W

g

UNICAMP

ISABEL CRISTINA DO NASCIMENTO DEBIEN

ESTUDO DE PROCESSOS DE EXTRACAO E EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS
PRESSOES: OBTENCAO DE BETA-ECDISONA DO GINSENG BRASILEIRO
(Pfaffia glomerata) E EQUILIBRIO DE FASES DE SISTEMAS CONTENDO L-

ACIDO LACTICO, CO,, PROPANO E ETANOL

Campinas - SP
2014



11



N

[ ' UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
‘.} FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

UNICAMP

ISABEL CRISTINA DO NASCIMENTO DEBIEN

ESTUDO DE PROCESSOS DE EXTRACAO E EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS
PRESSOES: OBTENCAO DE BETA-ECDISONA DO GINSENG BRASILEIRO
(Pfaffia glomerata) E EQUILIBRIO DE FASES DE SISTEMAS CONTENDO L-

ACIDO LACTICO, CO,, PROPANO E ETANOL

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia
de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos
exigidos para obtencao do Titulo de Doutora
em Engenharia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Angela de Almeida Meireles

Este exemplar corresponde a versao final da tese
defendida pela aluna Isabel Cristina do
Nascimento Debien e orientada pela Profa. Dra.
Maria Angela de Almeida Meireles.

Assinatura do Orientador

Campinas - SP
2014

il



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Engenharia de Alimentos
Claudia Aparecida Romano de Souza - CRB 8/5816

Debien, Isabel Cristina do Nascimento, 1983-

D351e Estudo de processos de extragao e equilibrio de fases a altas pressoes :
obtencao de beta-ecdisona do Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) e equilibrio
de fases de sistemas contendo L-acido latico, CO2, propano e etanol / Isabel
Cristina do Nascimento Debien. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador: Maria Angela de Almeida Meireles.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia de Alimentos.

1. Giseng brasileiro (Pfaffia glomerata). 2. Compostos bioativos. 3. Equilibrio
de fases. |. Meireles, Maria Angela de Almeida. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Process study of extraction and phase equilibrium data at high
pressures : obtaining of beta-ecdysone from Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) and phase
equilibrium data of systems containing L-lactic acid, CO2, propane and ethanol
Palavras-chave em inglés:

Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata)

Bioactive compounds

Phase equilibrium

Area de concentracdo: Engenharia de Alimentos

Titulacao: Doutora em Engenharia de Alimentos

Banca examinadora:

Maria Angela de Almeida Meireles [Orientador]

Alcilene Rodrigues Monteiro Fritz

Losiane Crisitha Paviani Diehl

Mariana Conceicao da Costa

Irede Angela Lucini Dalmolin

Data de defesa: 29-05-2014

Programa de Pos-Graduacao: Engenharia de Alimentos


http://www.tcpdf.org

Este exemplar corresponde a redacdo final da Tese defendida por Isabel Cristina do Nascimento
Debien aprovado pela Comissao Julgadora em / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Angela de Almeida Meireles
DEA/FEA/UNICAMP
Orientadora

Profa. Dra. Alcilene Rodrigues Monteiro Fritz
EQA/UFSC
Membro titular

Dra. Losiane Cristina Paviani Diehl
Membro titular

Profa. Dra. Mariana Conceicdo da Costa
FCA/UNICAMP
Membro tilutar

Dra. Irede Angela Lucini Dalmolin
DDPP/FEQ/UNICAMP
Membro titular

Profa. Dra. Cintia Bernardo Gongalves
FZEA/USP
Membro suplente

Profa. Dra. Marise Aparecida Rodrigues Pollonio
DTA/FEA/UNICAMP
Membro suplente

Prof. Dr. Julian Martinez
DEA/FEA/UNICAMP
Membro suplente



Vi



TESE DE DOUTORADO

AUTOR: Isabel Cristina do Nascimento Debien.
TITULO: Estudo de processos de extracio e equilibrio de fases a altas pressdes: Obtencio
de beta-ecdisona do Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) e equilibrio de fases de sistemas

contendo L-acido lactico, CO,, propano e etanol.

ORIENTADORA: Profa. Dra. Maria Angela de Almeida Meireles.

RESUMO

O presente projeto de doutorado foi desenvolvido em duas etapas: (1) Estudo da extragao
com fluido supercritico e com liquido pressurizado dos ecdisterdides do Ginseng brasileiro

(Pfaffia glomerata) e (2) Estudo do equilibrio de fases de sistemas complexos.

Etapa 1:

Espécies do género Pfaffia sdo popularmente conhecidas como substituto do género Panax
devido a sua morfologia e propriedades bioativas semelhantes. Dentre as espécies do
género Pfaffia, a Pfaffia glomerata, popularmente conhecida como Ginseng brasileiro, se
destaca devido a presenca de ecdisterdides. Comercialmente, esse composto € obtido
através de métodos convencionais de extracdo sdlido-liquido, onde uma grande quantidade
de solvente € utilizada. Atualmente, hd um crescente interesse por métodos de extracdo que
agridam menos 0 meio ambiente, como € o caso da extragao com fluido supercritico (SFE)
e com liquido pressurizado (PLE) que possibilitam a extragdo de compostos bioativos
utilizando altas temperaturas e pressdes com menor consumo de solvente. Nessa etapa do
trabalho os objetivos foram: (a) realizar um estudo preliminar da extracdo com fluido
supercritico da beta-ecdisona das raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata). Foram
avaliados os efeitos da pressao (20 e 30 MPa) e quantidade de cossolvente utilizada (15, 75
e 90 % de etanol) no comportamento da curva global de extracdo (OEC) e no teor de beta-
ecdisona no extrato. Usando diéxido de carbono (CO,): etanol (EtOH) (85:15, v/v) como
solvente a 20 MPa, maiores quantidade de beta-ecdisona foram obtidas em um menor
tempo de processo. O aumento da proporcao de etanol na mistura (cossolvente) resultou no
aumento do rendimento da extracdo e do teor de beta-ecdisona em relacido a quantidade de

matéria-prima; (b) realizar um estudo da extracdo com liquido pressurizado da beta-
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ecdisona das raizes de Ginseng brasileiro. Foram avaliados os efeitos da temperatura (333 —
393 K), pressao (8 — 30 MPa) e do solvente (EtOH e EtOH : H,O (80:20 v/v)) no
rendimento global, atividade antioxidante e teor de beta-ecdisona dos extratos. O aumento
da temperatura ocasionou o aumento do rendimento global, chegando a 25 % (base seca).
Assim, pode-se concluir que aumentando a temperatura a seletividade do solvente diminui,
uma vez que ocorre a coextragdo de outros compostos além dos ecdisterdides. Extratos com
maior atividade antioxidante foram obtidos quando o solvente de extracdo é a mistura
EtOH: H,O (80:20, v/v). Quando o EtOH puro foi usado como solvente uma maior
recuperagdo de beta-ecdisona foi obtida. Cerca de 5 % de beta-ecdisona nos extratos foi
obtida usando etanol a 393 K, enquanto a pressdo nao afetou significativamente. Assim a
melhor condicdo de extragdo em termos do teor de beta-ecdisona (393 K, 8 MPa e etanol
como solvente) foi selecionada para a realizacdo do estudo cinético. Na OEC foi possivel
observar que na primeira hora de extracao aproximadamente 70 % do total do rendimento e
74 % do total de massa de beta-ecdisona foi obtido. O custo de manufatura foi avaliado na
condicdo da cinética, onde foram obtidos maiores teores de beta-ecdisona quanto maior a
capacidade do extrator. Os custos de manufatura, tanto em relacio a quantidade de extrato
quanto em relacdo a quantidade de beta-ecdisona recuperada no processo de PLE, foram 14

e 8 vezes maiores do que os obtidos no processo de SFE, respectivamente.

