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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo a obtengao de extratos naturais por meio
da combinacdo de processos de extragdo. Extratos foram obtidos a partir de
extracdo em uma etapa ou em duas etapas; neste ultimo caso a primeira etapa foi
com CO; supercritico (400 bar, 60 °C) e a segunda etapa, etanol (25 °C) ou agua
(60 °C). Foram empregadas as seguintes matrizes vegetais: B. dracunculifolia, E.
uniflora, C. longa L. , A. annua e B. pilosa. Todos os extratos foram caracterizados
quanto ao conteudo de compostos fendlicos totais, de flavondides totais e
concentragdo de algumas substancias alvo especificas: acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (DHCA, artepillin C) em extratos da B. dracunculifolia, artemisinina
em extratos de A. annua e curcumina em extratos de C. longa L. Foi determinada
a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e descoloragao de beta caroteno
(DBC), e atividade antiplasmodica. O estudo foi complementado com a obtencao
de dados experimentais de solubilidade de esqualeno em CO, supercritico a 40,
50 e 60 °C nas pressdes de 100, 200, 300 e 400 bar. Dados de solubilidade da
artemisinina em CO, supercritico reportados na literatura foram usados. Para este
dois sistemas foi estudada a capacidade de equacdes de estado e modelos

empiricos na descricdo termodinadmica do seu comportamento.
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A analise de resultados mostrou que a combinagcdo de processos resulta
em uma estratégia eficiente para obtencdo de extratos com diferentes
composi¢cbes e funcionalidade. Nesse sentido, a influéncia da extragéo
supercritica como primeira etapa é dependente da matriz vegetal estudada e do
solvente empregado na segunda etapa. Nas matrizes B. dracunculifolia, B. pilosa
e A annua, processos em etapa unica com etanol permitem obter extratos mais
concentrados em compostos da familia dos flavondides. O CO, supercritico e
etanol permitiram obter extratos mais concentrados em artemisinina (95,1 mg/g e
95,6 mg/g). Artepilin C foi extraido com maior eficiéncia com CO, supercritico
(17,26 mg/g e 26,40 mg/g para duas amostras da B. dracunculifolia). Para
processo em duas etapas, a influéncia da extracdo com CO, supercritico sobre a
etapa posterior de extragao etandlica foi positiva, obtendo-se extratos 1,6 vezes
mais concentrados em curcumina a partir da C. longa, e em compostos fendlicos
a partir da B. dracunculifolia, C. longa, A, annua e B. pilosa.

Os resultados para atividade antioxidante mostram que extratos etandlicos
(E, SCE) apresentam alta atividade para extratos de B. dracunculifolia, E. uniflora
e C. longa, tanto no método do DPPH, quanto no método de descolaragao do -
caroteno (DBC). Em relag&o a atividade antiplasmddica, a extragdo etandlica em
duas etapas, a partir de B. pilosa, permitiu obter extratos mais ativos dentre os
estudados, com concentragao inibitéria (ICso) igual a 126,3 ug/mL.

A modelagem termodindmica de dados de solubilidade de artemisina e
esqualeno em scCO, mostrou que a equagdo cubica de Peng-Robinson
apresentou melhor descricdo do comportamento termodinamico em relacdo a
equacao GC EOS (equacéao de estado por contribuicdo de grupos). O modelo GC
EOS, descreve parcialmente o comportamento experimental da solubiliade do
esqualeno em dioxido de carbono supercritico, resultando fortemente
dependentes dos parametros dos compostos puros e dos métodos usados na

predicdo dos mesmos.
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Atividade antiplasmaddica.
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ABSTRACT

This study aimed to obtain extracts by combination of extraction processes. These
extracts were obtained from single extraction step or two steps, in the latter case the first
step was with supercritical CO, (60 °C and 400 bar) and a second step, ethanol (25 °C) or
water (60 °C). We used the following matrices plant B. dracunculifolia, E. uniflora, C. longa
L. A. annua and B. pilosa. All extracts were analyzed for content of total phenolics, total
flavonoids and concentration of specific target substances: 3.5-cinnamic acid-4-
hydroxycinnamic (DHCA, artepillin C) in extracts of B. dracunculifolia, artemisinin in
extracts of A. annua and curcumin in extracts of C. longa L. Functional properties were
determined: antioxidant activity by DPPH and B-carotene bleaching (DRB) assays and
antiplasmodial activity. The study was complemented with the experimental determination
of squalene solubility in supercritical CO, at 40, 50 and 60 ° C at pressures of 100, 200,
300 and 400 bar. Data solubility of artemisinin in supercritical CO, reported in the literature
were used. For these two systems we studied the ability of equations of state and

empirical models in the thermodynamic description of their behavior.

The results showed that combination processes is an effective strategy to obtain extracts
with different compositions and functionality. It was found that the influence of supercritical
CO, extraction as a first extraction step varies with plant matrix and solvent used on the
second step. For B. dracunculifolia, B. pilosa and A. annua, ethanolic one-step processes,

produces more concentrated extracts on flavonoids compounds. The supercritical CO, and



ethanol on single step process allows to obtain more concentrated extracts on artemisinin
(95.1 mg/g and 95.6 mg/g, respectively). Artepillin C was more efficiently extracted from
B. dracunculifolia with supercritical CO, (17.26 mg/g and 26.40 mg/g for two samples of B.
dracunculifolia). For two step process, positive influence of previous supercritical CO,
extraction on the later ethanolic stage, producing extracts 1.6 times more concentrated on
curcumin from C. longa, and phenolic compounds from B. dracunculifolia, C. Longa, A.

anua and B. pilosa.

Results for antioxidant activity showed that ethanolic extracts (E, SCE) from B.
dracunculifolia, E. uniflora and C. longa, had high activity on DPPH and B-carotene
bleaching (DBC) assays. For antiplasmodial activity, ethanolics extracts from B. pilosa on
two steps process were the most active among those studied, with inhibitory concentration
(ICso) equal to 126.3 mg / mL.

Thermodynamic modeling for artemisinin and squalene solubility in supercritical CO,
showed best performance for Peng-Robinson equation in to describing thermodynamic
behavior than GC EOS Equation (Group contribution Equation of State), which partially
describes the behavior of squalene solubility. In all cases the results were found strongly

dependent on the parameters of pure compounds and methods used to predict them.

Keywords: Supercritical extraction, B. dracunculifolia, E.uniflora, C. Longa, A. annua, B.
pilosa, Artepillin C, Artemisinin, Curcumin, Antioxidant activity Antiplasmodial activity.
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Atualmente, preocupados com a saude, os consumidores buscam cada vez
mais produtos naturais de melhor qualidade e livres de tracos de solventes
organicos. Por outro lado, como problemas ambientais decorrentes da liberagéo
de residuos industriais toxicos ao meio ambiente sédo frequentes, a legislagado que
regula esses residuos fica cada vez mais restritiva, pois acidentes envolvendo
solventes toxicos representam riscos para o0 meio ambiente e para a saude
humana. Este contexto tem criado demanda no setor produtivo por processos que
possam minimizar o impacto ambiental, diminuindo ou eliminando totalmente a
geragcédo de residuos toxicos, tendo também direcionado o setor académico a
pesquisar processos alternativos que possam atender a essas novas demandas.

A agua, o etanol e mais outros solventes organicos sdo os solventes
tradicionalmente empregados na obtencdo de extratos naturais. Processos de
separagcdo que empregam o dioxido de carbono supercritico (scCO,) como
substituto dos solventes organicos apresenta-se como uma das opg¢des de
destaque para se obter extratos naturais contendo substancias bioativas. Quando
aplicado a alimentos e farmacos, produzem extratos e residuos limpos, tendo em
vista que o CO; é inerte e ndo téxico. No entanto como a extragdo com CO,
supercritico esta restrita a extracdo de substancias apolares e/ou de baixa
polaridade, os extratos etandlicos e aquosos continuam sendo interessantes, pois
possuem polaridades diferentes a do scCO, e ndo existem restricoes ao uso
desses solventes.

Extratos contendo substidncias com potencial antioxidante, antimicrobiano,
anti-inflamatorio, cicatrizante, anestésico, antitripanossomal, anticariogénico,
antiviral, anticarcinogénico, antimalarico estdo sendo usados pelas industrias
farmacéuticas como substitutos de produtos sintéticos e pelas industrias de
alimentos na forma de alimentos funcionais. Os antioxidantes naturais sdo de
grande interesse, pois além de serem uma alternativa como substitutos de
antioxidantes sintéticos, a acao inibitdria sobre os radicais livres esta relacionada
com efeitos benéficos a saude, apresentando papel importante dentro do contexto

dos alimentos funcionais. A atividade antioxidante tem sido atribuida a varios
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constituintes de alimentos, como vitamina C, tocoferdis, esqualeno, carotendides,
antocianinas, e especialmente compostos fendlicos.

Nos extratos, a presenca de compostos de interesse vai depender da natureza
do solvente usado e da natureza dos compostos de interesse quanto ao seu grau
de polaridade e massa molar. Os extratos ora sdo extraidos com agua, ora com
alcool etilico ou ainda com outros solventes organicos de diferentes polaridades.
O diéxido de carbono, que é apolar, pode ser empregado como solvente ou como
anti-solvente em processos de separacdes fisicas. Muitas vezes este solvente
pode ser interessante para concentrar componentes que sdo pouco soluveis em
CO,, como exemplo, retirar componentes lipossoluveis presentes em extratos
etandlicos, concentrando os componentes polares, ou ainda usar a tecnologia
supercritica como pré-tratamento da matriz sélida. Outra grande vantagem do CO,
como solvente é que ele é facilmente separado dos extratos, ja que € um gas nas
condi¢cdes normais de temperatura e pressao.

Pretendeu-se, neste trabalho, obter extratos naturais de cinco plantas
empregando os seguintes solventes do tipo GRAS (Generally Recognized As
Safe): o dioxido de carbono supercritico, o etanol e a agua. No caso da extragéao
com dioxido de carbono supercritico, a extragao foi combinada com a extragao
convencional, obtendo-se primeiro o extrato supercritico e do seu residuo obteve-
se o extrato etandlico ou o aquoso. Nos extratos mediu-se o teor de fendis e de
flavonoides totais e de atividade antioxidante pelo método do DPPH (2,2’-difenil-1-
picrilhidrazila) e pelo método de descoloragdo do B-caroteno. Outras medidas
foram especificadas para cada extrato. A selecdo das espécies vegetais
obedeceu a disponibilidade de algumas informacdes previas referentes a etapa de
extragao supercritica, assim foram obtidos extratos de duas amostras de folhas de
alecrim-do-campo, de uma amostra de folhas de pitanga, de uma amostra de
folnas de Artemisia, de uma amostra de rizomas de curcuma e de uma amostra
de raizes de picao preto.

O principal objetivo das extragbes de folhas de alecrim-do-campo (Baccharis

dracunculifolia) foi o de obter extratos ricos em acidos hidroxicindmicos,
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principalmente em acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (conhecido como Artepillin
C). Neste caso os estudos ja realizados por Piantino’ (2008) indicaram que a
extragao de artepillin C de folhas de alecrim-do-campo com CO; supercritico a 60
°C e 400 bar produz extratos com rendimento de extracdo duas vezes maior e
concentragdo aproximadamente 4 vezes maior de artepilin C que no extrato
etandlico. Para este caso selecionou-se uma planta (um acesso) com teor de
artepillin C superior a amostra ja estudada por Piantino (2008), de onde se coletou
também dois tipos de amostras, uma contendo todas as folhas e outra sé das
folhas mais jovens. Neste caso estudou-se também uma extragdo fracionada para
verificar o comportamento da extragao do artepillin C.

No caso dos extratos de folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.), Peixoto?
(2008) mostrou que a extragdo alcodlica produz extratos com elevada atividade
antioxidante e a extracdo supercritica produz extratos de baixa atividade
antioxidante (método DPPH). Assim é possivel que uma extracdo supercritica
seguida de uma extragcdo com etanol produza dois extratos diferenciados, um
extrato supercritico contendo os odleos volateis e um segundo extrato etandlico
bem mais concentrado em substancias antioxidantes que o extrato etandlico
proveniente da extragado convencional em etapa unica..

No caso dos extratos de raizes de picéo preto (Bidens pilosa L.), o objetivo foi
estudar sua funcionalidade quanto a atividade antiplasmddica (antimalarica).

No estudo da extragdo supercritica, grande esforgo experimental é necessario
para se determinar as condi¢gdes operacionais 6timas de temperatura e pressao.
Uma ferramenta muito util para auxiliar na otimizagdo do processo € a modelagem
termodinamica do equilibrio de fases, porque pode-se calcular o equilibrio de

fases, podendo predizer as melhores condicbes operacionais de temperatura e

" PIANTINO, C. R.. Extragdio de compostos fenélicos de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia)
com dioxido de carbono supercritico. 2008. 99 p. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos)
- Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2008.

2 PEIXOTO, C. A., Extracio supercritica de folhas de Eugenia Uniflora L. 2008. 153p. Tese (Doutorado
em Engenharia de Alimentos) - Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2008.
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pressao. No entanto, na maioria dos sistemas constituidos por extratos naturais e
CO; a pressodes elevadas, a modelagem néo se aplica devido a complexidade da
mistura ou ainda pela n&o existéncia de dados de equilibrio de sistemas binarios
envolvendo todos os componentes de interesse. Apenas alguns sistemas modelo
envolvendo substancias oriundas de produtos naturais estdo disponiveis na
literatura. Uma metodologia totalmente preditiva do equilibrio, que usa por
exemplo, o principio de contribuicdo de grupos, é mais adequada quando n&o se
tem dados experimentais de equilibrio nem propriedades dos componentes que
constituem o sistema. Skjold-Jgrgensen propés em 1984, com modificagbes em
1988, a equacdo GC-EOS (Group Contribution Equation of State, Equacédo de
estado por contribuicdo de grupos) que é derivada da combinagao de 4 principios:
1) equacéao de estado de van der Waals, 2) expressdo de Carnahan-Starling para
a esfera rigida, 3) equacdo NRTL e 4) principio de contribuicdo de grupos. Esta
equacao foi usada na predigdo de equilibrio de sistemas supercriticos, tais como
na desterpenacéo de 6leo de laranja com fluido supercritico (DIAZ3 et al., 2005),
em misturas de oleos com fluidos supercriticos (ESPINOSA? et al., 2002),
solubilidade de quercitina em CO; e etanol (CHAFER?® et al., 2004) dentre outros.
O equilibrio de fases e a influéncia das variaveis de processo na extragao
supercritica transcrita em termos da variacdo da composi¢ao dos componentes de
interesse foram avaliados a partir da modelagem termodindmica preditiva do
equilibrio. Foram empregadas as equagdes: GC-EOS (equacdo de esatdo por

contribuicdo de grupos), Peng-Robinson e diversos modelos empiricos. No

3 DIAZ, S., ESPINOSA, S., BRIGNOLE, E.A. Citrus peel oil deterpenation with supercritical fluids Optimal
process and solvent cycle design. The Journal of Supercritical Fluids, v. 35, p. 49-61, 2005.

4 ESPINOSA, S, FORNARI, T., BOTTINI, S., BRIGNOLE, E.A.. Phase equilibria in mixtures of fatty oils
and derivatives with near critical fluids using the GC-EOS model. The Journal of Supercritical Fluids, v.
23, p. 91-102, 2002.

> CHAFER, A., FORNARI, T., BERNA, A., STATEVA, R. Solubility of quercitin in supercritical CO2 +
ethanol as a modifier: measurements and thermodynamic modelling. The Journal of Supercritical Fluids,
v. 32, p. 89-96, 2004.
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entanto, devido a complexidade quimica dos extratos obtidos neste trabalho,

escolheram-se sistemas binarios, constituido por composto bioativo e scCO..

1.1 OBJETIVOS

1.1.2

1.1.2

Objetivos Gerais

Obter extratos naturais usando primeiramente o CO, supercritico, seguido
do etanol ou da agua como solventes, em etapa unica ou em duas etapas.
Medir o rendimento global, a atividade antioxidante, a concentracédo de
alguns componentes ou classe de componentes de interesse e verificar a

capacidade de equagdes na modelagem termodinémica.
Objetivos Especificos

Obter curvas de extragao para a extragao supercritica de folhas de pitanga
(Eugenia uniflora L.), para folhas de Alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia), para folhas de Artemisia (Artemisia annua L.), para
rizomas de Curcuma (Curcuma longa L.) e para raizes de picao preto
(Bidens pilosa L.), usando o dioxido de carbono a 400 bar e 60 °C. Obter o
rendimento global de extragdo e medir nos extratos, a atividade
antioxidante, a concentracio de fendis totais e a de flavondides totais.
Obter extratos etandlicos e aquosos a partir das matrizes vegetais de onde
se obteve o extrato supercritico. Medir o rendimento global de extragao,
atividade antioxidante, fendis totais e flavondides.

Medir a concentracdo e rendimento de extragdo do acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (artepillin C) nos extratos de alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia). Neste caso fazer também uma extragdo fracionada com

dioxido de carbono supercritico.
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e Medir o rendimento de volateis no extrato supercritico de folhas de pitanga,
alecrim-do-campo, artemisia, picdo pretoa, Curcuma.

e Aplicar teste biolégico para medir atividade antiplasmodica nos extratos de
picao preto (Bidens pilosa).

e Coletar e modelar dados de solubilidade em dioxido de carbono
supercritico de componentes oriundos de extratos naturais. Comparar com

a predicao de solubilidade empregando equagdes de estado.
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2.1.COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos sdo substancias quimicas sintetizadas de forma natural
pelos diferentes organismos vivos, os quais produzem efeito biolégico sobre
outros organismos vivos. Esta atividade bioldgica pode ter efeito terapéutico para
combater doencgas e/ou produzir efeitos toxicos em humanos e animais, podem
produzir também como mecanismos de defesa para se proteger contra 0 meio
ambiente, os chamados metabdlitos secundarios (COLEGATE e MOLYNEAUX,
2008). Os compostos bioativos de origem vegetal estdo envolvidos em processos
metabdlicos das plantas e também na interagdo delas com o meio ambiente, as
quais incluem: atracado de insetos polinizadores ou dispersadores de sementes,
protecao contra insetos ou animais herbivoros, prote¢cdo contra agao microbiana e
protecao contra a radiagao ultra-violeta do sol (DENNY e BUTTRISS, 2007).

Na atualidade existe grande interesse no emprego de compostos
biologicamente ativos, oriundos de fontes naturais, para serem incorporados a
formulagbes que permitam oferecer beneficios a saude, seja na forma de
alimentos funcionais, tais como produtos nutracéuticos, farmacéuticos, cosméticos
ou como medicinais para o tratamento de diversas doengas (MORAES e COLLA,
2006). Clardy e Walsh (2004) afirmam que os produtos naturais sdo a maior fonte
de inovagdo de agentes terapéuticos contra doengas infecciosas (bacterianas e
fungicas), canceres e imunomodulacao; além disso, relatou-se a origem natural de
muitas drogas em uso clinico atual (PATERSON e ANDERSON, 2005).

Estudos demonstraram melhoria da saude e baixa incidéncia de doencas
crOnicas associadas ao consumo de vegetais, frutas e graos, ndo somente pelos
nutrientes tradicionais presentes, também pela acdo dos compostos bioativos, os
quais interferem em processos quimicos e biolégicos geradores de doencgas
(AJILA et al., 2007; Institute of Food Technologists —IFT, 2005).

11



Capitulo 2

2.2 PROCESSOS DE EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Os extratos vegetais sdo preparagdes liquidas, semi-solidas ou solidas,
obtidas a partir de matrizes de origem biologico. Estes extratos s&o obtidos pelo
contato da matriz vegetal com diferentes solventes como agua ou solventes
organicos. No caso da produgéo de 6leos essenciais tem se empregado também
processos como: destilagdo por arraste de vapor, hidrodestilacdo, enfleurage,

solventes organicos e extragdo com diéxido de carbono supercritico.

2.2.1 Processos de extragdao que empregam solventes organicos

Os solventes organicos empregados em processos de extragdo devem ser
de baixo ponto de ebulicdo, tais como: metanol, etanol, acetato de etila,
diclorometano, acetona ou hexano (SHI et al ,2007). Os extratos sao oleoresinas,
que geralmente sdo constituidas por Oleos essenciais, resinas e acidos graxos
nao volateis (LEE e LEE, 2003). Geralmente os processos de extragcdo com
solventes organicos possuem baixa seletividade e os seus rendimentos de
extracdo sao maiores que os obtidos nos processos que empregam vapor de

agua ou dioxido de carbono supercritico.

Os processos comumente empregados na extragdo de compostos bioativos
de especiarias, sementes oleaginosas e de flores e raizes, sdo 0s processos
tradicionais como a maceracgao, onde se faz um contato estatico entre o solvente
e a matriz vegetal, e a percolagdo, onde o solvente escoa através de um leito da
matriz sélida. Nestes casos o contato é efetuado em um tempo pre-estabelecido,
ao final do qual se obtém o extrato liquido. Em alguns casos o solvente é

eliminado parcialmente por evaporagao sob vacuo.

Na atualidade, o emprego de solventes organicos em processos de
extragao de ingredientes funcionais e nutracéuticos a partir de matrizes biolégicas
tém limitagcdes ao seu uso devido aos problemas de saude publica ambiental e de

segurancga. Estes solventes devem reunir requisitos legais estabelecidos pelos

12
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orgaos governamentais dos diferentes paises, os quais de forma geral s&o: alto
grau de pureza, estabilidade quimica, inertes com os constituintes alimenticios,
baixo ponto de ebulicdo, ndo apresentar efeitos toxicos, e apresentar baixas

concentragdes no produto final (SHI et al., 2007).

2.2.2 Processos de extragao que empregam vapor de agua

O vapor de agua tem sido usado principalmente na extracdo de oleos
essenciais. Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de grande variedade de
substancias organicas com propriedades fisico-quimicas similares, principalmente
hidrocarbonetos da familia dos terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos) e também de compostos oxigenados (por exemplo: ésteres, aldeidos,
cetonas, alcodis, 6xidos e acidos organicos). Os 6leos essenciais sao constituidos
por substancias volateis de massa molar ao redor de 300 g/mol e possuem
propriedades distintas as dos 6leos vegetais, que sao constituidos de acilglicerdis
de acidos graxos. Os 6leos essenciais podem ser obtidos de diferentes partes das
plantas medicinais e especiarias como: folhas, raizes, rizomas, flores, frutos e

caule.

A industria de Oleos essenciais esta direcionada basicamente para a
producédo de flavor e fragrancias para seu emprego como ingredientes nas areas
farmacéutica, cosmética e de perfumaria, na elaboragao de produtos de limpeza,
de bebidas alcodlicas e nao alcodlicas, e também como conservantes. Por existir
variagbes no fornecimento de espécies vegetais e variagdes no rendimento de
extragdo e no custo do processamento do 6leo essencial, a industria tem se
auxiliado dos seus equivalentes sintéticos como alternativa aos 6leos essenciais

de origem natural.
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2.2.21 Destilagao por arraste a vapor

No método por arraste a vapor, emprega-se como solvente o vapor de agua
superaquecido (quando é produzido numa caldeira externa) ou saturado (quando
€ produzido no extrator). A extragcao inicia quando o vapor escoa através da matriz
vegetal levando consigo os compostos bioativos de carater volatil (Figura 2.12). O
vapor junto com os volatilizados s&o condensados e decantados, resultando em
duas fases liquidas insoluveis constituidas de hidrolato (dgua contendo pequena
quantidade de substancias) e oleo volatil. Durante o processo, alguns compostos
podem ser volatilizados a atmosfera, e os de carater termolabil transformados
mediante reac¢des de hidrélise e oxidagdo (MUKHOPADHYAY, 2000).

No caso da produgao de vapor dentro do extrator, a agua fica no fundo e a
matriz vegetal fica na parte superior do extrator, separado por uma grade, assim a
agua é evaporada e o0 seu vapor entra em contato direto com a matriz vegetal
(Figura 2.1b).

2.2.2.2 Destilagdo com agua ou hidrodestilagao

A destilagdo com agua é chamada também de hidrodestilagao (Figura
2.1c), onde a matriz vegetal é submersa neste solvente e depois de aquecida até
ebulicdo se produz vapor de agua, o qual arrasta os componentes volateis. Este
vapor é condensado e separado do hidrolato (agua contendo pequenas
quantidades de compostos hidrossoluveis) e 6leo essencial (LEE e LEE, 2003). O
processo de extracdo e separacido do Oleo essencial acontece de forma similar a

destilagao por arraste a vapor.
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Figura 2.1 — Processos de extragdo por arraste de vapor.

(a)Vapor proveniente de fonte externa, (b) vapor gerado no interior do extrator, (c) Hidrodestilagao.
A direita observa-se o sistema de separacdo fisica do 6leo volatil e hidrolato. (etapa comum aos
processos (a), (b), (c)). Partes dos equipamentos: (1) extrator, (2) camisa de vapor, (3)
condensador, (4) separador “florentino”.
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2.2.3 Extragdo com fluidos supercriticos

A tecnologia que emprega fluidos no estado supercritico vem sendo
utilizada comercialmente desde 1979, onde foi inicialmente usada em processos
de extracdo de cafeina do cha e do café. Atualmente, devido aos resultados da
pesquisa intensa na area, tem-se atingido um maior conhecimento do processo,
permitindo otimizar as condicbes operacionais de pressao e temperatura,
permitindo maior recuperagcao dos compostos de interesse presentes na matriz
extrativa. Desde o século XIX foram relatados os primeiros experimentos feitos
por Cagniard de La Tour em 1822 e mais tarde Thomas Andrews em 1869, nos
quais descreveram as mudangas observadas quando um fluido puro atinge
determinadas condi¢gdes de pressdao e temperatura (depois chamado ponto
critico). No ponto critico a linha que divide o comportamento gasoso do liquido
perde sua curvatura e finalmente desaparece quando superado o ponto critico
(McHUGH e KRUKONIS, 1994).

SUPERCRITICA

Pc
(Te, Po)

LIQUIDO
SOLIDO

—

Pressao

Temperatura _—

Figura 2.2 — Diagrama de fases de um composto puro. (adaptado de BRUNER, 1994)
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O ponto de ebulicdo de uma substancia pura é a temperatura na qual a
pressao de vapor do liquido atinge 0 mesmo valor da pressao externa. Quando a
pressao externa é aumentada continuamente observa-se que o ponto de ebulicdo
aumenta simultaneamente gerando uma curva continua que descreve este
processo e mostra o equilibrio entre a fase liquida e gasosa de uma substéncia
pura ,a qual chega até seu maximo, no ponto critico (Figura 2.2). O ponto critico é
uma propriedade dos compostos puros, qualquer fluido na regido acima do ponto
critico (regido supercritica) ndo € nem liquido nem gas, mas tem valores das
propriedades termofisicas de ambos (BEVAN e MARSHALL, 1994).

As propriedades fisico-quimicas que exibe o fluido no estado supercritico
sdo de grande interesse industrial, pois sdo inumeros 0s processos que podem
ser melhorados quando emprega-se esta tecnologia: extragdo de compostos,
reagcdes de polimerizagdo, formacédo de particulas, entre outras (Tabelas 2.1 e
2.2).

Tabela 2. 1 — Propriedades fisicas associadas a estados das substancias.

Liquido Supercritico Gas
Propriedade
(1atm, 15-30 °C) (Te, Po) (1atm, 15-30 °C)
Densidade (g/cm®) 0,6-1,6 02-0,9 (0,6-2,0)*10°
Viscocsrig:)"e @ (02300107 (1,0-9,0)*10™ (1,0-3,010™
Coeficiente de
difusividade (0,2-2,0)*10° (0,2-0,7)*10° 0,1-0,4
(cm?/s)

Adaptado de Rozzi e Singh (2002).
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Tabela 2. 2 — Propriedades criticas de solventes que podem ser utilizados na extragao
supercritica.

Substancia Ty, (°C) T. (°C) P (bar) pc (kg/L)
CO, -78,9 31,3 73,8 0,448
NH,3 -334 132,3 112,8 0,240
H,O 100,0 374,4 227,8 0,344
N,O -89,0 36,2 72,4 0,457

Metanol 64,7 240,5 79,9 0,272
Etanol 78,4 2434 64 0,276
Etano -88,0 32,4 49,3 0,203

n-Propano -44.5 96,8 43,0 0,220
n-Butano -0,5 152,0 38,5 0,228
n-Pentano 36,3 196,6 34,3 0,232
n-Hexano 69 232,4 30,6 0,234

Fonte : Reid et al. (1987)

Dentre os processos mais estudados e empregados em escala comercial
encontram-se a decafeinizagdo do cha e café e a remoc¢ao da nicotina do tabaco,
nas quais se aproveita o poder solvente dos fluidos supercriticos (REVERCHON
e De MARCO, 2006). Em geral, nos processos que empregam fluidos
supercriticos (FS), aproveita-se a forte dependéncia da densidade do FS (e
consequentemente a capacidade solvente) com a pressdo e a temperatura
(Figura 2.3), e devido a relagdo existente com o poder solvente, as mudangas
nestas duas variaveis de operagao permitem modificar de forma extraordinaria o
grau de extragao (rendimento) e separagao de compostos ativos a partir da matriz
(FOSTER et al., 2003).
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Figura 2.3 — Densidade do CO, (GUPTA e SHIM 2007).

Processos de extragdo que empregam fluidos no estado supercritico (EFS)
aproveitam a habilidade de algumas substancias quimicas de tornarem-se
excelentes solventes em condicbes especificas de temperatura e pressao. O
solvente mais empregado é o diéxido de carbono supercritico (scCO;), o qual é
um solvente ndo toxico e seguro (GRAS), ndo inflamavel e de baixo custo. As
extragdes empregando fluidos supercriticos sdo mais convenientes, visto que nao
deixam residuos no extrato nem na matriz vegetal apos a extracdo (ROZZI e
SINGH, 2002). As condigdes supercriticas do CO, permitem o emprego de baixas
temperaturas, o que é conveniente para extracdo de substéncias termolabeis.
Além disso, o scCO, apresenta alta compressibilidade, densidade semelhante aos
liquidos, alta difusividade, baixa viscosidade e tensao superficial, propriedades
que favorecem a penetragéo e transporte do fluido supercritico na matriz vegetal
quando comparado com processos convencionais (DUNFORD et al., 2003). Esta

tecnologia é bem sucedida no caso de extragdo de compostos bioativos

19



Capitulo 2

(antioxidantes, Oleos essenciais, carotenoides, flavondides, etc.) a partir de grande
diversidade de materiais biolégicos como plantas, frutos e residuos da atividade
agroindustrial.

A Figura 2.4 representa o esquema de um processo tipico de extragao,
onde o material (matriz) contendo o composto bioativo de interesse € depositado
no extrator (3) pelo qual escoa continuamente o scCO, extraindo os compostos de
interesse. O processo compreende a compressao (1) e aquecimento do solvente
(2) acima do seu ponto critico, uma vez que o CO; atinge estas condi¢des, inicia-
se a extragdo e uma valvula redutora da pressado na saida do extrator (4) é
acionada e assim o fluxo do scCO, que entra no extrator e solubiliza os compostos
de interesse presentes na matriz. A corrente de saida do extrator contendo a
mistura scCO,/composto bioativo é expandida por meio da valvula de expansao e
conduzida ao separador (5). O separador opera em condigdo fixa de presséo,
nesta condigdo o composto bioativo é precipitado (ou condensado) e separado do
CO; o qual pode ser recuperado e recomprimido até a condicdo de operagédo no

seguinte extrator (no caso de existir) ou estocado e reciclado.

1

Produto
Final

a\\\ )

Figura 2.4 — Diagrama esquematico do sistema de extragdo supercritica.
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3 COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
EXTRATOS DE Baccharis dracunculifolia E DE Eugenia uniflora.
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3.1 INTRODUGCAO

Antioxidantes s&o importantes tanto para alimentos quanto para sistemas
bioldgicos. Na industria, sdo usados para retardar processos de oxidagdo em
Oleos e gorduras, protegendo-os, pois os compostos formados durante a oxidagao
conferem aroma indesejavel. No entanto, em sistemas bioldgicos, os
antioxidantes sao importantes na prevengao de doengas de organismos Vvivos
(animais e vegetais), pois retardam a oxidacdo dos lipideos e de outras
biomoléculas, inibindo a iniciagcdo e propagacdo da reacdo de oxidagdo em
cadeia, a qual é responsavel pela geragdo de espécies reativas de oxigénio,
prevenindo o desenvolvimento de doencas degenerativas e cancer (DIAZ-
REINOSO et al.,, 2006). Os antioxidantes encontram-se dentro do grupo dos
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, que incluem carotendides,
flavonoides, acidos cinamicos, acidos benzoicos, tocoferdis, tocotriendis e outras
substancias (KRISHNAIAH et al., 2007).

3.2 ANTIOXIDANTES

As espécies reativas de oxigénio ou radicais livres s&o intermediarios
associados a processos de envelhecimento, inflamagdes crbnicas, problemas
respiratorios, doengas neurodegenerativas, diabetes mellitus, arteriosclerose,
carcinogénese e mutagénese (AJILA et al., 2007; de ANDRADE et al., 2007). Em
geral, os antioxidantes provéem defesa primaria ao corpo humano mediante a
eliminac&o dos radicais livres, os quais interferem no metabolismo.

Dependendo da origem, pode se classificar os antioxidantes em dois
grupos principais: antioxidantes sintéticos e naturais. Os antioxidantes sintéticos
tém sido empregados na industria de alimentos processados, os mais conhecidos
sdo: BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-hidroxi-tolueno) e TBHQ (terci-butil-
hidroxiquinona), os quais em geral sdo produzidos a partir de produtos derivados

do petréleo, e em grande escala, portanto mais baratos. Os antioxidantes naturais
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sdo compostos presentes em frutas, vegetais, nozes, gréos, raizes, rizomas,
bulbos, cascas, folhas, flores, sementes e talos de diferentes plantas e espécies
(MUKHOPADHYAY, 2000).

Os antioxidantes naturais sao principalmente compostos fendlicos ou
polifendlicos, sendo que os mais comuns s&do os tocoferois, flavondides e
compostos relacionados como cumarinas, derivados do acido cindmico e
chalconas, diterpenos fendlicos e acidos fendlicos que estdo presentes nos
extratos de plantas e de frutos (OREOPOULQOU, 2003).

No caso de antioxidantes sintéticos a regulamentacgéo de diferentes paises
estabelece a maxima quantidade destas substancias nos alimentos, sendo que
em alguns casos o emprego de BHT, BHA e galatos ndo é permitido, como € o
caso de alimentos para criancas na Unido Européia (MIKOVA, 2002). Ajila et al.
(2007) reportam que a presumivel seguranga, potencial nutricional e terapéutico
dos antioxidantes de origem natural, sdo fatores pelos quais tém recebido atencgéo
por parte da sociedade atual. Mukhopadhyay (2000) assinalou que a
superioridade dos antioxidantes de origem natural sob os de origem sintética é
devida a fatores como tolerancia, seguranga, atoxicidade e auséncia de efeitos
secundarios, os quais contribuem para aumentar a preferéncia destes por parte
dos consumidores. A Tabela 3.1 apresenta diferentes antioxidantes encontrados

em algumas plantas aromaticas e medicinais.
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Tabela 3. 1- Substancias antioxidantes presentes em plantas aromaticas e especiarias.

Espécies

Substancias

Referéncia

Rosmarinus officinalis

Eugenia caryophyllata

Curcuma domestica

Camelia sinensis

Melissa officinalis

Oreganum vulgare L.

Thymus vulgaris L.

Peumus boldus

Lippia alba,
Matricaria chamomilla ,
Coriandrum sativum

Acido carnésico, carnosol, rosemanol, 4cido
rosmarinico, rosmaridifenol, rosmariquinona,
1,8-cineol (27,23%), a-pineno (19,43%),
canfora (14,26%), canfeno (11,52%) e B-
pineno (6,71%).

Eugenol, B-cariofileno, a-humuleno.

