaram-se na seguinte ordem: HE > SCE > SCEE. 

As análises por CCD mostraram que o processo de extração foi seletivo de acordo 

com a polaridade do solvente para todas as matrizes vegetais estudadas. O extrato 

supercrítico não apresentou saponinas e os demais extratos forneceram frações enriquecidas 

em diferentes grupos de compostos (saponinas). 

Os extratos obtidos pela mistura de dióxido de carbono e etanol (70:30 m/m) (SCEE) 

apresentaram maior capacidade de redução da tensão superficial para as três matrizes 

vegetais estudadas, sugerindo que esta capacidade está associada à presença de saponinas de 

menor polaridade no extrato. 

A capacidade de redução da tensão superficial dos extratos SCEE de Pfaffia 

glomerata e Hebanthe eriantha foi similar à da surfactina, um excelente biossurfactante 

capaz de reduzir a tensão superficial da água para 27 mN.m-1. E ainda, verificou-se que as 

saponinas de ginseng brasileiro apresentam CMC ≤ 20 mg.mL-1, diferentemente das 

saponinas presentes em Melia azedarach. 
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Os extratos hidroalcoólico (HE) e supercrítico com etanol (SCEE) de Melia 

azedarach se destacaram em relação à concentração e rendimento de extração em compostos 

fenólicos. Porém, é importante ressaltar que, apesar da concentração destes compostos no 

extrato hidroalcoólico (HE) serem baixas comparadas a extratos de outras fontes vegetais, 

este extrato pode ser obtido como coproduto no processo de extração de saponinas que 

apresentam ação surfactante (mais concentradas no extrato SCEE). 

Não foi detectada presença significativa de compostos voláteis em frutos de Melia 

azedarach por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo verificada 

presença de ácidos graxos no extrato SCE-V, assim como no extrato SCE. 

Em relação à análise por espectrometria de massas (ESI-MS) de extratos de Melia 

azedarach, foram identificados ácidos graxos (ácido linoleico, ácido palmítico e ácido 

mirístico), dois esteroides, um triterpeno e azedaraquina C (limonoide) em extratos SCE; e 

compostos fenólicos (ácido cafeico e ácido málico) nos demais extratos.  

Resumidamente, o processo de extração sequencial em leito fixo utilizando solventes 

“verdes” mostrou ser uma boa alternativa ao uso de solventes orgânicos para extrair e 

fracionar as saponinas presentes em diferentes fontes vegetais, incluindo espécies ricas em 

saponinas como Pfaffia glomerata e Hebanthe eriantha, e matrizes vegetais com composição 

bastante diversificada como frutos de Melia azedarach.  

Além disso, os bons resultados obtidos de tensão superficial para extratos SCEE das 

três matrizes vegetais indicam a seletividade do dióxido de carbono supercrítico para extrair 

saponinas com maior capacidade para reduzir tensão superficial de soluções aquosas quando 

este é utilizado com etanol como cossolvente. 

Futuramente, deseja-se extrair e fracionar saponinas presentes nestas matrizes 

vegetais utilizando o scCO2 como antissolvente para precipitar os compostos de interesse. 

No entanto, vale ressaltar que o desenvolvimento de uma metodologia para quantificação das 

saponinas presentes nestes extratos seria um importante complemento para este trabalho.
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 Apêndice B - Resultados Preliminares 

 
 

Figura B.1 Cinética de extração em leito fixo em etapas sequenciais (SCE, SCEE, EE, HE) a partir do extrato 

metanólico convencional de Pfaffia glomerata. 
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 Apêndice D - Dados de Extração 

Tabela D.1 Dados da extração sequencial em leito fixo de raízes de Pfaffia glomerata – Corrida 1 (massa 

amostra inicial: 7,0926 g). 