Etapa 2:

Polimeros biodegraddveis tem recebido maior atencdo devido ao seu potencial para
aplicacdes na drea médica e na industria de alimentos, dentre eles o poli (L-lactideo) (PLA)
principalmente por causa da sua biocompatibilidade e caracteristicas sustentdveis. Ao longo
dos ultimos anos, a sintese de tais biopolimeros pela reacdao de polimerizagdo utilizando a
técnica de abertura do anel aromadtico catalisada enzimaticamente em fluidos comprimidos
tem se mostrado bastante promissora. O objetivo nessa etapa do trabalho foi medir os dados
de equilibrio de fases dos sitemas L-acido l4ctico + (propano + etanol) e L-4acido lactico +
(CO; + etanol). Os experimentos foram realizados numa célula de equilibrio de fases com
visualizagdo utilizando o método estatico sintético, em temperaturas de 323,15 a 353,15 K e
pressoes até 25 MPa, mantendo constante a fracdo méssica de etanol:CO, (ou propano) de

1:9. Para o sistema L-4cido lactico + (propano + etanol) foram observadas as transi¢des
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liquido-vapor, liquido-liquido e liquido-liquido-vapor, enquanto que para o sistema L-4dcido
lactico + (CO, + etanol) foram observadas somente as transi¢des liquido-liquido. Os
resultados mostraram que o sistema L-dcido ldctico + (propano + etanol) apresenta
transicdes do tipo UCST (Upper Critical Solution Temperature) e um UCEP (Upper
Critical End Point), enquanto o sistema L-acido lactico + (CO, + etanol) apresenta um
comportamento do tipo LCST (Lower Critical Solution Temperature). Foi realizada a
modelagem termodinamica dos dados experimentais obtidos utilizando a equagdo de estado
de Peng-Robinson com regra de mistura quadratica de van der Waals (PR-vdW2) e com
regra de mistura de Wong-Sandler (PR-WS). Os resultados mostraram que os modelos PR-
vdW2 e PR-WS foram capazes de representar satisfatoriamente o comportamento de fases
do sistema L-4cido lactico + (diéxido de carbono + etanol). Entretanto, para o sistema L-
acido lactico + (propano + etanol), o modelo PR-vdW2 ndo foi capaz de descrever

apropriadamente o seu comportamento.

Palavras-chave: Pfaffia glomerata, extragdo com fluido supercritico, extragdo com liquido
pressurizado, compostos bioativos, custo de manufatura, equilibrio de fases, L- 4cido
lactico, propano, etanol, di6xido de carbono.
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DOCTORAL THESIS

AUTHOR: Isabel Cristina do Nascimento Debien
TITLE: Process study of extraction and phase equilibrium data at high pressures: Obtaining
of beta-ecdysone from Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) and phase equilibrium data of

systems containing L-lactic acid, CO,, propane and ethanol.

ADVISOR: Profa. Dra. Maria Angela de Almeida Meireles

ABSTRACT

The doctoral project is being developed in two steps: (1) Supercritical fluid and pressurized
liquid extraction study of Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) ecdysteroids and (2) Phase

equilibrium data of complex systems.

Step 1:

Species of the genus Pfaffia are popularly known as substitute for Panax due their similar
morphology and bioactive properties. Among them, Pfaffia glomerata has received special
attention due the presence of ecdysteroids. Commercially, this compound is obtained by
conventional solid-liquid extraction methods, that is, using large quantities of solvents.
Nowadays, more environmentally friend methods are preferred, like supercritical fluid
(SFE) and pressurized liquid extraction (PLE) that enables extraction of bioactive
compounds under high temperatures and pressures. The aim of this step of work is: (a)
preliminary study the supercritical fluid extraction of Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata)
ecdysteroids. The effects of pressure (20 and 30 MPa) and cosolvent amount (10, 15, 75
and 90 % of Ethanol) on the behavior of overall extraction curve (OEC) and content of
beta-ecdysone were studied. The larger amounts of beta-ecdysone were obtained in shorter
processing time using CO,: EtOH (85:15, v/v) as extracting solvent at 20 MPa. The higher
proportion of EtOH in the mixture leads an increase an extraction yield and an increase a
beta-ecdysone content relative a raw material amount. (b) study the pressurized liquid
extraction of Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) ecdysteroids. The effects of temperature
(333 — 393 K), pressure (8 — 30 MPa) and solvent [ethanol and ethanol:water (80:20 v/v)]
on the global yield extraction, antioxidant activity and beta-ecdysone content of the extracts

from Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) roots were studied. The extraction global yield
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increased with the increase in temperature (333 — 393 K) reaching up to 25 % (dry basis).
As the temperature increased the selectivity of the extracting solvent decreased promoting
the co-extraction of other compounds besides the ecdysteroids. The use of EtOH:H,O
(80:20 v/v) as extracting solvent produced extracts with the highest antioxidant activity.
The recovery of beta-ecdysone was maximized when EtOH was used, besides fractions
containing up to 5 % of beta-ecdysone were obtained using this solvent at 393 K, while
pressure did not affect it. Thus the better extraction condition in terms of beta-ecdysone
was selected (393 K, 8 MPa and ethanol as extracting solvent) and the kinetic extraction
study was realized. From the overall extraction curve obtained it was possible to verify that
in the first hour of extraction approximately 70 % of the total yield and 74 % of the total
beta-ecdysone mass are obtained. The cost of manufacturing (COM) was evaluated in the
kinetic condition in which was obtained the highest beta-ecdysone content; the increase of
the extractor capacity significantly decreased the COM. The COMs for the crude extract
and beta-ecdysone obtained by this novel process were 14-fold and 8-fold lower than that

for the SFE process, respectively.

Step 2:

Biodegradable polymers has received increased attention due to their potential applications
in medicine and food industry, with highlights to poly (L-lactic acid) (PLA) mainly because
of its biocompatibility and resorbable features. Over the last years, synthesis of such
biopolymer by enzyme-catalyzed ring-opening polymerization of L-lactic acid in
compressed fluids has been considered a promising route over. The aim of this step of work
is to report phase equilibrium data (cloud points) of L-lactic acid + (propane + ethanol) and
L-lactic acid + (carbon dioxide + ethanol). Phase equilibrium experiments were conducted
in a variable-volume view cell employing the static synthetic method, from 323.15 K to
353.15 K and pressures up to 25 MPa, keeping constant the mass ratio of ethanol to CO, or
propane at 1:9. For the (propane + ethanol) + L-lactic acid it was observed vapor-liquid,
liquid-liquid and vapor-liquid-liquid, while for (carbon dioxide + ethanol) + L-lactic acid
only liquid-liquid type transitions were recorded. Results show that the system (propane +
ethanol) + L-lactic acid present UCST (Upper Critical Solution Temperature) transition

type and an UCEP (Upper Critical End Point), whereas the system (carbon dioxide +
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ethanol) + L-lactic acid exhibit LCST (Lower Critical Solution Temperature) behavior.
The experimental data were modeled using the Peng-Robinson equation of state with the
classical van der Waals quadratic mixing rule (PR-vdW2) and with the Wong-Sandler
mixing rule (PR-WS). It is shown that the PR-vdW2 and PR-WS models were both able to
satisfactorily represent the phase behavior of the system L-lactic acid + (carbon dioxide +
ethanol). However, for the system L-lactic acid + (propane + ethanol), the PR-vdW2 model

was not able to appropriately describe its phase behavior.

Keywords: Pfaffia glomerata, supercritical fluid extraction, pressurized liquid extraction,
bioactive compounds, cost of manufacturing, phase equilibrium, L-lactic acid, propane,
ethanol, carbon dioxide.

xiil



Xiv



SUMARIO

RESUMO ...ttt et b e et b e et e bt e st e e bt e eabeenbaesareens vii
ABSTRACT ...ttt ettt et e s bbbt e s it et e saeeeabeenae xi
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt st st e XXV
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt st XX1X
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ... ..ot XXX1
ESTRUTURA DA TESE ......oooiiiii ettt 1
PARTE 1: Estudo da Extracao de Bioativos do Ginseng Brasileiro............................... 5
CAPITULO 1 - EXTRACAO A ALTAS PRESSOES ........cooovvioiiieeieeeeeeeeeeeesenens 7
LT INTRODUGCAO ...t eennan 7
1.1 GINSENG BRASILEIRO ....cootiiiiiiiieiie ettt sttt ettt st 8
1.1.1 Ecdisterona ou beta-eCdiSOna .........ccc.eerueiiiiirieeiiienieiieeeiceie ettt 12
| B 8\ S (o7 16 Lo SRR SP 13
LT2EXTRACAO ..ottt 15
1.2.1 Extrac@0 SOIAO-IHQUIAO ....cooouvieiiiieiiiieciieeiee ettt et 16
1.2.2 SOIUDIIIAAAE .....coniiieiiee ettt ettt e e 27
1.2.3 Rendimento GIobal (X() .....cooeeiiuiiiiiiee ettt e e e e e e aaraa e e e e e 29
1.2.4 CIn€tica de EXIIaCA0 ...ccccuuiiriiiieiiiieiiieesiee ettt et et e et e et e e beeesabeeeabeesnnaeas 31
1.3 SIMULACAO DE PROCESSOS.......oouiiieeieeeeieeeeeeeeeeeseeeeesesiesesesaess e sesesse s eesenees 35
LA JUSTIFICATIVA ..ottt ettt sttt ettt e et e bt e e e e s seeenbeen 36
LS5 OBIETIVOS ...ttt st ettt et sttt et esbaesneen 38
1.5.1 ODJEtIVO GEIAL .....eieeniiieiiiieeiieeee ettt e st s e e st e e ebee e sabeeesabeeeneeas 38
1.5.2 Objetivos ESPECTIICOS «...oouiiiiiiiiiiiiciieeeee et 39
REFERENCIAS ...ttt 40