Curcumindides

Flavondides: Galato
epicatequina galato. Catequinas: (+)-
catequina ©, (-)-epicatequina (EC), (-)-
galocatequina (GC), (-)-epicatequina galato
(ECG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-
epigalocatequina galato (EGCG)

epigalocatequina,

Acido cafeico, acido m-cumérico, eriodictiol-
7-O-glucosideo, naringina, hesperidina,
acido rosmarinico, naringenina.

Carvacrol, p-cimeno, derivados dos acidos
fenolicos, flavondides, tocoférois

terpinen-4-ol, y-terpineno, cis sabineno
hidrato, Timol, carvacrol, p-cumeno-2,3 diol,
bifenilos, flavonoides

Boldina ((S)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-
aporfina), Catequina

Verbascosido,
isoverbascosidocalceolariosido, luteolina-7-
diglucoronido, carvone, limoneno.

Erkan et al., 2008
Wang et al., 2008

Viuda-Martos et al., 2007

Viuda-Martos et al., 2007

Ak e Giilgin, 2008
Jang et al., 2007

Rusak et al., 2008

Gramza e Korczak, 2005

Dastmalchi et al., 2008

Viuda-Martos et al., 2007
Puertas-Mejia et al., 2002

Viuda-Martos et al., 2007

Del Valle et al., 2005
Quezada et al., 2004

Hennebelle et al., 2008a
Hennebelle et al., 2008b
Yanishlieva et al., 2006
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Tabela 3.1- continuacgao

Espécies

Substancias

Referéncia

Eucaliptus
camaldulensis

Foeniculum vulgare

Zingiber officinale

Vitis vinifera

Calendula officinalis

Tamarindus indica L.
(Sementes)

Pirogalol, 5-hidroximetil-2-furaldehido, acido
4.4.6,6-tetrametil-3,5-dioxo-ciclohex-1-
enercarboxilico, p-cimeno, jterpineno, o-
pineno, 1-8 cineol, terpinen-4-ol, o-terpineol,
carvacrol, timol, acetato de timol,
timoquinona.

Acido neoclorogénico, acido
criptoclorogénico, acido clorogénico,
eriocitrina,  rutina, miquelianina, acido
rosmarinico.

5-[4-hydroxy-6-(4-hydroxyphenetil)
tetrahidro-2H-piran-2-il]-3-metoxybenzene-
1,2-diol, 5-hidroxi-1-(4-hydroxi-3-
metoxyfenil)-7-(3,4-dihidroxifenil) heptan-3-
ona, 1,5-epoxi-3-hidroxi-1-(4,5-dihidroxi-3-
metoxifenil)-7-(3,4-dihidroxifenil)heptano, 6-
gingerol.

Acido caftarico, acido coutarico, 4&cido
fertarico, acido galico, acido cafeico, acido
p-cumarico, acido ferulico. Flavonoides:
catequina, epicatequina, galato de
epicatequina, resveratrol, rutina, quercitina.

Acido caféico, &cido clorogénico, acido p-
cumarico, acido vanilico, quercetin-3-O-
glucuronide, canferol, quercitina, rutina.

Epicatequina, catequina, procianidina B,,
luteolina, taxifolina, apigenina.

Kulkarni et al., 2008
Siramon e Ohtani, 2007

Faudale et al., 2008

Tao et al., 2008
Kim et al., 2007

Maier et al, 2009
lacopini et al., 2008
Janisch et al., 2006

,Preethi et al 2006
Cetkovic¢ et al., 2004

Sudjaroen et al., 2005

Os solventes empregados na extragado de antioxidante de fontes vegetais

de natureza fendlica e de alta massa molecular devem possuir alta polaridade,

como por exemplo, metanol e etanol, os quais apresentam melhores rendimentos

quando comparados com aqueles de natureza pouco polar (exemplo: hexano, éter

etilico). No caso de compostos fenodlicos de baixa massa molar o uso de solventes

de baixa polaridade é recomendado (exemplo: acetato de etila). No caso de

extracdo de compostos antioxidantes tais como tocoferdis os solventes como
acetato de etila e hexana séo mais adequados (OREOPOULOU, 2003).
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Kitzberger et al. (2007) obtiveram extratos de shiitake (Lentinula edodes)
com solventes organicos em ordem crescente de polaridade (n-hexano,
diclorometano, acetato de etila) e CO, supercritico (scCO;) com co-solvente. O
rendimento global foi alto quando empregaram solventes de baixa polaridade, na
ordem: n-hexano, scCO,, diclorometano, acetato de etila. Entretanto na extracao
de compostos fendlicos a seguinte ordem apresentou melhores resultados:
acetato de etila, diclorometano e scCO; . etanol, mostrando que a extracao destes

compostos € maior quando emprega-se solventes polares.

De Campos et al. (2008) estudaram comparativamente tecnologias de
extragdo com diferentes solventes (n-hexano, diclorometano, butanol, acetato de
etila e etanol) na extragcao de sementes de uva. Concluiram que o emprego de
solventes organicos de alta polaridade consegue produzir extratos com maior

quantidade de compostos fendlicos.

3.3 MATRIZES VEGETAIS

3.3.1 Alecrim-do-Campo (Baccharis dracunculifolia)

O alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) pertence a familia
Asteraceae, com aproximadamente 500 espécies distribuidas no continente
Americano, sendo 120 delas de ocorréncia brasileira. A planta pode atingir de 2
a 3 m de altura e cresce naturalmente no sul e no sudeste do Brasil, no Uruguai,
no Paraguai, na Argentina e na Bolivia (FRIZZO et al., 2008; LAGO et al.,, 2008)

Extratos das folhas tém sido empregados no tratamento de doencas
gastrointestinais, hepaticas, tratamento de feridas, processos inflamatérios, além
de posuir atividade antimicrobiana (da SILVA et al., 2008). Oleos essenciais
também foram extraidos de suas folhas (CASSEL et al., 2000; WEYERSTAHL et
al., 1996).
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Alencar et al. (2005) e Park et al. (2004) comprovaram que esta espécie é
a principal fonte vegetal usada pelas abelhas para produzir um tipo de propolis
(prépolis verde) nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. A préopolis € rica em
derivados fendlicos do acido cindmico e em flavonoides (FUNARI et al., 2006) aos
quais deve sua atividade. Estes compostos sdo também encontrados na B.
dracunculifolia. A propolis verde produzida no sudeste brasileiro possui
propriedades  antibacteriana, antifungica, antiinflamatéria,  antioxidante,
imunomodulatéria, antitumoral e antiulcerogénica, pelas quais é considerada a
prépolis mais valorizada do mundo (SOUSA, 2007).

Um dos acidos fenodlicos de grande importédncia presente na B.
dracunculifolia € o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (DHCA), também
conhecido como Artepilin C, o qual foi isolado a partir da prépolis (LEE et al.,
2007; HAYASHI et al., 1999). Tém sido demonstrada sua atividade anti-
inflamatoria (PAULINO et al., 2008), inibitéria a peroxidacdo lipidica e ao
desenvolvimento de cancer pulmonar em testes com camundongos e efeito
antileucémico (KIMOTO et al., 2001a, 2001b) e efeito preventivo do céancer de
célon (SHIMIZU et al., 2005).

Lago et al. (2008) caracterizaram a frag&o volatil obtida da hidrodestilagéo
das folhas da B. dracunculifolia, a fragado maijoritaria € constituida por compostos
sesquiterpénicos (63,10 %) e por monoterpenos (0,30 %) como fragdo minoritaria.
Entre os monoterpenos destacam-se: B-pineno, canfenilona e a-terpineol, o
sesquiterpeno nao oxigenado B-elemeno foi identificado como o componente
majoritario, cerca de 50 %. Frizzo et al. (2008) concluiram que fatores como
altitude, latitude e sazonalidade influenciam na composicdo quimica da fragao
volatil.

Fukuda et al. (2006) obtiveram extratos etanolicos empregando ultrasom e
concluiram que fendis monoterpénicos (timol, carvacrol, p-metoxi timol) e alcoois
sesquiterpénicos (espatulenol, bisacumol, 2-methil-6-(4-methilphenil)-3-hepten-2-
ol, cadinol) apresentaram atividade citotdxica contra o crescimento de células

leucémicas
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Cassel et al. (2000) relataram o uso de scCO, em folhas de B. dracunculifolia
para a obtengdo do seu O6leo essencial. Encontraram 50 °C e 100 bar como
condigdes oOtimas na extragcdo de compostos oxigenados como nerodilol e
espatulenol.

Piantino et al. (2008) investigaram a extragcdo dos seguintes compostos
fendlicos com scCO,: acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (DHCA ou artepillin C),
acido 3-prenil-4-hidroxicindmico (PHCA), acido 4-hidroxicinamico (acido p-
cumarico) e 4-metoxi-3,5,7-trihidroxiflavona (canferide), entre 200 a 400 bar e 40
a 60 °C. O rendimento de extragdo destes compostos apresentou a seguinte
ordem decrescente: canferide, DHCA, PHCA e acido p-cumarico, indicando que o
rendimento de extragdo aumenta com o numero de grupos prenil no anel do
acido p-cumarico. A 400 bar e 60 °C, obtiveram rendimento global de extragédo
de 4,7% e 6,1% para as extracbes com scCO;, e etanol, respectivamente. A
quantificagdo do artepillin C no extrato supercritico foi de 20,13 mg /g enquanto
que no extrato etandlico foi de 7,84 mg/g, mostrando que o scCO; foi mais seletivo

na extracao do artepillin C que as extragoes etandlica e metandlica convencionais.

3.3.2 Pitanga (Eugenia uniflora L.).

A Eugenia uniflora L., também conhecida como pitangueira, € uma arvore
perene da familia Myrtaceae, possui 100 géneros e 3600 espécies (AURICCHIO
e BACCHI, 2003). Em condigbes de solo e nutrientes adequados, a arvore pode
atingir até 6 m, sendo muito comum nos paises da América do Sul, principalmente
no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (CONSOLINI e SARUBBIO, 2002).
Atualmente é cultivada na América Central, Caribe, regides tropicais dos Estados
Unidos, Sudeste da Asia, China, india, Sri Lanka, Madagascar, Africa do Sul,
Israel e alguns paises do Mediterraneo (BEZERRA et al., 2000 citado por De
ABREU, 2005).

A floragdo da pitangueira é abundante, branca e perfumada. O fruto é

arredondado, achatado nas extremidades é muito apreciado, sua polpa é agridoce
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e perfumada, sendo usados na obtencdo de geléias, vinhos, doces e licores
(ANDRADE et al., 2007). O periodo de frutificagao varia de outubro a janeiro.

Entre as aplicagdes medicinais da Eugenia uniflora L encontra-se seu uso
como hipotensor, antigota, estomaquico, além de ter atividade antimicrobiana e
hiperglicémica (AURICCHIO E BACCHI, 2003). Na medicina popular tem se
empregado as folhas em infusdes para o tratamento do reumatismo, doencas
gastricas, hipertenséo, febre amarela (KADE et al., 2008). Estudos demonstraram
que compostos presentes nas folhas possuem bioatividade como anti-inflamatério
(SCHAPOVAL et al, 1994), anti-hiperglicemia e ant-ihipertrigliceridemia (ARAI et
al.,, 1999), efeitos antimicrobiano e antifungico (HOLETZ et al., 2002), anti-
hipertensivo (CONSOLINI e SARRUBIO, 2002), efeito citotoxico (OGUNWANDE
et al., 2005) e antioxidante (KADE et al., 2008)

Em 1977, RuUcker e colaboradores isolaram varios componentes do dleo
essencial de frutos de E. uniflora principalmente sesquiterpenos, como
furanoelemeno, germacreno, y-elemeno, selina-4(14),7(11)—dieno. Weyerstahl et
al. (1988) confirmam estes dados, detalhando a composi¢ao do 6leo essencial de
folhas de E. uniflora, obtido com rendimento de 1 %, como um dleo amarelo do
qual cariofileno (5,7 %), furanodieno (24 %), germacreno B (5,8 %), selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (17 %) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (14 %) s&o os
componentes majoritarios.

Morais et al., (1996) isolaram e identificaram os componentes do oleo
essencial de folhas de Eugenia uniflora L., colhidas na regido Nordeste do Brasil,
com rendimento de 0,74 %, do qual os componentes maijoritarios sao selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, com teores de 48,52 % e
17,33 % respectivamente.

A incidéncia dos flavondides quercetina e miricetina foi assinalada por
Schmeda-Hirschmann (1995), em folhas de Eugenia uniflora coletadas no leste do
Paraguai. Lee et al. (1997), investigando os constituintes fendlicos de folhas de E.

uniflora, relataram a presenga de eugeniflorina D1 (C7sHs2048) € eugeniflorina D,
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(CesH4s04s5), dois taninos macrociclicos hidrolisaveis, obtidos do extrato metandlico
das folhas.

Extratos supercriticos e fracdes volateis foram obtidos por Peixoto et al.
(2009) a pressdes entre 100 e 300 bar e 50 e 60 °C. Os extratos supercriticos
apresentaram rendimentos globais entre 1,45 % e 3,17 % (b.s), com presenca de
compostos majoritarios como C15H2002, curzereno e germacreno B, no entanto a
fracdo mais volatil apresentou rendimento global préximo a 0,1 %, como
compostos majoritarios o 3-hexen-1-ol e o curzereno.

Uma ampla variedade de solventes foi empregada na obtencéo de extratos
de folhas de E. uniflora L. Entre eles temos o metanol (EINBOND et al., 2004;
VELAZQUEZ et al., 2003), etanol (BOSCOLO et al.,, 2007; GALHIANE et al.,
2006), vapor d agua (GALHIANE et al., 2006; de MORAIS et al., 1996; MELO et
al., 2007), agua (GALHIANE et al., 2006) e CO, no estado supercritico
(GALHIANE et al., 2006, CABRAL et al., 2006 e PEIXOTO et al., 2009).

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Matérias primas e reagentes

As amostras das folhas de B. dracunculifoliae E. uniflora, foram coletadas
no campo de cultivo experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA — UNICAMP) (Figura 3.1, Tabela 3.2).
Foram desidratadas (por secagem em estufa ou por secagem natural), trituradas
em moinho de facas (modelo MA-340, Marconi, Brasil), classificadas de acordo
com tamanho usando peneiras vibratorias da serie Tyler (Bertel, Brasil) por 15
minutos. Apds, as amostras foram empacotadas em sacos plasticos e estocadas
em freezer doméstico (modelo 220, Consul, Brasil) a —10 °C.

Diéxido de carbono 99,5 % w/w (White Martins Gases Industriais, Brasil ),
etanol 99,5 %w/w (Synth, Brasil, lote 123134), agua ultra pura Milli-Q (Millipore
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direct-Q3 UV, Millipore Corporation, USA) foram empregados como solventes nos

diferentes processos de extracao.

Figura 3. 1 — Fotos das folhas de B. dracunculifolia (a) e E. uniflora (b).

Tabela 3. 2 — Informagbes sobre as matrizes vegetais empregadas neste trabalho.

Planta Parte usada Colheita Cond. de secagem
Baccharis folhas Dezembro Estufa com recirculagéo de ar 40 °C
dracunculifolia 2007
Dezembro Secagem natural & sombra por 5
Eugenia uniflora L folhas 2007 dias

3.4.2 Caracterizacao fisica das matérias primas
Propriedades fisicas das particulas livres e do leito formado na extracao

supercritica foram quantificadas para as diferentes matérias primas.
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3.4.21 Propriedades das particulas

Teor total de volateis e umidade

O teor total de volateis + umidade (VU %) foi determinado por método
gravimétrico AOAC 930.04 (1997). O método emprega 2 g de amostra em uma
capsula previamente tarada e pesada em balanga analitica (Precisa XT 220A,
Precisa Instruments, Suica) e submetida a secagem em estufa (Marconi, modelo
MA-030/12, SP, Brasil) a 105 °C sob vacuo a 100 mm Hg (bomba Marconi,
modelo MA-058, Brasil), tomando o peso a cada 2 horas até que a variagao fosse
menor ou igual a 3 mg.

Para o calculo da porcentagem de massa seca empregou-se a Equagéao

(3.1) a sequir:

—m

VU = stra stra__dessecada x 100

m amostra

O teor de umidade (U %) foi quantificado pelo método de Karl-Fisher
(Metrohm 701 KF Titrino) equipado com forno (832 KF Thermoprep), a partir de
0,25 mg de amostra e prétratando-a a 105 °C durante 20 min, e vazdo de

Nitrogénio de 50 NmL/min (mililitros por minuto de nitrogénio a 1,01 bar e 0° C)

Diametro médio das particulas

O diametro médio das particulas foi calculado pelo método ASAE (ASAE
1997) no qual a amostra triturada € introduzida num jogo de peneiras da série
Tyler de tamanho 8 a 48 mesh (Apéndice A), onde é realizada a peneiragem
durante 15 minutos com ajuda de um agitador eletromagnético de peneiras
(Bertel, SP, Brasil). As diferentes fragdes retidas nas peneiras foram pesadas em
balanca semi-analitica (Marte AS5500C, Marte Balancas e Instrumentos de
Precisdo LTDA, Brasil). Os resulatdos estPara o calculo do didmetro médio

geométrico empregou-se a Equacao (3.2), a seguir:
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(wl. 10g3,.)
d,, =log™| H——— (3.2)
w;
sendo que:
671 = (di xd,, )1/2 (3.3)

onde d. é o didmetro médio geométrico, d, e d., representam a abertura

i+1

da peneira iei+1, w, € a massa do material retido na peneira i.

Densidade real das particulas
A densidade real (p,) foi determinada por picnometria de gas hélio

(Micromeritics, Accu Pyr 1l 1340 V1.02) na central analitica do Instituto de Quimica
da UNICAMP. Os testes foram realizados a 25 °C. Os resultados sao médias de

10 determinagdes por cada amostra.

Esfericidade

A esfericidade das particulas foi calculada a partir do processamento e
analise de imagens, por meio do software ImageJ® v.1.42 (National Institute of
Health, USA). Para cada matriz foram obtidas multiplas imagens digitais em
formato 2D, com resolugdo 128 pixel/mm em estereoscépio (Citoval 2, Zeiss,
Alemanha) equipado com camera digital (Kodak EasyShare DX4530). As imagens
coloridas (2580 x 1932 pixels quadrados) foram convertidas em imagens de 8 bits,
com brilho e contraste ajustado. O programa calcula o raio do circulo inscrito
(Rmin) e do circunscrito (Rmax) e por meio do método de Curray (1951, citado por
JAYAN e KUMAR 2004, CHO et al., 2006) foi calculada a esfericidade usando a
Equacéo (3.4).
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_ Rmin (3.4)

R max

Microestrutura

Amostras das diferentes plantas foram analisadas por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) (LEO 440i) para avaliagao da sua microestrutura.
Previamente as amostras foram depositadas sobre porta amostras providas de

adesivo e foi aplicado recobrimento em ouro em um metalizador (Polaron).
3.4.2.2 Propriedades do leito de particulas

Porosidade

A porosidade do leito (s, ou fragdo volumétrica de vazios no leito) foi
calculada por meio do procedimento de Rahman (1996) a partir dos dados
experimentais de densidade aparente (p,) e real do material moido (pr) é calculada

pela Equacéao (3.5).

_Pa (3:5)
Pr

c=1

Tortuosidade

A tortuosidade do leito de particulas (t) é definida como a relagdo entre a
distancia real percorrida por um soluto através dos poros e a distancia reta entre
os dois pontos. A tortuosidade € um parametro que caracteriza a estrutura de
empacotamento. Esta associada aos fenbmenos de transporte, em fungdo da
permeabilidade (escoamento de fluidos) e difusividade efetiva (transferéncia de
massa) (DELGADO, 2006). As Equacgdes (3.6) e (3.7) de Boudreau et al. (1996) e
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de Lanfrey et al. (2010) respectivamente, foram empregadas para o calculo da

tortuosidade.

T=4/1— lnig2 ’ (3.6)

4/3 3.7
r= 1.23% S0
E

Densidade aparente das particulas
A densidade aparente (p,) foi calculada a partir da massa de cada uma das

matrizes vegetais requerida para encher um volume de 10 cm? (UQUICHE et al.,
2004).

343 Metodologia para a obteng¢ao dos extratos

As diferentes matrizes vegetais foram submetidas a processos de extragao
em etapa unica ou em duas etapas. No primeiro caso foram empregados
diferentes solventes: CO, supercritico (SC), agua (A) e etanol (E) (Figura 3.2).

Processos de extracdo em duas etapas foram realizados a partir do
material residual da extragdo SC, de onde se obteve extratos usando agua (SCA)
ou etanol (SCE) como solventes (Figura 3.3). As condigdes operacionais das
diferentes extragdes foram as mesmas para as cinco matrizes vegetais. No caso
da extragao supercritica as condi¢gées de temperatura e pressad fixadas (60 °C e
400 bar) obedeceram a procura de uma maxima extracdo de compostos de baixa
polaridade com scCO2, enquanto que compostos de alta polaridade sédo extraidos
em uma segunda etapa de processo, com etanol (SCE) e com agua (SCA). odas

as extragdes foram realizadas em triplicata.
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Figura 3.2 - Processo de extracdo em etapa Unica. (a) extragdo com CO, supercritico, (b) Extragdo
aquosa ou etandlica

F. Volatil

(FV)

Mat. prima !
— ) scCO, |

1
1
l Residuo i

sc

\—D SCA

Figura 3. 3 - Processo de extragdo em duas etapas.

A Figura 3.4 apresenta esquematicamente a atividade experimental de

tratamento das matérias-primas e caracterizacédo dos extratos.

3.4.3.1 Extratos etandlicos (E, SCE)

Os extratos etandlicos da E. uniflora, foram obtidos segundo a metodologia
de Piantino et al. (2008) como algumas mudangas: foram misturadas 3 gramas de
amostra seca com 20 mL de alcool etilico agitando a mistura em banho

termostatizado a 25 °C por 42 horas. Apds, a mistura é filtrada a vacuo, reservado
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o filtrado, e ao residuo solido foi acrescentado 10 mL de alcool etilico e
centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos (centrifuga JOUAN, BR4i, Francga),
apos é refiltrado com ajuda de bomba de vacuo, assim este novo filtrado e
misturado com o anterior constituindo o extrato etandlico (Figura 3.4).

No caso da B. dracunculifolia o extrato foi obtido misturando-se 3 g de folhas
trituradas com 10 mL de alcool etilico por 42 horas a 25 °C. Ao final desta etapa
foi acrescentado 10 mL de alcool e centrifugado a 10000 rpm durante 10 minutos.
Ap0s filtragdo a vacuo o sobrenadante foi reservado e ao residuo foi acrescentado
mais 10 mL e centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos, recuperando se um
novo filtrado com ajuda de bomba de vacuo, este novo filtrado foi misturado com o
filtrado anterior constituindo o extrato etandlico (Figura 3.5).

O solvente presente nos extratos etandlicos foi evaporado usando estufa
(Marconi, MA 030-12, Brasil) a temperatura de 50 °C sob vacuo de 25 mmHg
(bomba Marconi, MA 058, Brasil) ou com rotaevaporador (Marconi, MA-120,

Brasil), até a obtengao do extrato seco.
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( Matriz Vegetal ]

Extracao

\'4 A 4 \ 4

) Residuo i
[ Extracdo scCO, J 1 4[ Extrac Baixa
Pressao

v

[ Agua ] [ Etanol ]
i |
| |

\ 4 v A4 A 4
| sc | ( SCA) [ A ] SCE Ej

y Y \'4 Y A 4

Avaliacio dos A. Antioxidante
. Extratos - -
[ Caract. Quimlca] ( Prop. Biologicas

A. Antimalarica

Figura 3.4 — Fluxograma de obtenagdo e avaliagdo dos extratos
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Figura 3.5 - Obtengao dos extratos etandlicos a baixa pressédo. (a) B. dracunculifolia, (b) E. uniflora
L.

3.4.3.2

Para todas a matrizes vegetais, os extratos aquosos foram obtidos de acordo

Extratos aquosos (A, SCA)

com a metodologia de Cseke et al. (2006), na qual misturam-se 3 g de amostra
desidratada com 60 mL de agua a 60 °C em banho termostatizado (Tecnal, TE-
184, Brasil) por 10 minutos, apdés a mistura € centrifugada por 10 minutos a
10000 rpm (centrifuga JOUAN, BR4i, Franca), finalmente o extrato € obtido a
partir da filtragdo a vacuo (Figura 3.6).

A agua presente nos extratos foi evaporada em estufa (Marconi, MA 030-12)

a temperatura de 323 K sob vacuo de 25 mmHg (bomba Marconi, MA 058, Brasil)
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ou com rotaevaporador (Marconi, MA-120, Brasil), até a obteng&o do extrato seco

Extragao 3 g amostra/

{——— 60 mI H20

60 °C /10 min.

\ 4

Centrifugagao

10 000 rpm / 10 min.

\; ——

\ 4

Filtracdo sob
vacuo

l

(

Residuo

Secagem sob
vacuo
50 °C/ 25 mm Hg

!

Extrato Seco

\

Figura 3.6 - Fluxograma para a obtengao dos extratos aquosos.

3.4.3.3 Extrato supercritico (SC)

Os experimentos foram realizados em uma unidade experimental
(Laboratério ExTrAE, UNICAMP, Brasil) conforme esquematizado na Figura 3.7. A
unidade consiste basicamente de um cilindro de CO; (1), banho de refrigeracéo
(2), bomba de alta presséo (3), tanque pulmao (4), extrator (5), coletor de extrato
(7), medidor de vazao (9) totalizador de volume (10), banho termostatizado (11),
armadilha com adsorvente Porapak —Q (80 /100 mesh, Supelco, EUA) (8) quando
houver a necessidade de captura de volateis, manémetros do tipo Bourdon no
tanque pulmédo e na entrada do extrator e bomba peristaltica (6), usada para

injetar solvente e lavar as tubulagdes.
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Figura 3. 7 - Esquema representativo do equipamento para a extragdo em leito fixo.

Em todos os casos o extrator (5) foi empacotado manualmente com uma
quantidade aproximada de 7 g de material seco e triturado. Pérolas de vidro mesh
6 foram usadas para preencher os espagos vazios do extrator. Foram ajustadas
as condi¢cdes operacionais a 400 bar e 60 °C para os experimentos. Quando
alcancadas as condicdes estabelecidas, adotou-se um periodo de 1 hora como
tempo para estabilizagéo e iniciou-se a extragdo escoando-se 4.10° kg/s de CO
através do leito e coletando-se extrato no frasco coletor (7), o qual foi pesado em
balanca analitica (BFL Engineering, EUA). O CO, no estado gasoso que deixa o
coletor (7) é escoado através de uma armadilha de poropak-Q (8) e conduzido a
um medidor de vazao (9) e totalizador (10) para quantificar o dioxido de carbono
usado. Durante a primeira hora foram obtidas 4 amostras de extrato, na segunda
hora duas amostras e a partir da terceira hora uma amostra por hora. As
extragdes foram finalizadas depois de 6 horas (540 L de CO, a aproximadamente
0,93 bar e 25°C), realizando todos os testes em triplicata. Detalhes dos
equipamentos e instrumentagao do sistema experimental estdo apresentados na
Tabela 3.3.
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Tabela 3. 3 - Especificagbes técnicas do equipamento e instrumentagdo da unidade de extracao

supercritica.

EQUIPAMENTO - INSTRUMENTO

MARCA, MODELO

Valvula tipo agulha e micrométrica
Mandmetros tipo Bourdon
Medidor de vazéo

Totalizador de volume

Banho termostatizado

Banho de refrigeracao

Bomba de alta pressao

Extrator

Tanque pulmao

Bomba peristaltica

Autoclave Engineers, EUA
Record, Brasil

Cole-Parmer, 32908-69, EUA
Lao-G1, Brasil

Sulab, Brasil

Cole-Parmer, Polystat 12101-31,
EUA

Eldex Laboratories, PN 1018 AA-
100-S, EUA

aco inox AlISI 316 de 50 mL,
Suprilab, Brasil

Aco inox AlISI 316 de 500 mL,
Suprilab, Brasil

Cole-Parmer, Masterflex 77200-62,
EUA

3.4.3.4 Determinacao do rendimento global de extragao

Como paréametro comparativo entre os diferentes métodos de extragcéo

empregou-se o rendimento global de extragdo, o qual expressa a relagao entre a

massa de extrato seco obtido em processos em etapa unica (SC, A ou E) e a

massa de matriz vegetal empregada no processo de extragdo (mp), este

rendimento € baseado por unidade de massa matéria prima empregada (R1,mp,

Equagdo 3.8). Como os experimentos foram conduzidos em ftriplicata, o

rendimento global é resultado da média aritmética dos valores experimentais
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SCou E ou A
R],mp = |:—

}xlOO (3.8)
mp

No caso das extragdes supercriticas, o rendimento global de extragéo foi
calculado como a relagdo entre a massa total do extrato (obtido na extragao +
obtido no processo de limpeza da linha) e a massa inicial da matéria prima seca.
Nestas extragdes o rendimento também foi calculado ao longo do processo, a
partir das massas secas dos extratos obtidos em intervalos de tempo fixos: cada
15 minutos (ao longo da 1% hora), cada 30 minutos (ao longo da 22 hora), e

depois da 22 hora, de hora em hora até completar 6 horas totais.

O processo de extragdo em duas etapas emprega na 2% etapa o residuo
proveniente da primeira extragdo; neste caso o rendimento da segunda etapa,
baseado no residuo (res) (Raz,res , Equacao 3.10) é corrigido para ser expresso com
base na matéria prima alimentada (mp) ao processo global (R2,mp) € levando em
conta os extratos obtido na primeira etapa: supercritico (SC) e fragao volatil (FV),

mediante a Equacéo (3.8).

RZ,mp = RZ,res|:1 _M} x 100 (39)
mp
onde:
R =| CE2 S 100 (3.10)
' Res

3.4.4 Analises quimicas dos extratos

Todos os extratos foram caracterizados quanto ao teor de compostos
fendlicos totais, flavonodides totais, concentracdo de compostos especificos
(artepillin C, nos extratos de B. dracunculifolia) e perfil de compostos presentes na

fracao volatil retida na armadilha de Porapak-Q.
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3.441 Fendis totais

A determinacdo de polifendis totais foi realizada através do método de Folin-
Ciocalteu, segundo procedimento de SINGLETON et al. (1999) e expresso em
equivalente de acido galico (EAG)/ g. A curva padrdo de acido galico (> 99%,
Vetec, Brasil) foi construida segundo o procedimento a seguir: uma aliquota de 1
mL foi retirada do extrato apropriadamente diluido em etanol ou das solugdes
aquosas padrdo de acido galico (> 99%, Vetec, Brasil, lote 0806387) (0 — 100
mg/L) e transferida para um baldo volumétrico de 25 mL, contendo 9 mL de agua.
O reagente de Folin-Ciocalteu (1 mL) (Dinamica, Brasil) foi adicionado e a mistura
agitada. Apds 5 minutos foram adicionados 10 mL de uma solugédo Na;COs 7 %
(Reagentes Carlo Erba, Italia) e o volume completado com agua. ApoOs
permanecer 90 minutos a 23 °C na auséncia de luz, a absorbancia foi
determinada a 750 nm em um espectrofotdmetro (UV-VIS lambda 40, Perkin
Elmer,USA). A solugéo referéncia utilizada como branco no espectrofotdmetro foi
aocndicionada da mesma forma, com 1 mL de agua ultra pura (Milli-Q). A curva
padrao foi obtida a partir de testes em triplicata e apresentada no Apéndice B.

Para a medicéo de fendis totais nas amostras dos extratos secos, estes foram
inicialmente diluidos em etanol (pureza 99,5% v/v, Synth, Brasil) em propor¢ao (20
mg/mL etanol), a partir do extrato diluido foi preparada a diluicdo aquosa,
tomando quantidade apropriada do mesmo e depositada em um baldo
volumétrico de 5mL, completando o volume com agua ultra pura (Milli-Q).
Seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito acima, verificando-se que o valor
obtido de absorbancia premanecesse dentro da faixa de absorbancia da curva

padrao. Foram realizadas amostras em triplicata.

3.4.4.2 Flavonoéides totais

Para a quantificagdo dos flavondides totais foi empregado o método
desenvolvido por ZHISHEN et al. (1999) e os resultados expressos em mg
equivalente de catequina (mg EC)/g. Uma aliquota do extrato apropriadamente

diluido ou das solugdes aquosas padréo de catequina (> 98%,Sigma Aldrich inc,
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USA, lote 31508270) (0 — 100 mg/L) foi adicionada a um baldo volumétrico de 10
mL contendo 4 mL de agua e em seguida foi adicionado 0,3 mL de uma solugéo
de NaNO; 5% (Ecibra, Brasil). Ap6s 5 minutos, foi adicionado 0,3 mL de uma
solugcédo de AICI; 10% (Ecibra, Brasil), e ap6és 6 minutos, 2 mL de NaOH 1 M
(Reagentes Carlo Erba, Italia), completando-se o volume com agua destilada. A
absorbancia da solucao foi determinada a 510 nm em espectrofotdbmetro FEMTO
(Tecnal, Brasil). Tanto para as medi¢des nos extratos quanto para a curva padréo
de catequina, foram feitas em triplicata; a curva padrédo obtida é apresentada no
Apéndice B.

Para a medicao do teor de flavondides totais nas amostras dos extratos secos,
este, foram inicialmente diluidos em etanol (pureza 99,5% v/v, Synth, Brasil) em
proporgcao (20 mg/mL etanol); a partir do extrato diluido foi preparada a diluicéo
aquosa, tomando uma quantidade apropriada do mesmo e depositada em um
baldo volumétrico de 5mL completando o volume com agua ultra pura (Milli-Q).
Seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito acima, verificando-se que o valor
obtido de absorbancia estivesse dentro da faixa de absorbancia da curva padrao.

Foram realizadas amostras em triplicata.

3.4.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (HPLC-FR)

A analise de artepillin C foi efetuada com HPLC (Merck-Hitachi, Darmstadt,
Alemanha), com bomba (Merck-Hitachi, modelo D-7100), rede de fotodiodos e
injetor automatico. As condigdes utilizadas foram: coluna em fase reversa
Lichrochart (RP-18, 125 x 4 mm, 5mm) (Merck, Alemanha) utilizando-se como
fase movel agua-acido formico (95:5 v/v, solvente A, Merck) e metanol (solvente
B-grau cromatografico, Merck). A eluicdo foi desenvolvida em uma vazao de 1
mL/min utilizando-se um gradiente linear. O tempo maximo de analise foi de 50
minutos e a deteccédo foi efetuada em comprimento de onda de 280 nm. A
identificacdo de artepillin C foi efetuada pela comparacédo do tempo de retengao e

espectro UV visivel (200 — 400 nm) com padréao isolado. A quantificagao foi feita
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usando padrdes externos. O programa utilizado para a analise de dados foi o
Merck- Hitachi (modelo D-7100 Chromatography Data Station - DAD Manager). As
analises foram feitas no laboratério de analises Natural Labor pela Profa. Dra.

Maria Cristina Marcucci Ribeiro.

3.44.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

As fragdes volateis retidas nas armadilhas de Porapak-Q nas extragdes
supercriticas (SC) foram analisadas com CG (cromatografia gasosa). O conteudo
do Porapak-Q foi eluido com 1 mL de acetato de etila e analisados para
identificagcdo no cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC
6890N, Agilent 5975), com coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 ym) e
gas de arraste hélio 1mL/min. A programagao de aquecimento da coluna utilizada
foi: 55° - 120°C a 20°C/min, 120° - 150°C a 1,5°C/m in, 150° - 250°C a 20°C/min,
250°C (10 min) para os extratos da B. dracunculifolia (Queiroga et al., 1990, e
60°C - 246°C a 3°C/min, para os extratos de E. uniflora (ADAMS, 1995). As
temperaturas do injetor e detector foram 220 °C e 250 °C, respectivamente. A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparagao dos espectros de
massas obtidos com dados da literatura (ADAMS, 1995); com o banco de dados
do sistema CG/EM - biblioteca Wiley e NIST; e com o indice de retengao relativo
a uma série de n-alcanos (C9-C30,C32). As analises foram realizadas no

equipamento do CPQBA/ UNICAMP pela Dra. Carmen Lucia Queiroga.