 
Ponto Tempo (min)  

Massa Acumulada (g)  Rendimento global 
Acumulado (%) 

 CO2 Etanol Etanol/Água Solvente Extrato  
 - 0 - - - 0,00 0,000 0,00 

sc
C

O
2 

1 20 33,00 - - 33,00 0,002 0,03 
2 40 66,00 - - 66,00 0,003 0,05 
3 60 99,00 - - 99,00 0,005 0,07 
4 90 148,50 - - 148,50 0,007 0,10 
5 120 198,00 - - 198,00 0,011 0,15 
6 150 247,50 - - 247,50 0,011 0,16 

 7 180 297,00 - - 297,00 0,012 0,17 

sc
C

O
2 

+ 
E

ta
no

l 

8 15 24,75 11,13 - 35,88 0,002 0,19 
9 30 49,50 20,49 - 69,99 0,006 0,25 

10 45 74,25 31,09 - 105,34 0,008 0,28 
11 60 99,00 41,70 - 140,70 0,011 0,32 
12 80 132,00 56,54 - 188,54 0,014 0,37 
13 100 165,00 70,91 - 235,91 0,016 0,39 
14 120 198,00 84,80 - 282,80 0,019 0,43 
15 150 247,50 106,00 - 353,50 0,021 0,47 
16 180 297,00 127,91 - 424,91 0,024 0,50 
17 240 396,00 169,13 - 565,13 0,028 0,56 
18 300 495,00 212,24 - 707,24 0,032 0,61 

E
ta

no
l 

19 15 - 10,60 - 10,60 0,010 0,76 
21 30 - 21,20 - 21,20 0,016 0,83 
22 45 - 32,86 - 32,86 0,020 0,90 
23 60 - 42,40 - 42,40 0,024 0,95 
24 80 - 56,54 - 56,54 0,028 1,01 
25 100 - 70,67 - 70,67 0,032 1,06 
26 120 - 84,80 - 84,80 0,037 1,13 
27 150 - 106,00 - 106,00 0,043 1,22 
28 180 - 127,21 - 127,21 0,049 1,30 
29 240 - 169,61 - 169,61 0,058 1,43 
30 300 - 212,01 - 212,01 0,067 1,56 
31 360 - 254,41 - 254,41 0,076 1,69 

E
ta

no
l +

 Á
gu

a 

32 15 - - 15,68 15,68 0,005 1,77 
33 30 - - 22,94 22,94 0,021 1,98 
34 45 - - 34,41 34,41 0,092 2,98 
35 60 - - 45,88 45,88 0,138 3,64 
36 80 - - 61,18 61,18 0,181 4,24 
37 100 - - 76,47 76,47 0,214 4,70 
38 120 - - 91,76 91,76 0,251 5,23 
39 150 - - 114,70 114,70 0,287 5,74 
40 180 - - 137,64 137,64 0,323 6,25 
41 240 - - 183,53 183,53 0,387 7,15 
44 300 - - 229,41 229,41 0,442 7,92 
45 360 - - 275,29 275,29 0,490 8,60 
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Tabela D.2 Dados da extração sequencial em leito fixo de raízes de Pfaffia glomerata – Corrida 2 (massa 

amostra inicial: 7,0708 g). 

 
Ponto Tempo (min)  

Massa Acumulada (g)  Rendimento global 
Acumulado (%)  CO2 Etanol Etanol/Água Solvente Extrato 

 - 0 - - - 0,00 0,000 0,00 

sc
C

O
2 

1 20 33,00 - - 33,00 0,002 0,03 
2 40 66,00 - - 66,00 0,005 0,07 
3 60 99,00 - - 99,00 0,007 0,10 
4 90 148,50 - - 148,50 0,009 0,13 
5 120 198,00 - - 198,00 0,011 0,16 
6 150 247,50 - - 247,50 0,014 0,19 

 7 180 297,00 - - 297,00 0,016 0,22 

sc
C

O
2 

+ 
E

ta
no

l 

8 15 24,75 11,72 - 36,47 0,002 0,25 
9 30 49,50 22,85 - 72,35 0,006 0,31 

10 45 74,25 33,98 - 108,23 0,009 0,35 
11 60 99,00 44,76 - 143,76 0,012 0,39 
12 80 132,00 59,42 - 191,42 0,016 0,45 
13 100 165,00 74,08 - 239,08 0,019 0,50 
14 120 198,00 89,28 - 287,28 0,023 0,55 
15 150 247,50 110,95 - 358,45 0,026 0,60 
16 180 297,00 131,54 - 428,54 0,031 0,66 
17 240 396,00 175,14 - 571,14 0,037 0,74 
18 300 495,00 215,95 - 710,95 0,040 0,83 