CAPITULO 2 - SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION OF BETA-ECDYSONE

FROM BRAZILIAN GINSENG (Pfaffia glomerata) ROOTS ..............cccocevvevveninennnn. 49
e 01 4 ! F PSR 53
KEYWOTIAS ...ttt sttt et et sae e saneens 53
R 35 (014 0T 5 o) s PSR USR 53
2. Materials and MEthOdS. ........cccuuiiiiiiiiieeeieee et e e et e e e raee e essaaeeeenns 54

XV



2.1 Raw material characterization and preparation .............coceeeeveeeriieeeriieeenieesneeesseeesnneees 54

2.2 EXperimental deSI@N .....cc.eiouiiiiiiiiiiiieeiieee ettt 54
2.3 EXIraction PIrOCEAULE......cccuteeriieiiiieeritieeriteeeitee ettt estteestaeesabteesabeeesabeeesaseesnnneesnseesneeas 55
2.4 Beta-ecdysone qUantifiCatioNn ............ccueeerieeirieeeniiieeiieeeiee e et eieeesreeesreesireesaeeesieees 56
3. Results and DiSCUSSION ....c..uiiiiuiieiiiieeiieeeiieeeieeeeieeesteeesteeeaaeesaeeessaeessseeeesseeennseessneeens 56
4 CONCIUSION ...ttt ettt et et sa e st e st e et e sbe e s te e s bt e eaneenseesaneens 58
ACKNOWIEAZEIMENLS ...uiiiiiniiiiiiiie ettt ettt et e et e st e s bt e sanee s 58
S (5] ()1 61 RS 58

CAPITULO 3 — PRESSURIZED LIQUID EXTRACTION AS A PROMISING
ECONOMICALLY FEASIBLE TECHNIQUE FOR THE RECOVERY OF BETA-

ECDYSONE FROM BRAZILIAN GINSENG (Pfaffia glomerata) ROOTS................ 61
Y 01 4 ! F USRI 63
K@Y WOTAS ... ettt e sttt e st e e s abee e st e e s abeesaaeesnbeesaneeas 63
L 03T (04 L T 5 ) 4 OO RPSR 65
2 Material and MethOdS .........uviiieiiieieiee et e e s e e e s bae e e s eaaeeeenns 67
2.1 Raw material characterization and preparation ............ccoccveeecvveeriieeerieeenieesnveesseeesnneens 67
2.2 EXPerimental dESIZI ......ccccuueiiiieiiiiieriieeitee ettt eit et e et e e stee e sibee et eeineesareesaneas 67
2.3 EXTraction PrOCEAULE. ........cocuterririienieeieeeieeetee et et st sr e et e ene e s e sane e e e sneenneesneens 67
2.4 AntioXidante aCtiVILY (AA) ..cecuiiiiiiieiiie ettt ettt e e st e e e s eesaeeas 69
2.5 Beta-ecdysone qUantifiCation .............ceeerieeeriieeniiieeiee et e eieeesieeesree e eeeeaeesareesaeees 70
2.6 PLE eXtraction KINETICS......ccceiiuiiiiieiiiieeeeiiieeeeieeeeeeiiteeeetteeesseteeeessnsaeeeessseaeesnnsnaeesanns 70
2.7 Process simulation: scale-up and economic evaluation............ccecceeercueeerieeenieeeneeeennen. 71
3 Results and DiSCUSSION ....cc.uvieiiiiiiiiieiiie ettt ettt e et e et e e st e e st e e sabeeesbeesnabeesnaeeens 75
3.1 Global extraction Yield (X) ....eeeeueerruieiniieeiiee ettt ettt 75
3.2 Beta-ecdysone qUANtIfICAION ........cevvuiiiriieeiiieerieeesiee et eiee e e e sbee st eesaaeeeas 77
3.3 AntioXidant ACIVILY (AA) . .coiuieeeiieeeiieeeite ettt eeteeestee et eseeeesiaeesteeesreeesnbeessaseesnnneenas 78
3.4 EXTraCtion KINETIC. ...ceueiiiiiieeiiiiieeeiiiieeeeeiiteeeette e e eetteeeesaaeeeeesnsaeeeeenssaeeeesnnseeeesnnssneesanns 79
3.5 ECONOMIC @VAIUALION .....vviiiiiiiiiieceiiieeecitee ettt e e e e e et ee e s sntaeeeesnebaaeeennsaneaeanns 81
3.5.1 SeNSIIVILY ANALYSIS ..veeeruvieiriiieeiiieeiieeeieeeeieeesteeesteeestteeeereesareessaeessseeessseessnseeensseeens 81
3.5.2 COM as a fuction of the eXtraction timMe ...........cceecuieeeeriiieeeeiiiieeeeriieeeesreeeeerereeeeenns 82
T ) 1 Ted L3 o) + PRSP 86
ACKNOWIEAZEMENILS .....veeeeiiieeiiie ettt ettt ettt e e ee e et e e sbee e sabeeesnbeeesaeeenseeenseas 87
RETEIEICES ...eviieeeeee et e e et e e e et e e e e s aba e e e estaeeeeessaeeeennnseeens 88

XVi



PARTE 2: Estudo do Equilibrio de Fases de Sistemas Complexos.....................c.......... 93

CAPITULO 4 - EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS PRESSOES........c.cooovvveeveninn 95
1T INTRODUGAO. ...t ses s seesesesnanens 95
2 METODOS EXPERIMENTAIS PARA DETERMINACAO DO EQUILIBRIO DE
FASES A ALTAS PRESSOES........o.oiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeseeeesesee e e sees e 96
2.1 METODO ESTATICO SINTETICO.........coovuieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 97
3 COMPORTAMENTO DE FASES EM FLUIDOS PRESSURIZADOS............ccooe...... 99
4 MODELAGEM TERMODINAMICA DE EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS
PRESSOES.......oooeeeee oottt s e 104
5 TUSTIFICATIVA ..ot ee e e s st e s eeneeees 107
6 OBIETIVOS.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et es s 108
6.1 OBJETIVO GERAL.........oooeeeeeeeeeeeeeee oo 108
6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ee e eee s 108
REFERENCIAS......coooteeeeeeeeeeee et es s, 109

CAPITULO 5 — HIGH-PRESSURE PHASE EQUILIBRIUM DATA FOR THE
SYSTEMS L-LACTIC ACID + (PROPANE + ETHANOL) AND L-LACTIC ACID +

(CARBON DIOXIDE + ETHANOL) .....ooiiiiiiiie ettt 111
ADSITACT. ..ttt ettt et et h e e b st et e et nb e st e e e 115
) A (6 O RPSR 115
1 INEEOAUCTION ...ttt e ettt e st e e e st e st e st esbaeeeaaee 115
P2 25 4 15 5 011 1S) 1 | EO RSP PSR 116
2.1 MIALETIALS ..ottt ettt ettt et e eb e e 116
2.2 Phase equilibrium apparatus and procedure .............ccoceecienieriienieeiieneceecseeeeeeen 116
3 Results and diSCUSSION ...cc.ueerutiiiiieniiieiieeiteete ettt ettt ettt st e st aee s 116
4 CONCIUSION ...ttt ettt ettt et s e e bt e st e e bt e sabeenbeesaneenneeeane 118
ACKNOWIEAZEMENLS .....eeiiiiiiiiiiiieieeeeeee et e 118
RETETEICES ..ottt ettt st e st esbeeeeas 118

CAPITULO 6 - THERMODYNAMIC MODELLING OF HIGH-PRESSURE
EQUILIBRIUM DATA FOR THE SYSTEMS L-LACTIC ACID + (PROPANE +

ETHANOL) AND L-LACTIC ACID + (CARBON DIOXIDE + ETHANOL) .......... 121
e 01 4 ! F SRR 123
ACKNOWIEAZEMENLS .....veieiiiieeiie ettt ettt ettt e e st e e et e e sabee e sbeeeaseeesseeennseeennne 135
LISt Of SYMDOLS.c...eiiiiieie e e 136
RETEIEICES ...t e e e e e e e s e e e e e staeeeeensaeeeennsaeaeeennnees 137

Xvii



CONCLUSOES GERALIS ......ooooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s e e s s ses e s s es e enas 139

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ... 143
APENDICE ...t e e r e s e s e s e s s e s e s e e s e et e s e s e s e s e s e s e e s s eseseseansesesesens 145
APENDICE Lo e, 153
APENDICE 2. e et e e e e e et e e e s et e e s s s e s e s e s s s et es e e s sesesesessneenas 185
MEMORIAS DO DOUTORADO ... eees e sesesesenens 199

Xviii



DEDICATORIA

Agraddvel surpresa em 03/4/2004!
Alice chegou.