3.4.4.5 Atividade antioxidante

Método do DPPH

A capacidade do sequestro do radical estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH) para os diferentes extratos foi determinada pelo método

espectrofotométrico, o qual tem sido usado amplamente devido a sua
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simplicidade, estabilidade e reprodutibilidade (KITTS et al., 2000), sendo util
para a determinacdo de atividade antioxidante tanto de espécies hidrofilicas
quanto lipofilicas (KELEN e TEPE, 2007). Assim o composto antioxidante reage
com o radical DPPH" doando hidrogénio e se reduzindo, observando-se uma

diminuicdo na absorbéncia, por meio da reagao apresentada na Figura 3.8.

Cor violeta escura Cor amarela clara

Figura 3. 8 - Reagao de sequestro do radical livre (método do DPPH’).

A atividade antioxidante foi calculada para cada um dos extratos pelo
método de Mensor et al. (2001), descrito a seguir. A solugéo estoque do extrato (1
mg/mL), foi preparada dissolvendo 1 mg de extrato seco em 1 mL de etanol em
ultra-som por 5 min. A partir da solugao estoque foram preparadas solugdes com
concentragdes finais de 5, 10, 25, 50, 125, 250 ug/mL em etanol. Transferiu-se
2,5 mL de cada solucido para um tubo de ensaio sob proteg¢ao da luz. A cada tubo
de ensaio foi acrescentado 1 mL de solugéo etanolica de DPPH’ 0,28 mM (Sigma-
Aldrich Chemie, Alemanha, lote S4869-348) recém preparada, agitando a mistura
e aguardando 30 min a temperatura ambiente e no escuro. Depois as amostras

foram transferidas a cubetas de quarzo e medida a absorbancia em 517 nm.

Durante a reacdo, as mudangas de cor (roxo a amarelo claro) foram
monitoradas em um espectrofotdbmetro UV/VIS (FEMTO, Tecnal, Brasil). A
solucdo branco foi preparada misturando-se 1mL de etanol e 2,5 mL de extrato,
o controle negativo foi preparado com 1mL de solugdo de DPPH e 2,5mL de

etanol, nas duas solug¢des foi medida a absorbancia no mesmo comprimento de
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onda (517 nm). O espectrofotometro foi zerado com etanol 99,5 %. Como
controles positivos foram empregados padrbes: (+)- catequina (> 98%,Sigma
Aldrich inc, USA, lote 31508270), acido galico (> 99%,Vetec, Brasil, lote 0806387)
e acido L (+) - ascorbico (> 99%, Ecibra, Brasil, lote 17752).

Os testes foram conduzidos em triplicata. Para cada uma das seis solugdes
a atividade antioxidante (AA) foi calculada a partir da Equagao 3.10. A atividade
antioxidante (AA) possui valores entre 0 e 100% e indica a porcentagem de
inibicdo do radical DPPH.

— (I‘famostra _ Abranco ) xl 00 (3_ 1 1 )

controle

AA(%) _ |:Acontmle

A concentracao efetiva (CEsp, pg/mL) é definida como a concentragdo de
substrato (neste caso extrato) que causa 50 % do decréscimo da atividade inicial
do DPPH (MOLYNEUX, 2004). O CEs5 facilita a comparagéao direta da atividade
antioxidante entre substancias diferentes, pois € Independente da concentracao
da amostra (LOCATELLI et al., 2009). O valor de CEsy para cada extrato foi
calculada a partir dos valores de AA (%) e por meio de andlise das curvas dose-
resposta e empregando andlise de regressdo. A analise dose-resposta é
frequentemente aplicado para avaliar a atividade de uma droga sobre um sistema
biolégico ou quimico, em estudos in vivo e in vitro. A analise de curvas dose-
resposta tem sido empregada para quantificar o valor do parédmetro CEsy, por
meio de anadlise de regressdo linear ou nao linear (LOCATELLI et al.,, 2009,
POUVREAU et al.,, 2008, MATKOWSKI et al., 2008, VICENTINO e MENEZES
2007, NICKAVAR et al., 2007, VILLANO et al., 2005, HEIMLER et al., 2005,
KLECAKOVA et al., 2004).
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Tabela 3. 4 - Modelos de regressdao empregados no calculo de CEsp.

Tipo de analise Modelo Equacgéao

Linear

Faixa linear limitada Linear FL

Faixa linear ) AA(%) = a + bx
Linear FC
completa
Nao linear

Exponencial Exponencial Exp AA(%) = a(l - e’b")
Exponencial com Exp FA AA(%) = a + l(b —a Xl e )J
uma fase associada

Logistico Logistico 3 L3P AA%) =
parametros il + be ™ )
Logistico 4 L4P AA%) = a + M
parametros 1+ 10

AA, atividade antioxidante (%), x: concentragao do extrato (ug/mL)

Os valores de AA (%) para cada uma das 7 concentragdes de cada extrato
foram graficadas contra as concentragbes correspondentes (dose), sendo esta a
curva dose-resposta, a partir da qual € calculado o valor de CEsy, empregando
diferentes modelos de regresséao, apresentados na Tabela 3.4.

A anadlise de regresséao linear foi empregada no calculo de CEsy para as
respostas AA(%) obtidas na faixa de concentragdo de 0 até 250 pg/mL. Uma
segunda anadlise de regressado linear foi feita para uma faixa limitada de
concentragdes que produzissem valores de AA <70% (BUENGER et al., 2006).

A analise de regressao nao linear com modelos exponenciais e logisticos,
permitindo levar em conta a nao linearidade em repostas durante o teste de
DPPH. O modelo logistico de 4 parametros tem sido usado para o ajuste de
curvas dose-resposta em testes bioldgicos (JIMENEZ et al.,2005, CHEVRE e
BRAZZALE, 2008; POVREAU et al., 2008).
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Para fins comparativos foi calculado o valor do coeficiente de determinagao

(12) e 0 valor da raiz quadrada do erro médio (RSME) por meio da Equacéo (3.12).

> 1/2
RSME = [z (AAexp _nAAcalc) jl (3 1 2)

onde AAe, representa a atividade antioxidante experimental, e AAcc a
atividade antioxidante calculada com o respectivo modelo, e n 0 numero de

medidas experimentais.

Método de descoloragao do B-caroteno (Método DBC)

O método de descoloragdo do p-caroteno (DBC) €& baseado no
monitoramento espectrofotométrico da sua oxidagdo (descoloragao), produzida
por produtos de degradagao do acido linoléico, segundo método de Miller (1971).

Uma aliquota de 1 mL de solugédo (1 mg/10 mL) de B-caroteno (97 %,
Fluka, EUA) em cloroféormio (99%, Ecibra, Brasil) foi adicionada a um frasco que
continha 20 mg de acido linoléico (99%, Sigma-Aldrich, EUA) e 200 mg de Tween
40® (Sigma-Aldrich, Alemanha). Esta mistura foi submetida a evaporacédo sob
vacuo e 50 °C, em rotaevaporador (Marconi, MA-120, Brasil). Adicionou-se a
mistura seca 50 mL de agua Milli-Q oxigenada (borbulhando ar durante 30
minutos), sob agitagdo vigorosa em vortex, obtendo uma emulsdo. Tranferiu-se 5
mL desta emulsdo para um tubo de ensaio e adicionou-se 0,2 mL dos extratos
diluidos (200 pg/mL). Esta solucdo foi agitada e feita a leitura de absorbancia a
464 nm em um espectrofotometro UV/Visivel (FEMTO, Tecnal, Brasil), sendo que
esta leitura foi considerada como tempo zero. A solugéo controle foi preparada da
mesma forma substuindo-se os extratos por 0,2 mL de etanol. Os tubos das
amostras e controle foram submetidos a auto-oxidagcdo térmica durante 180
minutos a 50 °C. Leituras de absorbancia foram feitas em intervalos de tempo de
30 minutos. O branco empregado para zerar o espectrofotdmetro foi preparado a

partir de 5 mL de emulsdo sem -caroteno e 0,2 mL de etanol. A atividade
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antioxidante (AA) foi calculada como a porcentagem de inibigdo relativa ao

controle (100% oxidacg&o), por meio da Equacéo (3.13).

P e L R o (3.13)
5 - 47)

onde “c” representa o controle e “@” a amostra, respectivamente, e Ay e A;
s&o as absorbancias a 0 e t minutos do teste. Solugbdes (200 pg/mL) de BHT
(298% HPLC, EUA), quercitina (299.0% GC, EUA) e &cido ascorbico (>99%,
Ecibra, Brasil), foram usados como controles positivos (padrdes). Todas as

analises foram feitas em triplicata.

3.4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para
identificar os tratamentos com as melhores respostas foram realizadas
comparagdes entre as médias pelo teste de Tukey a 5 % de significAncia. Nesta
etapa foi empregrando o software Statistica® versao 7.0 (StatSoft, EUA).

As analises de regressao para se a obter os valores de CEs5p no teste de
atividade antioxidante foram feitas empregando-se Microsoft Excel® 2003,
CurveExpert® V.1.38 (Daniel Hyams) e GraphPad Prism® V.5 (GraphPad
Software, USA).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Caracterizagcao das matérias primas

Tabela 3. 5 - Resultados caracterizagdo das matérias primas.

Baccharis dracunculifolia

Propriedade E. uniflora L.
AM1 AM2
particulas
VU (%) 10.6 £ 0.3 11.87+ 0.08 13.27 + 0.05
U (%) 6,6 +0.3 7.7+0.2 10,2+ 0.2
o, (g/em?) 1,39 + 0.02 1,38 + 0,03 1,48 + 0,04
dmg (Mm) 0,796 0,802 0,817
) 0,492 0,533 0,527
leito
Pa (glcm®) 0,278 + 0.006 0,348 + 0.008 0,312 + 0.004
2 0,744 0,922 0,706
° 1,203 1,257 1.214
€ 0,800 0,748 0,789

? calculada apartir da equacgéo de Lanfrey et al. (2010)
® calculada apartir da equagao de Boudreau et al. (1996)

A Tabela 3.5 apresenta as propriedades que caracterizam as amostras de
B. dracunculifolia e E. uniflora L. No caso da B. dracunculifolia, estudaram-se
duas amostras, a numero 1 (AM1) composta por uma mistura de folhas
desenvolvidas e folhas jovens, e a amostra 2 (AM2), composta apenas de folhas
jovens. As duas amostras foram colhidas na mesma data e a partir das mesmas

plantas.

Os resultados reportados na Tabela 3.5 mostram diferencas de 3 a 4%
entre os valores da umidade determinada pelo método de Karl Fisher (%U) e o
valor obtido pela determinagdo gravimétrica (%VU), sendo esta discrepéancia
explicada pela evaporagao de volateis junto com a agua no método gravimétrico,

contabilizando erroneamente toda a massa evaporada como umidade (World
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Health Organization - WHO, 1998; ISENGARD, 2001). Assim o método quimico
de Karl Fisher permite a quantificagdo direta de agua em materiais como plantas
medicinais e especiarias (MIRA et al., 1996, SUPARTONO et al., 1998; BRUTTEL
e SCHILINK, 2003; GLISIC et al., 2008).

A esfericidade (¢) caracteriza o grau com o qual uma particula esta
préxima a forma esférica, sendo que para a esfera o seu € valor igual a 1. Este
parametro morfologico esta diretamente relacionado com as caracteristicas de
empacotamento das particulas em um leito fixo de particulas, como aquele
empregado em extragbes com fluidos no estado supercritico. As trés matrizes
vegetais apresentaram valor de esfericidade em torno de 0,5, cujo calculo foi feito

a partir do processamento das imagens (Figura 3.9).
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Figura 3.9 - Fotografias 8 bit das matrizes vegetais) apds o processamento digital. B.
dracunculifolia (AM1) (@) (AM2) (b), E. uniflora L. (c, d).

A tortuosidade do leito de particulas foi calculada a partir das correlagdes
de Boudreau et al. (1996) e de Lanfrey et al. (2010). Com a ultima Equacgao a
estimativa da tortuosidade ficou entre 0,70 e 0,92, sendo estes valores menores
que os estimados por meio da equagao de Boudreau (com valores préximos a
1,2). Lanfrey et al. (2010) reportaram que esse comportamento acontece com
valores altos de porosidade. Quanto a processos de transferéncia de massa, o0s
estudos de Shen e Chen (2007) reportam uma forte dependéncia entre a forma e

tamanho das particulas com o coeficiente de difuséao.
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Avaliacdao da microestrutura das amostras antes e depois da extragao

supercritica

Na Figura 3.10 sdo apresentadas as micrografias das diferentes matrizes
vegetais obtidas com ajuda da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Antes
da extragdo supercritica a microestrutura das matrizes apresentam regidées com
superficie mais compacta e homogénea (Figura 3.10a, 3.10c e 3.10e) do que as
correspondentes matrizes apos extracdo supercritica, mostrando regides com

microestrutura mais aberta e porosa (Figura 3.10b, 3.10d e 3.10f).
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Figura 3.10 - Microestrutura das matrizes vegetais (x 500): B. dracunculifolia (AM1) (a) antes, (b)
apos extragdo supercritica B. dracunculifolia (AM2) (c) antes, (d) apds extragdo supercritica, E.
uniflora L. (e) antes, (f) apds extracéo supercritica
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3.5.2 Rendimento e cinética de extragao

A Tabela 3.6 apresenta valores de rendimento global de extracédo,
concentragdao e rendimento de fendis totais, de concentragdo e rendimento de
flavondides totais e de concentracdo e rendimento de artepillin C de extratos
obtidos de 2 amostras de folhas de B. dracunculifolia.

Na Figura 3.11 comparam-se os rendimentos globais dos extratos obtidos
por extracdo com scCO,, (SC) ,extracdo a baixa pressdo com agua (A) e com
alcool (E), extragdo aquosa precedida pela supercritica (SCA), extracdo etandlica
precedida pela supercritica (SCE), e os rendimentos acumulados: extragao
supercritica + aquosa posterior a supercritica (SC+SCA), extracdo supercritica +
etandlica posterior a supercritica (SC+SCE). Os resultados foram calculados a
partir das médias de experimentos conduzidos em triplicata.

Para as amostras de B. dracunculifolia, amostra 1 (Figura 3.11a) e amostra
2 (Figura 3.11b), as extragdes que empregaram agua como solvente, seja como
etapa unica de extragdo (A) ou como segunda etapa de extragdo posterior a
extragdo supercritica (SCA), destacaram sobre as demais, resultando em
rendimentos globais ao redor de 20% contra 11 e 8% para a extragdo com etanol
e com scCO,. Assim, o carater do solvente empregado influiu sobre o rendimento
global, indicando alto teor de substancias polares e obtendo-se alto rendimento
global quando comparado com etanol (polaridade mais baixa do que a agua) e
scCO; (solvente apolar).

Os rendimentos dos processos de extracdo E e SC em etapa unica da
amostra AM1 ndo apresentaram diferengas significativas entre si, o qual indicaria
que, para esta amostra, o CO, supercritico tem igual poder solvente do que o
etanol. Ja no caso da amostra 2 (AM2) os trés tratamentos iniciais (Figura 3.11Db)
apresentam diferengas significativas entre si quanto ao rendimento global,
inferindo se que esta amostra apresenta diferenga quando,comparada com a

amostra 1, indicando que ha diferengca quanto aos metabdlitos secundarios
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extraiveis com os solventes agua (A), etanol (E) e dioxido de carbono supercritico
(SC).

Tabela 3. 6 - Concentracdo e rendimentos de extracdo de fendlicos e Artepilin C em
extratos de B. dracunculifolia.

AMOSTRA 1 (AM1)

Rendimento - . L . -
Extrato Global (%)* Fenois Totais Flavénoides Totais Artepillin C

Conc Rend Conc Rend Conc. Rend.
(mg EAG/ (mg/gmp) (mgEC/g (mgl/g (mg/ g (mg /g
g extrato) extrato) mp) extrato) mp)
80+06 484+03 38203 46 + 1 37%0,3 17,13 1,36
sc
a
etapa 1,7+0,8
unica A 187+11 1423405  27+2 1169+ 05  22+1 2,00 0,37
E 97+0,8 1973 19+2 47 + 1 46+0,5 5,39 0,52
SCA  20,6+0,2 158+10 32+2 128,406 26,4+0,4 1,26 0,26
duas SCE 57+06 188+ 21 10,0%0,6 102+6 59+0,4 0,84 0,05
etapas oo .sca” 30106 ; 36+2 ; 30,1£0,7 ; 1,62
SC+SCE~ 15,3+0,2 - 14 £1 - 9,6+0,7 - 1,41
AMOSTRA 2 (AM2)
8,1+0,2 69 + 2 55+0,3 3542 2,8+0,2 26,40 2,13
SC
etapa 1,2+0,2°
Unica A 212+1,4 1323 28 +2 121,8+ 0,4 26 +2 2,84 0,60
E 11,5£0,2 176+2  20,2%05 56 + 2 6,4+0,4 10.54 1,21
SCA 20,70+0,06 1696 35 1 131+ 1 27,1+0,3 3,25 0,67
duas SCE 6,4+0,2 180+ 32 112 7115 45+0,6 0,40 0,03
etapas SC+SCA” 29,9:04 41 +1 29,9+0,5 2,80
SC+SCE~ 15,6+ 0,6 172 7,3+ 08 2,16

* Rendimento ( %, b. s.)** Rendimento acumulado (% b. s.),* Rendimento da frag&o volatil
capturada no Porapak- Q (%, b.s.). Extratos supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico
prévia extracédo supercritica (SCE), aquoso prévia extragao supercritica (SCA).
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Figura 3.11 - Valores médios dos rendimentos obtidos na extragdo da B. dracunculifolia. (a)
amostra 1, (b) amostra 2 . As barras representam valor da média + DP dos ensaios em ftriplicata,
letras diferentes representam diferencgas estatisticamente significativas (Teste de Tukey a 5% nivel
de significancia).

Para as amostras 1 e 2, os resultados mostraram que a extragao
supercritica (SC) prévia melhorou o rendimento da extragcdo aquosa. Quando se
considera a extracdo acumulada, tanto para a extragado aquosa (SC+SCA) quanto
para a etandlica (SC+SCE), houve diferengas apreciaveis entre estes processos.

A Tabela 3.7 relata os valores de rendimento global de extracédo,
concentragao e rendimento de fendis e concentracao e rendimento de flavondides
totais de extratos obtidos da amostra de folhas de E. uniflora.

Na Figura 3.12 estdo apresentados os resultados dos diferentes processos
empregados na extragdo das folhas de E. uniflora. Para esta matriz vegetal o
carater do solvente empregado influenciou bastante no processo de obtencéo de
substancias extraiveis, pois o rendimento apresentou a tendéncia de aumento
com o aumento da polaridade do solvente: extracdo aquosa (A)> extragéo
etandlica (E) > extragdo scCO; (SC). Os solventes polares produzem altos

rendimentos quando comparado aos solventes de baixa polaridade.
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Tabela 3. 7 - Rendimentos de extracao de E. uniflora nos diferentes processos estudados

FT Rendimento Rendimento
Rendimento (mg FT /g FvT (mg FvT /g
Processo Extrato ") hal(%) (m%ftf;();’ 9 " folha) (mg EC/ g) folha)
SC 3,5+0,1 5117 1,7+0,3 6311 2,2+0,1
etapa 0,47 +0,01°
unica A 202 138,9+0,5 28+2 3811 78+0,7
E 8,0+0,1 407 £ 4 32,7+0,7 46,5+ 0,3 3,73 10,07
SCA 21+2 291 15 6113 471+0,9 9,9+0,9
duas SCE N 42+0,3 504 £ 15 212 5714 24+04
etapas SC+SCA 25+2 6313 12 +£1
SC+SCE*™ 8,11+04 2312 46+0,5

* Rendimento (%, b.s.),** Rendimento acumulado (% b.s.), a, rendimento da fragdo mais volatil
capturada no Porapak- Q (%, b s.). FT: fendis totais, FvT: flavonoides totais. Extratos supercritico
(SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragédo supercritica (SCE), aquoso prévia
extracdo supercritica (SCA).
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Figura 3.12 - Valores médios dos rendimentos obtidos na extragdo E. uniflora. As barras

representam valor da média + DP dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam
diferencas estatisticamente significativas (Teste de Tukey a 5% nivel de significancia).

A extragdo prévia com CO, supercritico permitiu melhorar
significativamente o rendimento acumulado quando ela é seguida da extragao

aquosa (SCA), nao acontecendo o mesmo quando é usado etanol como 22 etapa
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extrativa (SCE), fato explicado pela natureza da matriz sélida e suas interagbes
com os solutos, pois grande parte dos compostos solluveis sdo extraidos nos
primeiros instantes na extragao supercritica, mostrando que compostos de baixa
polaridade sao extraidos na etapa SC, e possivelmente mudando as interagdes
entre os solutos e a matriz sdlida, ficando retidos compostos que deveriam ser
extraidos com o etanol. Estes resultados concordam com o relatado por BENNER
(1998) e GRIGONIS et al. (2005), os quais sugerem que a extragdo prévia de
compostos lipofilicos com scCO, pode promover alteragdes entre as interacdes
entre compostos e a matriz residual dificultando ou facilitando a sua extragéo
posterior. Deve-se também mencionar que a extragdo prévia com scCO;
promove também uma alteragdo na estrutura da matriz solida devido ao emprego
de alta pressdao e posterior despressurizagdo, como parecem indicar as

micrografias da Figura 3.10.

Cinética de extragao supercritica

As curvas de extracdo supercritica obtidas em triplicata a 400 bar, 60 °C e
usando 4,0 .10 ® kg/s de scCO, estdo apresentadas nas Figuras 3.13a (amostra 1)
e 3.13b (amostra 2) para as folhas de B. dracunculifolia e na Figura 3.14 para as
folnas de E. uniflora (os dados experimentais obtidos estdo apresentados no
Apéndice C). No caso da extragao de E. uniflora, foram feitas duas curvas de
extragao (teste 1 e 2) e uma extragado total (teste 3) para se obter um unico
extrato. Estas curvas mostram o rendimento de extrato acumulado em funcio da
massa de solvente usada na extracdo, indicando com isso a facilidade ou a
dificuldade com que os solutos sao extraidos. Tendo em vista que a extracéo €&
influenciada pela solubilidade dos solutos no scCO,, tamanho das particulas e
difusividade dos solutos e solvente na matriz sélida, a natureza dos solutos e o
tamanho das particulas sao determinantes para essas curvas.

As Figuras 3.13 e 3.14 mostram uma boa reprodutibilidade dos
experimentos, apenas o teste 3 da extragcdo de B. dracunculifolia da amostra 1

(Figura 3.13a) produziu resultados com rendimento menor e com isso gerando um
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desvio médio de aproximadamente 8% nos rendimentos globais, bem acima do
desvio de 2,4% da amostra 2. As curvas de extragao para as folhas de B.
dracunculifolia e para as folhas de E. Uniflora mostram ser diferentes entre si, pois
se obtém para a E. uniflora mais de 90% da extracado (90% do rendimento global)
com apenas 200 g de CO, enquanto que para B. dracunculifolia se extrai ao redor
de 60% com essa mesma quantidade. Como os diametros médios das particulas
dessas duas matrizes sdo praticamente iguais (vide Tabela 3.5), a diferenga pode
ser explicada pela natureza dos extratos e pela estrutura da matriz. No caso da E.
uniflora os compostos extraidos com scCO, sdo predominantemente terpendides
(Peixoto et al., 2009) enquanto que para a B. dracunculifolia predominam

compostos fendlicos (Piantino et al, 2008), que sdao menos soluveis que
terpendides.
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[ ]
8,0 s 0® 8,0 - PR 6
— % - | ®
o\° & o 0 E 6
26,0 1 8 6,0
g 6,0 o (N g ° @
£ g 1 e
540 © 5 401 9
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12 1 @teste 1 & i
2,0 { Oteste 2 2,0 Oteste 2
{ Oteste 3 1 Oteste 3
0,0 ‘ : ‘ : 0,0 w \ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Massa CO2 (g) Massa CO:2 (g)

(a) (b)
Figura 3.13 - Rendimentos e cinéticas de extragdo com CO, supercritico da B. dracunculifolia. (a)
amostra 1, (b) amostra 2.
Pode se observar que o rendimento de extracdo de B. dracunculifolia
aumenta gradativamente a uma taxa crescente no inicio da extragdo e parece
atingir uma taxa constante nos pontos finais da curva, o que indicaria que a matriz

vegetal nao foi totalmente esgotada durante o processo, indicando predominio do
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efeito difusional interno as particulas e possivelmente a menor solubilidade dos
compostos mais pesados extraidos no final do processo.

Nos primeiros estagios do processo (Figura 3.14) da extracdo supercritica
de E. uniflora, entre 0 e 145 g CO; (o qual representa a primeira hora de
processo), pode se observar uma alta taxa de remocgao de extrato, depois desta
fase, a curva parece atingir rapidamente um valor constante, o qual seria um
indicativo que a matriz vegetal foi praticamente esgotada dos soluveis em scCO..
A cinética do processo de extracdo indicaria que os compostos soluveis sao

facilmente extraiveis, e apresentando baixa resisténcia a transferéncia de massa.

3,5 - o
2
S
;’2,5 R 6
£,°
E
§175 i @ teste 1
4 O teste 2
11 Xteste 3
0,5 -
O T T T T
0 200 400 600 800 1000
Massa CO2 (g)

Figura 3.14 - Cinética e rendimentos na extragdo com CO, supercritico da E. uniflora

3.5.3 Fenois totais

Na Figura 3.15 comparam-se os conteudos de compostos fendlicos totais
dos diferentes extratos obtidos a partir das folhas de B. dracunculifolia (AM1 e
AM2) e de folhas de E. Uniflora, e na Figura 3.16 os respectivos rendimentos de
extragao, cujos dados sado reportados nas Tabelas 3.6 e 3.7.
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Figura 3.15 - Conteudo de fendis totais. As barras representam valor da média dos ensaios em
triplicata, letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragdo supercritica (SCE), aquoso
prévia extragado supercritica (SCA).

Na figura 3.15 pode ser observado o conteudo de fendis totais (mg EAG/g
ext) para cada um dos extratos obtidos em uma ou em duas etapas. O teor de
fendis totais variou dependendo da matriz vegetal entre 48,4 e 197 mg EAG/g
(para AM1), 69 e 180 mg EAG/g (para AM2) e 51 e 504 mg EAG/g (para E.
uniflora L.), destacando se esta ultima matriz pelo alto teor de compostos
fendlicos nos seus extratos, dados concordantes com os dados reportados por
Peixoto (2008).

O processo em uma etapa € fortemente dependente da polaridade do
solvente, onde as substéncias de caracter fendlico ficaram mais concentradas em
primeiro lugar nos extratos etandlicos, depois nos extratos aquosos, e por fim, nos
extratos supercriticos, tanto para a B. dracunculifolia quanto para a E. uniflora.
Estes resultados sugerem a presenga de compostos fendlicos de diferente
polaridade nestas matrizes vegetais, sendo que no caso de B. dracunculifolia, a

maioria deles sdo de carater polar por causa de pouca diferenga entre o teor de

67



Capitulo 3

fendis entre os extratos E e A. No caso do extrato de E. uniflora, a concentragao
no extrato etandlico € bem superior do extrato aquoso.

O processo em duas etapas permite obter extratos aquosos mais
concentrados em compostos fendlicos que o processo uma etapa unica (SCA >
A). O rendimento global de extracdo continua elevado na segunda etapa,
mantendo a mesma ordem de grandeza do rendimento da extragdo aquosa
convencional, portanto ha um consideravel aumento no rendimento de extragao
de fendlicos totais com a extragdo aquosa posterior a extragdo supercritica. No
caso da B. dracunculifolia, o rendimento de extragao de fendlicos totais passa de
aproximadamente 28 para 35 mg/g (AM2), e no caso da E. uniflora, o rendimento
passa de 28 para 61 mg/g. Tanto nos processos de uma etapa quanto nos de
duas etapas, os extratos obtidos com etanol (SCE, E) tiveram maior teor de
sustancias fendlicas.

No caso da extracdo etandlica em duas etapas, o rendimento global de
extragdo € menor na segunda etapa quando comparada a extracdo etandlica
convencional. Na B. dracunculifolia as concentracbes nos extratos obtidos em
uma etapa ou em duas etapas s&o praticamente iguais, no entanto, devido a
diminuicdo do rendimento global de extracdo, o rendimento de fendlicos totais
diminui. No caso da E. uniflora, ocorre um aumento consideravel na concentragao
de 407 para 504 mg/g, quando passamos da extracdo etandlica convencional
para a extragao etandlica posterior a extragdo supercritica; no entanto devido a
reducao drastica no rendimento global de 8 para 4,2 %, diminuiu o rendimento de

fendlicos totais de 33 para 21 mg/g .
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Figura 3.16 - Rendimento de extragéo de fenois totais. As barras representam valor da média + DP
dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragcao supercritica (SCE),
aquoso prévia extragcao supercritica (SCA).

Comparando os valores de rendimentos totais de fendlicos pela Figura 3.16
e Tabelas 3.6 e 3.7, comprova-se que, no geral, os extratos aquosos foram
maiores, principalmente em duas etapas com scCO,. Este resultado é previsivel
tendo em vista que as extragdes aquosas sdo mais eficientes na extracdo de
fendlicos, o qual é de se esperar por causa da polaridade da agua (constante
dielétrica 66,62), comparada com a do etanol (constante dielétrica 24,16) e do
CO; supercritico (constante dielétrica de 1 - 2). Estes resultados sugerem o uso
de extragdo supercritica seguida de extracdo aquosa se desejar-se extrair o
maximo de fendlicos, ou extragcado etandlica posterior a extracdo supercritica se
desejar-se extratos mais concentrados em fendlicos totais. Estes resultados
concordam com a tendéncia observada em teor de polifendis em extracdo de cha
mate e cha preto (TURKMEN et al., 2006).

Sousa (2007) identificou 14 substéncias de carater fendlico em extratos
hidroalcodlicos de folhas de B. dracunculifolia: acido cafeico, acido cumarico,
acido ferulico, aromadendrina-4"-metil eter, isosakuranetina, artepillin C, bacarina

e veratraldeido, destacando como composto majoritario o acido cafeico. Em
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extratos metandlicos das folhas da E. uniflora foi reportada a presenca dos

taninos eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2 (LEE et al., 1997)

3.5.4 Flavonoides totais

Na Figura 3.17 e Tabelas 3.6 e 3.7, comparam-se os conteudos de
flavonoides dos diferentes extratos obtidos a partir da B. dracunculifolia (AM1 e
AM2) e da E. Uniflora. O teor de flavonoides totais variou entre 46 e 128 mg EC/g
(para AM1), 35 e 131 mg EC/g (para AM2) e 38 e 63 mg EC/g (para E. uniflora L.).

Para as extracbes de B. dracunculifolia obtidas em uma unica etapa, os
extratos aquosos foram os mais concentrados em flavondides, seguidos pelos
etandlicos e supercriticos, sendo que, para a amostra AM1, estes dois ultimos
extratos foram da mesma ordem de grandeza. Mas se considerarmos o
rendimento de extracao, os extratos etandlicos foram superiores aos supercriticos.
Para a amostra AM2, o extrato etandlico foi mais concentrado que o supercritico.
A extracdo prévia com scCO, melhora um pouco o rendimento da extragao
aquosa em uma segunda etapa posterior a supercritica.

Observa-se também que no caso da extragdo supercritica (Tabela 3.6), a
concentragao de flavondides € aproximadamente igual a concentragao de fendis
totais da amostra AM1. Como os flavondides estéo incluidos nos fendis totais, a
concentragao de flavonoides deve ser inferior ou igual a de flavondides totais. No
caso das extragdes supercriticas, os valores foram de 48 e 46 mg/g para fendis e
flavondides respectivamente na amostra AM1 de B. dracunculifolia, de 69 e 35 na
amostra AM2 de B.dracunculifolia que sao folhas mais novas, mostrando maior
conteudo de fendis totais que flavonodides. No caso da E. uniflora, obteve-se um
valor aparentemente incoerente de 51 + 7 mg/g para fendis totais e um valor
maior de 63 + 1 para flavondides, no entanto o alto desvio obtido de 7 para os
fendis totais pode explicar essa diferenca, sendo que a concentracdo de fendis

totais deve ser da ordem de 51 mg/g.
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Figura 3.17 - Contetudo de flavonodides totais. As barras representam valor da média dos ensaios
em ftriplicata, letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragdo supercritica (SCE), aquoso
prévia extragado supercritica (SCA).

Nos extratos de E. uniflora obtidos em processo de etapa unica, a
concentragdo de flavondides foi maior nos extratos supercriticos, em segundo
lugar no extrato etandlico e por ultimo no extrato aquoso; no entanto, quando se
considera o rendimento de extragado, o resultado se inverte: a extracdo aquosa €
superior, em seguida a etandlica e por fim a supercritica. Isto se deve a grande
diferenca dos rendimentos globais. Para o processo em duas etapas, tem-se um
aumento de 46,5 para 57 mg EC/g quando se passa do extrato etandlico em 1
etapa para o processo de 2 etapas, no entanto com diminui¢gdo do rendimento de
3,73 para 2,4 mg/g de folhas. Para a extragdo com agua, ocorre um aumento na
concentragao e no rendimento. O efeito da extracdo prévia com CO, supercritico
no esquema de processo em duas etapas permite obter extratos com maior
conteudo de flavondides totais, além de se produzir extratos com caracteristicas

diferentes.
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Figura 3.18 - Rendimento de extragdo de flavonodides totais. As barras representam valor da
média + DP dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,056). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragédo
supercritica (SCE), aquoso prévia extragao supercritica (SCA).

3.5.5 Teor de acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (artepillin C) nos

extratos de B. dracunculifolia

A Tabela 3.6 e Figura 3.19 mostram valores de concentra¢do do acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinamico (artepillin C) nos extratos de B. dracunculifolia, que foi
quantificado mediante HPLC-FR . Mostra também o valor calculado do rendimento
de extragao em cada um dos processos estudados.

As maiores concentracdes e rendimentos de artepillin C foram obtidos nos
extratos supercriticos (SC), com valores de 17,13 mg/g para a amostra AM1 e de
26,40 mg/g para a amostra AM2 (Tabela 3.6). Em seguida a extragédo foi melhor
com etanol e por ultimo com agua. No entanto, a extragcdo aquosa usando-se o
processo combinado (extracdo aquosa apds scCO, foi melhor em termos de
concentragcao e rendimento que a etandlica apds scCO..

A amostra AM2 de B. dracunculifolia, compreendida por folhas mais jovens
e em estado prévio a floracdo, apresentam maior concentragao de artepillin C nos

seus extratos e maiores rendimentos de extragdo quando comparados com a
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amostra de folhas desenvolvidas (AM1) (Figura 3.19b). Este tipo de
comportamento pode estar associado a sazonalidade dos metabdlitos
secundarios nos diferentes estagios de maturidade. Park et al. (2004) relataram
valores de 40,54 , 13,75 e 1,68 mg de artepillin C/ g de extrato em extratos
etanolicos de brotos, de folhas em estado de desenvolvimento e em folhas
desenvolvidas, respectivamente. Piantino et al. (2008) relataram valores de 7,84
mg artepillin C/ g para extratos etandlicos e 20,13 mg artepillin C/g para extrato
supercritico obtido de amostras equivalentes a AM1 desse trabalho, mas de
acesso diferente e colhida em época diferente, mas nas mesmas condi¢cbes de
extragdo supercritica deste trabalho, de 400 bar e 60 °C. No geral, os valores de
concentracdo e de rendimento de extracao supercritica e etandlica para Artepillin
C deste trabalho e dos valores relatados por Piantino et al. (2008) concordam
entre si em termos da vantagem da extragdo supercritica para a extragdo desta
substancia, onde a extracdo com scCO, produz extratos da ordem de 2,5 a 3
vezes mais concentrados que os extratos etandlicos e com rendimentos ao redor

de 2 vezes superiores.
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Figura 3.19 - Extracdo de artepilin C nas amostras de B. dracunculifolia. (a) rendimento de
extracdo, (b) concentragdo de artepillin C. Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico
prévia extragéo supercritica (SCE), aquoso prévia extragao supercritica (SCA).
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Processos em duas etapas que envolvem agua como solvente na segunda
extragdo sdo mais vantajosos que uma segunda etapa com etanol, pois produzem
um segundo extrato com alto rendimento e de maior concentragcédo de artepillin C
que um segundo extrato de etanol; além de ser mais concentrado em fendis e
flavondides totais.