E
ta

no
l 

19 15 - 10,60 - 10,60 0,018 1,09 
21 30 - 21,20 - 21,20 0,025 1,18 
22 45 - 31,80 - 31,80 0,028 1,23 
23 60 - 42,40 - 42,40 0,031 1,27 
24 80 - 56,54 - 56,54 0,035 1,32 
25 100 - 70,67 - 70,67 0,038 1,37 
26 120 - 84,80 - 84,80 0,042 1,42 
27 150 - 106,00 - 106,00 0,047 1,49 
28 180 - 127,21 - 127,21 0,052 1,57 
29 240 - 169,61 - 169,61 0,059 1,66 
30 300 - 212,01 - 212,01 0,066 1,76 
31 360 - 254,41 - 254,41 0,071 1,84 

E
ta

no
l +

 Á
gu

a 

32 15 - - 11,47 11,47 0,009 1,96 
33 30 - - 22,94 22,94 0,036 2,35 
34 45 - - 34,41 34,41 0,165 4,17 
35 60 - - 45,88 45,88 0,248 5,35 
36 80 - - 61,18 61,18 0,328 6,48 
37 100 - - 76,47 76,47 0,393 7,40 
38 120 - - 91,76 91,76 0,452 8,23 
39 150 - - 114,70 114,70 0,518 9,16 
40 180 - - 137,64 137,64 0,566 9,84 
41 240 - - 183,53 183,53 0,639 10,87 
44 300 - - 229,41 229,41 0,688 11,57 
45 360 - - 275,29 275,29 0,724 12,08 
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Tabela D.3 Dados da extração sequencial em leito fixo de raízes de Pfaffia glomerata – Corrida 3 (massa 

amostra inicial: 7,0405 g). 

Etapa Ponto Tempo (min)  
Massa (g) Rendimento global 

Acumulado (%) CO2 Etanol Etanol/Água Extrato 

scCO2 1 180,00 297,0 - - 0,01 0,08 

scCO2 + 

Etanol 
2 300,00 495,0 219,08 - 0,04 0,68 

Etanol 3 360,00 - 254,41 - 0,06 1,58 

Etanol + 
Água 

4 360,00 - - 275,29 0,25 5,14 
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Tabela D.4 Dados da extração sequencial em leito fixo de raízes de Hebanthe eriantha – Corrida 1 (massa 

amostra inicial: 7,3319 g). 

 
Ponto Tempo (min)  

Massa Acumulada (g)  Rendimento global 
Acumulado (%)  CO2 Etanol Etanol/Água Solvente Extrato 

 - 0 - - - 0,00 0,000 0,00 

sc
C

O
2 

1 20 33,00 - - 33,00 0,001 0,02 
2 40 66,00 - - 66,00 0,003 0,04 
3 60 99,00 - - 99,00 0,005 0,07 
4 90 148,50 - - 148,50 0,008 0,11 
5 120 198,00 - - 198,00 0,010 0,13 
6 150 247,50 - - 249,15 0,012 0,16 

 7 180 297,00 - - 297,00 0,013 0,18 

sc
C

O
2 
+ 

E
ta

no
l 

8 15 24,75 11,43 - 36,18 0,001 0,20 
9 30 49,50 22,97 - 72,47 0,009 0,31 

10 45 74,25 33,86 - 108,11 0,013 0,35 
11 60 99,00 44,88 - 143,88 0,016 0,39 
12 80 132,00 59,24 - 191,24 0,019 0,45 
13 100 165,00 73,61 - 238,61 0,022 0,49 
14 120 198,00 87,81 - 285,81 0,026 0,53 
15 150 247,50 109,07 - 356,57 0,030 0,59 
16 180 297,00 130,21 - 427,21 0,032 0,62 
17 240 396,00 172,31 - 568,31 0,038 0,70 
18 300 495,00 215,54 - 710,54 0,042 0,76 