Cativou a todos!

Derreteu meu coragao!
Surpreende-me a cada momento!
Pra vocg, afilhada querida,

meu carinho, minha tese!

Xix



XX



AGRADECIMENTOS
Agradecendo... sempre!

Obrigada Deus — [luminacao, entusiasmo para escrever de V4s vieram até mim!

Professora Dra. Maria Angela de Almeida Meireles, sua orientacdo, opinides, criticas
e cobranca ndo sé nortearam meu trabalho como também contribuiram para meu
crescimento pessoal, levando-me a concluir a tese com seguranca e qualidade. Meus
profundos agradecimentos!

Professores Dr. José Vladimir, Dr. Marcio Mazutti e Dr. Marcos Corazza, sem a
intervengdo de vocés minhas dificuldades seriam maiores. Obrigada!

Professores da banca, por sua disponibilidade e compreensdo e principalmente por
compartilharem seus conhecimentos comigo, sensibilizada agradeco muitissimo a todos.

Ari (LASEFI/DEA/FEA), pelo bom humor, paciéncia e por ter sido tdo prestativo nos
momentos mais necessarios, obrigada!

Professor Ms. Claudio Zakrzevski por sempre salvar os equipamentos.

Frederico e Reinaldo (secretaria do DEA) por serem sempre solicitos e alegres nos
momentos mais dificeis, meu muito obrigado!

Cosme e Marcos (secretaria de pos graduacdo) pela paciéncia: lidar com a minha
ansiedade ndo é fécil, e voces o fizeram com maestria! Obrigada, demais!

Agradeco a CAPES (programa PROCAD 247/2007) e ao CNPq pelo financiamento
deste trabalho.

Amigos do LASEFI, por todo apoio durante o desenvolvimento do meu trabalho e
pelos momentos de descontracao.

Amigos da URI/Erechim, pelo chimarrdo, pelas “jantas”, pelos vinhos enfim, por
terem me recebido tdo bem. Em especial a Ré, Carlinha e Cagula que além de me
acolherem com todo amor e carinho, me presentearam com uma segunda familia! Na minha
trajetoria pelo Sul vocés foram essenciais e continuardo sendo pro resto da vida!

Amigos de Campinas, que Gracas a Deus s@o muitos, meu muito obrigado pelo
companheirismo e compreensdo durante os tortuosos caminhos que enfrentei durante o
doutorado. Em especial a Lidia, pela amizade a primeira vista!

Amigos de BH, que mesmo de longe participaram da minha vida aqui em Campinas,
sempre me apoiando e vibrando com as minhas conquistas.

Querida familia “Born”, vocés sdo incriveis! Sempre presentes no meu pensamento!

Papai e Mamae, aos seus elogios e crenga nas minhas inten¢des, muito obrigada! Sem
vocés nada disso seria possivel.

Aos meus irmaos, Bia e Danilo, nossas diferencas nos unem! Muito obrigada por
acreditarem em mim.

Cidade de Campinas, senti-me acolhida, aprendi um outro estilo de vida, obrigada!

XX1



xXxii



“A questdo nao € o que vocé olha,
mas o que vocé ve.”

Henry Thoreau

“O correr da vida embrulha tudo, a vida é assim:
esquenta e esfria, aperta daf afrouxa, sossega e depois
desinquieta. O que ela quer da gente ¢ coragem.”

Jodo Guimaries Rosa

xxiii



XXiv



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema das etapas do desenvolvimento do projeto. .......c..cceeveereerueenveriieennenne 2

Figura 1.1. Ginseng brasileiro (Pfaffia glomertata): (a) partes aéreas (Foto tirada no Campo

experimental do CPQBA em outubro de 2011) € (b) raizes. .....cccceeevveeeniieinieenniieeieeeen, 11
Figura 1.2. Estrutura quimica da beta-ecdiSona.. ..........ccecueeeriiiiniieiniieiniee e 13

Figura 1.3. Diagrama de fases P-T para uma substancia pura, onde C é o ponto criticoe T é

0 ponto triplo (Cooper, 2000). ....ccueiirriiiiie ettt ettt 20

Figura 1.4. (a) Demonstracdo grafica da variacdo da densidade do CO, puro. (b)
Representacdo esquemadtica da variagdo a partir do equilibrio gés-liquido (T < T.) para
fluido supercritico (T > T.), onde a substancia € aquecida até sua temperatura critica na

pressdo acima da P, (Cooper, 2000). ......ooiiiiiiiiiiiiieeeieeeteeteeee e 21

Figura 1.5. Diagrama Pressdo-Volume para o etanol, calculado pela equacdo de estado de

Peng-Robinson (Osorio-Tobdn e Meireles, 2013). ..ccouvieiiiieniiiiniieiiieeiee e 25

Figura 1.6. Curva de extracdo tipica de processo supercritico apresentando os trés periodos
caracteristicos: taxa de extracdo constante (CER), taxa de extracdo decrescente (FER) e

periodo difusional (DC).......iiiiiiiiiee e 31
Figura 2.1. Figure 1. Chemical structure of beta-ecdySone.........cccccoceevveeveeneeneeneneeneenen. 54

Figura 2.2. Figure 2. Schematic diagram of the supercritical CO, extraction unit (adapted

OF VEZEI, 2013) ittt ettt e st e et e e et eesabee e st e e abeesnbeesnreesaneeas 55

Figura 2.3. Figure 3. Overall extraction curve of BGR extracts (¢) and beta-ecdysone (A)
obtained with CO,: EtOH (85:15, v/v) as extracting solvent at 30 MPa and 333 K. Dotted
line denotes the calculated yield using a three straight lines spline.(CER: constant

extraction rate period; FER: falling extraction rate period; DC: diffusional controlled rate

Figura 2.4. Figure 4. Overall extraction curve of BGR extracts (¢) and beta-ecdysone (A)
obtained with CO,: EtOH (85:15, v/v) as extracting solvent at 20 MPa and 333 K. Dotted

line denotes the calculated yield using a three straight lines spline.(CER: constant

XXV



extraction rate period; FER: falling extraction rate period; DC: diffusional controlled rate

Figura 2.5. Figure 5. Overall extraction curve of BGR extracts (¢) and beta-ecdysone (A)
obtained with CO,: EtOH (25:75, v/v) as extracting solvent at 20 MPa and 333 K. Dotted
line denotes the calculated yield using a three straight lines spline.(CER: constant

extraction rate period; FER: falling extraction rate period; DC: diffusional controlled rate

Figura 2.6. Figure 6. Overall extraction curve of BGR extracts (¢) and beta-ecdysone (A)
obtained with CO,: EtOH (10:90, v/v) as extracting solvent at 20 MPa and 333 K. Dotted
line denotes the calculated yield using a three straight lines spline.(CER: constant

extraction rate period; FER: falling extraction rate period; DC: diffusional controlled rate

Figura 3.1. Figure 1. Flow diagram of the PLE unit. TS: Tank of solvent; P1: High
pressure pump; V-1 and V-2: block valve; V-3: micrometric valve; M-1 and M-2:

manometers; EB: extraction bed; TB: thermostatic bath; GF: glass flask. ...........ccccce..... 68

Figura 3.2. Figure 2. Flowchart of pressurized liquid extraction developed in SuperPro

Designer® .............................................................................................................................. 72

Figura 3.3. Figure 3. Overall extraction curve for the system BGR + EtOH obtained at 8
MPa and 393 K; the experimental data was fitted to a spline of three straight lines. .......... 81

Figura 3.4. Figure 4. COMs of crude extract estimated for PLE in extraction units

containing 0.005 ([7), 0.05 (A) and 0.5 (X) m’ extractor vessels and extraction yield (4)....83

Figura 4.1. Diagramas de fases para sistemas bindrios (Espinosa, 2001). ..........c.cceueeee. 102

Figura 5.1. Fig. 1. Pressure-temperature diagram for the system (propane + ethanol) + L-

lactic acid for overall mass fractions of (propane + ethanol) of 0.950 and 0.955. ............. 116

Figura 5.2. Fig. 2. Pressure-temperature diagram for the system (propane + ethanol) + L-

lactic acid for overall mass fractions of (propane + ethanol) of 0.960 and 0.990 (VLE-BP).