As Figuras 3.20 e 3.21 representam os cromatogramas dos extratos obtidos
a partir das amostras AM1 e AMZ2, respectivamente. Nos cromatogramas sao
observados um numero alto de compostos com diferentes tempos de retencao
nos extratos E, SCE. No entanto as amostras aquosas (A, SCA) apresentam perfil
rico em compostos com tempos de retengdo baixos. Diferengas na seletividade
dos solventes usados nos processos de extragdo explicam as mudangas na

composicao dos extratos das duas amostras de B. dracunculifolia estudadas.
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Capitulo 3

A Figura 3.22 mostra as curvas de extragdo de artepillin C com scCO, das
duas amostras de B. dracunculifolia. Grande diferenca foi observada na extragao
do artepillin C entre estas duas amostras. A extragao foi rapida na amostra AM1,
na qual, aproximadamente 200 g de CO; (70 min) extraem praticamente todo o
Artepillin  C, enquanto que, para a amostra AM2 com 900 g de CO; (360 min);
ainda continua extraindo, isto provavelmente se deve ao maior conteudo de
artepillin C. Os correspondentes cromatogramas estdo apresentadops no

Apéndice D.

3,0

—o— AM1

Rendimento (mg /g folhas)

0,0

0 200 400 600 800 1000
Massa CO0, (g)

Figura 3.22 - Rendimento de extracédo de Artepilin C. nas amostras de B. dracunculifolia.

3.5.6 Caraterizagao da fragao mais volatil (CG-EM)

A fragdo volatil retida na armadilha de Porapak- Q ao longo da extragao
supercritica Foi recuperada e analisada quanto a composi¢céo quimica (de acordo
com a Secado 3.4.3.3) para as duas amostras da B. dracunculifolia e amostra de E.
uniflora, os resultados estdo apresentados nas Tabelas 3.8 e 3.9; os

correspondentes cromatogramas no Apéndice E.
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As amostras de B. dracunculifolia apresentaram rendimento da fracéo
volatil (base seca) de 1,7 + 0,8 % para a amostra AM1 e 1,2 £ 0.2 % para a
amostra AM2. O rendimento da fragdo rica em compostos volateis das duas
amostras foi superior ao valor de 0,6 % (b.s.) obtido por Massignani et al. (2009)
pelo método de hidrodestilagdo; 0.27 % (b.s) obtidos por Queiroga et al. (2008)
pelo método de arraste a vapor; 0.21 % (b.u) relatado por Lago et al. (2008) pelo
método de hidrodestilagdo; 0.32 a 0.34% (base néo reportada) descrito por Frizzo
et al (2008) pelo método de hidrodestilagao;, 0.36% e 0.38% relatado por Cassel
et al. (2000) obtido por hidrodestilagao e extragdo com scCO,. Estas diferencas
estdo associadas ao método de extracao e a possiveis caracteristicas da amostra
,como diferencas em parametros microclimaticos, altitude, maturidade e idade da
planta junto com disponibilidade de nutrientes (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
As condi¢cbes do processo ao longo da extragdo supercritico (60 °C/ 400 bar)
poderiam ter permitido que parte da fracdo pesada fosse arrastada para a
armadilha de adsorvente (Porapack-Q).

A composigado quimica da fragdo rica em compostos volateis apresenta
perfil similar para as duas amostras, com algumas variagcbes na
presencga/auséncia de compostos e/ou na quantidade dos mesmos (Tabela 3.8).
Destacam-se como compostos majoritarios nas duas amostras: germacreno D
(12,99 e 8,79 %), trans-cariofileno (6,81 e 7,71 %), nerodilol (5,73 e 6,50 %).
Estes compostos sdo também reportados como maijoritarios por Piantino (2008)
em amostras de folhas B. dracunculifolia. Diferencas no estado de maturidade da
folha pode ter causado a auséncia do biciclogermacreno na AM1 e y-elemeno na
AM2. Diferentes pesquisadores relataram a presenca destes e outros compostos
(LOAYZA et al 1995, SOUSA, 2007, PIANTINO 2008, MASSIGNANI et al., 2009,
SCHOSSLER et al., 2009).
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Tabela 3. 8 - Composicao da fragao rica em compostos volateis de B. dracunculifolia (AM1
e AM2).

o -
. . a b % Relativa

Pico Composto tr (min) IR IR Obs AMA ANI2
1 limoneno 7,80 1028 1031 EM 0,45 0,51
2 * 8,5 1049 1,02 1,50
3 * 8,70 1054 0,44 0,71
4 o - cubebeno 20,42 1349 1351 EM 0,49 1,47
5 Ylangeno 21,29 1370 1375 EM tra 0,49
6 o-Copaeno 21,48 1375 1376 EM 0,47 1,13
7 B—cubebeno 22,08 1389 1388 EM 0,25 0,22
8 o-gurjuneno 22,86 1408 1409 EM 0,81 1,10
9 trans-cariofileno 23,25 1418 1418 EM 6,81 7,71
10 B-copaeno 23,64 1428 1432 ADAMS/EM nd 0,78
1 aromadendreno 24,02 1437 1441 EM 0,87 2,70
12 o~ cariofileno 24,6 1451 1454 EM 1,36 1,48
13 allo-

aromadendreno 24,86 1458 1460 NIST-EM 0,38 0,62

14 - 24,99 1461 0,51
15 y—muuroleno 25,58 1476 1479 NIST-EM 0,53 1,86
16 germacreno D 25,75 1480 1485 NIST-EM 12,99 8,79
17 - 25,81 1481 nd 1,03
18 y—himacheleno 25,82 1482 1482 ADAMS/EM 0,86 nd
19 B-selineno 25,91 1484 1490 NIST-EM nd 0,49
20 26,14 1490 nd 0,32
21 biciclogermacreno 26,35 1495 1500 EM nd 8,22
22 y-elemeno 26,37 1496 1476 EM 11,49 nd
23 oa-muuroleno 26,51 1499 1500 EM 0,33 0,65
24 - 26,67 1503 0,52 0,34
25 y—cadineno 27,03 1513 1513 EM 1,36 nd
26 t-cadineno 27,03 1520 NIST-EM nd 2,12
27 8- cadineno 27,41 1522 1524 EM 2,15 nd
28 y—cadineno 27,42 1523 1523 EM nd 3,74
29 nerodilol 29,02 1564 1563 EM 573 6,50
30 espatulenol 29,45 1576 1578 EM 3,81 4,55
31 - 29,67 1581 0,53 0,84

2 calculado, ® reportado por Adams (1995), tr: tempo de retengao, IR: indice de retengéo, Obs: tipo
de identificagdo por comparagdo com espectro de massa obtidos por Adams (EM), ou base de
dados de NIST (NIST-EM), tra: traco, n.d: ndo detectado, - ndo identificado * contaminante.

Foi recuperada a fragdo volatil ao longo da extragdo supercritica da E.
uniflora. O rendimento da fragao volatil (base seca) foi 0,47 £ 0,01 %. Peixoto et
al. (2009) relataram rendimentos de 0,54 + 0,04 % e 0,1 % na extracao de folhas
de pitanga por hidrodestilagdo e fragdo mais volatil capturada em Porapak-Q da
extragdo com scCO, (100-300 bar, 50 — 60 °C). Melo et al. (2007) relataram

valores entre 0,5 e 1%, na extragdo de oleo volatil de diferentes amostras de
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folnas pelo método de destilacdo por arraste a vapor. Galhiane et al. (2006)
relataram rendimento de 0,42 % pelo metodo de hidrodestilagdo. Maia et al.
(1999) relataram 1,8 %, Morais et al. (1996) descrevram 0,74 % e Weyerstahl et
al (1988) 1,0 %.

Desprezando os contaminantes presentes na amostra da fracdo volatil
analisada, a analise por GC-EM apresenta como compostos majoritarios a selina-
1,3-7(11)-trien-8-epoxido (15,54 %) e selina-1,3-7(11)-trien-8-ona (11,59 %), na
sequéncia aparecem germacreno-B, germacreno-D e trans-cariofileno (Tabela
3.9). Segundo Weyersthal et al. (1988) esta amostra de E. uniflora corresponderia
ao quimiotipo I, o qual possui em predominancia destes dois sesquiterpenos da
Selina. Estes compostos também foram encontrados na fragédo volatil de extratos
supercriticos de folhas de pitanga (MORAIS et al., 1996, OGUNWANDE et al.,
2005).
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Tabela 3. 9 - Composicao da fragdo rica em compostos volateis da E. uniflora

Pico Composto tr (min) |R? IRP Obs % Relativa
1 B-mirceno 0,063 991 990 NIST-EM 0,47
2 * 8,53 1049 21,34
3 * 8,72 1055 10,12
4 * 8,91 1061 1,83
5 * 9,74 1085 0,46
6 copaeno 21,48 1375 1375 NIST-EM 1,10
7 B-elemeno 22,17 1391 1389 EM 0,97
8 trans-cariofileno 23,26 1418 1419 EM 6,38
9 - 23,86 1433 0,67
10 a- humuleno 24,60 1451 1452 EM 0,54
11 germacreno D 25,74 1480 1485 EM 7,70
12 26,35 1495 5,97
13 - 26,67 1503 1,46
14 8- cadineno 27,41 1522 1522 EM 0,73
15 28,68 1556 9,32
16 espatulenol 29,44 1575 1578 NIST-EM 0,80
17 trien-8-ona 31,50 1631 1634 ° ¢ 11,59
18 trien-8-epoxido 36,62 1745 1748 © © 15,54
19 - 38,85 1839 1,41
20 - 449 2027 1,09

2 calculado, ° reportado por Adams (1995), ¢ IR a partir de Costa et al. (2009), tr: tempo de

retencdo, IR: indice de retencdo, Obs: tipo de identificagdo por comparagdo com espectro de
massa obtidos por Adams (EM), ou base de dados de NIST (NIST-EM), - n&o identificado *
contaminante.
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3.5.7 Atividade antioxidante dos extratos

Método do DPPH
A capacidade de sequestro do radical DPPH expresso como atividade

antioxidante (AA%) dos extratos de B. dracunculifolia (AM1, AM2) e E. Uniflora,
foi analisada na faixa de concentracdo entre 0-250 ug/mL (Figura 3.23 e
Apéndice F). Nos extratos da B. dracunculifolia, tanto AM1 (Figura 3.23a) quanto
AM2 (Figura 3.23b), todos os extratos apresentaram comportamento crescente de
AA com o acréscimo da concentragao para toda a faixa de concentragcao estudada

e tendéncia nao linear na maior parte deles.
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Figura 3.23 - Atividade de sequestro do radical DPPH nos extratos. (a) AM1, (b) AM2, (c) E.
uniflora. Os valores representam média + DP. Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A),
etandlico prévia extragao supercritica (SCE), aquoso prévia extragédo supercritica (SCA).
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No caso da E. uniflora os resultados da capacidade sequestrante do radical
DPPH (AA) estédo apresentados na Figura 3.23c, na qual é possivel observar que,
para todos os extratos exceto SC, os valores de AA crescem rapidamente com a
concentragdo de extrato até atingir um maximo (aproximadamente 96%), regiao
na qual os extratos apresentaram diferencas siginificativas entre os dois grupos :
SCE -E e SCA - A. Depois de atingido este maximo o valor da AA é praticamente
constante ndo apresentando mais diferengas significativas entre os diferentes
processos (p<0,05). Todos os extratos presentaram comportamento crescente de
AA com o acréscimo da concentracdo para toda a faixa de concentragbes
estudadas e com tendéncia ndo linear em todos os extratos, exceto SC. Vale
mencionar que 0S processos nos quais o etanol foi empregado tanto em etapa
unica (E) quanto na segunda etapa (SCE), ndo apresentaram diferencas
significativas na curva dose-resposta, caracterizando-se por uma alta capacidade
sequestrante do radical DPPH. A relagdo entre concentragao de extrato e AA% no
extrato SC foi praticamente linear, com valores de r? de 0,9948 , o qual é tipico
dos extratos obtidos com solventes de baixa polaridade (de CAMPOS et al.,
2008).

Calculo da concentracao efetiva (CEs)

A partir dos resultados de atividade antioxidante foram calculados valores
de CEsp para o metodo de DPPH, com os diferentes tipos de regressao, junto
com os valores de coeficiente de determinagéo (r2) e raiz quadrada do erro médio
(RSME), dados apresentados nas tabelas 3.10 a 3.12. As Figuras 3.24a e 3.24b,
representam as curvas dose-resposta dos extratos supercritico (SC) e etandlico
(E) da B. dracunculifolia (AM1).

A partir destes graficos é possivel observar as respostas para AA em
funcdo da concentragdo dos extratos. Dependendo do extrato estudado e da sua
composicado quimica, a relacdo entre AA e a concentracdo do antioxidante
(extrato) pode apresentar comportamento linear ou ndo linear na faixa de

concentracao estudada, comportamento este determinado pela natureza dos
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Tabela 3. 10 - Valores do CEsy para os extratos de B. dracunculfolia (AM1) com os diferentes modelos de regressao.

. SCE SCA
METODO e, (ugimL) ajuste’ CExo (ug/mL) ajuste’ CExo (g/mL) ajuste’ CEso (Hg/mL) ajuste’ CExo (g/mL) ajuste’
Linear FL  248,6+05°  0,9967 (0,971) 161+3° 0,9987 (0,936) 52+2° 0,9845 (2,107) 5742%  0,9969 (1,441) 55+ 32 0,983 (1,981)
Linear FC  248,6+05°  0,9967 (0,971) 161+3° 0,9987 (0,936) 94+3° 0,831 (14,691) 84+2° 0,8872 (11,427) 97+1° 0,8476 (8,979)
Exp 254+2° 0,9992 (0,477) 158,2+0,9*  0,9988 (0,891) 51+3° 0,9924 (3,1) 55+3° 0,9976 (3,417) 53,58 +0,03%  0,9894 (3,638)
Exp FA 25527 0,9995 (0,376)  157,7+0,9°  0,9990 (0,603) 50+3° 0,9858 (2,996) 53+4° 0,9808 (2,454) 53,37 +0,06 0,9793 (3,620)
L3P 284+12°  0,9997(0,344) 144 £2° 0,9999 (0,335) 51+2° 0,9954 (3,393) 56+2° 0,9983 (3,170)  551+0,4%  0,9993 (4,096)
L4P 255+1° 0,9996 (0,330) 155 +2° 0,9999 (0,318) 49+2° 0,9919 (3,069) 53+3° 0,9933 (3,403) 52,8+0,3 *  0,9887 (3,769)
Valor da média + DP dos ensaios em triplicata, na mesma coluna letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
" Coeficiente de determinagao, r?; raiz quadrada do erro médio RSME (entre paréntese).
Tabela 3. 11 -. Valores do CEs, para os extratos de B. dracunculfolia (AM2) com os diferentes modelos de regressao.
METODO - I . sce | seA |
CEx, (ug/mL) ajuste CEg, (ug/mL) ajuste CEg, (ug/mL) ajuste CEx, (ug/mL) ajuste CEg, (ug/mL) ajuste
Linear FL 94+4° 0,9883 (2,410)  270+2 ®  0,9654 (3,174) 40£2° 0,9697 (4,266) 39+1° 0,9805 (3,087) 196 +13° 0,967 (3,775)
Linear FC 126 £4°  0,9327 (7,905) 270+2° 0,9654 (3,174) 83+2° 0,7699(16,768) 80+2° 0,7565 (17,802) 196 + 13 ° 0,967 (3,775)
Exp 91+7° 0,9992 (0,830)  362+17™  0,9944 (1,176) 36+2° 0,9982 (1,436) 35+2° 0,9978 (1,631)  183+22°  0,9988 (0,715)
Exp FA 887 +4° 0,9988 (0,728) 350+ 12%  0,9904 (1,102) 37+2° 0,9970 (1,331) 35+2° 0,9976 (1,616)  182+22%  0,9980 (0,641)
L3P 90+5° 0,9997 (0,732) - 0,9948 (1,617) 40+2° 0,9974 (2,10) 38+2° 0,9971(2,705) 157 +16°  0,9996 (0,523)
L4P 86+4° 0,9996 (0,642)  403+98°  0,9957 (1,045) 35+2° 0,9954 (2,325)  36+0,00° 09947 (2,568)  179+23°%  0,9995 (0,485)

Valor da média + DP dos ensaios em triplicata, na mesma coluna letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
" Coeficiente de determinagéo, 2 raiz quadrada do erro médio RSME (entre paréntese).
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Tabela 3. 12 -. Valores do CE5, para os extratos de E. uniflora com os diferentes modelos de regresséo.

; SCE SCA

METODO o) (ugimL) ajuste’ CEx (ug/mL) ajuste’ CEso (Hg/mL) ajuste’ CEso (Hg/mL) ajuste’ CEs (Hg/mL) ajuste’

Linear FL  618+40° 0,948 (0,687) 1522 09853 (3,436) 66+02°  0949(2294) 56+01° 0,985 (1,381) 18+2° 0,9968 (1,469)
Linear FC 618+40° 0,9948 (0,687) 31+12° 0,2576 (27,451) -30+9° 0,2789 (30,218) 57 +4° 0,2576 (29,702) 43+9° 0,5048 (26,481)
Exp 646 + 572 0,9876 (0,747) 13+2° 0,9942 (2,816) 58+0,3° 0,9761 (5,478) 43+02° 0,9817 (19,220) 16+2° 0,99021 (3,715)
Exp FA - 0,8361 (2,107) 13+2° 0,9904 (2,570) 58+0,3° 0,9551 (5,261) 44+02° 0,9645 (4,566) 16+2° 0,9832 (3,443)
L3P - 0,9996 (0,182) 14+3° 0,9979 (2,415) 6,6 +0,3° 0,9999 (0,287) 53+0,2°2 0,9999 (0,137) 18+3° 0,9967 (3,054)
L4P - 0,9824 (0,956) 12+2° 0,961 (2,331) 6,2+02° 1(0,24) 52+0,1° 1(0,064) 15+2° 0,9941 (2,891)

Valor da média + DP dos ensaios em triplicata, na mesma coluna letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
" Coeficiente de determinagao, % raiz quadrada do erro médio RSME (entre paréntese).
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extratos. Portanto o tipo de analise matematica conduzente a obter o valor do
CEso por meio de analise de regresséao influe no valor final do mesmo e na sua

exatidao.

Tanto o comportamento linear quanto o ndo linear estdo exemplificados,
como os extratos supercritico (SC) e etandlico (E) da B. dracunculifolia nas
Figuras 3.24a 3.24b, respectivamente. Pode se observar, no primeiro caso que os
dados da curva dose — resposta apresenta valores de AA < 50 % sob toda a faixa
de concentracdo estudada (0 — 250 ug/mL) resultando em uma relagao linear (r2 =
0,9967) entre os mesmos na faixa de concentragcbes estudada (Figura 3.24a). O
extrato etandlico apresenta uma atividade antioxidante maior que o extrato
supercritico, produzindo valores de AA proximos a 100 % para a mesma faixa de
concentragdes, e apresentando claramente uma relagdo néo linear entre os dados
experimentais da curva dose — resposta (Figura 3.24b). O ajuste linear e nao

linear dos dados experimentais esta apresentado nas Figuras 3.24a e 3.24b.

No caso do extrato supercritico (Figura 3.24a), os modelos ajustados
apresentaram pequenas diferengas (Tabela 3.10). A analise pelo modelo linear
(linear FL) é mais adequada a que com os outros modelos, pois fornece
informagdes de CEsp mais confiaveis em termos de grau de ajuste (r2 e RSME).
Comentario adicional merece o modelo faixa linear limitada (Linear FL), o qual
neste caso emprega toda a faixa estudada (0 — 250 yg/mL), sendo que a resposta
(AA) maxima foi de 49,22 %, e por tanto, coincidindo com o modelo faixa linear

completa (Linear FC).

Os valores de CEsp dos modelos lineares (linear FC e Linear FL) nao
apresentam diferengas significativas (p<0,05) quando comparado com o valor de
CEso dos modelos exponencias (Exp e Exp FA) e logistico (L4P). Isto significa
que, as analises pelos modelos lineares fornecem informagdes com exatidao
préximas aos modelos néo lineares, resultando em uma metodologia adequada

para a determinagcdo do valor do CEs. Este comportamento foi obtido também
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nos extratos aquosos (A) de B. dracunculifolia AM1 (Tabela 3.10), AM2 (Tabela
3.11), SCA de B. dracunculifolia AM2, e SC de E. uniflora (Tabela 3.12).
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20 - —o—Exp
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Figura 3.24 - Atividade antioxidante do extratos de B. dracunculifolia (AM1). (a) supercritico, (b)

etandlico. Os valores representam média + DP. Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A),
etandlico prévia extragao supercritica (SCE), aquoso prévia extragédo supercritica (SCA).

Na Figura 3.24b é apresentado o resultado do teste da atividade

antioxidante e o comportamento previsto pelos diferentes modelos para o extrato
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etanolico (E) de B. dracunculifolia (AM1). A diferenca do extrato supercritico, os
dados experimentais apresentam claramente uma tendéncia n&o linear na faixa
estudada, em decorréncia disto foi comprovado que o modelo linear FC nao
descreveu o comportamento experimental de forma adequada (r* = 0,831). Este
comportamento, € ajustado adequadamente com os modelos n&o lineares:
exponencial (Exp), exponencial com uma fase associada (Exp FA), logistico de 3
parametros (L3P) e logistico de 4 parametros (L4P). A partir dos valores do CEsp €
o grau de ajuste, pode se concluir que o modelo que apresentou melhor
confiabilidade no célculo do CEsq foi o modelo Exp FA. O valor de CEsg (52 pg/mL
) do modelo Linear FL apresenta boa aproximagdo ao valor escolhido como
adequado (50 pg/mL, como o modelo Exp FA), obtido pelo ajuste nao linear dos
dados experimentais. Este comportamento nao linear das respostas AA em
funcado de concentracao dos extratos foi também obtido para os extratos E, SCE e
SCA (da amostra AM1), SC, E, SCE (da amostra AM2), A, E, SCE, SCA (da E.

uniflora).

Destaca-se o ajuste feito com o modelo linear FL, o qual resulta em uma
aproximacao razoavel para o calculo do CEsg, enquanto o modelo linear FC
subestima a capacidade antioxidante do extrato (alto valor do CEsp). Assim,
quando comparado os dois comportamentos apresentados, pode ser dito que o
uso da analise de regressao linear em toda a faixa estudada (modelo linear FL)
para a obtencao do parametro CEsg resulta adequado quando as respostas do
teste de DPPH apresentam uma relagdo linear. No caso das respostas
apresentarem comportamento nao linear, e levando em conta que o valor de CEsg
reflete uma caracteristica do extrato e, portanto ndo depende da faixa de
concentragdes estudadas, analises mediante modelos nao lineares resultam mais
adequados e o0 modelo linear FL sé permite obter uma aproximacéo do valor do
CEs5p, pois os modelos nao lineares permitem obter com maior exatidao o valor do
CE-so.
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Villafio et al. (2005) apontam que a relacdo entre AA e a concentragéo do
antioxidante é linear s6 em uma faixa limitada de concentragdes. Buenger et al.
(2006) sugerem o emprego das respostas experimentais na faixa de
concentragdes na qual AA < 70 %, para obter resposta linear de AA vs

concentragao dos extratos no teste de DPPH.

A partir destas informagdes pode se inferir que a analise de regressao
linear dos dados das curvas dose - resposta (AA vs concentracdo) nem sempre
resulta em uma estratégia adequada para a predigdo do valor correto do CEs.
Diferentes pesquisadores tém apontado este fato efetuando analises n&o lineares
para o calculo do parametro CEsy (KLECAKOVA et al., 2004, HEIMLER et al.,
2005, VILLANO et al., 2005, NICKAVAR et al., 2007, VICENTINO e MENEZES
2007, MATKOWSKI et al., 2008, POUVREAU et al.,, 2008, LOCATELLI et al.,
2009).

Nas Tabelas 3.10 a 3.12 pode ser observado que o valor de CEs, obtidos
em cada caso esta fortemente ligado ao tipo de ajuste empregado (linear ou néao
linear), ao modelo empregado (linear, exponencial, logistico), a natureza do
extrato (aquoso, etandlico, supercritico) e o tipo de resposta ao teste DPPH (linear
ou nao linear). Nestas Tabelas, pode-se observar que os extratos que
apresentam respostas ndo lineares ao teste DPPH, se obtém diferencas
signicativas entre o modelo linear FC e os demais. Para estes extratos, observa-
se que nao existem diferengas significativas entre os valores de CEsy calculado
com o modelo linear FL e o calculado com os modelos ndo lineares, confirmando
se desta manera que a predigdo com este modelo resulta mais proxima ao valor
real.

Em geral, foi possivel ajustar os dados experimentais de AA a dos tipos de
modelos estudados, porém néao foi possivel o calculo de CE5y em algums casos:
extratos aquosos de AM2, e de E. uniflora, como também para o extrato SCA da
C. longa. Nesses casos, os modelos ndo lineares ndo permitiram o calculo de

CEso, isto por causa de que a baixa atividade antixidante no teste DPPH,
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apresentando AA baixos (3-43%), assim os modelos n&o consiguiram extrapolar o
comportamento até uma AA igual a 50% e assim calcular o valor de CEsy.

No Apéndice F, sao apresentados os resultados para os valores de CEsg
das substancias empregadas como padrédo (acido ascorbico, catequina e acido
galico). Para estas substancias puras obteve-se atividade antioxidante no teste do
DPPH na seguinte ordem: acido galico> catequina> acido ascorbico. Podem se
observar diferengas significativas (p<0,05) entre o modelo linear (linear FC) e os
modelos néo linares (Exp, Exp FA, L3p, L4p) e o linear (linear FL).

Os valores finais de CEsp para cada extrato sdo apresentados na Tabela
3.13 e Figura 3.25 para os extratos das trés matrizes vegetais. Segundo a
classificagdo de Reynertson et al. (2005), extratos com CE5,<50 pyg/mL podem ser
considerados muito ativos, entre 50-100 moderadamente ativos , entre 100-200
ligeiramente ativos e CEsg> 200 inativos.

Assim, levando-se em consideracado os valores descritos na Tabela 3.13,
pode se concluir que a maioria dos extratos estudados apresentaram atividade
sequestradora (CEs50<200) do radical DPPH (em termos de CEsg), obtendo
resultados de alta atividade no maior numero de extratos, moderada em outros e
inativos para os extratos SC (AM1 e E. uniflora) e A (AM2).

Tabela 3. 13 - Valores de CEs, (ug/mL) para os diferentes extratos.

Extrato
Planta
SC A E SCE SCA
AM1 > 200 158 + 12 50+3° 53+4° 54 +4°
AM2 90+5¢ > 200 36+2° 35+2¢ 157 + 16°
E. uniflora L. > 200 15+3" 6,2+0,3°9 52+0,19 15+ 2"
Padroes catequina 5,40 £ 0,02 acido galico 1,87 acido ascorbico 10,9 £ 0,6

Valor da média + DP, na mesma fila letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05).
extratos supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragado supercritica (SCE),

aquoso prévia extragao supercritica (SCA)
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OSCmA BE BSCE BSCA
250

>200 >200 >200
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AM1 AM2 E. uniflora L.
Matriz vegetal

Figura 3.25 - Valores de CEs, pra os extratos. As barras representam valor da média + DP dos
ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05). Supercritico
(SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extracdo supercritica (SCE), aquoso prévia
extragao supercritica (SCA).

Destacam-se especialmente os extratos etandlicos em uma e duas etapas
de extracdo como muito ativos (CEsp<50 pg/mL). Vale mencionar a alta atividade
dos extratos aquosos e etandlicos em 1 ou em 2 etapas de processo para as
folhas de E. uniflora com valores ao redor de 15 ug/mL para os extratos aquosos
(uma etapa) e de 6 e 5 pg/mL (duas etapas), comparaveis ao padrao de catequina
pura (CEso= 5,40 + 0,02 ug/mL) e superiores ao acido ascérbico puro (CEso=
10,92 + 0,61 pg/mL). Nota-se um comportamento diferenciado entre os extratos
AM1 e AM2 de B. dracunculifolia, onde o extrato supercritico, o etandlico e o
etandlico posterior a extracdo supercritica da amostra AM2 apresentaram maior
atividade que a amostra AM1 e o contrario aconteceu com o extrato aquoso em
uma ou em duas etapas.

No caso da B. dracunculifolia, o esquema de extracdo em etapa unica

apresentam a seguinte relagdo: E>A>SC (para AM1) e E>SC>A (para AM2).
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Enquanto que no esquema em duas etapas pode se afirmar que, com a extracao
prévia com scCO,, favoreceu muito mais a atividade (valor de CEsp) dos extratos
SCA que dos extratos SCE. Estes resultados indicam que a atividade antioxidante
dos extratos é fortemente dependente do solvente empregado, o qual extrai
substancias com diferente capacidade de sequestro do radical DPPH. Czyewski et
al. (2008) relataram valor de CEsy de 109 ug/mL em extratos etandlicos de folhas
de B. dracunculifolia. Piantino (2008) relatou valores de CEsy de 36,81 e 26,68
pg/mL para extratos SC e etanolicos das folhas da B. dracunculifolia
(concentragao DPPH 60 pM).

A atividade antioxidante alta e moderada em alguns extratos da B.
dracunculifolia poderia estar associada a possivel presenca de acidos fendlicos
nos seus extratos. A este respeito Piantino et al. (2008) descreveram a presenca
majoritaria do flavonoide canferide e dos acidos fenolicos (artepillin C e acido 3-
prenil-4-hidroxicindmico) nos extratos supercriticos (40—-60°C, 200-400 bar), e nos
extratos etandlicos e metandlicos foram majoritariamente compostos pelo acido p-
cumarico. Fukuda et al. (2006) relataram a presenga de compostos como timol,
carvacrol , p metoxitimol, espatulenol, oxido de cariofileno e naringenina nos
extratos etandlicos das folhas de B. dracunculifolia.

No caso da E. uniflora , o efeito dos solventes no esquema de etapa unica
na atividade antioxidante dos extratos obtidos provocou tendéncia crescente da
capacidade antioxidante com o aumento da polaridade nos mesmos. A natureza
nao polar do extrato obtido com scCO, pode explicar sua inatividade como
antioxidante obtida no teste de sequestro do radical DPPH (ZARENA e SANKAR,
2009; de CAMPOS et al., 2008). O efeito da extragdo com scCO, favoreceu a
obtencdo de extratos com maior atividade antioxidante quando empregou-se
etanol na 22 etapa de extracao.

Peixoto (2008) obteve valores de CEsq para extrato etandlico de folhas de
E. uniflora de 4,75 pg/mL. Oliveira e Sawaya (2009) obtiveram valores de CEsg de
40 e 114 pg/mL para extratos aquosos e etandlicos de folhas de pitanga

(concentragao de DPPH 60 uM). Velazquez et al. (2003) relataram valor de CEsg
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de 9,7 pg/mL em extrato metandlico das folhas de E. uniflora L. (concentragao de
DPPH 20 mg/L).

Tanto para a B. dracunculifolia quanto para a E. uniflora L, em etapa unica,
os resultados de atividade antioxidante com solventes de diferente polaridade
sugerem que compostos antioxidantes de diferente polaridade estdo presentes
em cada uma destas matrizes vegetais.

A correlagédo entre o teor de fendis totais e valores de CEsp por meio do
valor do coeficiente de determinagao (r2) permitiu obter valores de 0,90, 0,05 e
0,49 nas diferentes matrizes vegetais (B. dracunculifolia AM1, AM2 e E. uniflora,
respectivamente).

Valores de r* baixos concordam com os relatados em outros estudos
(KAHKONEN et al.,, 1999; HINNEBURG et al., 2006; NICKAVAR et al., 2007;
MATKOWSKI et al., 2008). Estes extratos podem ser considerados como uma
mistura complexa de acidos fendlicos, flavondides e compostos nao fendlicos
produzindo resposta a atividade antioxidante ligada a possiveis efeitos
sinergisticos entre os diversos compostos (KELEN e TEPE, 2007; WU et al.,
2009) ou a presenca de substancias oxigenadas que atuam como pré-oxidantes
(CAVAR et al., 2008). Além disto, diversos estudos tem apontado que a atividade
antioxidante é dependente da localizagdo e numero de grupos hidroxila na
estrutura dos compostos fendlicos (KOLEVA et al., 2000; BURDA e OLESZEK et
al., 2001; SILVA et al., 2002; KHANDUJA e BHARDWAJ, 2003; EKLUND et al.,
2005, VILLANO et al., 2007; POUVREAU et al., 2008).

Método de descoloragao do B-caroteno (Método DBC)

O sistema B-caroteno/acido linoléico é considerado um sistema aquoso-
lipidico em forma de emulsdo, no qual a atividade antioxidante € medida pela
capacidade de um extrato em inibir o processo de oxidagdo do B-caroteno. Este
processo esta relacionado com a presenga de radicais peroxila gerados pela

degradagao do acido linoléico.
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Na Figura 3.26 sao apresentados os resultados do teste DBC, para cada
extrato, durante os 180 min do teste. Os resultados estdo apresentados como
diferenca de absorbancia® (Aabs). Sendo que um alto valor de delta abs é
proporcional a alta atividade antioxidante da amostra. Os extratos que envolvem
etanol como solvente (E, SCE) e CO, supercritico (SC) da B. dracunculifolia (AM1
e AM2) apresentaram comportamento semelhante aos padrdées antioxidantes
(quercitina, BHT) apresentando alta atividade antioxidante. No caso dos extratos
aquosos (A, SCA), sua capacidade de inibicdo da oxidacdo é baixa (baixa

atividade antioxidante).

% calculada a partir da subtragdo entre a absorbancia do controle e da amostra correspondente
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Figura 3.26 - Atividade antioxidante pelo método DBC. (a) AM1, (b) AM2, (c) E. uniflora. Os
valores representam a média dos ensaios em friplicata. Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A),
etandlico prévia extragao supercritica (SCE), aquoso prévia extragédo supercritica (SCA).

Entretanto, os extratos etandlicos (E, SCE) obtidos da E. uniflora,
apresentam alta atividade antioxidante, seguidos do extrato supercritico (SC), com
comportamento similar as solu¢gdes de quercitina e BHT. Os extratos aquosos (A,
SCA) apresentaram menor atividade quando comparado com os padroes
quercitina e BHT, além disso, observou-se que seu comportamento decresce
rapidamente com o tempo.

Uma melhor comparagao da atividade antioxidante dos extratos neste teste
pode ser feita com resultados expressos como porcentagem de inibicdo a 120
minutos (AA+z0), calculada a partir da Equacao (3.13). Os resultados obtidos para
os extratos estdo apresentados na Tabela 3.14. Para a amostra AM1, o extrato E
apresentou o maior valor de atividade antioxidante do processo realizado em
etapa unica. Enquanto isso, para a amostra AM2 da mesma planta, o extrato SC
apresentou o maior valor de atividade antioxidante dos processos em etapa unica.

Nas duas amostras (AM1 e AM2), a extragdo supercritica prévia a aquosa (SCA)
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consegue melhorar o valor de AAiy quando comparado com etapa unica (A).
Observou-se que o extrato E da E. uniflora apresentou alta atividade antioxidante

comparavel com a de solugao de antioxidante comercial (BHT).