E
ta

no
l 

19 15 - 10,60 - 10,60 0,008 0,86 
21 30 - 21,20 - 21,20 0,012 0,92 
22 45 - 31,80 - 31,80 0,016 0,98 
23 60 - 42,40 - 42,40 0,020 1,04 
24 80 - 56,54 - 56,54 0,025 1,10 
25 100 - 70,67 - 70,67 0,029 1,16 
26 120 - 84,80 - 84,80 0,033 1,22 
27 150 - 106,00 - 106,00 0,039 1,28 
28 180 - 127,21 - 127,21 0,044 1,35 
29 240 - 169,61 - 169,61 0,052 1,46 
30 300 - 212,01 - 212,01 0,059 1,56 
31 360 - 254,41 - 254,41 0,067 1,67 

E
ta

no
l +

 Á
gu

a 

32 15 - - 11,47 11,47 0,008 1,77 
33 30 - - 22,94 22,94 0,019 1,93 
34 45 - - 34,41 34,41 0,171 4,00 
35 60 - - 45,88 45,88 0,478 8,19 
36 80 - - 61,18 61,18 0,836 13,07 
37 100 - - 76,47 76,47 1,113 16,85 
38 120 - - 91,76 91,76 1,330 19,81 
39 150 - - 114,70 114,70 1,599 23,48 
40 180 - - 137,64 137,64 1,809 26,33 
41 240 - - 183,53 183,53 2,044 29,55 
44 300 - - 229,41 229,41 2,237 32,17 
45 360 - - 275,29 275,29 2,391 34,27 
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Tabela D.5 Dados da extração sequencial em leito fixo de raízes de Hebanthe eriantha – Corrida 2 (massa 

amostra inicial: 7,0556 g). 

 
Ponto Tempo (min)  

Massa Acumulada (g)  Rendimento global 
Acumulado (%)  CO2 Etanol Etanol/Água Solvente Extrato 

 - 0 - - - 0 0,000 0 

sc
C

O
2 

1 20 33,00 - - 33,00 0,001 0,02 
2 40 66,00 - - 66,00 0,003 0,04 
3 60 99,00 - - 99,00 0,005 0,08 
4 90 148,50 - - 148,50 0,008 0,11 
5 120 198,00 - - 198,00 0,010 0,14 
6 150 247,50 - - 247,50 0,013 0,18 

 7 180 297,00 - - 297,00 0,014 0,20 

sc
C

O
2 

+ 
E

ta
no

l 

8 15 24,75 10,72 - 35,47 0,002 0,23 
9 30 49,50 21,14 - 70,64 0,010 0,34 

10 45 74,25 31,98 - 106,23 0,013 0,38 
11 60 99,00 42,28 - 141,28 0,016 0,43 
12 80 132,00 56,89 - 188,89 0,020 0,48 
13 100 165,00 70,79 - 235,79 0,023 0,52 
14 120 198,00 84,86 - 282,86 0,025 0,56 
15 150 247,50 106,00 - 353,50 0,028 0,60 
16 180 297,00 127,26 - 424,26 0,032 0,65 
17 240 396,00 169,78 - 565,78 0,037 0,73 
18 300 495,00 212,01 - 707,01 0,044 0,82 

E
ta

no
l 

19 15 - 10,60 - 10,60 0,006 0,91 
21 30 - 21,20 - 21,20 0,010 0,97 
22 45 - 31,80 - 31,80 0,014 1,02 
23 60 - 42,40 - 42,40 0,019 1,10 
24 80 - 56,54 - 56,54 0,023 1,14 
25 100 - 70,67 - 70,67 0,028 1,21 
26 120 - 84,80 - 84,80 0,032 1,28 
27 150 - 106,00 - 106,00 0,039 1,38 
28 180 - 127,21 - 127,21 0,043 1,44 
29 240 - 169,61 - 169,61 0,052 1,56 
30 300 - 212,01 - 212,01 0,061 1,68 
31 360 - 253,35 - 253,35 0,068 1,79 

E
ta

no
l +

 Á
gu

a 

32 15 - - 11,47 11,47 0,081 2,94 
33 30 - - 22,94 22,94 0,616 10,52 
34 45 - - 34,41 34,41 1,069 16,95 
35 60 - - 45,88 45,88 1,364 21,13 
36 80 - - 61,18 61,18 1,621 24,76 
37 100 - - 76,47 76,47 1,801 27,32 
38 120 - - 91,76 91,76 1,934 29,21 
39 150 - - 114,70 114,70 2,073 31,17 
40 180 - - 137,64 137,64 2,161 32,41 
41 240 - - 183,53 183,53 2,324 34,73 
44 300 - - 229,41 229,41 2,441 36,39 
45 360 - - 275,29 275,29 2,534 37,70 
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Tabela D.6 Dados da extração sequencial em leito fixo de raízes de Hebanthe eriantha – Corrida 3 (massa 

amostra inicial: 7,0620 g). 