XX Vi



Figura 5.3. Fig. 3. Pressure-composition diagram for the system (propane + ethanol) + L-

JACKIC ACIA. cevvveeeeeeeeeeeeeeteeeee ettt e ettt e e e e e e ettt a s e seseeetesaaanssesesesesssananesseeeesssannnas 118

Figura 5.4. Fig. 4. Pressure-temperature diagram for the system (carbon dioxide + ethanol)

S D F: el (o 1o3 (s I € 1) 50 =) VAR 118

Figura 5.5. Fig. 5. Pressure-composition diagram for the system (carbon dioxide + ethanol)

S DR F:Tels [olF: 1e3 (s I @ 51 50 =) O U PSR PPPPR 118

Figura 6.1. Fig. 1. Pressure-temperature diagram of the system {Propane (1) + Ethanol (2)
+ L-lactic acid (3)} (VLE-BP) (A: w3 =0.0396; e: w3 = 0.0347; m: w3 =0.0271; o: w3 =
0.0253; A: w3 =0.0199; ¢: w3 = 0.0150; o: w3 =0.0100). The continuous line denotes the

calculated values from PR-vdW2, using the fitted interaction parameters. ....................... 132

Figura 6.2. Fig. 2. Pressure-temperature diagram of the system {CO, (1) + Ethanol (2) +
L-lactic acid (3)} (LLE) (#: w3 =0.0663; m: w3 = 0.0589; A: w3 = 0.0485; e: w3 = 0.0396;
0: wz = 0.0286; o: w3 = 0.0199; A: w3 = 0.0105). The continuous line denotes the

calculated values from PR-vdW2, using the fitted interaction parameters. ....................... 133

Figura 6.3. Fig. 3. Pressure-temperature diagram of the system {Propane (1) + Ethanol (2)
+ L-lactic acid (3)} (LLE) (0: w3 = 0.0501; o: w3 =0.0447). The continuous line denotes

the calculated values from PR-WS, using the fitted interaction parameters. ..................... 133

Figura 6.4. Fig. 4. Pressure-temperature diagram of the system {Propane (1) + Ethanol (2)
+ L-lactic acid (3)} (VLE-BP) (A: w3 =0.0396; e: w3 =0.0347; m: w3 =0.0271; o: w3 =
0.0253; A: w3 =0.0199; ¢: w3 = 0.0150; o: w3 =0.0100). The continuous line denotes the

calculated values from PR-SW, using the fitted interaction parameters. ...........cc.ccceueeneee. 134

Figura 6.5. Fig. 5. Pressure-temperature diagram of the system {CO, (1) + Ethanol (2) +
L-lactic acid (3)} (LLE) (¢: w3 =0.0663; m: w3 = 0.0589; A: wj; = 0.0485; e: w3 = 0.0396;
O: w3 = 0.0286; o: w3 = 0.0199; A: w3z = 0.0105). The continuous line denotes the

calculated values from PR-SW, using the fitted interaction parameters. ...........cccccceueeneee. 135

XX Vil



XXViil



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1. Propriedades caracteristicas de gases, liquidos e fluidos supercriticos (Brunner,

Tabela 2.1. Table 1. Experimental extraction cOnditions. ...........ccceevveerieeeniieeennieeenneennnnes 55

Tabela 2.2. Table 2. Comparation between extraction yield, S/F and beta-ecdysone content

of each experimental CONAItION At LEER. +veevvreervrrerreeerieeesieeerreeesteeestreeerreesseeesseeesnseeensnes 57
Tabela 3.1. Table 1. Economic parameters used for COM estimation..........cc.ccecueevueennnen. 74

Tabela 3.2. Table 2.Global yied (Xy), antioxidante activity (AA) and beta-ecdysone content
for BGR extracts obtained by PLE. ..ot 76

Tabela 3.3. Table 3. BGR extraction yields obtained using polar and unipolar solvents;
PLE performed at 12 MPa and 333 K ........ooiiiiiiiieee e 78

Tabela 3.4. Table 4. Input and output of raw material and product needed for the

production beta-ecdysone-rich extract from Brazilian ginseng roots (BRG) for different

Tabela 3.6. Table 6. Comparison between of COM for crude extract, beta-ecdysone and the
contribution of each components estimated for PLE (this work) and SFE (Leal et al., 2010)

processes using 0.4 m?’ extractors with the same extraction yield (70 %)...cccoeeevvenceennne 85

Tabela 5.1. Table 1. Phase equilibrium data for system (propane + ethanol) (1)/L-lactic
ACTA (2] 1ureeiieeie ettt ettt ettt e et e et e e rb e e tte e be e aeeerbe e taeenbeetbeenbeentaeenseenneeenreennes 117

Tabela 5.2. Table 2. Phase equilibrium data for system (carbon dioxide + ethanol) (1)/L-
JACTIC ACTA (2). uvvreeiieeee ettt et e e et e e e e e e e e e rbreeeeeeeeeeetbrareeeeeeeeeeennrsaaeeens 117

Tabela 6.1. Table 1. Characteristic parameters of the pure compounds.............ccceeeuveenee 129

Tabela 6.2. Table 2. Fitted binary interaction parameters of the PR-vdW?2 model used in
TRIS WOTK. 1ottt e e et e e et e e e e ataee e e entaeeeesnnsaaesennnsaeeeanns 130

XXiX



Tabela 6.3. Table 3. Fitted binary interaction parameters of the PR-WS model used in this
WOTK. -ttt ettt ettt et e et e b e st e bt e et e b e s et e e h e e bt e bt s be e beeeaneenee 131

XXX



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA: atividade antioxidante

BGR: (Brazilian ginseng roots) raizes de Ginseng brasileiro

b.s.:base seca (ou d.b. = dry basis)

CER: (constant extraction rate) periodo de taxa constante de extracao

COL: (cost of operation labor) custo de mao de obra

COM: (cost of manufacturing) custo de manufatura

COa,: didxido de carbono

CRM: (cost of raw materials) custo de matéria-prima

CUT: (cost of utilities) custo de utilidades

DC: (diffusion controlled) periodo controlado por difusdo

EtOH: etanol

FCI: (fixed capital of investment) custo de investimento

FER: (falling extraction rate) periodo de taxa decrescente de extracao
GRAS: (generally recognized as safe) comumente reconhecido como seguro
HPLC: (high performance liquid chromatography) cromatogradia liquida de alta eficiéncia
LCST: lower critical solution temperature

LLE: transicdo de fase do tipo liquido-liquido

LPSE: (low pressure solvente extraction) extracdo com solventes organicos a baixa pressao
Mcgg: taxa de transferéncia de massa no periodo CER

OEC: (overall extraction curve) cura global de extracao

P: pressao

P.: pressdo critica

PLE: (pressurized liquid extraction) extracao com liquidos pressurizados

XXX1



PR: equacdo de Peng-Robinson

Rcer: rendimento no periodo CER

SCF: (supercritical fluid) fluido supercritico

S/F: razao entre massa de solvente e massa de matéria-prima
SFE: (supercritical fluid extraction) extragao com fluido supercritico
T: temperatura

T.: temperatura critica

tcer: duragdo do periodo CER

trer: duracdo do periodo FER

UCEP: upper critical end point

UCST: upper critical solution temperature

vdW2: regra de mistura quadratica de van der Waals

VLE-BP: transicao de fase do tipo liquido-vapor ponto de bolha
VLLE: transicao de fase do tipo liquido-liquido-vapor

WS: regra de mistura de Wong-Sandler

Xo: rendimento global

Y cgr: razdo mdssica de soluto por solvente na saida do extrator no periodo CER

XXX11



Estrutura da Tese

ESTRUTURA DA TESE

A presente tese estd dividida em duas partes — Parte 1: Estudo da Extracao de
Bioativos do Ginseng Brasileiro e Parte 2: Estudo do Equilibrio de Fases de Sistemas
Complexos. Cada parte é composta por capitulos, nos quais sdo apresentados trabalhos e
artigos cientificos publicados e submetidos a publica¢do, de acordo com as etapas do
desenvolvimento do projeto de pesquisa de doutorado mostrado na Figural.