Tabela 3. 14 - Atividade antioxidante (%) para os diferentes extratos pelo método DBC (=120 min).

Planta Extrato
SC A E SCE SCA
AM1 19+3 % 2,3+0,2° 39+14° 17+7° 6+2°
AM2 51412 54+05° 27+5° 20+1° 7,3+0,7°%
E. uniflora L. 23+9% 10,2+ 0,5 % 46+2° 35+10 5+2°
Padroes BHT 46+5 Quercitina 57 £ 9 Ac. Ascorbico 6,3 +0.8

Valor da média + DP, na mesma fila letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05).
extratos supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragao supercritica (SCE),
aquoso prévia extragao supercritica (SCA)

Ressalta-se que os resultados de atividade antioxidante, por meio do teste
DBC podem ser fortemente dependentes da polaridade da amostra em teste, pois
extratos com caracteristica apolar apresentam atividade antioxidante alta em
sistemas emulsionados, pelo fato que eles se concentram na interfase ar/lipideo.
Isso pode ser responsavel pela protecdo da emulsio, pois antioxidantes polares
permanecem na fase aquosa e, portanto, sdo menos efetivos na protecdo dos
lipideos, fenbmeno conhecido como “paradoxo polar” (PORTER et al., 1993;
FRANKEL et al., 1994). Este fenbmeno pode explicar os resultados obtidos para o
acido ascérbico, o qual € um antioxidante polar e ndo apresenta propriedades
antioxidantes para o teste do DBC (Figura 3.26), sendo que para o teste do DPPH
apresentou alta atividade antioxidante (Tabela 3.13). Estes resultados estdo de
acordo com os relatados por Kulisic et al.(2003) e Duarte-Almeida, et al.(2006). A
polaridade dos extratos explicaria os resultados para extratos obtidos com CO,
supercritico (SC) das amostras da B. dracunculifolia, os quais apresentaram

melhores repostas no teste DBC que os extratos envolvendo dgua como solvente
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(A, SCA). No caso dos extratos da E. uniflora, as caracteristicas estruturais (como
numero e localizagdo de grupos hidroxila) ou fendmenos de partigdo dos
compostos antioxidantes presentes nos extratos nas fases da emulsao, podem

ser mais importantes que a polaridade dos mesmos (KOLEVA et al., 2002).

Comparagao dos métodos de avaliagao de atividade antioxidante

As metodologias empregadas para medir a atividade antioxidante atuam
por mecanismos de reacdo diferentes. No teste de DPPH, a atividade ¢é
quantificada por meio da capacidade do extrato em reduzir o radical DPPH por
meio de mecanismo de transferéncia de elétron de um composto antioxidante,
enquanto o teste DBC procede por mecanismo de transferéncia de atomo de
hidrogénio (PRIOR et al., 2005). Koleva et al (2002) e Prior et al. (2005), relatam a
importancia de se avaliar a AA utilizando pelo menos por dois mecanismos
distintos. O presente estudo comprova tal observagcdo a partir dos resultados
obtidos para os extratos estudados, obtendo em alguns casos respostas
diferentes aos dois testes. Pode se afirmar que a AA mostrou-se dependente do
solvente e do processo de extragcdo empregado, como foi previamente observado
por Sharififar et al.(2009). A diferenga anterior pode explicar a intensidade das
respostas obtidas, observando que o radical DPPH apresenta-se mais sensivel a
acgao antioxidante por parte dos extratos do que o radical peroxila (gerado no teste
DBC), quando comparados na mesma concentracdo (200 upg/mL), pois
apresentaram valores de AA maiores (Figura 3.23). Em geral, pelas duas
metodologias os extratos etandlicos (E, SCE) apresentam respostas elevadas
para as trés matrizes vegetais. Sendo de grande relevancia esclarecer que os
compostos responsaveis pela atividade antioxidante em cada um dos métodos
nao sdo necessariamente os mesmos, visto que os extratos representam misturas
complexas de compostos, tornando-se possivel apresentarem diferentes

interagdes (antagbnicas ou sinergistas).
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3.6 CONCLUSOES

Este estudo mostrou que o processo de extracdo em duas etapas permite
recuperacado de extractos com diferente composi¢cdo e funcionalidade. Quanto a
B. dracunculifolia a primeira etapa (supercritica) permite a recuperagéao,
principalmente de extratos ricos em artepillin C. Na segunda etapa de extracéo
produz extratos com altos valores de fendis totais (FT) quando o etanol é utilizado
como solvente (SCE). Extratos obtidos quando a agua foi empregada (SCA)
apresentaram alto teor de flavonodides totais.

No caso da E. uniflora, a extracdo supercritica prévia extracdo etandlica
exerceu influéncia positiva no processo SCE, produzindo extragdo de FT e
flavonoides totais superior ao processo SCA, devido a diferengas nos rendimentos
obtidos. O uso da extragao supercritica (primeira etapa), seguida por extragao
aquosa ou etandlica (segunda etapa) depende do objetivo do processo: a
extracdo maxima do FT e flavondides totais ou extratos mais concentrados nestas
substancias.

Quanto a atividade antioxidante, os extratos obtidos com etanol, tanto em
uma quanto em duas etapas, apresentaram maior atividade antioxidante em
relagcdo as extragdes aquosas.

Os diferentes extratos estudados apresentaram um tipo de resposta ao
teste de atividade antioxidante no teste do DPPH: linear ou nao linear. O
comportamento linear foi caracteristico daqueles extratos com baixo poder
antioxidantes (CEsp > 100 pg/mL). No entanto, os extratos cujas respostas
experimentais, em termos de AA, que apresentaram comportamento tipicamente
nao linear sdo aqueles que possuem atividade antioxidante media - alta (CEsp <
100 pg/mL. Em geral as curvas dose — resposta para os diferentes extratos
testados de cada uma das matrizes vegetais estudadas apresentaram um dos

dois tipos de comportamento.
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E possivel observar nos resultados diferencas substanciais no rendimento
global de extragdao e seletividade de diferentes solventes sobre o processo de
separagao de duas etapas, devido as diferengcas na matriz sdlida, polaridade do

solvente e do tipo de contato (liquido / sélido ou fluido supercritico / sélido).
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4 EXTRATOS COM POTENCIAL ANIPLASMODICO A PARTIR DA

Curcuma longa, Artemisia annua E Bidens pilosa
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4.1. INTRODUGAO

Os extratos naturais sdo fontes de inumeros compostos bioativos para
tratamento terapéutico de diversas doengas. A Organizacdo Mundial da Saude
(WHO) estima que nos paises da Africa, Asia e América Latina, a medicina
alternativa (aquela que usa extratos naturais) € praticada por 80 % da populagéo
na medicag&o primaria, e quase 25 % dos medicamentos modernos sao feitos de
plantas que sdo empregadas na medicina alternativa (WHO, 1998). Uma das
doencas de maior impacto em populagdes carentes € a malaria, que afeta mais de
500 milhdes de pessoas em todo o mundo e causa de 1 a 2 milhdes de mortes
todos os anos. A malaria € uma infeccdo causada por parasitas unicelulares

(género plasmodium) que entram no sangue pela picada do mosquito Anopheles.

4.2. ANTIMALARICOS

Os medicamentos empregados para tratar a malaria, como a cloroquina, a
quinidina, e a amodiaquina, perderam eficiéncia em razdo da resisténcia
desenvolvida por parte do Plasmodium falciparium. Na atualidade, terapias
farmacolégicas baseadas na combinacdo destas substancias com derivados da
artemisinina (ACTs) s&do empregadas com muita eficacia (WHO, 2006).

A sintese quimica da artemisinina foi comprovada, mas os seus altos
custos fazem das folhas da Artemisia annua a unica fonte natural deste composto,
por isso, 0 grande interesse no estudo pela melhora nos processos de extragéo.
Tradicionalmente sdo empregados os solventes hexano e etanol, mas fatores
como seguranga ambiental, legislagdo publica e rendimentos medianos das
extragdes, tém levado as pesquisas com a tecnologia de extragdo com fluidos
supercriticos, a qual se apresenta como uma alternativa promissora para obter
extratos com altos conteudos de artemisinina (LAPKIN et al., 2006).

Garavito et al. (2006) obtiveram extratos com importante atividade

antimalarica empregando solugdes de etanol-agua (70-30 %) por 48 h e 25 °C
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(rendimento de extragdo: 10-20 %), as plantas estudadas foram Abuta grandifolia,
Sandwith, Acacia farnesiana, Acnistus arborescens, Croton leptostachyus Kunth,
Piper cumanense Kunth, Piper holtonii C., e Xylopia aromatica. Nesse estudo a
atividade antiplasmodica foi avaliada em testes in vitro e in vivo. Outros extratos
foram testados pela sua atividade antimalarica: Agbedahunsi et al. (1998)
empregaram hexano como solvente na obtengdo de extratos de Khaya
grandoliola, Benoit-Vical et al. (1998) obtiveram extratos aquosos de Nauclea
latifolia, Rahman et al. (1999) empregam separadamente cloroférmio e metanol na
obtencdo de extratos de Andrographis paniculata e Tinospora crispa. Oleos
essenciais de Myrtus communis e Rosmarinus oficinale, Tetradevia riparia, foram
também testados (CAMPBELL et al.,1997, MILHAU et al., 1997).

Segundo Lapkin et al (2006) os solventes orgénicos s&o pouco seletivos e
coextraem grandes quantidades de compostos indesejaveis. Os autores relataram
o uso de scCO, como solvente na obtencédo de extratos de Artemisia annua. Este
processo tem sido usado também por Kohler et al. (1997), Della Porta et al.
(2004), Quispe-Condori et al (2005) e Tzeng et al. (2007).

Outras espécies vegetais com a Bidens pilosa L apresenta atividade
antimalarica nos seus extratos brutos devido a presenga de flavonoides (quercitin-
3,3 -dimetoxi-7-0 ramnoglucopiranosa) e de poliacetileno (1-fenil-1,3-dien-5-en-7-
ol-acetato), (BRANDAO et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2004). Reddy et al. (2005)
demonstraram a atividade bioldgica da curcumina presente na Curcuma longa L.
como terapia antimalarica in vitro e in vivo. Nandakumar et al. (2006) sugeriram o
efeito sinergistico de combinagdes de curcumina e artemisinina para combater a

malaria em testes in vivo .
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4.3. MATRIZES VEGETAIS

4.3.1 Curcuma (Curcuma longa L.)

A Curcuma longa (C. longa), também chamada de “turmeric” e de “falso
acgafrdao” (no Brasil), pertence a familia Zingiberaceae, e compreende 49 géneros
e 1400 espécies. E uma planta herbacea originaria do sul e sudeste da Asia
tropical (ROTH et al.,, 1998), é perene de colheita anual; dependendo da
variedade pode atingir uma altura de até 1 m sob condigdes agrotecnoldgicas
favoraveis. Por baixo da terra produz um rizoma, o qual € principalmente
explorado e transformado em po6 para uso como especiaria. O rizoma primario é
uma extensdo do talo, a partir dele crescem muitos rizomas secundarios de
menor tamanho e de forma cilindrica (YU, 2006).

Seu interesse comercial baseia-se principalmente na produgao de pigmento
natural (curcumina), oleoresinas, extratos e como ingrediente principal do “curry”,
0 qual é empregado como especiaria (MANZAN et al, 2003). O oleoresina € uma
mistura da curcumina, fragdes volateis, 6leo ndo volatil e resinas, a qual é obtida
por meio da extragdo com solventes organicos (como metanol, etanol,
dicloroetileno ou acetona). O oleoresina é a fonte industrial da curcumina, e a
concentragdo desta ultima caracteriza a qualidade da oleoresina (NEGI et
al.,1999).

O extrato obtido dos rizomas possui propriedades medicinais para
combater varias doencas, devido as propriedades anti-inflamatdria, antioxidante,
anti-bacteriana, atividade contra protozoarios, alguns fungos e leveduras
(NORAJIT et al., 2007; BALBI-PENA, et al., 2006; KHATTAK et al., 2005),
antimutagénica e anticarcinogénica (BRAGA et al., 2003); também foi relatada a
atividade dos extratos da C. longa contra o envenenamento por mordida de cobra
(MELO et al., 2005).

Os rizomas secos da C. Longa L. possuem entre 2-5 % de 6leo essencial e
0,02-2% de curcumina (BEGAN et al., 2000). A curcumina (Figura 4.1) possui um
grupo alifatico principal insaturado e um grupo arilo (ARAUJO e LEON, 2001), o
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qual é responsavel pela cor, junto com a dimetoxicurcumina e a bis-
dimetoxicurcumina. Destacam-se também sesquitepenos como ar-turmerona e
turmerona, representando até 60 % do 6leo (BEGAN et al., 2000), seguido de a e
B turmerona, sendo também uma fonte de alcaldides, terpendides, flavondides,
entre outros, 0os quais sao responsaveis pelas propriedades medicinais atribuidas

pela medicina alternativa no tratamento de algumas doengas.

n T e e he RN
A PN
OCH- H;CO

Figura 4.1 - Estrutura da curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-methoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona)

Na obtengao de extratos a partir da C. Longa foram empregados solventes
como etanol (XIA et al.,, 2007; KHATTAK et al., 2005), diéxido de carbono
supercritico (BEGAN et al., 2000; CHASSAGNEZ-MENDEZ et al., 2000; BRAGA
et al., 2003; CHANG et al., 2006) e alcool isopropilico (BRAGA et al., 2003). O
uso de co-solventes como modificadores na EFS melhoram a extragdo, assim o
uso de etanol até 30% foi relatado na extragdo de C. longa (SU et al., 2004), o
metanol como co-solvente melhora a extracdo da curcumina (SANAGI et al.,
1993). Nos trabalhos citados anteriormente foram avaliadas as atividades

antioxidantes e anticarcinogénica, mas nao foi avaliada a atividade antimalarica.

4.3.2 Artemisia (Artemisia annua L.)

A Artemisia annua (A. annua) também conhecida como Caohao, Cao
Qinghao, (chinés), sweet ou annual wormwood (inglés), pertence a familia
Asteraceae e compreendem cerca de 400 espécies, muitas delas empregadas

como medicamento na cultura chinesa e nos paises asiaticos. E uma planta
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aromatica de caule ereto que pode atingir 1 m ou 2 m de altura. Suas folhas séo
alveoladas com 3 a 5 cm de comprimento e 2 a 4 cm de largura (WHO, 2006).
Destaca-se o uso das folhas secas na medicina tradicional chinesa para
tratamento de febre e de malaria (WHO 2006, TARANTO, et al., 2006; PARK et
al., 2003; SCHWIKKARD e VAN HEERDEN, 2002). As plantagdes comerciais de
A. annua encontram se em paises da Asia e da Europa, destacando se a China;
recentemente foi relatada a selegdao de gendtipos de A. annua adaptados dos
hibridos ao clima tropical do sudeste Brasileiro (Campinas, SP) com alto
rendimento de principios ativos (Jornal da Unicamp, 2002).

Os produtos da A. annua compreendem uma fragdo volatii e uma néao
volatil; a fracao volatil pode corresponder até 4 % das folhas (LAPKIN et al., 2006)
e possui principalmente: canfeno, p-canfeno, isoartemisia cetona, 1-canfora,
cariofileno e 3 pineno em maior quantidade, enquanto que artemisia cetona, 1,8
cineol, canfeno hidratado, carvacrol, timol e cuminal estdo presentes em menores
quantidades. Na fracdo nao volatil, encontram-se principalmente flavondides,
sesquiterpendides (artemisinina, acido artemisico, artemisilactona, artemisinol e
acido epoxiarteanuinico), cumarinas, proteinas (3 galactoxidase e B glucoxidases)
e esteroides (3 sitosterol e estigmasterol) (WHO, 2006).

A A. annua apresenta atividade farmacolégica para o tratamento da
malaria e febre (TZENG et al., 2007), possuindo também atividade analgésica,
antipirética, antibacteriana, antiinflamatéria (WHO, 2006) e antifungica
(WOERDENBAG e PRAS, 2002). A artemisinina, composto presente nas folhas e
flores entre 0,01 % até 0,8 % do seu peso seco (VAN AGTMAEL et al., 1999 apud
BARLINT 2001); sua atividade esta ligada ao combate do Plasmodium falciparum
multirresistente. A artemisinina € recomendada pela WHO, para estar presente
nos medicamentos empregados de combate a malaria (WHO, 2006). Outro uso
da fracdo volatil (6leo essencial) da A. annua encontra-se na industria de
perfumaria e cosmética, devido ao seu aroma.

A artemisinina (Figura 4.2) é uma lactona sesquiterpénica e possui um

grupo endoperéxido ao qual se deve sua atividade (SCHWIKKARD e VAN
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HEERDEN, 2002; BARLINT, 2001). Os seus processos de sintese quimica sao
muito complexos, pouco eficientes e caros, caracteristicas que fazem dos extratos
oriundos da A annua a unica fonte natural da artemisinina (SCHWIKKARD e VAN
HEERDEN, 2002).

Figura 4.2 - Estrutura quimica da artemisinina.

Na obtencido dos extratos que contém artemisinina, o processo em escala
industrial emprega éter de petréleo em multiplas etapas; do mesmo modo foi
relatado o emprego do hexano, heptano e tolueno. O uso de etanol como solvente
permite separar a artemisinina por cristalizagcédo em processo de multiplas etapas;
entretanto, este extrato contém geralmente grandes quantidades de compostos
indesejaveis como clorofilas e resinas, sendo processos com baixa seletividade
(LAPKIN et al., 2006). Rodrigues et al. (2006) relatam o uso de etanol na
obtencao de extratos brutos ricos em artemisinina .

O diéxido de carbono supercritico (scCO;) foi demonstrado ser mais
seletivo para extragdo de artemisinina quando comparado com processos
convencionais de extracdo, mas ainda ndo foi avaliada a atividade antimalarica
nos extratos obtidos (KOHLER et al.,, 1997; QUISPE-CONDORI et al., 2005;
TZENG et al., 2007).

4.3.3 Bidens pilosa L.

A Bidens pilosa (B. pilosa ) pertence a familia Asteraceae, no Brasil é

conhecida popularmente como “picdo” ou “picao-preto”. Nativa da América do Sul
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encontra-se amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais do
mundo, atingindo até 1 m de altura (DEBA et al., 2008).

E considerada uma erva daninha e invasora, porém é utilizada na medicina
popular no tratamento de ictericia, disenteria, malaria, além de doencas
inflamatérias (LERMEN et al., 2006). Estudos reportam sua bioatividade
antireumatica, diurética, antibidtica, antidiabetes (BRANDAO et al.,1998),
antitumoral (KVIECINSKI et al., 2008), anti-hiperglicémico (UBILLAS et al., 2000),
anti-hipertensiva (DIMO et al., 2001), antiulcerogénica (ROJAS et al., 2006, TAN
et al.,, 2000), imunosupressor (PEREIRA et al., 1999), antibacteriana (RABE e
VAN STADEN, 1997), antimicrobiana e hipoglicemiante (KHAN et al., 2001),
imunomodulatéria (CHANG et al., 2007), antioxidante e antifungica (DEBA et al.,
2008). Outros estudos experimentais mostram que os extratos etanolicos brutos
dos rizomas tém atividade contra o parasita Plasmodium falciparum responsavel
pela transmissdo da malaria (ANDRADE-NETO et al., 2004; BRANDAO et al.,
1997; OLIVEIRA et al.,2004; RABE e VAN STADEN, 1997). Os constituintes mais
importantes dos extratos alcodlicos sédo poliacetilenos e flavonoides.

Entre os compostos bioativos da B. pilosa encontram-se alcaloides,
esterdis, taninos (KHAN et al., 2001), glicosideos fenilpropandides, poliacetilenos,
flavondides e flavonas glicosiladas (CHIANG et al., 2004). No 6leo essencial foram
identificados 44 compostos, entre os quais a maioria sao terpenos,
principalmente B-cariofileno (10,9 %) e t- cadineno (7,82 %) entre outros (DEBA
et al., 2008).

Para obtencdo dos extratos empregando-se solventes como o etanol
(ANDRADE-NETO et al., 2004; BRANDAO et al., 1997; KHAN et al., 2000), a
agua e o metanol (CHANG et al.,, 2007, ABAJO et al., 2004, RABE e VAN
STADEN, 1997). N&o foram relatados estudos relacionados a extratos

empregando diéxido de carbono supercritico.
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4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.1 Matérias primas e reagentes

Folhas de A. annua e raizes de B. pilosa foram coletadas na fazenda
experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e
Agricolas (CPQBA — UNICAMP), e a amostra de rizomas de C. longa é oriunda
do estado de Mato Grosso (Figura 4.3 e Tabela 4.1). As amostras de B. pilosa e C.
longa foram desidratadas em estufa com circulagdo de ar, enquanto que a A.
annua foi desidratada ao sol. Depois disto, as plantas foram trituradas em moinho
de facas (modelo MA-340, Marconi, Brasil), classificadas de acordo com o
tamanho usando peneiras vibratérias da serie Tyler (Bertel, Brasil) por 15
minutos. Apds, as amostras foram empacotadas em sacos plasticos e estocadas

em freezer doméstico (modelo 220, Cénsul, Brasil) a —10 °C.

Figura 4.3 — Fotos dos rizomas de C. longa (a), de folhas de A. annua (b) e das raizes de B.
pilosa (c).
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Tabela 4. 1 - Detalhes das matrizes vegetais empregadas neste trabalho.

Planta Parte usada Colheita Condicoées de secagem
Artemisia annua L folhas Margo 2008 Secada ao sol durante 3 dias
Curcuma longa L. rizomas Outubro 2007 Estufa com recirculacdo de ar 40 °C

Bidens pilosa L raizes Marco 2008 Estufa com recirculagéo de ar 40 °C

Diéxido de carbono 99,5 % w/w (White Martins Gases Industriais, Brasil),
etanol 99,5 %w/w (Synth, Brasil, lote 123134), agua ultra pura Milli-Q (Millipore
direct-Q3 UV, Millipore Corporation, USA) foram empregados como solventes nos

diferentes processos de extragao.

4.4.2 Caracterizagao fisica das matérias primas

As matérias primas foram caracterizadas quanto a propriedades das particulas
e propriedades do leito fixo de particulas.
44.21 Propriedades das particulas
O teor total de volateis e umidade, o diametro médio das particulas, a
densidade real, a esfericidade e a microestrutura, foram determinadas de acordo

aos meétodos descritos na Seg¢ao 3.4.2.1.

4.4.2.2 Propriedades do leito de particulas
A porosidade, tortuosidade e densidade aparente do leito de particulas
formado para as extragdes com scCO,, foram determinadas de acordo aos

meétodos descritos na Segao 3.4.2.2.

4.4.3 Metodologia para a obtengao dos extratos
As diferentes matrizes vegetais foram submetidas a processos de extragao
em etapa unica ou em duas etapas. No primeiro caso foram empregados

diferentes solventes: CO, supercritico (SC), agua (A) e etanol (E). Processos de

125



Capitulo 4

extracdo em duas etapas foram estudados a partir do material residual da
extragdo SC, quando re-extraido com agua (SCA) ou etanol (SCE). Todas as
extragdes foram realizadas em triplicata de acordo a metodologia descrita na
Secao 3.4.3.

4.4.4 Anadlises quimicas dos extratos

Nos diferentes extratos foram determinados o teor de fendis totais,
flavondides totais e atividade antioxidante (extratos de C. longa), segundo a

metodologia descrita na Sec¢édo 3.4.4.

4.4.41. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (HPLC-FR)

Quantificagdo de curcumina

Foi determinada a quantidade de curcumina presente nos diferentes
extratos da C. longa L. por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Foi empregado um cromatégafo liquido (Waters Alliance, modelo 2695)
acoplado a detector de indice ultra-violeta (Waters, modelo 2996), com coluna
Symmetry C-18 (75* 2,14 mm, 3,5 pm), gradiente de agua (0,25 % acido
acético)/metanol como fase movel (vazdo 0,2 mL/min.), 48 °C de temperatura de
coluna. A curva analitica foi preparada a partir do padrao de curcumina (Aldrich
referéncia C138-5G, lote 048K0704).

Quantificagcao de artemisinina

Foi determinada a quantidade de artemisinina presente nos diferentes
extratos da A. annua, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Foi empregado um cromatogafo liquido (Waters, modelo 515) acoplado a detector
de indice de refracdo (Waters, modelo 2414), com coluna Phenomenex Luna CN-
100 (250* 4,6 mm, 5 um), agua/metanol (60:40) como fase moével (vazédo 1,0

mL/min.), 35 °C foi a temperatura do detetor. A curva analitica foi preparada a
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partir do padrao de artemisinina com grau de pureza de 98 % (Aldrich, referéncia
361593, lote 0720DH).

4.4.4.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Os compostos volateis capturados na coluna com Porapak-Q na ESC
foram eluidos com 1 mL de acetato de etila e analisados para identificacdo. As
analises foram realizadas em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de
massas (GC 6890N, Agilent 5975), com coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x
0,25 ym) e gas de arraste hélio 1mL/min. A programacédo de aquecimento da
coluna utilizada foi de 60°C - 246°C a 3°C/min (ADAMS, 1995). As temperaturas
do injetor e detector foram 220 °C e 250 °C, respectivamente. A identificagdo dos
compostos foi realizada por comparagdo dos espectros de massas obtidos com
dados da literatura (ADAMS, 1995); com o banco de dados do sistema CG/EM -
biblioteca Wiley e NIST; e com o indice de retengao relativo a uma série de n-
alcanos (C9-C30, C32).

4.4.43. Atividade antioxidante
Nos extratos da C. longa foi avaliada a atividade antioxidante através da
capacidade de sequestro do radical DPPH e do teste DBC, segundo as

metodologias descritas na Segao 3.4.4.5.

4.4.4.4. Atividade antimalarica
Nos extratos da B. pilosa foi avaliada a atividade antimalarica, os testes
foram realizados no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da

UNICAMP, sob colaboracao e coordenacao do Prof. Dr. Fabio T.M. Costa.
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Ensaio de Citotoxicidade

O extrato e as fragdes foram solubilizados em meio DMSO 1,25% em RPMI
nas seguintes concentragdes: 1600, 400, 100 e 25 yg/mL. Em uma placa de 96
pocos, acrescentou-se a cada pog¢o 100 pL do extrato e/ou das fragdes diluidas e
100uL da solugao de hemacias sadias. Apds 48 horas de incubagao a quantidade
de eritrécitos presentes foi avaliada através da contagem em cémara de
Neubauer e a toxicidade dos compostos foi estimada comparando-se o numero de

eritrocitos presentes no grupo tratado e no grupo controle.

Cultura de eritrécitos infetados com Plasmodum falciparum

Eritrocitos infetados (IE) com P.falciparum 3D7 foram cultivados em
eritrocitos humanos O (Hemocentro- UNICAMP) até atingir 4% de hematdcritos
em meio completo (RPMI 1640; Sigma) suplementado com 10% de plasma

humano, ajustado até pH 7,2.

Teste in vitro

A atividade dos extratos foi determinada como previamente descrita por
Lopes et al. (2009), avaliando a incorporagao de [3H]-hipoxantina (Amersham
Biosciences, UK) ao crescimento do parasita. Os testes empregam 96 placas com
volume final de 200 ulL, dos quais 100 pL foram de meio RPMI sem drogas
(controle) ou com drogas (contendo os extratos a avaliar) e 100 uL de suspenséao
de eritrocitos infectados com P. falciparum (hematdcritos finais de 2% e
parasitemia de 1%).

As drogas foram preparadas a partir dos extratos, que foram dissolvidos em
DMSO (< 0,25 % v/v) no meio de cultura; assim, nos respectivos controles foi
adicionado DMSO até conter a mesma quantidade que nas drogas.

Depois de 30 h de incubagao a 37 °C foi acrescentado 50 uL de meio contendo 10

uCi [3H]-hipoxantina em cada uma das placas; depois de 18h a 37 °C as células
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foram rompidas e a sua radioatividade (CPM) medida em contador (Beckman, L-
5600 TA, USA). A radioatividade de fundo foi determinada pela incubagao dos
eritrocitos ndo infetados (nlE) nas mesmas condi¢des descritas acima.

As drogas foram testadas no minimo em ftriplicatta e o crescimento do
parasita foi comparado com as placas de controle, que representam os 100% de
crescimento do parasita. A inibicdo do parasita € calculada com a seguinte

Equacéo (4.1).

% nibicdo = 100 - K CPM amostra - CPM nll ]* 100} (4.1)

CPM placa controle - CPM nlE

A eficacia das drogas foi determinada pela comparagao do valor do ICsp, 0

qual mede a concentragao que produz 50% de inibi¢ao.

4.4.5 Anidlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para
identificar os tratamentos com as melhores respostas foram realizadas
comparacgdes entre as médias pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. Nesta
etapa foi empregrado o software Statistica® V.7.0 (StatSoft, EUA). As analises de
regressao conduziram a obter o valores de CEsyp (no teste de atividade
antioxidante) e ICsp (no teste de atividade antiplasmodica), foram feitas
empregando Microsoft Excel® 2003, Curveexpert V. 1.38 (Daniel Hyams) e
GraphPad Prism® v.5 (GraphPad Software, USA).

4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Caracterizagao das matérias primas

As diferentes propriedades que caracterizam as amostras de A. annua, C.

longa e B. pilosa estdao apresentadas na Tabela 4.2. Os valores para
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volateis+tagua (%VU) para as diferentes amostras variaram entre 10 e 13%; no
entanto a medida de umidade pelo método de Karl Fisher (%U) apresentam
valores entre 7 a 10 %, diferenca explicada pelas condi¢des do teste gravimétrico,
pois além da umidade contabiliza os volateis liberados (WHO, 1998; ISENGARD,
2001). O método Karl Fisher permite a quantificagdo direta de agua em plantas
medicinais e especiarias (MIRA et al., 1996, SUPARTONO et al., 1998, BRUTTEL
e SCHILINK, 2003, GLISIC et al., 2008).

A esfericidade (¢) € um parédmetro morfologico que esta diretamente
relacionado com as caracteristicas de empacotamento das particulas no leito. A
C. longa apresenta o maior valor de esfericidade (0,56) e a B. pilosa apresentou o
menor valor (0,34). As Figuras 4.4c 4.4d evidenciam que a maioria das particulas
da B. pilosa sdo alongadas e com aspecto de fibra, possivelmente devido a serem
procedentes da raiz de esta planta.

A tortuosidade do leito de particulas calculada a partir da equagao de
Boudreau apresentara valores entre 1,14 a 1,38, no entanto, com a equacgao de
Lanfrey os valores estiveram entre 0,76 a 1,6. As predi¢des feitas com a equagéao
de Boudreau possuem maior significado fisico, pois os valores de tortuosidade
sdo maiores que 1 (t>1). A subestimacdo predita pela equagado de Lanfrey
acontece com valores altos de porosidade (LANFREY et al.,2010). Quanto a
processos de transferéncia de massa, estudos de Shen e Chen (2007) relataram
uma forte dependéncia entre a forma e tamanho das particulas com o coeficiente

de difusao.
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Tabela 4. 2 - Resultados caracterizagdo das matérias primas.

Artemisia annua L

Curcumalonga L

Bidens pilosa L

particulas
VU (%) 10,47 £ 0,08 13+ 1 10.01 + 0,06
U (%) 8,1+0,2 6,9+0,1 9,7+0,2
Pr (g/cm3) 1,44 + 0,04 1,42 +£0,03 1,52 + 0,03
dmg (mm) 0,838 0,823 0,893
o 0,473 0,555 0,339
leito
Pa (kg/m®) 279+ 4 516+ 6 213 +4
7 0,765 1,629 0,903
P 1,196 1,380 1,141
€ 0,806 0,636 0,860
? calculada apartir da equacgéo de Lanfrey et al. (2010)
® calculada apartir da equagao de Boudreau et al. (1996)
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Figura 4.4 - Fotografias 8 bit das matrizes vegetais apds o processamento digital. C. longa (a) A.

annua (b), B. pilosa L. (c, d).
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Determinagao de microestrutura

Na Figura 4.5 sdo apresentadas as micrografias das diferentes matrizes
vegetais obtidas com ajuda da microscopia eletronica de varredura (MEV). Antes
da extragdo supercritica a microestrutra das matrizes apresenta regides com
superficie mais compacta, integra e homogénea (Figura 4.5a, 4.5c e 4.5¢e). Apos
extragdo supercritica sao evidenciadas particulas dispersas (Figura 4.5b) e
aumento de pososidade na microestrutura (Figura 4.5d) e regides com
microestrutura mais aberta e porosa (Figura 4.5b, 4.5d e 4.5f).

No caso da B. pilosa é apresentada também a microestrutura desta matriz
apos extragao etandlica (E) (Figura 4.5g) e a matriz residual final apds proceso em
duas etapas (SCE) (Figura 4.5h). A extracdo etandlica preservou mais a
integridade da microstrutura quando comparada com as outras extragdes. Isto é
devido a que as raizes possuir estrutura composta principalmente por polimeros

como celulose e lignocelulose.

132



Capitulo 4

1opm | Mag= 1.00 K X c-2 LRAC/FEQ/UNICAMP 7-Nov-2008| | 16pm  |—| Mag= 1.88 K X scc-2 LRAC/FEQ/UNICAMP 7-Nov-2008

1epn | Mag= 1.08 K X Ar-1 LRAC/FEQ/UNICAHP 7-Nov-2088 topm | Mag= 1.00 K X SCA-1 LRAC/FEQ/UNICAMP 7-Nov-2008

1opm | Mag= 1.00 K X Bi-1 LRAC/FEQ/UNICAMP 7-Nov-2008| | 16pm  |—| Mag= 1.80 K X SCB-3 LRAC/FEQ/UNICAMP 7-Nov-2008

LRAC/FEQ/UNICANP 7-Nov-2008

1epn | Mag= 1.80 K X EB1 LRAC/FEQ/UNICAMP 7-Nov-2008| | 1oun  |—| Mag= 1.80 K X SC+E Bl

Figura 4.5 - Microestrutura das matrizes vegetais (x 1000): C. longa L.: (a) antes, (b) apos da
extracao supercritica, A. annua: (c) antes, (d) apés da extragdo supercritica, B. pilosa. (e) antes,
(F) apo6s da extragéo supercritica, (g) apds da extragdo etandlica, (h) apdés da extracdo etandlica
com prévia extragao supercritica
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4.5.2 Rendimento e cinética de extragao

Na Tabela 4.3 e nas Figuras 4.6 e 4.7 sao apresentados os resultados
obtidos nos testes de extragdo de curcuma, artemisia e bidens em etapa unica:
com scCO; (SC), extragdo com agua (A) e com alcool (E), e em duas etapas:
extragdo aquosa antecedida pela supercritica (SCA), extracdo etandlica
antecedida pela supercritica (SCE). Para efeito de comparagdo também foram
apresentados os rendimentos acumulados: extragdo supercritica + agua
(SC+SCA), extragdo supercritica + etanol (SC+SCE); todos os experimentos

foram conduzidos em triplicata.
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Tabela 4. 3 - Concentragdo de fendlicos e respectivos rendimentos de extragdo em extratos de C.
longa, A. annua e B. pilosa.