Etapa Ponto Tempo (min)  
Massa (g) Rendimento global 

Acumulado (%) CO2 Etanol Etanol/Água Extrato 

scCO2 1 180,00 297,0 - - 0,01 0,14 

scCO2 + 

Etanol 
2 300,00 495,0 216,60 - 0,04 0,67 

Etanol 3 360,00 - 254,41 - 0,06 1,46 

Etanol + 
Água 

4 360,00 - - 275,29 1,07 16,55 
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Tabela D.7 Dados da extração sequencial em leito fixo de frutos de Melia azedarach – Corrida 1 (massa 

amostra inicial: 7,0759 g). 

 
Ponto Tempo (min)  

Massa Acumulada (g)  Rendimento global 
Acumulado (%)  CO2 Etanol Etanol/Água Solvente Extrato 

 - 0 - - - 0,00 0,00 0,00 

sc
C

O
2 

1 20 33,0 - - 33,00 0,23 3,25 
2 40 66,0 - - 66,00 0,35 4,90 
3 60 99,0 - - 99,00 0,43 6,12 
4 90 148,5 - - 148,50 0,49 6,93 
5 120 198,0 - - 198,00 0,53 7,54 
6 150 247,5 - - 247,50 0,57 8,01 
7 180 297,0 - - 297,00 0,58 8,23 

 8 240 396,0 - - 396,00 0,60 8,45 
 9 300 495,0 - - 495,00 0,64 8,97 

sc
C

O
2 
+ 

E
ta

no
l 

10 15 24,8 10,9 - 35,70 0,00 9,03 
11 30 49,5 21,9 - 71,41 0,08 10,12 
12 45 74,2 31,7 - 105,93 0,11 10,60 
13 60 99,0 41,9 - 140,93 0,15 11,15 
14 80 132,0 56,3 - 188,30 0,19 11,68 
15 100 165,0 70,3 - 235,32 0,23 12,16 
16 120 198,0 84,6 - 282,57 0,25 12,52 
17 150 247,5 105,8 - 353,27 0,29 13,11 
18 180 297,0 126,8 - 423,80 0,33 13,59 
19 240 396,0 169,6 - 565,61 0,39 14,50 
20 300 495,0 212,0 - 707,01 0,45 15,33 
21 360 594,0 254,4 - 848,41 0,48 15,81 

E
ta

no
l 

22 15 - 10,6 - 10,60 0,21 18,34 
23 30 - 21,2 - 21,20 0,34 20,20 
24 45 - 31,8 - 31,80 0,44 21,61 
25 60 - 42,4 - 42,40 0,53 22,82 
26 80 - 56,5 - 56,54 0,63 24,21 
27 100 - 70,7 - 70,67 0,71 25,42 
28 120 - 84,8 - 84,80 0,79 26,50 
29 150 - 106,0 - 106,00 0,89 27,88 
30 180 - 127,2 - 127,21 0,97 29,02 
31 240 - 169,6 - 169,61 1,10 30,85 
32 300 - 212,0 - 212,01 1,20 32,25 
33 360 - 254,4 - 254,41 1,28 33,41 

E
ta

no
l +

 Á
gu

a 

34 15 - - 11,5 11,47 0,02 33,66 
35 30 - - 23,2 23,32 0,07 34,41 
36 45 - - 34,4 34,41 0,22 36,49 
37 60 - - 45,9 45,88 0,38 38,77 
38 80 - - 61,2 61,18 0,51 40,57 
39 100 - - 76,5 76,47 0,59 41,81 
40 120 - - 91,9 91,95 0,66 42,74 
41 150 - - 114,7 114,70 0,73 43,74 
42 180 - - 137,6 137,64 0,77 44,33 
43 240 - - 183,5 183,53 0,82 44,97 
44 300 - - 229,4 229,41 0,84 45,34 
45 360 - - 275,3 275,29 0,86 45,62 
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Tabela D.8 Dados da extração sequencial em leito fixo de frutos de Melia azedarach – Corrida 2  (massa 

amostra inicial: 7,0824 g). 