O Capitulo 1 — Extracio a altas pressoes trata da fundamentagdo tedrica sobre a
matéria-prima utilizada nos processos de extragdo, o ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata);
sobre o processo de extragdo solido-liquido, mais especificamente os processos de extragao
supercritica (SFE) e extragdo com liquidos pressurizados (PLE) e as etapas de
desenvolvimento do processo, que sdo: otimiza¢ao dos parametros operacionais e estudo da
simulacdo do processo. Também sdo apresentados os objetivos, geral e especificos, do
trabalho.

O Capitulo 2 — Supercritical fluid extraction of beta-ecdysone from Brazilian
ginseng (Pfaffia glomerata) roots apresenta os resultados de um estudo cinético preliminar
com o objetivo de avaliar o comportamento do processo de extracdo de beta-ecdisona das
raizes do Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) utilizando CO, supercritico e etanol como
cossolvente. Foram avaliados dois niveis de pressdo (20 e 30 MPa) e diferentes propor¢oes
de cossolvente. Esse trabalho foi aceito para a publicacdo no periddico Food and Public

Health 4(2) (2014) 67-73.
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Diante dos resultados obtidos no Capitulo 2, foi possivel selecionar as condi¢des

experimentais (temperaturas, pressdes e solventes) que foram utilizadas nos ensaios

referentes ao estudo realizado no Capitulo 3 — Pressurized Liquid extraction as a

promising economically feasible technique for the recovery of beta-ecdysone from

Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) roots. Essa etapa teve como objetivo determinar

experimentalmente as isotermas de rendimento global, caracterizar os extratos obtidos com

relacdo a atividade antioxidante e teor de beta-ecdisona e selecionar a condicdo 6tima de

extracdo em termos de teor de beta-ecdisona no extrato. A partir dos resultados obtidos,

realizar o estudo da cinética de extracdo, determinar os pardmetros operacionais otimizados
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e estimar o custo de manufatura dos extratos. Esse trabalho foi submetido para ao periédico
Separation Science and Technology.

No Apéndice 1 € apresentada a descricio da unidade de extracdo utilizada na
realizacdo dos experimentos relativos aos Capitulos 2 e 3, bem como seu procedimento
operacional e procedimento para o preparo do leito de extragdo. Também sdo apresentados
os resultados experimentais dos Capitulos 2 e 3, procedimento de ajuste dos dados cinéticos
a um spline com trés retas e resultados da simulac@o do processo de PLE.

O Capitulo 4 — Equilibrio de fases a altas pressoes trata da fundamentacio tedrica
sobre os métodos experimentais utilizados para a determinag¢do do equilibrio de fases a
altas pressdes, mais especificamente sobre o método estdtico sintético; sobre o
comportamento de fases de fluidos pressurizados e sobre a modelagem termodinamica dos
dados de equilibrio obtidos. Também sdo apresentados os objetivos, geral e especificos, do
trabalho.

Foi realizado um estudo do equilibrio de fases' a altas pressdes dos sistemas
complexos L-4cido lactico + (propano + etanol) e L-dcido lactico + (CO; + etanol). Os
dados de equilibrio de fases a altas pressdes (Capitulo 5 — High-pressure phase
equilibrium data for the L-lactic acid + (propane + etanol) and L-lactic acid +
(carbono dioxide + etanol) systems) obtidos nessa etapa do projeto foram apresentados no
10™ International Symposium on Supercritical Fluids — ISSF 2012 e publicados como

trabalho completo nos Anais do Evento. Posteriormente, o artigo completo foi publicado no

! Esta etapa do trabalho foi realizada no dmbito do programa PROCAD 247/2007 envolvendo as IES:
UNICAMP (Coordenacdo Geral), URI e UFSC. Os dados experimentais foram determinados no Departamento
de Engenharia de Alimentos da URI sob a orientagdo dos professores Marcio Antonio Mazutti e Joé Vladimir
de Oliveira.
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The Journal of Supercritical Fluids 79 (2013) 27-31; nimero especial dedicado ao ISSF
2012.

Posteriormente foi realizada a modelagem termodindmica dos dados de equilibrio de
fases a altas pressdes usando a equagdo cubica de estado de Peng-Robinson (PR) com regra
de mistura quadrética de Van der Waals (vdW2) e com regra de mistura de Wong-Sandler
(WS): Capitulo 6 — Thermodynamic modeling of high-pressure equilibrium data for
the L-lactic acid + (propane + etanol) and L-lactic acid + (carbono dioxide + etanol)
systems. Esse trabalho foi submetido para publicacdo no periédico The Open Chemical
Engeneering Journal.

No Apéndice 2 é apresentada a descri¢do do aparato experimental utilizado para a
determina¢do dos dados de equilibrio de fases a altas pressdes apresentado no Capitulo 5,

assim como o procedimento experimental.
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Capitulo 1 — Extragdo a altas pressoes

CAPITULO 1 - EXTRACAO A ALTAS PRESSOES

1 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo usadas como alternativa no tratamento de diversas doencas.
Para que seus efeitos sejam elucidados, os extratos e 6leos voldteis de vdrias plantas t€ém
sido estudados a fim de avaliar as propriedades terapéuticas atribuidas pela medicina
popular (Silva, 2008).

Uma espécie que tem sido usada por milhares de anos nos paises asidticos € o
Ginseng, o qual pertence ao género Panax. Os principios ativos mais importantes do
Ginseng sdo as saponinas, compostas por diversos ginsendides que exercem indmeros
efeitos sobre o sistema imunolégico. No Brasil, as plantas do género Pfaffia, como Pfaffia
paniculata e Pfaffia glomerata pertencentes a familia Amaranthaceae, substituem as
plantas do género Panax. Estas plantas sdao conhecidas popularmente como “Ginseng
brasileiro” e sdo encontradas principalmente nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso,
Parana e Goias (Kim et al., 2003; Freitas et al., 2004; Leal et al., 2010).

O Ginseng brasileiro estd entre os maiores volumes de venda da industria nacional de
fitoterdpicos, apresenta uma série de efeitos sobre o sistema nervoso, mas € conhecido
principalmente por ser estimulante do aprendizado e da memodria (Qiao et al., 2005).
Comercialmente € acessivel sob a forma de cdpsulas contendo raizes em pd, misturadas ou
ndo com extratos etandlicos desta planta obtidos por métodos convencionais — por exemplo,
soxhlet (Matsuzaki et al., 2003).

Assim, tendo em vista as propriedades bioldgicas do extrato do Ginseng brasileiro,

este pode ser usado como ingrediente de alimentos funcionais. Neste contexto, a obtengao
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desses extratos utilizando fluidos supercriticos e liquidos pressurizados como solventes €
uma interessante alternativa para obté-los com alta qualidade sem gerar residuos toxicos.
Isso porque os processos de extracdo com fluidos supercriticos (SFE = Supercritical Fluid
Extraction) e com liquidos pressurizados (PLE = Pressurized Liquid Extraction) t€m se
caracterizado nos dltimos anos como tecnologias com diversas vantagens em relacdo aos
métodos convencionais (soxhlet, etc.) de extracdo, especialmente por serem tecnologias
limpas e seletivas, empregando menor tempo de processo.

Para paises em desenvolvimento, como o Brasil, agregar valor a matéria-prima
cultivada em territério nacional processando-a com uma tecnologia ecologicamente correta
representa a possibilidade de aumentar sua competitividade no mercado global de produtos
naturais. O estudo de plantas nativas e adaptaveis ao cultivo brasileiro proporciona um
conhecimento aplicdvel ao desenvolvimento auto-sustentdvel de comunidades locais, além
da exploracdo da biodiversidade da flora nacional (Meireles, 2008). Assim como a situacao
geografica, social e econdmica do pais podem refletir na abordagem da tecnologia. Por isso,
a exploracdo da SFE e PLE considerando as necessidades de paises em desenvolvimento,

pode levar a obten¢do de produtos de interesse para a populacdo local (Prado, 2010).