Curcuma longa

Rendimento

Extrato

Fenois Totais

Flav. Totais

Curcumina

(%)
Conc Rend Conc Rend Conc Rend
sC 5810, 58+0,6
i 0.33+£0.04 670005 (g39.00 523 3,02
etapa 0,8+0,3
unica A 18,5+ 0,9 4442 8,1+08 356 0,7 66+04 2,2 0,41
E 9,5+0,9 430 £ 12 41+5 430+5 41+ 4 354,1 33,72
SCA 16,8 + 0,7 16,1 0,7 2,7+02 191+0,2 3,21+0,09 3,7 0,62
duas SCE  69:05 453 + 31 324 278+ 8 19+2 564,7 39,44
etapas g, 5cA” 234 10,6 2,8 02 2,23+0,1 3,64
Sc+SCe~ 13.6%06 29£4 162 42,46
Artemisia annua
Extrato Ren?‘;r;l*ento Fenois Totais Flav. Totais Artemisinina
(]
Conc Rend Conc Rend Conc Rend.
sc 57+0,1 40,1+ 0,4 23+03 2915+0,01 1,6%0,3 95,1 5,47
a
etapa 0,08 + 0,06
unica A 22,407 97+6 22£2 61,1+02 137%05 n.d. -
E 57+04 45+ 1 2,5£02 65 + 2 3,8+04 95,6 5,49
SCA 22 + 1 91+5 20£2 57,11+0,08 12807 n.d. -
duas  SCE 23+0,1 90+ 4 2002 123+4 28202 n.d. -
etapas SC+SCA” 28 + 1 22+2 14 £1
SC+SCE** 8,2 + 0’2 4,1 + 0,5 15,6 + 0,5
Bidens pilosa
Extrato Ren?ol/g*ento Fenois Totais Flav. Totais
Conc Rend Conc Rend
1,12 +0,05
sc , , 20,4+0,6  0,22+0,02 29 + 1 0,32 + 0,02
etapa 0.32 £ 0,012
Gnica A 61 11,62+0,05  0,7+0,1 539+0,05 0,342 0,07
E 1,2+0,4 54+ 1 0,7+0,2 84+ 1 1,01+0,3
SCA 81 14,4 £ 0,2 1,2£0,2 7,7+0,1 0,6 +0,1
duas  SCE 0,3+0,1 87 + 23 0,29 + 0,07 81+3 0,3+0,1
etapas 5o, gcp” 10+2 1,3+0,2 0,9+0,1
SC+SCE*™  1,8+0,2 0,46 + 0,09 0,5+0,1

* Rendimento (%, b.s.),** Rendimento acumulado (% b.s.), ® : rendimento fragéo volatil, n.d.:
néo detectado, Conc: mg/g extrato, Rend: mg/g matriz. Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso
(A), etandlico prévia extragao supercritica (SCE), aquoso prévia extragao supercritica (SCA).
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Figura 4.6 - Valores médios dos rendimentos obtidos na extragdo . (a) C. longa L., (b). A. annua.
As barras representam valor da média + DP dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes
representam diferencas significativas (p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A),
etandlico prévia extragao supercritica (SCE), aquoso prévia extragcédo supercritica (SCA).

Em geral, o rendimento global no processo em etapa unica para as
diferentes matrizes foi maior para a extracdo aquosa (A) isto influenciado pela
polaridade da agua, pois apresenta tendéncia decrescente em rendimento com o
decréscimo de polaridade do solvente.

Para a A. annua e B. pilosa, o fato de nao apresentar diferencas
significativas entre os rendimentos globais de processo etandlico (E) e supercritico
(SC) (p<0,05), poderia ser explicado em termos da baixa polaridade dos

compostos extraiveis (ou familias de compostos) com estes solventes.
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Figura 4.7 - Valores médios dos rendimentos obtidos na extragdo de B pilosa. As barras
representam valor da média + DP dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam
diferencas significativas (p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia
extragao supercritica (SCE), aquoso prévia extragao supercritica (SCA).

Os diferentes processos estudados para a extracido de B. pilosa resultaram
em baixos rendimentos globais de extracdo quando comparados com as outras
matrizes vegetais, evidenciando a baixa quantidade de solutos extraives nesta
matriz (Figura 4.7). Observa-se nos resultados obtidos nos diferentes processos
que houve diferenga significativa entre a extracdo aquosa (A) e as extragdes
etandlica (E) ou a supercritica (SC), notando-se que nao houve diferenca
apreciavel entre os rendimentos dos processos E e SC, fato explicado pela
seletividade e polaridade dos solventes como pela natureza dos compostos
presentes nesta matriz vegetal.

Nos processos de extracao em duas etapas, a extragao prévia com scCO,
permitiu melhoria significativa no rendimento acumulado (SC+SCA, SC+SCE),
fato explicado pela natureza da matriz sdlida e sua interagcbes com os solutos,
pois grande parte dos compostos soluveis sdo extraidos nos primeiros instantes
na extragao supercritica, mostrando que compostos de baixa polaridade s&o

extraidos na etapa SC, e possivelmente favorecendo interagdes matriz-solutos
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(BENNER, 1998) retendo solutos a matriz residual, ficando menos disponiveis
para a extragao posterior.

Em termos gerais, as extragbes aquosas (A e SCA), apresentaram os
maiores rendimentos. Também pode ser comentado que a contribuicdo da

extracdo prévia com scCO, sobre os processos SC+SCA e SC+SCE afetam

positivamente o rendimento acumulado.

Cinéticas de extragao com CO; supercritico

As Figuras 4.8 e 4.9 representam as curvas de extracdo em termos dos
rendimentos dos extratos obtidos em fungcdo da massa de CO, durante a extracao
da C. longa L , A. annua e B. pilosa com scCO, a 400 bar, 60 °C e 4,0.10° kg/s

de vazdo de CO,. Foram feitas trés extracdes, duas fracionadas e uma total (teste
3) para rendimento global.
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Figura 4.8 - Rendimentos na extragdo com CO, supercritico. (a) C. longa L. (b) A annua.
Os experimentos de fracionamento foram bem conduzidos nao

apresentando diferengas apreciaveis entre o0s experimentos. Durante o

fracionamento da C. longa L observa se que grande parte do extrato é obtida nos
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primeiros instantes do processo (primeiro ponto de cada curva, equivalente a 15
minutos de extracdo); o rendimento atinge um valor médio de 3,89% (+ 0,54)
correspondendo a 74% do rendimento total. Portanto, apresenta alta taxa de
transferéncia de massa desde a matriz para o solvente scCO,, possivelmente
devido a alta solubilidade das substancias nestas condi¢cbes. Depois desta fase, a
curva atinge um valor constante no rendimento equivalente a 5,8 %, indicando
que a matriz vegetal foi praticamente esgotada durante o processo de extragao
(Figura 4.8a).

Na Figura 4.8b é apresentada a cinética do processo de fracionamento de
A. annua, expressa como rendimentos dos extratos obtidos em fungédo da massa
de CO; a 400 bar e 60 °C. Na Figura (4.8b) apresenta duas repetigdes feitas
durante o fracionamento e um ponto (uma extragdo) no terceiro teste para obter
rendimento global. No fracionamento da A. annua observam-se diferentes
regides: a primeira dependente da solubilidade dos solutos extraidos, uma
intermediaria, e a terceira controlada pela difusividade. Nas primeiras duas
fragdes (15 min de extragéo) foi obtido 3,9 % de rendimento acumulado, o que
corresponde a 76 % do total do processo, apresentando a alta taxa de
transferéncia de massa; depois da 62 fragéo, a curva atinge um valor praticamente
constante no rendimento proximo a 5,7 %.

Na Figura 4.9 é apresentada a curva de extragdo supercritica da Bidens
pilosa a 400 bar e 60 °C. Na extragdo da B. pilosa observa-se que grande parte
dos pontos experimentais no inicio do processo encontran-se na regido
fortemente dependente da solubilidade dos solutos extraidos, na qual a taxa de
transferéncia de massa é aproximadamente constante (aumento linear do
rendimento com a massa de CO,), apds esse periodo ha diminuicdo da taxa até

atingir um novo valor praticamente constante na parte final da curva de extragao.
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Figura 4.9 - Rendimentos na extragéo da B. pilosa.

4.5.3 Fenois totais

Representa-se na Figura 4.10 os dados da Tabela 4.3 para a concentragao
de compostos fendlicos nos extratos das trés plantas. Pode se observar que o
conteudo de compostos fendlicos nos extratos da C. longa e B. pilosa tanto nos
processos em etapa unica quanto em duas etapas que envolvem etanol (E, SCE)
foram bem superiores aos conteudos com os outros solventes. No caso da
curcuma, o extrato etandlico apresenta elevada concentracdo de compostos
fenodlicos. No caso da A. annua, os extratos com maior conteudo de substancias
polifendlicas foram obtidos nos processos que envolvem agua, tanto em etapa
unica quanto em duas etapas (A, SCA). Esta diferenga no comportamento destas
matrizes vegetais € devida a polaridade das substancias polifendlicas presentes
em cada matriz e extraidas com os diferentes solventes; nesse sentido também

explica as diferengas no rendimento de extragéo (Figura 4.11).
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Figura 4.10 - Teor de compostos fenolicos totais (FT). As barras representam valor da média dos
ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05). Supercritico
(SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extracdo supercritica (SCE), aquoso prévia
extragao supercritica (SCA).
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Figura 4.11 - Rendimento de extragdo de compostos fendlicos totais. As barras representam valor
da média + DP dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam diferengas significativas
(p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragao supercritica (SCE),
aquoso prévia extragao supercritica (SCA).
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4.5.4 Flavonodides totais
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Figura 4.12 - Teor de flavonoides totais. As barras representam valor da média dos ensaios em
triplicata, letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05). Supercritico (SC),
etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragdo supercritica (SCE), aquoso prévia extragédo
supercritica (SCA).

A determinacdo do conteudo de compostos da familia dos flavondides a
partir da C. longa L., A. annua e B. pilosa apresentaram diferengas significativas
em funcéo do tipo de processo de extragao aplicada a cada matriz vegetal (Figura
4.12). No caso da C. longa e A. annua, os processos de extragdo em uma unica
etapa apresentaram comportamento dependente do solvente; assim, foi obtido:
E>A>SC. Ja no caso da B. pilosa, a extragao etandlica (E) permitiu obter extrato
com maior conteudo de flavonadides.

A eficiéncia dos processos de extragao (em termos de rendimento) permite
inferir que esta familia de compostos é mais facilmente extraida com solventes de
polaridade alta; destaca—se o alto rendimento de extracdo de flavondides a partir
da C.longa L. quando empregado etanol (Figura 4.13). Para esta matriz vegetal, a
extragao prévia com scCO;, produziu efeito negativo no rendimento de extragéo
de flavonoides, pois foram obtidos extratos com menor teor de flavonodides (278

mg EC/g, para SCE) e (430 mg EC/g, para E). A extragao previa de compostos
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de baixa polaridade com scCO; produz uma matriz mais polar e portanto promove

interagdes moleculares entre os flavondides e a matriz (GRIGONIS et al., 2005) .

45 -
m C. Jonga L.

409 @A annua

35 4 B. pilosa

Rendimento (mg EC/ g folha)

Processo

Figura 4.13 - Rendimento de extragdo de flavondides totais. As barras representam valor da
média + DP dos ensaios em triplicata, letras diferentes representam diferengas significativas
(p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragao supercritica (SCE),
aquoso prévia extragcao supercritica (SCA).

4.5.5 Teor de curcumina e artemisinina

As analises por meio de HPLC permitiram quantificar curcumina, nos
extratos de curcuma e artemisinina, nos extratos de Artemisia (Tabela 4.3, Figura
4.14). Quanto a curcumina os rendimentos e concentragbes dos extratos em
processo em etapa unica foram altas quando empregado etanol (354,1 mg/g ou
35,4 %), seguido de CO, supercritico (52,3 mg/g ou 5,23%) e agua (2,2 mg/qg).
Estes resultados sdo superiores aos reportados em varios estudos: Sanagi et al.
(1993) obtiveram extratos com 5,34 % de curcumina com ajuda de metanol como
co-solvente (280 bar, 60 °C), Braga e Meireles (2007) obtiveram extratos com 0,72
% de curcumindides totais (300 bar, 60 °C, com mistura de etanol — isobutanol
como co-solvente) e 12 % no caso de extragdo fracionada com scCO; nas

mesmas condi¢cdes. Diferengas na polaridade de solvente e soluto afetam os
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rendimentos de extragdo da curcumina, pois 0 emprego de etanol resulta em
altas concentragdes e rendimentos de extragao (Tabela 4.3).

Tomando como base a concentracdo e rendimento de curcumina, o
processo em duas etapas, primeiro pela extragcado supercritica (SC) e posterior
extragao alcodlica (SCE) é consideravelmente melhor que o processo de extragao
etandlica em uma unica etapa (E), pois produz trés extratos: duas fragdes
supercriticas (fracdo mais volatil e uma 6leoresina com 52,3 mg/g de curcumina) e
um extrato etandlico contendo 565 mg/g de curcumina, concentragdo bem maior
que na obtencdo de um unico extrato etanolico com 354 mg/g de curcumina.
Considerando os dois extratos, a soma em termos de rendimento passa de 34
mg/g do extrato etandlico para 42 mg/g (soma dos extratos supercriticos e
etandlico). Assim, pode-se afirmar o efeito positivo da extragdo prévia com CO,
supercritico, que permite remover mais compostos ou grupos de compostos,
aumentando os rendimentos na etapa seguinte de extragdo, possivelmente
decorrente das mudangas nas interagdes soluto-soluto (AZEVEDO et al., 2008),
solutos-matriz (SOVOVA et al., 2004) e mudancas na microestrutura da matriz
vegetal (del VALLE et al., 2005) e portanto facilitando a extracdo da curcumina
encontrada no residuo proveniente da extragao supercritica (SANAGI et al., 1993;
CHASSAGNEZ-MENDEZ et al., 2000). Este fato foi confirmado pelo resultado
obtido neste trabalho com a extragao etandlica do residuo proveniente da etapa
supercritica (SCE), de onde se obteve altissima concentragdo de curcumina (565
mg/g ou 56,5 %) e também aumento de rendimento de 34 para 39 mg/g.

Deste modo, o processo em duas etapas envolvendo o scCO; e etanol é
eficiente na separacado de curcumina, sendo ambos solventes permitidos tanto no
uso alimentar quanto farmacéutico com baixas temperaturas evitando a
degradacgao térmica do soluto (MANDAL et al., 2008). Este processo em duas
etapas permite a obtengdo de extratos com maiores conteudos de curcumina e
com maiores rendimentos de extragdo (Figura 4.14), quando comparado com

processos como extracdo em soxhlet, extracdo a baixa pressdo com alcoois,
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maceragao, extracao supercritica e extragdo assistida com micro-ondas (SANAGI
et al., 1993, BRAGA et al., 2003; MANDAL et al., 2008).
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Figura 4.14 - Concentragdo e rendimento de extragdo. (@) curcumina, (b) Artemisinina.

Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extragdo supercritica (SCE), aquoso
prévia extracéo supercritica (SCA).

Quanto a artemisinina nos extratos de A. annua s6 foi detectada e
quantificada nos extratos SC e E, em concentragdes de 95,1 e 95,6 mg/g,
respectivamente. Os rendimentos de extracdo para os dois casos foram
equivalentes, com valores de 5,47 e 5,49 mg/g folha (Figura 4.14). Estes valores
de rendimentos foram menores quando comparados com o valor de 11,36 mg/g
folha reportados em estudos previos por Tzeng et al. (2007) em extracdo com
scCO; (313 bar, 40 °C e 16,25 % de etanol como cosolvente); o resultando foi
mais proximo do valor de 7 mg/g de folha reportado por Quispe-Condori et al.
(2005) obtidos a 300 bar, 50 °C e de Kohler et al. (1997) a 150 bar, 40 °C e 3%
metanol como co-solvente. Quanto a extracdo etandlica (E) valores de
rendimentos relatados reportados por Tzeng et al. (2007) foram de 3 a 8 mg/g.

Observa-se que em uma segunda etapa, tanto com etanol quanto com agua nao
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se extrai mais nada de artemisinina, mostrando que a extragao foi completa, tanto
para etanol quanto para extragdo supercritica em uma unica etapa. A agua
empregada como solvente n&o extraiu nada de artemisinina, confirmando-se a
baixa solubilidade da artemisinina em agua (LAPKIN et al., 2006).

Apesar dos extratos etandlicos em uma etapa e supercriticos serem
equivalentes quanto a extracdo e rendimento de extracdo de artemisinina, a
extragdo prévia com scCO;, pode ter vantagem considerando dois aspectos: 1) o
extrato supercritico ndo necessita de uma segunda etapa de separagao, pois
quando o CO, é despressurizado, separa-se facilmente do extrato e ndo necessita
de uma segunda etapa de separagado, que é o caso da extragdo etandlica que
necessita de uma posterior separagcédo do etanol por evaporagdo; 2) o residuo
proveniente da extragao supercritica pode ser submetido a extragdo aquosa (com
20% de rendimento global) ou etandlica (com 5% de rendimento global) e produzir
novos extratos que mesmo nao contendo artemisinina, contém compostos

fendlicos da ordem de 50 a 100 mg/g.

4.5.6 Caraterizacdao da fragdao rica em compostos volateis (cromatografia
gasosa)

Foi recuperada a fragao volatil do extrato supercritico para as amostras da
C. longa. O rendimento da fragdo volatil (baseado na quantidade de matriz
empregada) foi de 0,8 + 0,3 %.

A Tabela 4.4 apresenta o resultado da analise GC-EM, a qual permitiu
identificar compostos majoritarios, os sesquiterpenos: turmerona, ar-turmerona e
B-turmerona (curlona) com 31,27 %, 27,83 % e 21,47 %, respectivamente.
Gopalan et al. (2000) relataram concentragbes de 42 % e 16,12 % para ar-
turmerona e turmerona em extratos obtidos com scCO, a 40 °C e 300 bar.
Chassagnez-Mendez et al. (2000) relataram o conteudo de ar-turmerona de 15,5
% de em extratos obtidos com scCO; + etanol a 250 bar e 45 °C. Kao et al. (2007)

relatam o conteudo total de «,f, e ar-turmerona do ordem de 67 % a 40 °C e 260
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bar. A Ar-turmerona é considerada como um agente anti-hemorragico atuando
como inibidor enzimatico de enzimas presentes no veneno de Bothrops jararaca
(Ferreira et al., 1992, Melo et al., 2005). Tripathi et al. (2002) relataram uso de B-
turmerona como repelente e inseticida. Potenciais aplicagdes em formulagdes de
agroquimicos e agentes anticépticos resultam possiveis a partir da suas

propriedades repelentes e inseticida (HEREBIAN et al., 2009).

Tabela 4. 4 - Caracterizagdo quimica fragao volatil de C. longa L.

Pico Composto tr (min) |IR? IRP Obs % Relativa
1 cineol 7,88 1030 1031 EM 1,36
2 * 8,50 1049 - - 0,95
3 o- curmeno 25,84 1482 1480 EM 1,79
4 o~ zingibereno 26,34 1495 1493 EM 1,56
5 B -sesquifelandreno 27,45 1523 1522 EM 1,90
6 - 29,59 1579 0,94
7 - 30,52 1604 1,42
8 - 31,64 1634 1,19
9 Ar-turmerona 32,87 1668 1669 EM 27,83
10 turmerona 33,01 1672 NIST-EM 31,27
11 B-turmerona 34,14 1703 NIST-EM 21,47
12 - 35,64 1746 0,86
13 - 35,97 1755 1,76
14 - 36,25 1763 1,22
15 - 36,39 1767 1,57
16 - 36,63 1774 1,22
17 - 37,88 1810 1,64

2 calculado, ° reportado por Adams (1995), tr: tempo de retencao, IR: indice de retengéo, Obs: tipo
de identificagdo por comparagdo com espectro de massa obtidos por Adams (EM), ou base de
dados de NIST (NIST-EM), - ndo identificado * contaminante.

Foi recuperada a fragédo volatil ao longo da extracéo supercritica do extrato
supercritico para A. annua. O rendimento da fragdo volatil (base seca) foi 0,08 +
0,06 % (b.s.). Gupta et al. (2002) reportaram rendimentos de 0,2% da fracéo
volatil a partir das folhas da A. annua, entretanto Goel et al. (2008) obtiveram
valores de 0,4% e 0,7% para duas amotras de A. annua. Os dois estudos
empregaram o método de hidrodestilagdo. A analise de GC-EM permitiu identificar

a amostra, que excetuando impurezas retidas no Porapak-Q, apresenta como
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composto majoritario o canfora (35,42 %), este resultado concorda com o
encontrado por Goel et al. (2006) para 6leo essencial obtido de folhas de A. anua
(Tabela 4.5).

Tabela 4. 5 - caracterizagdo quimica fragdo volatil de A. annua.

Pico Composto tr(min) |R? IRP Obs % Relativa
1 - 7,67 1024 0,93
2 eucaliptol 7,88 1030 1031 EM 3,02
3 * 8,49 1048 31,64
4 * 8,70 1054 16,50
5 * 8,90 1060 3,16
6 canfora 11,99 1144 1146 EM 35,42
7 cariofileno 23,23 1417 1416 EM 4,91
8 gemacreno D 25,72 1479 1485 EM 4,42

2 calculado, ® reportado por Adams (1995), tr: tempo de retencao, IR: indice de retengéo, Obs: tipo
de identificagdo por comparagdo com espectro de massa obtidos por Adams (EM), ou base de
dados de NIST (NIST-EM), - n3o identificado * contaminante.

4.5.7 Atividade antioxidante

Método do DPPH

A capacidade de sequestro do radical DPPH expresso como atividade
antioxidante (AA %) dos extratos da C. longa, foi analisada na faixa de
concentragdes entre 0-250 ug/mL (Figura 4.15). Nos extratos SCE e E, a AA
aumenta com o acréscimo da concentragdo entre 0 e 125 pg/mL com clara
tendéncia ndo linear; no caso do extrato SC a AA aumenta continuamente para
toda a faixa estudada, no entanto a AA nos extratos A e SCA apresentou pouca
variabilidade dentro da faixa de concentragdes estudada, sem diferencas

significativas (p < 0,05).
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Figura 4.15 - Atividade sequestrante do radial DPPH dos extratos de C. longa L. Valores expresos
como média + DP dos ensaios em ftriplicata. Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico
prévia extragédo supercritica (SCE), aquoso prévia extragao supercritica (SCA).

A partir dos resultados de atividade antioxidante foram calculados os
valores de CEsp por meio de diferentes tipos de regressao (Segcao 3.4.4.5). Na
Tabela 4.6, estdo apresentados os resultados, onde pode ser observado que o
valor de CE5p obtidos em cada caso esta fortemente ligado ao tipo de modelo
empregado (linear, exponencial, logistico) e a natureza do extrato (aquoso,
etandlico, supercritico).

Os extratos SC, A e SCA apresentam resposta linear de AA coma
concetracdo. Comportamento diferente apresentam os extratos etandlicos (E,
SCE), nos quais, os dados experimentais apresentam claramente uma tendéncia
nao linear (Figura 4.15), em decorréncia disto foi comprovado que o modelo linear
FC ndo descreveu o comportamento experimental de forma adequada sendo

ajustado adequadamente com os modelos nao lineares (Exp, Exp FA, L3P e L4P).
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Tabela 4. 6 - Valores do CEj5 para os extratos de C. longa L. para os diferentes modelos de regressao.

METODO €. A e SCE SCA
CEsx (ug/mL) ajuste CEsgp (ug/mL) ajuste CEsg (ug/mL) ajuste CEsp (ug/mL) ajuste CEsp (ug/mL) ajuste

Linear FL 2398 *® 0.9945 (1.294) 2993 + 244 ° 0.7339 (0.855) 37,2+0,3° 0.9674 (4.038) 16,3+0,9° 0.957 (5.110) 3725+ 13702 0.807 (0.649)
Linear FC 239+8° 0.9945 (1.294) 2993 + 244 ° 0.7339 (0.855) 80,4 +0,8° 0.741 (17.662) 35+4° 0.5294 (23.886) 3725+ 13707 0.807 (0.649)
Exp 243+9°  0.9992 (0.478) - 0.9951 (0.569) 33,5+04°  0.9995 (1.045) 14+1° 0.9995 (1.013) - 0.9444 (0.485)
Exp FA 243+10°  0.9996 (0.367) - 0.9010 (0.476) 33,6+04°  0.9991 (1.034) 14+1° 0.9992 (0.961) 0.9207 (0.416)
L3P 248 +42° 0.9957 (0.508) - na 36,7+0,3° 0.9995 (2.051) 15+1° 0.9990 (1.542) - na
L4P 502+33°  0.9956 (0.36) - 09547 (0.327) 32,3+04°  0.9968 (1.962) 13£1° 0.9886 (1.315) - 0,9743 (1,590)

Valor da média + DP dos ensaios em triplicata, na mesma coluna letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
" Coeficiente de determinacgéo, %, raiz quadrada do erro médio RSME (entre paréntese), na: ndo ajusta
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Os valores finais de CEsy sdo apresentados na Figura 4.16. Assim os
resultados foram de >200 pg/mL, >200 pg/mL, 33,6 £+ 0,4, 14 +1 e >200 pg/mL,
para os extratos SC, A, E, SCE, SCA, respectivamente. Indicando que os extratos
que envolvem etanol como solvente (E, SCE) possuem alta atividade antioxidante
(CEsp <50 pg/mL). Destacando-se o extrato posterior a extragdo supercritica
(SCE), que além de ser mais concentrado em curcumina possui alta atividade
antioxidante com CEsp de 14 + 1 pg/mL, equiparavel ao do acido ascoérbico (CEsp
10,9 + 0,6 pg/mL, como apresentado na Tabela 3.9) e maior atividade que o
extrato etandlico proveniente de uma extracdo convencional, que apresenta CEsp
de 33,6 £ 0,4 pg/mL.

Os extratos supercriticos e aquosos (SC, A, SCA) nao apresentaram
atividade sequestrante do radical DPPH, apresentando se como inativos (CEsy >
200 pg/mL).

250
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Figura 4.16 - Atividade antioxidante de extratos de C. longa L. (valores de CEs). As barras
representam valor da média + DP dos ensaios em friplicata, letras diferentes representam
diferengas significativas (p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia
extragdo supercritica (SCE), aquoso prévia extragédo supercritica (SCA).

151



Capitulo 4

O efeito da extragcdo prévia com scCO, foi positivo, pois aumentou a
atividade antioxidante, o valor de CEsp mudou de 34 para 14 ug/mL nos extratos E
e SCE respectivamente, o qual indicaria que a extragao supercritica estaria
atuando na remocdo de substancias apolares de baixa atividade antioxidante
(CEsp > 200 ug/mL para o extrato SC), extraindo-as da matriz vegetal, e portanto,
concentrando o residuo da extragao supercritica em substancias de carater polar
com alta atividade antioxidante. Pothitirat (2006) relatou valores de CEsp 18,2 +
0,9 — 26,4 £ 0,4 pg/mL em extratos etandlicos da C. longa L (concentragao de
DPPH 152 yM). Ramos et al. (2003) relataram valores de CEsp de 47 ug/mL em
extratos hidroalcodlicos.

Foi encontrada correlagcdo fraca entre o conteudo de fendis totais e a
atividade antioxidante (CEso) nos extratos de C. longa (r* = 0,45), o qual pode ser
devido a complexidade dos extratos obtidos, em termos de estruturas quimicas
dos compostos presentes e com eles possives efeitos sinergisticos (KELEN e
TEPE, 2007; WU et al., 2009). Diversos estudos tém apontado que a atividade
antioxidante depende da localizagdo e numero de grupos hidroxila na estrutura
dos compostos fendlicos nos extratos (KOLEVA et al., 2000; BURDA e OLESZEK
et al., 2001; SILVA et al, 2002; KHANDUJA e BHARDWAJ, 2003; EKLUND et al.,
2005, VILLANO et al., 2007; POUVREAU et al., 2008).

Método de descoloragao do B-caroteno (Método DBC)

Nas Figuras 4.17 e 4.18 estdo apresentados os resultados do teste DBC,
para cada extrato durante 180 min, como diferenca de absorbancia (delta abs)
calculada a partir da substragdo da absorbancia entre o controle e a mostra
correspondente. Os extratos E e SCE apresentaram alta capacidade de inibicao
da oxidagdo quando comparados com os padrées comerciais (quercitina, BHT),
mas os extratos aquosos (A, SCA) e supercritico (SC) apresentaram baixos
valores, e portanto, baixa atividade antioxidante.

Quando as respostas de atividade antioxidante pelos dois testes (DPPH e

DBC) sao comparadas, observa-se algumas respostas coincidentes. Os extratos
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etandlicos (E, SCE) apresentam alta capacidade de sequestro do radical DPPH e
alta capacidade de inibicdo do radical peroxila (teste do DBC) por meio da
propriedade doadora de atomo de hidrogénio. Entretanto, observou-se o oposto
com os extratos A, SCA e SC, os quais apresentam baixa atividade com o teste
do DPPH. Isso € possivelmente pelas caracteristicas estruturais dos compostos
presentes em suas composi¢des, ou a auséncia de compostos com grupos
doadores de elétrons ou finalmente a fatores cinéticos que produziriam uma fraca
resposta no teste DPPH (KOLEVA et al., 2003).

0,90
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] X X— —r—A
0,80 / X—
% —e—SCA
0,70 A — & F
—xX— SCE
0,60 - ---0--- Quercitina
---4--- BHT
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Figura 4.17 - Atividade antioxidante de extratos de C. longa L. pelo método DBC. Supercritico
(SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia extracdo supercritica (SCE), aquoso prévia
extragao supercritica (SCA).
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Figura 4.18 - Atividade antioxidante método DBC (AAix) em extratos de C. longa. As barras
representam valor da média + DP dos ensaios em ftriplicata, letras diferentes representam
diferengas significativas (p<0,05). Supercritico (SC), etandlico (E), aquoso (A), etandlico prévia
extragdo supercritica (SCE), aquoso prévia extragédo supercritica (SCA).

4.5.8 Atividade Antimalarica

O teste de citoxicidade na faixa de concentragcbes usados no teste in vitro
(1600, 400, 100 e 25 pg/mL) mostrou que ndo houve a ocorréncia de hemolise.
Os resultados para o teste antimalarico in vitro de extratos de B. pilosa contra P.
falciparum apresentaram diferentes respostas, dependendo do processo e do
solvente empregado. A porcentagem de redugao de parasitemia é apresentada na
Figura 4.19 para diferentes concentracbes dos extratos. Estes resultados
evidenciam que todos os extratos apresentam atividade antimalarica com
%lnibicao > 50% para concentragdes entre 400 e 1600 pg/mL. O extrato SCE
maior atividade inibitoria, sendo que concentragdes pouco maiores a 125 pg/mL

sd0 necessarias para atingir %Inibicao > 50%.
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Tabela 4. 7 - Comparacao da atividade antimalarica em extratos de B. pilosa.

Extrato
SC A E SCE SCA
IC5,? (Mg/mL) 416,01 366,15 348,52 126,3 393,46

#1Cs, concentraggo do extrato que inibe 0 50% do crecimento do parasita

O parametro do ICsp representa a concentragéo do extrato que inibe 50%
do crescimento do parasita (quando comparado com controle). Este parametro é
um indicativo da atividade antiplasmoddica: quanto menor, melhor é a atividade
antimalarica do correspondente extrato. Assim, dentre os processos em etapa
unica, os valores da ICsy estiveram entre 348,52 e 416,01 ug/mL (Tabela 4.7). No
entanto, processos em duas etapas, os valores foram 126,3 e 393,46 ug/mL para
SCE e SCA, respectivamente. Estes resultados sugerem que a extragdo prévia
com scCO, melhora a atividade antiplasmodica quando empregado etanol como
solvente na segunda etapa de extracéo (extrato SCE), pois o valor de ICsy para o
extrato SCE é 2,75 vezes menor do que para o extrato E. Pode se observar que
os extratos etandlicos (E, SCE) foram mais ativos do que os extratos aquosos (A,
SCA). Alta atividade antiplasmodica em extratos hidroalcodlicos de B. pilosa foi
relatada por Branddo e al. (1997); nestes estudos, a atividade foi relacionada a
presenca de fenilacetilieno (1-fenil-1,3-diin-5-en-7ol-acetato) em  suas
composigdes. Oliveira et al. (2004) relacionam a acgéo protetora a oxidagéo de
compostos de acetileno por parte dos flavondides presentes nos extratos.
Andrade-Neto et al. (2004) relataram valor para ICso entre 10 e 50 pg/mL, com

variagbes dependendo da condi¢des agrotecnoldgicas do cultivo.
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como média dos ensaios em quatruplicata + DP.

156



Capitulo 4

4.6. CONCLUSOES

Este estudo mostra que a influéncia da extragao supercritica como primera
etapa é diferente dependendo da matriz vegetal estudada e o solvente
empregado na segunda etapa, pois extratos com diferentes caracteristicas sdo
obtidos.

A utilizacdo de etanol tanto em processos de etapa unica quanto em duas
etapas, favoreceu a extracdo de flavondides e fendis totais em C. longa e B.
pilosa. No caso da A. annua, extragbes aquosas favoreceram a obtencdo de
extratos ricos em fendis totais, enquanto que as etandlicas favoreceram a
extragao de flavondides.

A extracdo de substancias especificas como curcumina foi estudada,
encontrando-se influéncia positiva da extracéo prévia com CO; supercritico, pois 0
processo em duas etapas envolvendo CO, supercritico-etanol apresentou o maior
rendimento dos processo estudados (56,4%). Quanto a artemisinina, fatores como
polaridade e solubilidade influenciaram na sua extratabilidade, pois ela foi extraida
perferencialmente por scCO; e por tanto ndo necessitando de uma segunda etapa
de separacéo.

Quanto a atividade antioxidante em extratos de C. longa L., os extratos
obtidos com etanol, tanto em uma quanto em duas etapas se apresentaram com

atividade maior em relacéo as extragdes aquosas.
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5 SOLUBILIDADE DE SISTEMAS ORIUNDOS DE EXTRATOS
NATURAIS EM scCO;: MEDIDAS EXPERIMENTAIS E
MODELAGEM
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51 INTRODUGAO

O conhecimento da solubilidade em scCO, das substancias de interesse
que estao presentes na matriz a ser processada € de grande importancia para o
sucesso de processos que empregam a tecnologia supercritica, pois influencia
diretamente na escolha das condi¢gbes operacionais do processo (COIMBRA et
al., 2006). A solubilidade depende da natureza do soluto, do solvente e de suas
interagdes, que podem ser transcritas nas suas polaridades, na densidade do
solvente supercritico e na pressao de vapor do soluto. Tendo em vista que nos
sistemas de interesse deste trabalho que sao basicamente constituidos de
misturas de substancias fendlicas, dados de equilibrio de fases com scCO, séo
raros. Optou-se inicialmente em se adotar uma modelagem termodinamica que
fosse preditiva do equilibrio, tal como o modelo GC-EOS. No entanto, a
ferramenta usada para calcular equilibrio de fases com este modelo era restrita ao
equilibrio liquido-vapor. Como a grande maioria dos compostos fendlicos de
interesse sao solidos, optou-se em se adotar um sistema constituido de um soluto
diferente daqueles presentes na composicao dos extratos, para se poder verificar
a capacidade deste modelo GC-EOS na predicado de equilibrio. Neste capitulo,
aplicou-se a modelagem para dados experimentais de solubilidade de duas
biomoléculas (artemisinina e esqualeno) em scCO,. Para a artemisinina, os
valores experimentais de solubilidade analisados foram coletados da literatura.
Para o esqualeno os valores de solubilidade foram medidos experimentalmente e
analisados em conjunto com valores reportados na literatura. Na modelagem
aplicou-se equacgdes de estado cubicas, equagdes por contribuigdo de grupos
(GC-EOS) e os dados também foram correlacionados através de modelos

empiricos.
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5.2 SOLUBILIDADE EM FLUIDOS SUPERCRITICOS

O comportamento tipico da solubilidade de um soluto puro em um solvente
supercritico (FS) esta representado na Figura 5.1, na qual a solubilidade aumenta

com o aumento da pressdo a temperatura constante, produto das mudancgas na
densidade do solvente.
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Figura 5. 1 - Solubilidade do colesterol em scCO, (YUN, et al. 1991).