 
Ponto Tempo (min)  

Massa Acumulada (g)  Rendimento global 
Acumulado (%)  CO2 Etanol Etanol/Água Solvente Extrato 

 - 0 - - - 0,00 0,00 0,00 

sc
C

O
2 

1 20 33,0 - - 33,00 0,18 2,59 
2 40 66,0 - - 66,00 0,29 4,03 
3 60 99,0 - - 99,00 0,35 5,00 
4 90 148,5 - - 148,50 0,40 5,65 
5 120 198,0 - - 198,00 0,44 6,18 
6 150 247,5 - - 247,50 0,47 6,59 
7 180 297,0 - - 297,00 0,49 6,89 

 8 240 396,0 - - 396,00 0,50 7,08 
 9 300 495,0 - - 495,00 0,52 7,28 

sc
C

O
2 

+ 
E

ta
no

l 

10 15 24,8 11,3 - 36,06 0,00 7,30 
11 30 49,5 22,2 - 71,76 0,07 8,30 
12 45 74,2 32,3 - 106,58 0,10 8,68 
13 60 99,0 42,3 - 141,23 0,12 9,03 
14 80 132,0 56,5 - 188,54 0,16 9,60 
15 100 165,0 70,2 - 235,26 0,19 9,93 
16 120 198,0 84,5 - 282,45 0,21 10,24 
17 150 247,5 106,4 - 353,86 0,25 10,79 
18 180 297,0 127,0 - 424,03 0,28 11,22 
19 240 396,0 169,1 - 565,08 0,33 11,98 
20 300 495,0 211,7 - 706,66 0,38 11,83 
21 360 594,0 255,0 - 849,00 0,42 12,61 

E
ta

no
l 

22 15 - 10,6 - 10,60 0,12 14,31 
23 30 - 21,2 - 21,20 0,24 16,00 
24 45 - 31,8 - 31,80 0,35 17,48 
25 60 - 42,4 - 42,40 0,44 18,78 
26 80 - 56,5 - 56,54 0,54 20,30 
27 100 - 70,7 - 70,67 0,64 21,61 
28 120 - 84,8 - 84,80 0,72 22,72 
29 150 - 106,0 - 106,00 0,82 24,15 
30 180 - 127,2 - 127,21 0,91 25,44 
31 240 - 169,6 - 169,61 1,06 27,51 
32 300 - 212,0 - 212,01 1,17 29,09 
33 360 - 254,4 - 254,41 1,26 30,34 

E
ta

no
l +

 Á
gu

a 

34 15 - - 11,5 11,47 0,04 30,89 
35 30 - - 22,9 22,94 0,18 32,87 
36 45 - - 34,4 34,41 0,28 34,29 
37 60 - - 45,9 45,88 0,37 35,52 
38 80 - - 61,2 61,18 0,47 36,92 
39 100 - - 76,5 76,47 0,55 38,09 
40 120 - - 91,8 91,76 0,62 39,09 
41 150 - - 114,7 114,70 0,70 40,25 
42 180 - - 137,6 137,64 0,76 41,11 
43 240 - - 183,5 183,53 0,84 42,15 
44 300 - - 229,4 229,41 0,88 42,73 
45 360 - - 275,3 275,29 0,91 43,14 
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Tabela D.9 Dados da extração sequencial em leito fixo de frutos de Melia azedarach – Corrida 3 (massa 

amostra inicial: 7,0869 g). 

Etapa Ponto Tempo (min)  
Massa (g) Rendimento global 

Acumulado (%) CO2 Etanol Etanol/Água Extrato 

scCO2 1 300,00 495,00 - - 0,45 6,39 

scCO2 + 

Etanol 
2 360,00 594,00 256,53 - 0,53 13,93 

Etanol 3 360,00 - 254,41 - 1,49 35,02 

Etanol + 
Água 

4 360,00 - - 275,29 0,85 47,03 
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Figura G.3 Cromatograma do extrato supercrítico (SCE) de frutos de Melia azedarach utilizando método 2. 
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