1.1  GINSENG BRASILEIRO

Dentre as diversas espécies de plantas medicinais estd o ginseng, o qual pertence ao
género Panax e é usado hd milhares de anos em paises asidticos como medicamento de cura
e tonico (Wu et al., 2005). O Panax ginseng C. A. Meyer, (popularmente chamado de
Ginseng asidtico, chinés ou coerano) e o Panax quinquefolius L. (também conhecido como

Ginseng americano) sdo as espécies de ginseng mais populares. Ha ainda o Panax
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notoginseng (Burk.) F. H. Chen, o Panax japanicus C.A. Meyer (Ginseng japonés) e o
Panax vietnamensis Ha et Grushv. (Ginseng vietnamense). Todas as espécies pertencentes
a familia Araliaceae sdo semelhantes, cujos rizomas e raizes sdo utilizados em preparacdes
na medicina popular (Rates e Gosmann, 2002; Qi, Wang e Yuan, 2011).

Tradicionalmente, s@o utilizadas as raizes do ginseng e encontram-se disponiveis na
forma branca ou vermelha, na qual a primeira € obtida por secagem natural apds a colheita
e a outra € obtida por secagem a quente (Qi, Wang e Yuan, 2011). Entre seus diversos
efeitos sobre o sistema nervoso, o ginseng € conhecido principalmente por ser um
estimulante do aprendizado e da memoria (Qiao et al., 2005).

No Brasil, vdrias espécies do género Pfaffia, pertencentes a familia Amaranthaceae,
sdo utilizadas em substituicdo ao ginseng (Panax ssp, Araliaceae), utilizado pela medicina
chinesa hd mais de trés mil anos como elixir da longa vida, devido a semelhanca na
morfologia das raizes destas espécies e aos efeitos adaptégenos atribuidos a elas, sendo
conhecidas como “Ginseng brasileiro” e “fafia”. Adaptégeno € o termo que define
substancias que aumentam a resisténcia inespecifica, permitindo ao organismo uma maior
adaptacdo aos esforgos fisicos e mentais (Magalhdes, 2000; Simoes, 2001; Neto et al.,
2005; Zimmer et al., 2006).

Entre essas espécies de Ginseng brasileiro sdo citadas: Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, Pfaffia iresinoides Sprengel e Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze (Shiobara et al.,
1993). Dos paises da América do Sul, o Brasil se destaca como o mais importante centro de
cultivo de plantas do género Pfaffia (Freitas et al., 2004), uma das plantas medicinais
nativas brasileiras mais empregadas nos dltimos anos. O uso do Ginseng brasileiro tornou-
se uma panacéia, sendo popularmente denominada “para-tudo”, “suma” ou ‘“‘corango”

(Oliveira, 1986). Os produtos sdo, geralmente, rotulados como P. paniculata ou Ginseng-
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brasileiro e as indicacdes fornecidas pelos fabricantes sdo: “revigorante, regenerador
celular, indicado para esgotamento fisico e mental e falta de memoria” ou “indicado como
auxiliar no tratamento de irregularidades circulatorias, estresse, anemia, diabetes...” ou
“indicado nos caso de fadiga fisica, intelectual e de indisposi¢do em geral; contribui no
tratamento de fraqueza sexual” (Rates e Gosmann, 2002). Porém muitas dessas alegacdes
necessitam de comprovagao cientifica.

Em funcdo da sua importancia na medicina popular, grande parte dos estudos que
envolvem o Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) (Figura 1.1) tem como objetivo elucidar
os efeitos farmacoldgicos dos extratos dessa planta. Grupos de pesquisa em todo o mundo
tém demonstrado que os extratos possuem potencial para o tratamento de inflamacdes
cronicas (Neto et al., 2005). Em relacdo ao sistema gastrointestinal de ratos protegem a
mucosa gastrica, diminui o nimero de lesdes, age no aumento do pH do duodeno e reduz as
secrecoes gastricas (Freitas et al., 2004). Possuem atividade anti-hiperglicemiante (Sanches
et al., 2001); atividade antinociceptiva (Freitas et al., 2009), atividade antimicrobiana
contra Leishmania braziliensis (Neto et al., 2004); atividade antioxidante (Sousa et al.,

2005) e efeitos sobre melanogénese (Nakamura et al., 2010).
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(b)

)

(a)
Figura 1.1. Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata): (a) partes aéreas (Foto tirada no Campo

experimental do CPQBA em outubro de 2011) e (b) raizes.

Existem vdrios estudos que descrevem os constituintes de diferentes espécies de
Pfaffia. Os principais componentes da P. paniculata incluem stigmasterol, sitosterol e seus
glicosideos, alantoina, nortriterpendides (como dcido pfafico e suas saponinas chamadas
pfaffosides A, B, C, D, E e F), triterpendides e ecdisteréides. Shiobara et al. (1993)
mostraram a presenca de um triterpendide (4cido glomérico) e um norterpendide (4cido
pfamérico) junto com ecdisterona (também chamada de beta-ecdisona), rubrosterona, acido

oleandico e B-glucopiranosil oleanolato em P. glomerata (Freitas et al., 2004).

11
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Pfaffia glomerata € a espécie de Ginseng brasileiro de maior importancia medicinal e
comercial (Figueiredo, 2004; Vigo et al., 2004; Zimmer et al., 2006). Sua acdo adaptogena
¢ atribuida a presenca dos fitoecdisterdides, em especial ao composto beta-ecdisona (Vigo,
Narita e Marques, 2003; Figueiredo, 2004), que ¢ utilizado como marcador quimico da
qualidade da matéria-prima (raizes) dessa espécie (Montanari, Magalhdes e Queiroga,

1999; Magalhaes, 2000; Zimmer et al., 20006).

1.1.1 Ecdisterona ou beta-ecdisona

Os ecdisterdides, em particular a ecdisterona (ou beta-ecdisona) [(28,36,55,22R)-
2,314,20,22,25-hexahydroxy-cholest-7-en-6-one] e seus derivados acetilados, regulam a
diferenciacdo dos queratindcitos. Essa diferenciacdo se traduz particularmente, em relagcao a
epiderme, aumentando a coesdo celular, regulando, favorecendo e/ou normalizando a
diferenciacdo dos queratindcitos. Contribuindo dessa forma para fornecer a pele um aspecto
mais liso e mais suave, além de restaurar, preservar e/ou reforcar a funcio protetora da pele
(Cortez, Truiti e Cortez, 1998).

Os principais constituintes ativos do ginseng brasileiro sdo as saponinas, as quais ja
foram identificadas por diferentes autores em diversos estudos. Segundo Shiobara et al.
(1993), a beta-ecdisona (CAS n° 8047-15-2) é caracterizada como o principal saponina da
espécie Pfaffia glomerata. Mais recentemente, Nakamura et al. (2010) identificaram 6
novos constituintes e 8 ja conhecidos, dentre os quais a beta-ecdisona apareceu em maior
quantidade (0,46 gramas de beta ecdisona por 100 gramas de extrato). Essa € tida como o
principal constituinte do Ginseng brasileiro em funcao de seu efeito adaptégeno (Zimmer et

al., 2006; Flores et al., 2009)
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A beta-ecdisona, (Figura 1.2), principal componente bioativo presente nas raizes de
Ginseng brasileiro, possui estrutura esteroidal e pertence ao grupo dos fitoecdisterdides

(Zimmer et al., 2006; Zheng et al., 2008; Flores et al., 2009).

Figura 1.2. Estrutura quimica da beta-ecdisona. Fonte: Zimmer et al. (2006).

Andlises feitas em raizes de diferentes acessos de Pfaffia glomerata mostraram teores
de beta-ecdisona variando de 0,15 a 0,75 %, mostrando que a espécie apresenta grande
variabilidade em relagdo ao acimulo deste metabdlito (Montanari, Magalhdes e Queiroga,
1999; Figueiredo, 2004; Freitas et al., 2004; Zimmer et al., 2006). Segundo Figueiredo et
al. (2004), essas variacdes no conteiido de beta-ecdisona podem ser devido as diferencas na

metodologia de andlise e nas condi¢des ambientais de cultivo.

1.1.2 Mercado

Devido aos resultados positivos obtidos em estudos acerca do Ginseng brasileiro
(Ming e Correa, 2002; Correa, Ming e Cortez, 2008), hd uma crescente demanda de raizes

desta planta para servir como material de estudo e de matéria-prima para medicamentos e
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z

complementos alimentares. Como o Ginseng brasileiro € uma espécie tropical perene,
nativa brasileira, que ndo suporta baixas temperaturas, o Brasil tem sido fornecedor desta
planta para diversos paises (Junior, 2005).