A pressao na qual as isotermas de solubilidade se cruzam (crossover
point), matematicamente representa um ponto de inflexdo onde o valor da
solubilidade é independente da temperatura. O conhecimento deste ponto € de

grande utilidade na separagdo de compostos onde existem pequenas diferencas
de seletividade, como os isémeros (SHI, 2007).
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Modelagem termodinamica

O conhecimento do equilibrio de fases em condicdes supercriticas
envolvendo compostos bioativos pode ser baseado em determinacdes
experimentais e em modelos robustos que possam correlacionar as informacdes
experimentais disponiveis e com isso prever (extrapolar) valores em condi¢des
diferentes daquelas disponiveis. A disponibilidade de dados de equilibrio de fases
juntamente com uma modelagem termodinamica sdo importantes subsidios que
auxiliam na otimizagdo de processos de extracdo de compostos oriundos de
fontes naturais. Neste sentido, Hartono et al. (2001) afirmaram que a maior
dificuldade no emprego da tecnologia supercritica para extragdo de compostos
bioativos € na medi¢cao do equilibrio de fases em diversas condi¢des de pressao e
temperatura, visando a otimizagdo do processo; neste caso é muito util o emprego
de modelos preditivos do equilibrio.

Independente do modelo termodindmico empregado, a previsdo da
solubilidade é baseada no equilibrio termodinédmico das fases envolvidas, no qual
existe como condigdo necessaria a igualdade de temperatura (T), de presséo (P)
e de fugacidade das i espécies (critério de isofugacidade) em todas as fases

(Equacéo 5.1), assim:

f= 1 (5.1)

5.3 EQUACOES CUBICAS DE ESTADO

No equilibrio termodinamico, uma equagédo de estado (EOS) representa
uma expressdao matematica que inter-relaciona a pressao, a temperatura e o
volume molar para uma substédncia. EOS podem ser empregadas para a
representacdo das propriedades PVT do equilibrio entre as fases vapor, liquida e
supercritica. As EOS necessitam do conhecimento de trés parametros da

substancia pura: temperatura critica (T.), presséo critica (P¢), e fator acéntrico (o).
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As principais EOS cubicas sido derivadas da equagao de estado de van der Waals
(EOS do tipo van der Waals), a qual foi a primeira equagao de estado capaz de
representar a coexisténcia das fases liquida e vapor. Estas levam em conta as
forgas de interagao entre as moléculas, as quais geralmente sdo compostas por
dois termos: um termo repulsivo (esfera rigida) e um termo atrativo, como segue

(Equacéao 5.2):

P=P

repulsivo

+P

atrativo (5 . 2)
Assim, a EOS de van der Waals é representada como decrito na equacéao
(5.3):

RT a
PZE_F (5.3)

Nesta equacdo, V representa o volume molar, P a pressao, T a
temperatura, R a constante universal dos gases, a e b sao constantes positivas e
representam as forcas de interacao atrativas e a diferenga do tamanho entre as
especies, respectivamente. A maioria das EOS do tipo van der Waals possuem o
mesmo termo repulsivo original apresentado por van der Waals, e mudam o termo
atrativo, como também as expressdes matematicas para o calculo dos
parametros a e b.

A equagao de Peng Robinson (PR) (1976) € uma equacgido de estado
cubica do tipo van der Waals; a expressao da equagao PR € apresentada pelas
Equacdes (5.4 a 5.7):

P RT a a(T)
V=b V>V +b)+b(V —b)

(5.4)

onde:
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2m2
a(T) = 0,45724 RPTC a(Ty) (5.5)
RT,
b =0,07780—* (5.6)
a(T,) = [1+(0.37464 + 1542200 - 0,26990° J1 - 72 )f (5.7)

onde T¢ é a temperatura critica, Tr € a temperatura reduzida (7, =7/T,.) e

@ € o fator acéntrico.
Para que esta EOS possam ser extendidas as misturas, uma regra de
mistura deve ser aplicada aos parametros dos componentes puros para se obter

os parametros a, e b, da mistura. Assim, a Equacgdo (5.4) aplicada a misturas

transforma-se em (Equacgao 5.8):

RT a, a()

P= - 5.8
V—b, V2*W+b,)+b,(V-b,) (5.8)

Os parametros a, e b, s&o calculados através de uma regra de mistura,

usando os parameros a € b e a composi¢cdo dos componentes. Estas regras
incluem paradmetros do componente puro e parametros de interacdo binaria
(parametros ajustaveis), os quais sdo uma medida dos desvios do
comportamento. As Equagbes (5.9 a 5.11), apresentam a regra de mistura

classica:

a, =z inxjaij (5.9)
b, =Y xb, (5.10)

ay = Jaa; (1-k;) (5.11)

]
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No caso de emprego de EOS cubicas, o critério de isofugacidade a partir

da Equacéao (5.1), pode ser resolvido em fung¢ao dos coeficientes de fugacidade

((z?l.) para cada substancia (Equagéo 5.12):
v P4 (T, P,y) = x;Pg{" (T, P, x) (5.12)

Onde P ¢é a pressao do sistema, T a temperatura, x e y, as fragdes molares em
cada fase, e as letras em sobre-escrito V e L representam propriedades para fase
liguida e vapor (supercritica) respectivamente. Para as EOS cubicas, os
coeficientes de fugacidade na fase vapor e liquida podem ser calculados a partir

das expressoes termodinamicas mostradas nas equacgaoes 5.13 e 5.14:

y.P RT 4 oN,

i V=00 i

v v=2"RT/P
WA N {ﬂ_N(a_pj }W_mzv 513
TV.N,

Ing"(T,P,x)=1In
# (T.P.x) xP  RT v "lan,

V=00 i

L v=2"RT/P
fi (T,Px) 1 [ [E_N[G_PJ }W—lnzL (5.14)
T.V.N,,;

onde R é a constante universal dos gases, Z fator de compressibilidade.

Quando o sistema envolve uma fase contendo um solido puro (2), pouco
volatil, que possui uma pressédo de vapor muito baixa (2*), o seu vapor pode ser
considerado como um gas ideal e, assim o coeficiente de fugacidade para o vapor
do solido puro nesta pressao pode se aproximar a 1. Também a fase fluida (em
sua maioria composta por fluido supercritico) geralmente € muito pouco soluvel na
fase solida de tal forma que a fase solida pode ser considerada como uma fase

pura, e o volume do sdlido puro (7,;“) é constante com a pressédo (solido

incompressivel). Assim, considerando a fase Il como sdlido puro e a fase | como a
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fase correspondente ao fluido supercritico, o valor da solubilidade do sélido puro

(y,) no fluido pode ser calculada iterativamente por meio da Equacgéo (5.11), a

seqguir:

RT
PH (T, P, y)

P (T ex p{ V(PP (T))}

(5.11)

Yo =

O valor do coeficiente de fugacidade ((131”) pode ser calculado a partir de

modelos termodindmicos (por exemplo, empregando EOS que descrevam o
comportamento do fluido supercritico) ou aplicando principio dos estados

correspondentes.

5.4 MODELOS DE CONTRIBUIGAO DE GRUPOS (CG)

Estes tipos de modelos consideram as moléculas de uma substancia como
um conjunto de grupos funcionais e a mistura de substancias diferentes, como um
agrupamento dos seus grupos constitutivos. A grande vantagem deste enfoque é
devido ao numero reduzido de grupos, que possibilita descrever um grande
numero de compostos de interesse, e, portanto, muito util na tarefa de prever o
equilibrio de fases a partir do conhecimento da estrutura molecular das
substancias presentes na mistura a estudar.

O enfoque de contribuicdo de grupos é aplicavel tanto para equagdes de
estado quanto para modelos de coeficientes de atividade, nesta ultima categoria
destaca-se o modelo UNIFAC (FREDENSLUND et al., 1975) para predicédo do
coeficiente de atividade na fase liquida por meio de contribuicdo de cada um dos
grupos funcionais presentes na mistura, e sob o enfoque y—¢ permite o calculo
do equilibrio de fases.

No modelo UNIFAC original, o equilibrio de fases esta limitado a pressdes
maximas entre 10 a 15 bar. Esta deficiéncia foi sanada com a combinacao
UNIFAC-EOS cubicas (EOS-GE) por meio de regras de mistura nas EOS de
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Soave-Redlich-Kwong e Peng-Robinson, baseadas nos modelos de GE. As regras
de mistura mais conhecidas sdo: regras modificadas de Huron e Vidal, MHV1 e
MHV2, (DAHL et al., 1990), combinac&o linear das regras de mistura Vidal-
Michelsen, LCVM, (BOUKOUVALAS et al., 1994), regra WS (WONG e SANDLER,
1992), regra preditiva Soave-Redlich-Kwong, PSRK, (HOLDERBAUM e
GMEHLING, 1991).

A vantagem principal deste ponto de vista é obtida quando os parametros
de interacdo do modelo de GF estdo disponiveis, e por meio do enfoque EOS-GF
€ possivel a predicdo do equilibrio de fases a altas pressdes a partir de dados de

equilibrio a baixas pressdes.

Modelo GC EOS
A equacdo GC-EOS (Group Contribution Equation of State) proposta por
Skjold-dgrgensen (1984, 1988) é derivada da combinagdo de 4 principios: 1)
equacao de estado de van der Waals, 2) a expressado de Carnahan-Starling para a
esfera rigida, 3) equacdo NRTL e 4) principio de contribuigdo de grupos. Esta
EOS ndo necessita de informacbes de dados de equilibrio binario, sé da
composi¢cédo dos grupos das moléculas envolvidas no equilibrio, das propriedades
criticas e fator acéntrico. CHAFER et al. (2004) assinalam que a grande vantagem
do método de contribuicdo de grupos GC-EOS é sua capacidade preditiva e
extrapolativa. O modelo € baseado na equagédo geral de particdo de van der
Waals e no conceito de contribuicdo de grupos, para predizer o comportamento
de misturas em equilibrio para sistemas em uma ampla faixa de temperaturas e
pressdes. E muito Util quando ndo existem dados experimentais, sendo possivel
estimar tanto propriedades de substancias puras quanto dados de equilibrio para
misturas (ESPINOSA et al., 2002a; SKJOLD-JIRGENSEN 1984, 1988).
No modelo, a energia livre de Helmholtz é o resultado do somatério do
comportamento do gas ideal e do termo residual. Este ultimo quantifica as forgas

intermoleculares pelo somatoério dos dois termos: contribuicdo do volume livre
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(termo repulsivo) e a contribuicdo devida as forgas atrativas intermoleculares, nas

equacdes (5.12) e (5.13) a sequir:

4 = Agas ideal + Ai‘esidual (51 2)

A" =45 + 4, (5.13)

att

No modelo GC-EOS, o termo repulsivo depende dos parametros
caracteristicos das moléculas da mistura, enquanto que o termo atrativo emprega

0 numero e as propriedades dos grupos funcionais das substancias da mistura.
. R . ~
O termo de volume livre (Afv, termo repulsivo) supde um comportamento

de esfera rigida para as moléculas, empregando uma expressdo do tipo
Carnahan-Starling de esfera rigida para misturas, mediante a expressdo para
contribuigdo do volume livre para a energia residual de Helmholtz, como seguem
nas Equacgdes (5.14) e (5.15):

(A/RTHY® =34, 4,20 Y =D+ (BA2)N-Y+Y —InY)+nlnY (5.14)
onde:
7 - K
Y=(1—6V3J o A=Ynd (5.15)

O diametro da esfera rigida € calculado a partir do didmetro nas condigdes

criticas e em fungao da temperatura pelas equagdes (5.16) e (5.17):
d, =1.065655d_, {1 - 0.12 exp[- 2T, /(3T)]} (5.16)

. (5.17)

ci

1/3
0.08943RT,,
d, = [— j

Onde dci € o valor do didmetro de esfera rigida a temperatura critica Tci,

para o componente i.
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O conjunto de equacgdes (5.14) a (5.17) permite o calculo da contribuicdo
de volume livre a energia residual de Helmholtz, as quais ndo tém nenhuma
constante binaria, permitindo a aplicacdo direta em modelos de contribuigdo de
grupos.

O termo de contribuicao atrativa da energia residual de Helmholtz (Af;,) é

avaliado empregando uma expressao do tipo NRTL com regras de mistura

dependentes da densidade, mostrada nas Equacgdes (5.18) a (5.25):

z NC NG ) NG NG
at I
(A/RT)" = —EZninjqj;@{(g,gquj /RTV)/Z@,TU (5.18)
i J
Onde,
NC ]
0,=(q;/ D) nv; (5.19)
N NC NG )
q= ZniZVij (5.20)
i J
T, = exp[aijAgijq/(RTV)J (5.21)
Ag;=8;-8, (5.22)
As interagdes entre grupos diferentes sédo calculadas por:
_ ( )1/2
g, =k;\g.g; k=k, (5.23)
k, =k |1+ &, 27/ + 7)) (5.24)
A interagao entre grupos iguais leva em conta a dependéncia com a
temperatura sendo calculado como:
gjj=g;j[1+g;j(T/Tj*—1)+g'J'.jln(T/Tj*)] (5.25)
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Onde g%jj, &, &i, representam os parametros energéticos atrativos do

. e ko k. R . ~
grupo i (na temperatura de referencia Ti*), "7, "7 sao parametros de interagao
g .. , ~ ~ . P ’
binaria e "7 é o parametro NRTL de ndo aleatoriedade. z é o numero de
.. Vi. , ’ . . , . S
compostos da vizinhanza, "/ é o numero de grupos tipo j na molécula i, 9 ¢ o

numero de segmentos de superficie do grupo j, Hké a fracdo de superficie do

~

grupo k, ¢ é o nimero total de segmentos de superficie, i ¢ a energia atrativa
entre segmentos iguais.
k*

Os valores dos parametros g%, g, , g, .k .

. a,; podem se encontrar
disponiveis na literatura.

Diversos estudos empregaram a GC-EOS na modelagem termodinamica
de substancias presentes em extratos naturais e scCO, (ESPINOSA et al., 2000;
ESPINOSA et al., 2003; CHAFER et al., 2004; ESPINOSA et al., 2005a; DIAZ et
al., 2005; de La FUENTE et al., 2005; CHAFER et al., 2006; VAZQUEZ et al.,
2007). Também tem sido reportado o uso para a modelagem de sistemas
contendo triacilgliceréis (ESPINOSA et al., 2002, FLORUSSE, et al., 2004) ou em

Oleos de laranja (DIAZ et al., 2005 ), girassol e palma (HEGEL et al., 2005).

5.5 MODELOS EMPIRICOS

Chrastil (1982) considera que as moléculas do fluido supercritico e o
correspondente soluto associam-se e formam um complexo solvatado que esta
em equilibrio com o fluido. Este modelo empirico € baseado na observagao de
que, graficande-se dados isotermicos do logaritmo da solubilidade em funcéo do
logaritmo da densidade, resulta uma linha reta. A equacao de Chrastil precisa da
densidade do scCO, e da temperatura do sistema; assim, por um ajuste aos
dados experimentais, obte;m-se os trés parametros, a equacio de Chrastil € dada

pela equacéo (5.49) a seguir:
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InS = ay +a; ln(p)-q-a?2 (526)

O modelo tem a capacidade de reproduzir dados experimentais e por isso
tem sido amplamente usadona literatura cientifica para correlacionar e extrapolar
dados experimentais de solubilidade de diversos solutos em fluidos supercriticos
(SOARES et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2001).

Outros modelos empregados para corelacionar dados experimenatis séo

apresentados nas equacgdes (5.27) a (5.34):

Modelo de del Valle e Aguilera (1988):

InS =a,+a ln(p)+a—;+% (5.27)

Modelo de Kumar e Johnston (1988):

T
Modelo de Yu etal. (1994):
Yy =ay +a P+ a2P2 +a3PT(1-y,)+a,T+ a5T2 (5.29)
Modelo de Gordillo et al. (1999):
Iny, =ag +a,P+a,P* +a,PT + a,T +asT? (5.30)
Modelo de Bartle et al. (1991):
(5.31)

yo P a,
In =a,+a\p— +—=
( Pref } 0 1(:0 P ref ) T

Modelo de Jouyban et al. (2002):

178



Capitulo 5

Iny, =a, +a,P+a,P? +a3PT+%+a5 In(p) (5.32)
Modelo de Méndez-Santiago e Teja (2000) :

Tin(y,P)=a, +a,p +a,T (5.33)
Modelo de Jafari Nejad et al. (2010):

In y, = ay+a,P* +a,T* + a; In(p) (5.34)

onde S expressa os dados de solubilidade (g/L), y2 (facgdo molar), T (K) a
temperatura , P a presséao (bar), p representa a densidade do CO; (g/L), P €
pressao de referéncia (1 bar), prs € densidade de referencia (700 g/L) e ay, a4, ay,

as, a4, as sao constantes ajustaveis.

Com o intuito de modelar termodinamicamente a solubilidade em scCO; de
substancias presentes em extratos naturais, foram escolhidas duas biomoléculas
(artemisinina e esqualeno). Para o sistema artemisinina-CO, os valores
experimentais de solubilidade foram modelados com PR EOS e diversos modelos
empiricos, foi usado o programa PE (PFHOL et al, 2000) e o software Statistica
(V 7.0) empregando analise de regresséo nao linear. O sistema esqualeno-CO; foi
escolido pela sua caracterisitica principal de apresentar equilibrio entre as fases
liquido e vapor, fato que permitiu estudar seu comportamento termodindmico com
o modelo GC EOS por meio do programa GPEC, o software que apresenta

restricao as fases liquido e vapor.
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5.6 SOLUBILIDADE DA ARTEMISININA EM scCO;

Os dados experimentais de Gong e Cao (2009) para a solubilidade de
artemisinina em CO, supercritico foram usados na modelagem termodinamica.
Empregou-se a equagdo de Peng-Robinson PR-EOS com a regra de mistura
classica, com ajuda do programa PE, empregando as propriedades criticas e
fisico-quimicas apresentadas na Tabela 5.1. Correlacionou-se também estes
valores experimentais usando alguns modelos empiricos, onde os valores das
constantes (ag, as, az, as, a4 as) foram obtidos a partir do ajuste dos dados
experimentais empregando o método de estimacao de Levenberg-Marquardt por
meio do software Statistica® V 7.0 (StatSoft, EUA) para a minimizagdo da funcéo

objetivo (Equagéao 5.35):
FO = Z (yobs _ ypred )2 (535)

Com o intuito de comparar os diferentes modelos, o valor dos desvios

relativos médios (AARD) entre os valores experimentais (y.”) e valores

calculados (i) de solubilidade foram obtidos pela equagéo (5.36), com N, =27

(numero de medidas experimentais).

Exp Calc
Np ‘yZi =V

AARD(%) = (100 / Np)[z T] (5.36)

i Yai

Tabela 5. 1 - Propriedades fisicas

Mv Temperatura Pressao Fator
(g/mol) Critica Critica  Acéntrico Referéncia
Tc (°C) Pc (bar) ®
CcoO, 44,01 303,95 73,75 0,225 Angus et al. (1976)
artemisinina 21,5 767.55 24,45 0,6125 Coimbra et al (2006)
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5.6.1 Resultados

Na Figura 5.2, representa-se graficamente o comportamento dos dados
experimentais de solubilidade de artemisinina em funcdo da temperatura e
pressdo, e na Figura 5.3 comparam-se estes valores com os resultados da
modelagem termodindmica com a PR EOS. Assim é possivel observar que a
predicdo feita com a PR EOS consegue descrever bem o comportamento
experimental nas temperaturas de 313 K, 323 K e 333 K, com valores de AARD
de 5,63%, 10,14% e 7,60% respectivamente.

Figura 5. 2 - Superficie representativa da solubilidade experimental da artemisinina em scCO,.
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Figura 5. 3 - Solubilidade da Artemisinina em scCO,: dados experimentais e calculados com o
modelo PR-EOS.

Na Tabela 5.2 relacionam-se os parametros dos diferentes modelos

empiricos, os repectivos desvios (AARD) e os coeficientes de correlagao (R).

Tabela 5. 2 - Valores dos parametros dos diferentes modelos empiricos.

parametros
Modelo AARD (%) R
ao a1 az a3 a4 a5
BCJS 340,27 0,47 -6117,28 - - - 8,728 0,9880
dVvVA 15,33 6,42 -16763,96 2,09E+06 - - 8,064 0,9831
Chrastil -4,63 6,41 -3841,54 - - - 8,259 0,9828
KJ 7,99 0,35 -3976,99 - - - 7,982 0,9834
GBMM -27,4312  -3,17E-02  -3,40E-05 1,68E-04 1,47E-01 -2,87E-04 8,505 0,9673
YSRZ -3,13E-02  -8,20E-05 -1,1E-09 2,90E-07 2,48E-04  -4,77E-07 8,820 0,9769
JCF -10,7268 -0,0384 1,70E-05 8,86E-05 -0,855 2,347 7,932 0,9735
MST -8865,23 152,02 17,76 - - - 8,725 0,9881
JNAMM -1,52E+01  -1,69E-05 1,18E-07  2,3961 - - 7,970 0,9710

BCJS: Bartle-Clifford-Jafar-Shilstone, dVA: del Valle-Aguilera, KJ: Kumar-Johnston,
GBMM: Gordillo-Blanco-Molero-Martinez, YSRZ: Yu-Singh-Rizvi-Zolleg, JCF: Jouyban-Chan-Foster,
MST: Méndez Santiago-Teja, JNAMM: Jafari Nejad-Abolghasemi-Moosavian-Maragheh.
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Nas figuras (5.4) e (5.5) pode se observar os resultados do ajuste das
diferentes modelos estudados. Nestas figuras observa se que dentre os modelos
de trés parametros ajustaveis (Chrastil, BCJS, KJ e MST) o modelo KJ apresenta
o menor valor de AARD e bom grau de ajuste. A melhora da equagao de Chrastil
proposta por del Valle e Aguilera (4 parametros) por meio da adicdo de um
parametro ajustavel consegue melhorar o grau de ajuste e diminuir o valor de
AARD deste modelo. Dentre os modelos de 4 parametros O modelo JNAMM tem
menor valor de AARD mais o grau de ajuste resulta mais baixo do que o modelo
dVA. Quanto aos modelos de 6 parametros (GBMM, YSRZ e JCF), o modelo JCF
aparenta melhor desempenho na correlagdo da solubilidade experimental, este
modelo €& baseado na densidade do scCO, entanto que os outros dois
apresentam dependéncia polinomial de 2° ordem entre pressao e temperatura.
Assim os modelos empiricos de KJ e JCF possuem melhor habilidade na
correlacao dos dados de solubilidade de artemisinina em scCO..

A média dos valores de AARD entre as 3 isotermas para as predicdes com a
equacao de estado PR EOS é de 7,79 %, valor que estd um pouco por baixo dos
menores desvios obtidos com os modelos empiricos KJ e JCF. Estes modelos
empiricos correlacionam com igual exatiddo que a equagdo de estado, e em
concordancia com o sinalado por Tabernero et al. (2010), os modelos empiricos
apresentam mais simplicidade no calculo da solubilidade, além de evitar o uso de

meétodos de predicdo de propriedades para o solido puro.

183



Capitulo 5

3,0 3,0
¢ Ex ¢ 313Exp
*
25 1 W 323Exp 2,5 m 323Exp
A 333Exp A 333E0p A
20 A —— modelo Chrastil 2,0 ——modelo KJ
»
2 15 c 15+
A
1,0 1 1,0 4
[ ]
0,5 1 0,5
a b
0,0 T T T T 0,0 T ; ; T
2,6 2,7 2,8 2,9 3,0 31 2,6 2,7 2,8 29 3,0 3,1
In p(Kg.m*) In p(Kg.m?)
3,0 a
0,0029 -
¢ 313E0p * 313Exp
*
2,5 m 323Ep m 323Exp ‘ -
333E 0,0024 - A
A P A 333Ep / *
2,0 1 —— modelo dVA —— modelo JCF I
0,0019 -
»n
g 157 S
A 0,0014
1,0 1
e
05 1 0,0009 1 N
(o
0,0 T T T T 0,0004 T T T T
2,6 2,7 2,8 29 3,0 3,1 26 2,7 2,8 29 3,0 3,1
In p(Kg.m") In (p, Kg.m®)
0,0029 A 0,0029 + A
¢ 313Ep ; * 313Exp .
3 A
m 323Exp ‘ m 323 Exp .
0,0024 7 A 333Ex A /’ - 0,0024 7 A 333Exp A /‘/ *
— modelo JNAVM /a —— modelo BCJS /
0,0019 4 0,0019 ~
o B
0,0014 + 0,0014
0,0009 - A 0,0009 - A
0,0004 T T T T 0,0004 T T T
2,6 2,7 2,8 2,9 3,0 3,1 14 16 18 20 22
-3
In (p, Kg.m*) p (Kg.m®)

Figura 5. 4 - Correlagdo da solubilidade da artemisinina em scCO, com modelos empiricos. a.
Chrastil (1982), b. Kumar e.Jonhston (1988, KJ), c. del Valle e Aguilera (1988, dVA), d. Jouyban et
al. (2002, JCF), e. Jafari Nejad et al. (2010, JNAMM), f. Bartle et al. (1991, BCJS).
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Figura 5. 5 - Correlagdo da solubilidade da artemisinina em scCO, com modelos empiricos. a.
Gordillo et al (1999, GBMM), b. Yu et al. (1994, YSRZ), c¢. Mendez-Santiago-Teja (MST), d. Valres

de AARD e R, para cada modelo.
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5.7 SOLUBILIDADE EXPERIMENTAL DO ESQUALENO EM scCO; ’

O esqualeno (2,6,10,14,18,22-tetracosahexaene, CsoHsp) cuja estrutura
quimica esta apresentada na Figura 5.6, € um hidrocarboneto de cadeia linear da
familia dos triterpenos, possui cadeia linear altamente insaturada, € termicamente
instavel e sensivel a luminosidade e aparece nas concentragdes de 50-70% em
massa em O6leo de tubarao (Centrophorus squamosus) e 6leo de baleia (Physeter
macrocephalus). Em procura de uso de fontes sosteniveis, estudos apontam na
extrgdo de esqualeno a partir de fontes vegetais como o 6leo de farelo de arroz,
de milho, amendoim, de oliva e de amaranto (HE et al., 2002). E reconhecido
pelas suas propriedades benéficas a saude humana, com possibilidade de reduzir
os niveis de colesterol e triglicerideos e no tratamento de alguns tipos de cancer
(NEWMARK, 1997, RAO et al., 1998, SMITH et al., 1998), prevenindo a oxidagao
lipidica pela sua atividade antioxidante (KOHNO et al., 1995 , GUCLU-
USTUNDAG e TEMELLI, 2004) .

Figura 5. 6 - Estrutura molecular do esqualeno

" Este estudo foi a base do artigo: Measurements and thermodynamic modeling of the

solubility of squalene in supercritical carbon dioxide. Martinez-Correa, H., Gomes, D.C.A,,
Lury, S., Cabral, F.A. Journal of Food Engineering, v.96, p43-50, 2010
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5.7.1 Determinacgao da solubilidade experimental

A solubilidade em scCO; foi obtida experimentalmente pelo método estatico
em um sistema de medida (Laboratorio EXTrAE, UNICAMP, Brasil) como
esquematizado na Figura 5.7 e operado no modo estatico. Consistiu basicamente
em promover o contato entre o CO; em estado supercritico e o esqualeno puro (>
97 %, Fluka Chemie, grau cromatografico) no extrator (14) por um periodo pré-
determinado e suficiente para atingir o equilibrio termodindmico de fases. Para
manter a mesma condi¢cdo de pressao no sistema durante a coleta, o seguinte
procedimento foi necessario: depois de atingido o tempo de equilibrio no extrator
(14), a bomba (7) foi acionada para pressurizar o tanque pulmao (12), entdo as
valvulas de entrada e de saida do extrator foram abertas simultaneamente,
evitando a queda de pressao no sistema (extrator e coletor). Esta pratica facilita o

deslocamento dos compostos solubilizados em scCO; para o frasco coletor (21).

Figura 5. 7 - Sistema experimental para medida de solubilidade do esqualeno. (1) cilindro de CO,,
(2, 4,9,11, 15,18) valvulas tipo agulha, (3,10,13) mandmetros tipo Bourdon, (5) trocador de calor, (6)
banho refrigerado, (7) camisa, (8) bomba de alta pressao, (12) reservatorio de CO,, (14) extrator,
(16) coletor, (17) valvula tipo agulha, (19) banho termostatizado, (20) bomba peristaltica, (22)
trocador de calor.
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As amostras foram deixadas por trés horas para que se estabelecesse o
equilibrio, retirava-se a primeira amostra apos esse periodo e as seguintes depois

de cada uma hora até que se completasse a triplicata. A temperatura escolhida foi

de 313, 323 e 333 K nas pressodes de 100, 200, 300 e 400 bar.

A solubilidade foi representada na forma de massa de soluto extraido por

massa de solvente, calculada a partir da sequacgao (5.37), mostrada a seguir:

= X
Y = (5.37)
Vc-/oco2
Onde:

Y= Solubilidade (g soluto/g CO5,)
x = Massa total de soluto extraido no coletor (g soluto)
V = Volume do coletor (mL)
p = Densidade do CO, nas condigdes de P e T do sistema (gCO,/mL)

5.7.2 Modelagem termodinamica

A modelagem termodindmica foi empregada para o sistema esqualeno —
scCO; usando os dados experimentais neste trabalho em conjunto com os obtidos
por Catchpole e Von Kamp (1997), usando as equacgdes de estado PR EOS e GC-

EOS (empregando o software GPEC 8).

5.7.3 Resultados e Discussoes
A Tabela 5.3 apresenta os valores experimentais obtidos neste trabalho de

solubilidade do esqualeno puro em scCO, nas faixas de pressao e temperatura

entre 100 e 400 bar e 313 - 333 K.

® Global Phase Equilibrium Calculations, 2007. www.gpec.plapiqui.edu.ar
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Tabela 5. 3 - Solubilidade de esqualeno em scCO»

T Pressdo Densidade Solubilidade T Pressao Densidade Solubilidade
(K (ba)  (kg.m?) (9/kg) (K) (bar) (kg.m") (9/kg)
313 100 629 51+0,6 323 100 389 0,5+0,1

200 841 27,0+£04 200 785 23,5+0,8

300 910 48,5+4,0 300 871 54,4 +9

400 956 67,2+4,2 400 923 772+2
333 200 725 19,9+0,8

Na Figura 5.8 é apresentada a comparagdo dos dados de solubilidade
(fragdo molar) obtidos experimentalmente junto com os reportados por Catchpole
e von Kamp (1997) no intervalo de 100 - 250 bar, os quais concordam entre si em
ordem de grandeza. Pode se observar que os dados experimentais apresentaram
um ponto de cruzamento “crossover point’ para pressao ao redor de 250 bar,
acima do qual um acréscimo na temperatura produz um aumento na solubilidade,
o comportamento oposto acontece na regido abaixo deste ponto, na qual
correspondentes decréscimos na temperatura aumentam a solubilidade do

esqualeno em scCO..

5.7.3.1 Correlagdao com a equagao de Chrastil
Os dados experimentais obtidos e os reportados por Catchpole e von Kamp
(1997) foram correlacionados com a equagao de Chrastil para obter a expressao

dada pela Equacéo (5.38) a seguir:

3053.77

In(y)=5.626 In(p)— ~34.018 (5.38)

A qualidade do ajuste entre dados experimentais e previstos pela equacéao
de Chrastil esta apresentada na Figura 5.9, na qual é graficada a densidade do
scCO, versus solubilidade do esqualeno, mostrando a dependéncia da

solubilidade com estas duas variavéis.
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Figura 5. 8 - Solubilidade experimental do esqualeno em scCO..
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Figura 5. 9 - Ajuste de dados experimentais a equagdo de Chrastil da solubilidade de esqualeno
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5.7.3.2 Modelagem Termodinamica
Para a modelagem termodindmica da solubilidade de esqualeno no scCO,
empregaram-se diferentes as equagdes de estado: Peng-Robinson (PR) e GC
OS.
a. EOS Cubica (PR EOS)
As equacgdes cubicas necessitam como infromacdo de entrada, das
propriedades fisico quimicas das substancias puras presentes aborpara assim

poder modelar termodinamicamente a mistura.

Propriedades criticas dos Compostos Puros

Diferente do dioxido de carbono, as propriedades criticas e fator acéntrico
do esqualeno sao desconhecidas, portanto devem ser estimadas por dois
caminhos: o primeiro, por meio de métodos por contribuicdo de grupos, e o
segundo, a partir do ajuste dos dados experimentais de pressdo de vapor e
volume do liquido saturado a alguma equacgao de estado (TAMOUZA et al., 2005).
Para estimar as propriedades do esqualeno estas duas abordagems foram

empregadas.

Tabela 5. 4 - Parametros para esqualeno
na equagao PHSC .

Parametro Esqualeno
eps/k (K) 216,928
Voo (L/mol) 0,01972927

r 16,068

Na primeira abordagem, empregaram-se os métodos de contribuicdo de
grupos de Joback e Reid (1987), Lydersen (1955) e Somayajulu (1989), os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.6. Na segunda abordagem,
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foram gerados dados do comportamento volumétrico do esqualeno (dados PVT)
com ajuda da equagao PHSC (Song et al., 1994) (Anexo A), empregando o
software PE (PFOHL et al., 2000). Foi empregado o método desenvolvido por
Elvassore et al. (2002) para estimar os parametros do esqualeno para este

modelo, os quais estdo apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5. 5 - Propriedades criticas do didxido de carbono e esqualeno

Massa Temperatura Pressao Fator
Molar Critica Critica  Acéntrico Referéncias
MW (g/mol) Tc (K) Pc (bar) ®
CO, 44.01 303,95 73.75 0.225 Angus et al. (1976)
Esqualeno 410.73 707,4 7.03 - Catchpole and von Kamp (1997)

837,95 6.5 - Véazquez et al. (2007)?
781,98 11.121 1.9083 Ruivo et al. (2007)
715,25 7.19 2.32 Martin eCocero (2007)
837,91 6.53 1.3985 Araujo et al. (2001) @
1114,86 7.088 Este trabalho °
887,54 115.27 Este trabalho °
865,35 9.49 Este trabalho ®
904,71 6..62 0.6918 Este trabalho ©

? estimados pelo método de Constantinou (CONSTANTINOU e GANI, 1994). , ® Calculado pelo
método de contribuigdo de grupos de Joback e Reid (1987), © Calculado pelo método de
contribuigdo de grupos de Lydersen (1955), 4 Calculado pelo método de contribuigdo de grupos de
Somayajulu (1989), ° Calculadas a partir de ajuste de dados PVT obtidos pela equagdo PHSC
(SONG et al., 1994) e usando o método de contribuicdo de grupos (ELVASSORE et al., 2002)
para estimar os parametros de esqualeno.

Apos obter os parametros, dados PVT para o esqualeno foram gerados.

Considerando estes valores como experimentais (P%., v

exp,i ? exp,i

) foram encontradas a

temperatura criitica, pressao critica e fator acéntrico do esqualeno, tomando estas
propriedades como parametros ajustaveis na equagao de Peng — Robinson por

meio da minimizagdo da fungdo objetivo (Equagao 5.39), calculada a partir dos
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desvios na pressdo de vapor (P'”)e densidade do liquido (v*); os valores

otimizados estdo apresentados na Tabela 5.5.

Vliq _ vliq

exp,i cal i

Pvap P vap

exp,i cal i

Np
FO=Y P

1 exp,i

i (5.39)
exp,i

A equacéo de Peng Robinson com regra de mistura classica foi empregada
para modelar o equilibrio de fases em termos da solubilidade do esqualeno no

scCOz.  Os parametros de intercdo, Ka,e Kb;, foram obtidos usando um

programa computacional, minimizando as diferengas entre valores de fragéo
molar na fase vapor experimentais (°*) e calculados ( y““), empregando-se a

funcao objetivo a apresentada pela Equacao (5.40):

j=1 i=1 Vi

Np 2 cale exp 2
S(Kka,,Kb,)=>.3" (uJ (5.40)
J

Onde Np, representa o numero de pontos experimentais.

Quando usados os valores das propriedades criticas e fator acéntrico da
Tabela 5.6, verificou-se que, na maioria dos casos, a modelagem termodinamica
nao conseguiu encontrar parametros de interagdo binaria que pudessem
correlacionar adequadamente os valores experimentais de solubilidade. Somente
quando as propriedades criticas e fator acéntrico relatadas por Ruivo et al. (2004)
foram empregadas, a modelagem termodinamica pode correlacionar os valores
experimentais, ajuste apresentado na Figura 5.10. Nesta figura compara-se
valores experimentais de solubilidade com valores obtidos pela modelagem
termodindmica que emprega a equagao de Peng Robinson; assim, o ajuste

permitiu obter os parametros de interacao binaria.
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Figura 5. 10 - Solubilidade do esqualeno em scCO,, dados experimentais e ajustados pelo modelo
PR.

b. Equacao de estado por contribuigao de grupos (GC-EOS)

Influéncia dos parametros

Com o intuito de estudar o desempenho da equagdao GC-EOS foram

empregados diferentes conjuntos de parametros: para grupos puros (gf, g ,
g, ) e parametros de interagdo binaria (a;) entre os grupos CH=C e CO;
(Tabela 5.6) .

Desvios relativos médios (AARD) entre valores experimentais (y.”) e

valores calculados (y:““) de solubilidade foram calculados com a equagéo a

sequir:

Exp Calc 2

& ‘J’y — Vo 5 41
AARD(%) = (100/ Np)| > *———— (5.41)

Exp
i 2i
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Tabela 5. 6 - Parametros usados

Parametro de interagao entre

Set 3 =
Parametros para o grupo CH=C os grupos CH=C e CO,
g, = 546780
| , -
g, =-1.0966 a a@; =0.0 a
g, =00
g, = 421650
I , -
g, =-1.3756 b a@; =0.0 a
g, =00
g, = 421650
I g = 13756 b Q,; =-14.247 b
g, =00

? Espinosa et al., 2000, ° Vasquez et al., 2007

Nas Figuras 5.11 a 5.13 sdo apresentados os resultados obtidos, os
célculos empregaram para o esqualeno: Tc= 837,95 K, Pc= 6,5 bar e dc=9,336. O
modelo GC EOS prediz a tendéncia dos dados experimentais até 200 bar, acima
deste valor prediz decréscimo na solubilidade. Inomata et al. (2005) explicam este
comportamento a partir das interagdes moleculares, as quais parecem produzir
maior efeito sobre a fase vapor quando esta submetido a altas pressdes. No
entanto este comportamento ndo € real, como comprovam os valores
experimentais.

O ajuste do modelo GC-EOS aos dados experimentais mostrou melhor
desempenho em termos de AARD, quando o conjunto de parametros Ill foi usado,
apresentando desvios entre 39% e 60%. Pode-se observar que os diferentes
conjuntos de parametros estudados corrigem gradativamente o comportamento
predito (Figuras 5.11, 5.12 e 5.13) a pressdes entre 0 e 200 bar, aumentando os

valores da solubilidade predita e diminuindo os valores dos desvios (Figura 5.14).
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Figura 5. 11 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e ajuste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros I.
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Figura 5. 12 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e ajustes pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros Il.
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Figura 5. 13 - Solubilidade do equaleno no scCO,, dados experimentais e ajuste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros lll.
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Figura 5. 14 - Comparacéo entre os valores dos desvios (AARD) para os diferentes conjuntos de
propriedades.
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Influéncia das propriedades termofisicas

Foi estudada a influéncia dos diferentes valores das propriedades criticas
(temperatura critica e pressao critica) e diametro critico da esfera rigida do
esqualeno na qualidade do ajuste ao modelo GC-EOS. Na Tabela 5.7 sao
apresentados os diferentes conjuntos de dados empregados. Para comparagao
posterior os dados do didametros criticos de esfera rigida foram calculados pela

Equacao (5.17), a partir das propriedades criticas.

Tabela 5. 7 - Propriedades do esqualeno

Conjunto de dados

Propriedade
1\Y \Y VI VII VIII
Temperatura critica 886,12 838,1° 862,5° 862,5° 862,5°
(K)
Presséo critica (bar) 9,36 6,5” 9,49° 9,36 6,5”
Diametro critico da 9,336° 9,244° 9,336° 9,336° 9,336°
esfera rigida [8,896] [9,861] [8,775] [8,816] [9,955]

?Wakeham et al., 2002, ° Fornari 2007, ° Calculado pelo método por contribuigdo de grupos
de Somayajulu (1989), [ -- ] didmetro calculado com a Equacgao (5.17).
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Figura 5. 15 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e ajuste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros IV.
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Figura 5. 16 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e ajuste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros V.
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Figura 5. 17 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e ajuste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros VI.
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Figura 5. 18 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e ajuste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de paradmetros VII.
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Figura 5. 19 - Solubilidade do equaleno em scCO,, dados experimentais e auste pelo modelo GC
EOS, usando o conjunto de parametros VIII.
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Figura 5. 20 - Comparacéo entre os valores dos desvios (AARD) para os diferentes conjuntos de
propriedades.
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Nas Figuras (5.15) a (5.19) pode-se observar que o emprego de diferentes
valores das propriedades do esqualeno, permitem predizer dados que apresentam
a mesma tendéncia dos valores experimentais até 200 bar, acima deste valor o
modelo prediz decréscimo na solubilidade.

Os valores de AARD para os diferentes conjuntos de propriedades
mostradas na Figura 5.20 permitem afirmar que o valor das propriedades criticas
nao influénciam apreciavelmente nas predigdes feitas com o modelo GC EOS,
para as temperaturas de 313 K e 323 K e para o mesmo valor do diametro critico
da esfera rigida reportados na literatura (conjunto de dados IV, VI, VII, VIII na
Tabela 5.8). Importante destaque merecem as predi¢gbes feitas empregando o
conjunto de dados V (Figura 5.16), o qual ¢é o unico dentre os conjuntos
estudados que permite predizer o ponto de cruzamento em 250 bar, concordando
com as obervagdes experimentais (Figura 5.10).

Quando empregam-se valores para diametro critico da esfera rigida,
calculados a partir das constantes criticas por meio da eq. (5.17) (apresentados
na Tabela 5.8) observa-se que os calculos convergem sé para os conjuntos de
dados VI e VII (renomeados no grafico como VI e VII), resultados relatados na
Figura 5.21 para a isoterma 313 K e comparados com os dados reportados para

dc (conjuntos V e VI).

202



Capitulo 5

—o— VII'(dc= 8,816)
0,004 + —O— VI' (dc=8,775)
—0— VI (dc=9,336)
—0—V (dc=9,244)

0,001 A

0 T T T
100 200 300 400
P resséo (bar)

Figura S. 21 - Dependencia da solubilidade do equaleno em scCO, a diferentes valores do
diametro critico (dc).
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Figura 5. 22 - Comparagéo entre os valores dos desvios (AARD) para diferentes valores de dc.
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Assim, é possivel afirmar que o modelo GC EOS é fortemente dependente
do valor do parametro dc e portanto é sensivel na predicdo da solubilidade para o
esqualeno em scCO,, para outros solutos. Esta observagao foi confirmada por
Bottini et al. (1999), de la Fuente et al. (2005) e Mattea et al. (2007).

Esta dependéncia pode ser explicada a partir da equacdo empregada para
0 calculo do parametro dc (Equagao 5.17), a qual, para solutos de alta massa
molar, ndo permite obter o valor adequado para dc, e sua estimacado entao
devera ser feita a partir do ajuste de dados experimentais de pressao de vapor e
coeficientes de atividade a diluicdo infinita (ESPINOSA et al., 2002a, BOTTINI et
al., 1999), limitando o uso deste modelo termodinamico como ferramenta preditiva

em calculos de equilibrio.

5.8 CONCLUSOES

Foi possivel determinar dados experimentais e modelar
termodinamicamente dados de solubilidade em scCO, de diferentes sistemas que
incluem biomoléculas presentes em extratos naturais. No caso da artemisinina, a
equacao de Peng-Robinson apresenta o melhor ajuste aos dados experimentais,
seguido pelos modelos empiricos de Jouyban (JCF) e de Kumar-Jhonston (KJ),
estes modelos empiricos apresentam mais simplicidade no calculo da
solubilidade, além de evitar o uso de métodos de predi¢cao de propriedades para
o solido puro. A modelagem temodinédmica preditiva que emprega o modelo GC
EOS foi avaliada para o sistema esqualeno-scCO,; esta modelagem so6 foi bem
sucedido na previsao de solubilidade do esqualeno a pressdes menores que 200
bar. Para solutos de alta massa molar € necessario o ajuste do valor do seu
diamétro critico, o qual limita o uso deste modelo como ferramenta preditiva do

equilibrio.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A combinagdo de processos demostrou ser uma estratégia eficiente para a
obtencdo de extratos diferenciados na composi¢cdo quimica e funcionalidade.
Nesse sentido as influéncias da extracdo supercritica na primeira etapa e da
natureza do solvente empregado na segunda etapa forneceram extratos distintos

com caracteristicas proprias, de rendimentos e de composi¢do quimica.

Nas amostras de B. dracunculifolia compreendida por folhas totalmente
desenvolvidas (AM1) e folhas mais jovens (AM2), foi possivel obter extratos com
alta concentragdo de compostos fendlicos totais (FT) quando o etanol é
empregado tanto no processo em etapa unica (E) quanto no processo de duas
etapas (SCE). Aconteceu o mesmo com compostos da familia dos flavondides
quando agua é empregada como solvente. O acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico
(artepillin  C) conhecido pelas suas propriedades funcionais, foi mais
eficientemente extraido com CO, supercritico (SC), pois se obtiveram extratos
mais concentrados e com rendimentos da ordem de 1,75 e 2,6 vezes maiores que
o rendimento com etanol (E), para as amostras AM1 e AM2, respectivamente. A
diferenca no estado de maturidade das duas amostras explica diferengas entre os

conteudos dos compostos bioativos analisados.

Quanto a E. uniflora, evidenciaram-se efeitos positivos da extragdo prévia
com CO; supercritico em processos em duas etapas (SCA, SCE), pois estes
foram mais eficientes que processos em etapa unica (A, E). Assim, dependendo
do objetivo do processo pode-se empregar etanol na 22 etapa para se obter
extratos concentrados em compostos polifendlicos, ou entdo agua para se obter o

maximo de rendimento na extragcdo destes compostos.
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No caso da extragcdo de compostos fendlicos da C. longa € mais adequado o
uso do etanol em etapa unica (E) se o objetivo for obter extratos com alta
concentragao e rendimento de compostos fendlicos. Quando o alvo do processo
for a extragdo de curcumina, a extragao prévia com CO; supercritico produz efeito
positivo na concentragao e rendimento da curcumina no extrato etandlico da etapa
posterior, deste modo o extrato resultante da primeira etapa (SC) contém 5,3 %
de curcumina, e o extrato proveniente da segunda etapa contém 56,5% de
curcumina. Com este processo foi possivel obter extratos etandlicos 1,6 vezes
mais concentrado em curcumina quando comparado com o0 processo em etapa

unica (E).

Quanto a A. annua, o processo em duas etapas com a primeira extragcdo com
CO; supercritico, seguido da extracdo da matriz residual com etanol (SCE)
produz extratos 1,8 a 2 vezes mais concentrados em substancias polifendlicas
(fendis totais e flavonoides totais, respectivamente), quando comparado com
processo em etapa unica (E), no entanto, a extragdo de artemisinina s6 ocorreu
na primeira etapa do processo de extracdo com CO, supercritico. A extracao
usando etanol como solvente em etapa uUnica foi equivalente a extracéo
supercritica quanto ao rendimento e concentragao de artemisinina. A auséncia da
artemisinina nos extratos aquosos permitiu confirmar a baixa solubilidade desta

substancia neste solvente.

Quanto a B. pilosa, a extragao prévia com CO, supercritico em processos de
duas etapas teve efeito positivo no processo, quando empregado agua como

solvente, produzindo extratos com alto conteudo de flavondides.

A atividade antioxidante (AA) como propriedade funcional foi analisada para
alguns dos extratos obtidos, por meio de dois métodos que atuam por
mecanismos diferentes: método de inibicdo do radical DPPH (método do DPPH) e

o método de descoloragao de B-caroteno (método DBC). A partir dos resultados
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obtidos observa se que a AA mostrou ser dependente do solvente e do processo
de extragcdo empregado. Os dois métodos apresentam resultados coincidentes na
avaliacdo dos extratos etandlicos (E, SCE), com respostas elevadas de atividade
antioxidante para extratos de B. dracunculifolia, E. uniflora e C. longa. No caso de
extratos aquosos (A, SCA) a atividade antioxidante avaliada com o método do
DPPH foi superior a obtida no método do DBC. Este resultado pode ser explicado
em fungao de fendmenos como: Particdo dos compostos antioxidantes nas fases
da emulsdo gerada no teste do DBC, e existéncia de interagbes antagdnicas ou

sinergistas entre compostos presentes nos extratos.

Outra propriedade funcional medida foi a atividade antiplasmddica em teste
in vitro nos extratos da B. pilosa. Os resultados indicaram que a extracdo prévia
com scCO; melhorou a atividade antiplasmdédica quando empregado etanol como
solvente na segunda etapa de extracéo (extrato SCE). Também observou-se que
os extratos etandlicos (E, SCE) foram mais ativos do que os extratos aquosos (A,
SCA).

Dados de solubilidade em scCO, de diferentes sistemas que incluem
biomoléculas (artemisinina, esqualeno) foram medidos experimentalmente
(esqualeno) e modelados termodinamicamente. Equagdes de estado cubicas, de
contribuicdo por grupos e correlagbes empiricas foram empregadas na
modelagem. A equacdo de Peng Robinson apresentou melhor desempenho na
modelagem dos sistemas estudados, no entanto, a equagdo GC EOS apresenta
limitagcbes na descricdo do comportamento experimental da solubilidade destes
sistemas. Equagbes empiricas como a de Chrastil, de Jouyban e de Kumar-
Jhonston, apresentaram alta capacidade de correlagcdo do comportamento

experimental.
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APENDICE A

Figura A.1. Analise granulometrica diferencial das matrizes vegetais
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Tabela A.1. Analise granulometrica das matrizes vegetais

PENEIRA % Retido Penei % Retido
(Tyler) AM1 AM2 E. uniflora C. longa eneira A. annua B. pilosa
8 0,30 0,00 0,00 0,09 8 0,00 0,33
12 0,25 0,01 0,01 0,14 12 0,00 0,13
16 1,18 0,27 0,92 0,20 16 0,00 0,39
24 16,65 10,68 23,27 9,77 24 0,25 8,02
48 62,56 65,89 55,47 55,88 32 2,61 20,42
60 19,06 23,15 20,34 33,92 48 52,63 32,12
60 44,52 38,58
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APENDICE B

CURVA PADRAO PARA DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS E
FLAVONOIDES TOTAIS

Curva padrao de acido galico

0,50
y =5,2946x - 0,0087
0,40 R2 =0,9994
©
‘s 0,30 A
c
«©
2
S
2
2 0,20 -
<
0,10 -
0,00 T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Concentragdo (mg EAG/ mL)
Codigo sol Conc diluigcdo (mg/mL) Absorbancia Média DP
0,0878
S1 0,018 0,0863 0,0865 0,0012
0,0854
0,1840
S2 0,036 0,1837 0,1837 0,0004
0,1833
0,2249
S3 0,045 0,2235 0,2241 0,0007
0,2239
0,3242
S4 0,063 0,3231 0,3231 0,0011
0,3220
0,4368
S5 0,081 0,4164 0,4232 0,0118
0,4163
0,4630
S6 0,090 0,4627 0,4626 0,0005
0,4621
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APENDICE C

DADOS EXPERIMENTAIS OBTIDOS DAS EXTRACOES

SUPERCRITICAS

C.1. Dados da extragao supercritica da B. dracunculifolia (amostra 1) a 400

bar e 60 °C.

Tabela C.1.1. Corrida 1 (massa amostra: 7,0743 g)

Massa acumulada

Tempo Massa extrato do extrato Massa CO, Rend
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0 0 0 0

30 0,2772 0,2772 77,376 3,918
60 0,0972 0,3744 156,399 5,292
90 0,042 0,4164 235,421 5,886
120 0,0312 0,4476 312,797 6,327
180 0,0516 0,4992 465,903 7,057
240 0,029 0,5282 605,839 7,466
300 0,0133 0,5415 754,006 7,654
360 0,0226 0,5641 905,466 7,974
des:'rzsf’sejfzzgéo 0.0085 0,5726 8,094
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Tabela C.1.2. Corrida 2 (massa amostra: 7,0271 g)

Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (@) (9) (%)
0 0 0 0 0
30 0,278 0,278 85,608 3,95
60 0,076 0,354 166,276 5,032
90 0,045 0,398 245,299 5,667
120 0,025 0,423 322,675 6,018
180 0,04 0,463 472,489 6,589
240 0,035 0,499 602,546 7,094
300 0,016 0,514 694,739 7,316
360 0,018 0,532 793,517 7,574
Limpeza e
despressurizagao 0.0021 0,5343 7,603
Tabela C.1.3. Corrida 3 (massa amostra: 7,0868 g)
Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,282 0,282 83,582 3,979
60 0,079 0,361 158,97 5,091
90 0,032 0,393 231,081 5,55
120 0,025 0,418 308,108 59
180 0,026 0,444 455,606 6,271
240 0,009 0,454 598,188 6,401
300 0,015 0,469 696,52 6,618
360 0,012 0,481 804,685 6,782
Limpeza e
despressurizagao 0.004 0,485 6,839
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C.2. Dados da extragao supercritica da extragao supercritica da B.

dracunculifolia (mostra 2) a 400 bar e 60 °C.
Tabela C.2.1. Corrida 1 (massa amostra: 7,0774 g)

Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,231 0,231 75,745 3,258
60 0,093 0,323 149,844 4,567
90 0,052 0,375 225,589 5,297
120 0,038 0,413 298,041 5,835
180 0,051 0,464 451,178 6,559
240 0,034 0,498 599,376 7,041
300 0,016 0,514 747,573 7,268
360 0,031 0,545 900,710 7,699
Limpeza e
despressurizagao 0.0028 0,5477 7,739
Tabela C.2.2. Corrida 2 (massa amostra: 7,0694 g)
Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,239 0,239 50,987 3,385
60 0,121 0,360 148,026 5,095
90 0,034 0,394 220,394 5,570
120 0,029 0,423 294,408 5,986
180 0,039 0,462 440,789 6,542
240 0,025 0,488 587,170 6,899
300 0,018 0,506 735,197 7,159
360 0,012 0,518 883,223 7,323
Limpeza e
despressurizagao 0.0042 0,5219 7,383
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Tabela C.2.3. Corrida 3 (massa amostra: 7,0557 g)

Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,278 0,278 81,270 3,931
60 0,082 0,360 160,882 5,088
90 0,045 0,405 232,201 5,728
120 0,029 0,435 303,519 6,139
180 0,034 0,468 449,474 6,614
240 0,022 0,490 598,746 6,925
300 0,017 0,508 744,701 7,172
360 0,008 0,515 893,973 7,282
Limpeza e
despressurizagao 0,0001 0,515 7,284
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C.3. Dados da extragao supercritica da extragao supercritica da E. uniflora

a 400 bar e 60 °C.

Tabela C.3.1. Corrida 1 (massa amostra: 7,0606 g)

Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
15 0,1447 0,1447 36,374 2,049
30 0,0224 0,1671 69,441 2,367
45 0,0101 0,1772 104,162 2,510
60 0,0080 0,1852 142,189 2,623
90 0,0096 0,1948 214,937 2,759
120 0,0070 0,2018 286,859 2,858
180 0,0037 0,2055 434,835 2,911
240 0,0074 0,2129 581,157 3,015
300 0,0050 0,2179 728,307 3,086
360 0,0006 0,2185 872,976 3,095
Limpeza e
despressurizagao 0,0000
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Tabela C.3.2. Corrida 2 (massa amostra: 7,0461 g)

Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
15 0,145 0,145 38,796 2,046
30 0,015 0,160 77,592 2,258
45 0,018 0,178 112,260 2,516
60 0,008 0,186 146,104 2,626
90 0,008 0,194 212,139 2,745
120 0,002 0,196 282,302 2,777
180 0,008 0,204 396,213 2,886
240 0,004 0,208 543,142 2,949
300 0,002 0,210 693,373 2,977
360 0,006 0,216 846,905 3,059
Limpeza e
despressurizagao 0,009 0,217 3,072
Tabela C.3.3. Corrida 3 (massa amostra: 7,0678 g)
Massa
Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato
(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
360 0,229 0,229 883,412 3,245
Limpeza e
despressurizagao 0,000
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C.4. Dados da extragao supercritica da extragao supercritica da C. longa a

400 bar e 60 °C.

Tabela C.4.1. Corrida 1(massa amostra: 7,0008 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

30 0,249 0,249 68,252 3,508

60 0,020 0,269 140,213 3,796

90 0,005 0,274 214,829 3,865

120 0,008 0,282 290,265 3,982

180 0,005 0,287 437,857 4,048

240 0,003 0,290 585,450 4,089

300 0,002 0,292 738,782 4,116

360 0,002 0,294 885,554 4,147

Limpeza e
despressurizagao 0,001 0,296 5,273
Tabela C.4.2. Corrida 2 (massa amostra: 7,0305 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

15 0,301 0,301 35,896 4,284

30 0,027 0,328 64,279 4,663

45 0,004 0,332 109,358 4,722

60 0,007 0,339 154,436 4,823

90 0,006 0,345 226,228 4,907

120 0,008 0,352 300,525 5,014

180 0,010 0,362 453,292 5,149

240 0,006 0,368 606,059 5,233

300 0,003 0,371 757,991 5,274

360 0,002 0,373 908,253 5,307

Limpeza e
despressurizagao 0,000
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Tabela C.4.3. Corrida 3 (massa amostra: 7,0272 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
360 0,389 0,229 903,554 5,533
Limpeza e
despressurizagao 0,000
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C.5. Dados da extragao supercritica da extragao supercritica da A. annua a

400 bar e 60 °C.

Tabela C.5.1. Corrida 1 (massa amostra: 7,0258 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

15 0,192 0,192 39,206 2,731

30 0,065 0,257 76,744 3,655

45 0,014 0,271 113,448 3,853

60 0,025 0,295 149,318 4,203

90 0,013 0,309 225,228 4,392

120 0,013 0,322 300,304 4,577

180 0,014 0,336 454,627 4,781

240 0,013 0,349 603,111 4,960

300 0,016 0,364 751,595 5,185

360 0,003 0,368 904,250 5,231

Limpeza e
despressurizagao 0,005 0,373 5,305
Tabela C.5.2. Corrida 2 (massa amostra: 7,0759 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

15 0,198 0,198 34,845 2,797

30 0,061 0,259 77,157 3,655

45 0,023 0,281 119,469 3,975

60 0,006 0,287 159,291 4,057

90 0,020 0,307 235,619 4,343

120 0,014 0,322 310,286 4,548

180 0,022 0,343 452,155 4,878

240 0,008 0,352 594,854 4,968

300 0,008 0,359 745,019 5,074

360 0,000 0,359 900,992 5,078

Limpeza e
despressurizagao 0,006 0,366 5,171
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Tabela C.5.3. Corrida 3(massa amostra: 7,0419 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
360 0,363 0,363 897,955 5,159
Limpeza e
despressurizagao 0,016 0,379 5,371
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C.6. Dados da extragao supercritica da extragao supercritica da B. pilosa a

400 bar e 60 °C.

Tabela C.6.1. Corrida 1 (massa amostra: 7,0396 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

15 0,025 0,025 31,605 0,360

30 0,011 0,037 78,180 0,521

45 0,007 0,043 118,102 0,619

60 0,004 0,047 152,202 0,675

90 0,004 0,052 223,728 0,736

120 0,003 0,055 297,750 0,781

180 0,002 0,057 448,289 0,817

240 0,004 0,062 597,995 0,877

300 0,003 0,064 756,851 0,918

360 0,004 0,069 896,577 0,979

Limpeza e
despressurizagao 0,006 0,074 1,058
Tabela C.6.2. Corrida 2 (massa amostra: 7,0286 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000

15 0,020 0,020 26,645 0,285

30 0,018 0,038 69,943 0,537

45 0,008 0,046 109,910 0,656

60 0,002 0,048 149,878 0,681

90 0,003 0,052 228,147 0,729

120 0,001 0,052 298,090 0,741

180 0,003 0,056 449,633 0,793

240 0,006 0,062 598,678 0,875

300 0,006 0,068 753,552 0,958

360 0,001 0,069 913,101 0,977

Limpeza e
despressurizagao 0,000 0,069 0,979
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Tabela C.6.3. Corrida 3 (massa amostra: 7,0251 g)

Massa

Tempo Massa extrato acumulada do Massa CO, Rend
extrato

(min) (9) (9) (9) (%)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
360 0,043 0,043 901,372 0,611
Limpeza e
despressurizagao 0,002 0,045 0,988
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APENDICE D

CROMATOGRAMAS PARA EXTRATOS DA B. DRACUCULIFOLIA,
ARTEMISIA ANNUA E CURUMA LONGA L
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Figura D.1. Cromatograma de cinco amostras obtidas durante a extragao supercritica da amostra
AM1.
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Figura D.3. Cromatograma dos extratos de A. annua para determinagao de artemisinina.
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Figura D.4
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APENDICE E

CROMATOGRAMAS DA FRACAO VOLATIL CAPTURADA NO
PORAPACK-Q
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Abundance
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Figura E.4. Cromatograma da fracéo volatil de C. longa.
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Abundance
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Figura E.5. Cromatograma da fragdo volatil de A. annua.
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APENDICE E

DADOS EXPERIMENTAIS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NO
TESTE DO DPPH

Tabela E.1. Atividade antioxidante (AA, %) dos diferentes extratos
B. dracunculifolia (AM1)

Concentragao AA(%)
(ug/mL) scC E A SCE SCA
5 0,51 + 0,41 6,73 + 3,03 6,87 + 3,96 6,87 + 0,47
10 1,65+ 0,0 10,67 + 3,95 2,26 + 0,52 10,07+0,29 12,47 +0,43
25 5,92 + 0,67 29,96 + 0,07 6,50 + 0,71 23,86+2,66 26,18+ 0,88
50 10,6 + 0,93 46,46 + 2,11 15,89+ 0,28  43,49+0,94 42,63 +0,22
125 27,26 +0,31 88,48 + 1,34 40,32+060  79,86+173 87,63+ 1,01
250 4923+0,15 93,47 +0,21 7715+218  9222+065 92,78+ 1,39
B. dracunculifolia (AM2)
Concentragao AA(%)
(ng/mL) sc E A SCE ScA
5 2,32 + 2,21 10,03 + 0,68 2,97 £ 1,70 8,29 + 1,14 1,53 £ 0,99
10 5,59 = 3,09 19,37 + 1,35 4,47 + 1,30 19,67 + 1,36 3,89 +2,18
25 15,75+ 2,77 38,23 £ 1,07 37,26 + 2,36 9,55+ 1,94
50 31,12+ 2,24 58,77 £ 2,15 12,43 £ 0,76 61,88 + 1,57 17,10 £ 0,95
125 64,0 £ 1,34 89,90 + 0,95 30,47 £ 0,76 92,47 £ 0,36 40,50 £ 4,72
250 84,58 + 0,51 92,97 + 1,45 43,35 + 0,48 94,84 + 0,00 58,82 + 2,98
E. uniflora L.
Conc. Extrato AA(%)
(ug/ml) PSC PE PA P SCE P SCA
5 3433+183 1762+0,79 4687185 17,26 + 3,28
10 0,87 + 1,15 7840+219 3573+128 87,87+125 29,32+383
25 1,22 + 0,59 9519+0,19 71,70 + 2,51 95,72 +0,12 70,82+ 7,91
50 3,21+£0,79 95,61 + 0,11 95,28 + 0,10 96,03 £ 0,16 92,45 + 3,21
125 9,0+0,21 95,72+ 0,0 95,72 + 0,05 95,89 + 0,18 94,93 + 0,16
250 20,47 £ 1,94 93,33 +4,70 95,96 + 0,10 95,85 + 0,26 92,58 + 0,06
C. longa
Concentragéao AA(%)
(ng/mL) sC E A SCE SCA
5 1,92 £ 0,75 9,56 + 1,46 20,54 + 3,85
10 3,49+0,73 20,71+ 0,53 2,31+0,67 41,11+ 2,56 1,33+0,17
25 7,33+0,77 40,80 + 1,20 2,76 + 0,42 69,97 + 2,23
50 12,42 + 0,71 62,63 + 0,74 3,14 + 0,51 88,17 + 0,47 2,49 +0,15
125 29,53+0,73  89,61+0,30 4,25+ 0,37 92,19 + 0,12 3,75+0,17
250 51,19+ 1,17 92,50 + 0,33 5,32 + 0,60 92,81 + 0,06 3,42 +0,15

SC: Extrato supercritico, E: Extrato etanolico, A: Extrato aquoso, SCE: Extrato etandlico apds
extragao supercritica, SCA: Extrato etandlico apds extragdo supercritica. Dados experimentais
expresos como média + DP em teste conduzido em triplicatta.
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Tabela E.2. Atividade antioxidante (AA, %) dos diferentes padrdes

Concentragao AA(%) Concentragao AA(%)
(ng/mL) Ac. Ascorbico  Catequina (ng/mL) Ac. Galico
5 0,53+ 1,99 45,26 £ 0,31 1 19,98 £ 0,15
10 31,83+6,14 78,12 £ 0,67 3 75,22 £ 0,0
25 96,69 £ 0,07 91,08 £ 1,11 4 91,48 £+ 0,0
50 96,73 +£0,0 90,84 £ 0,16 5 94,27 + 0,39
125 96,77 £ 0,13 88,92 + 0,98
250 96,81 £ 0,17 87,97 £ 1,30

Dados experimentais expresos como média = DP
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Tabela E.3. Valores do CEsy para os padrées nos diferentes modelos de regressao

empregados.
METODO Ac. Ascorbico Catequina Ac. Galico
CEsp(ug/mL) * ajuste CEsp(ug/mL) * ajuste CEsp(ug/mL) * ajuste

Linear FL 18+3 ° 0,7613 (7,254)  6,13+0,03%  0,9917 (2,925) 2,05+0,0° 0,9595 (2,023)
Linear FC 35+4° 0,3804 (34,335) -40,7+3%  0,1484 (28,174) 2,30+0,01%  0,9945 (7,736)
Exp 12,7+£0,7% 0,9109 (12,939) 4,93+0,05° 0,9997 (3,06) 1,92+0,0° 0,9957 (4,452)
Exp FA 12,9+0,7° 0,9279(11,625) 4,95+0,04%  0,9902 (3,028) 1,92+0,0° 0,9831 (4,993)
L3P 10,9+0,7° 1,00 (0,3086) 560+0,06° 0,9906(1,128) 2,11+0,01%  0,9957 (8,953)
L4P 10,9+0,6° 0,9999 (0,084) 5,400,027 00,9983 (1,104) 1,87+0,0° 0,9986 (1,424)

Letras diferentes na mesma coluna representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
* Valor da média + DP dos ensaios em triplicata
" Coeficiente de determinagéo, % raiz quadrada do erro médio RSME (entre paréntese).
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Figura E.1. Atividade antioxidante dos padraoes.
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APENDICE G

Fotografias das Matrizes Vegetais e dos Extratos Obtidos

AM1

AM2

E.Uniflora

Figura H.1. Fotografia das matrizes vegetais dos extratos obtidos.
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Mv A SCA E SCE

C. longa

A. annua

B. pilosa

Figura H.2. Fotografia das matrizes vegetais dos extratos obtidos.
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8. ANEXOA

TEORIA DA CADEIA PERTURBADA DE ESFERAS RiGIDAS
(PHSC)

Song et al. (1994) desenvolveram a teoria da cadeia perturbada de esferas
rigidas (Perturbed Hard-Sphere-Chain, PHSC) e obtiveram uma EOS para fluidos
normais e cadeias poliméricas. A PHSC modela cada molécula como uma cadeia
de esferas rigidas.

O modelo PHSC possui um termo de referéncia (contribuicdo de misturas
de esferas rigidas antes de se formar as ligagées) e um termo de perturbagéo que
contabiliza interagdes atrativas e repulsivas (contribuigdo devida a formagéao da

cadeia de esferas), o modelo é re-escrito como segue, na equacéao (A.1):

(LHL] (Lj (A1)
pkT pkT rer pkT vt

Onde p é a densidade molecular (moléculas/volume) e k a constante de

Boltzmann. Os subscritos ref e pert representam os termos de referéncia e

perturbagdo no modelo termodinamico.

A EOS é representada pela expressao abaixo (Equagao A.2):

nc. nc

P nc nc ¢
(] :1+'Ozzxixf”i’f/bijgz/(d;)_fo(”f —1)[&-,-(013)-ﬂ-ﬁzzxix«ﬂ’i% (A-2)
d{T ref i=l j=1 i=1 kT i=l j=1

Onde nc € o numero de componentes, x, a fragdo molar do componente i, r,

o numero de esferas rigidas (segmentos) por molécula do componente i, d;o
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diametro da esfera rigida, g,a fungéo de distribuicao radial do par /4 antes da
ligagdo, a; contabiliza as forgas atrativas entre dois segmentos ndo enlagados,

b,, interagé@o repulsiva por segmento e kij € o parametro ajustavel. O modelo

completo é descrito pelas seguintes Equacdes (A.3) a (A.11):

y

A Xaafeyﬂ(g} (A4)

3/2
F = 1.8681€Xp{0.0619(k—Tjj| + 0.6715€xp|:— 1.73 17(k—Tj }

0, =% )o e, (';—T] (A3)

& £ (A.5)
3/2
F, =0.7303 exp[— 0. 1649(k—Tﬂ +0.2697 exp|:— 2.3793(k—Tj } (A.6)
& &
o, = ii > i (A7)

5y =z, 1=k, (A8)
;)= e, -k, (A9)

~

8ij
n=(p/4)2 x1b, (A.10)
i=1
é:z‘i :(bibj/bij)l/S(p/4)ixkrkblf/3 (A.11)
k=1

Para um composto puro sio trés os parametros requeridos: o, ¢ e r, 0s
quais podem ser apresentados como expressdes relacionadas a forma, tamanho
e interagdo energética das moléculas do fluido, por meio de volume caracteristico
(V"), area superficial caracteristica (A4"), e energia coesiva (E") (Equagdes A.12 a
A.15):
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V' =(z/6)Rc’N, (A.12)
A =mo’N, (A.13)
E" =r(e/k)R (A.15)

com N representando o numero de Avogadro.

A PHSC foi empregada por Li et al. (2004) na investigagdo de sistemas
liquido-vapor contendo diéxido de carbono supercritico e n-alcanos, encontrando
uma descricdo apropriada de equilibrio liquido-vapor. Colussi et al. (2006)
empregaram o modelo PHSC com o intuito de obter uma descricdo termodinamica
das fases sdlida e fluida no processo de formagao de particulas com tecnologia
supercritica, econtrando que o modelo reproduz corretamente o equilibrio liquido-
vapor em condi¢cdes proximas as criticas, e a solubilidade de compostos sdlidos.

Miguel et al. (2008) estudaram a formag&o de particulas da luteina com
dioxido de carbono supercritico, no qual foi analisada a influéncia das variaveis
pressao e temperatura sobre a solubilidade da luteina no fluido supercritico. O
emprego da equagdao PHSC foi muito util na descricdo termodindmica do
processo.

Elvassore et al. (2002) relataram o método de contribuicdo de grupos para
0 calculo dos parametros do composto puro, empregando o modelo PHSC.
Através deste método é possivel obter parametros para as substancias diferentes
as reportadas nas tabelas originais de Song et al. (1994), deste modo Colussi et
al. (2006) empregaram o método na predicado dos parametros da vitamina Dy,
vitamina D3, colesterol e acido estearico, para seu posterior uso na predicdo do

equilibrio destas substancias com CO..
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