Sdao poucas as informagdes disponiveis sobre a quantidade produzida e
comercializada anualmente de Ginseng brasileiro e essas informagdes devem ser vistas com
reservas, pois a maioria da producdo € conseguida por extrativismo, principalmente na
regido noroeste do estado do Parand e vendida aos atacadistas de plantas medicinais que as
revendem para os mercados interno e externo. Foi estimado que apenas da bacia do alto Rio
Parana saiam 60 t/més, atingindo 720 t anuais (Ming e Correa, 2002). Em 2005, o preco de
raizes secas de Ginseng brasileiro pago pelo mercado atacadista de Sdao Paulo situou-se
entre R$ 8,00 e 10,00 por kg (Junior, 2005).

Os tltimos dados da exportacdo do Ginseng brasileiro sdo de 2004, quando foram
vendidas 190 toneladas do pé da raiz, confirmando a boa aceitagao do produto no exterior.
Acredita-se que esse volume seguramente deve ter aumentado nos ultimos anos. Dentre os
cinco “ginsengs” existentes no mundo (coreano, japonés, siberiano, norte-americano e a
fafia) o brasileiro é o que apresenta a maior possibilidade de expansao e crescimento, ja que
€ mais produtivo que as outras espécies. Atualmente 50 produtores cultivam a fafia, numa
area total de 60 hectares. Os principais cultivos estdo localizados no estado do Parand em
Queréncia do Norte ¢ Araucdria e a margem bruta de lucro da cultura chega a R$ 20.000,00

por hectare (Emater, 2011).
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1.2 EXTRACAO

A extracdo é uma operacao unitdria que tem por objetivo a separacao de determinadas
substancias a partir de diversas matrizes, s6lidas ou liquidas, por processos quimicos,
fisicos ou mecanicos. Quando se coloca em contato duas fases de composi¢des diferentes,
e, portanto com potenciais quimicos dos varios componentes diferentes, pode ocorrer a
transferéncia de massa dos componentes de uma fase para a outra. Esta é a base das
operacOes de transferéncia de massa. Se estas fases ficarem em contato durante tempo
suficiente, acabardo atingindo um estado de equilibrio no qual, além de temperatura e
pressdo iguais, os potenciais quimicos dos diversos componentes serdo iguais. E nesta
diferenca de composi¢cdo dos constituintes das fases na mistura que se baseiam algumas
operacdes unitdrias, tais como destilacdo, adsorcdo, absor¢do, separagdo por membranas,
extracdo solido-liquido, extragdo liquido-liquido, e também os processos de extracdo
envolvendo fluidos supercriticos (Prado, 2010).

Em processos de engenharia, a extracdo possui diversas aplicacdoes na remocdo de
contaminantes ou compostos indesejados dos alimentos como alcaldides e colesterol e na
recuperagdo de componentes de interesse dos alimentos e/ou matrizes organicas. Entre os
compostos de interesse encontram-se substincias antioxidantes, flavorizantes, corantes,
esterdides, entre outros (Leal, 2008).

O rendimento da extracdo de compostos de plantas € influenciado pelas condi¢cdes em
que o processo € realizado. A escolha do processo mais adequado depende de condi¢des
como temperatura, acdo mecanica (pressdo e agitacao) e tipo do solvente (Takeuchi et al.,

2009). Além disso, a matriz vegetal apresenta uma microestrutura complexa formada por

células, espacgos intracelulares, capilares e poros. A extracdo é influenciada pela estrutura
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molecular do soluto, tamanho, localizacdo e a ligagdo com outros componentes. As
caracteristicas quimicas do solvente e a estrutura e composi¢do da planta asseguram que
cada sistema matriz vegetal-solvente apresenta comportamento peculiar, o qual ndo pode
ser facilmente previsto (Veggi, 2009). Portanto, o estudo do comportamento de cada
sistema se faz relevante, uma vez que se deseja obter determinadas substancias de matrizes
vegetais.

A otimizacdo de processos de extracdo deve buscar a determinagdo do maior
rendimento com maior taxa de extracdo, com minimo consumo de energia e minimo
solvente residual, produzindo um extrato de alta qualidade quimica e sensorial (Badalyan,

Wilkinson e Chun, 1998).

1.2.1 Extracao sélido-liquido

A extracdo solido-liquido, ou extragdo com solvente, consiste na dissolugdo seletiva
por um solvente liquido dos compostos soldveis presentes em uma matéria sélida e
representa uma etapa importante de muitos processos industriais. E realizada como uma
fase inicial de preparo dos produtos a fim de disponibilizar o material extraivel contido nas
matrizes vegetais (Veggi, 2009). O exemplo mais importante é o setor de plantas
medicinais, das quais sdo extraidos principios ativos com as propriedades farmacoldgicas
para o tratamento de diversas patologias humanas, aplicdveis também em industria de
cosméticos e de perfume (Naviglio et al., 2007).

No inicio do processo o solvente entra nos capilares da matéria-prima dissolvendo o
extrato. Uma mudanga na concentrac¢io entre a solu¢do no material da extracdo e a solugcao

que cerca as particulas continuas ocorre em fungio da difus@o. Ao final do processo, uma
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determinada quantidade de solucdo composta por uma mistura de solvente e soluto extraido
¢ retirada ainda nas particulas continuas, razdo pela qual ndo é possivel realizar
praticamente nenhuma extra¢do por completo (Gamse, 2002).

Do ponto de vista industrial, alguns fatores devem ser avaliados antes de iniciar o
processo, uma vez que estes influenciam na taxa de extracdo (Takeuchi et al., 2009):

e Preparacdo do material sélido: Embora o soluto desejado possa estar sobre a
superficie das células, na maioria dos casos o soluto encontra-se nos espacos intracelulares,
capilares ou estrutura da célula. Assim, o sucesso da extracdo com solvente é dependente
das condi¢des do solido. Uma etapa de pré-tratamento que pode ser considerada € a
moagem da matéria-prima, que promove um aumento da drea de contato entre o solvente e
a matriz sélida;

e Umidade do material sélido: A 4gua presente na matriz pode competir com 0
solvente extrativo pela dissolu¢do do soluto, afetando a transferéncia de massa. Na maioria
dos casos, o material € seco em condi¢des que ndo causem a degradagdo dos compostos;

e Taxa de difusdo: Devido a complexidade da estrutura da célula e a existéncia de
poros e diferentes compartimentos no interior das células, a difusividade de materiais
biologicos tem uma denominagdo especifica: difusividade efetiva. Essa depende da
composi¢do e da posi¢cao do soluto na matriz sélida;

e Temperatura: Em geral, temperaturas elevadas sdo atrativas em processos de
extracdo. Altas temperaturas promovem um aumento na solubilidade do soluto no solvente,
aumentando a taxa de difusdo do soluto e, consequentemente, levando a uma maior taxa de

transferéncia de massa. Entretanto, na industria de alimentos, o uso de altas temperaturas
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pode gerar reacdes indesejadas que causam, por exemplo, a degradacdo de compostos
termolabeis;

e Escolha do solvente: A selecio do solvente de extracdao € baseada em diversos
fatores, tais como as propriedades fisico-quimicas, custo e toxicidade. A escolha do
solvente deve considerar caracteristicas como a seletividade e capacidade de dissolver o
soluto, assim como a tensdo interfacial, viscosidade, estabilidade, reatividade, toxicidade e
custo. Alguns solventes organicos tém restricdes quanto ao seu uso em alimentos devido a
toxicidade. Em termos de consumo humano, a presenca de alguns solventes como acetona,
etanol, acetato de etila, acetato de propila, 1- propanol e 2- propanol sdo aceitdveis em
percentagens residuais baixas, de acordo com as boas préticas de fabricacdo (BPF). Estes
sdo classificados como Classe 1 pela FDA (Food and Drug Administration). Outros,
classificados como Classe 2, tais como acetonitrila, cloroférmio, hexano, metanol, tolueno,
diclorometano e etil-metil-cetona podem ser usados sob condi¢des especificas e apresentam
limitagdes para aplicagdo em produtos alimenticios e farmacéuticos devido sua toxicidade
inerente. Os solventes que compreendem a Classe 3 sdo bezeno, tetracloreto de carbono,
1,2- dicloroetano, 1,1-dicloroetano e 1,1,1-tricloroetano e nao devem ser usados devido sua
toxicidade inaceitdvel e seus efeitos deletérios ao meio ambiente.

Dentre os métodos de extracdo solido-liquido mais aplicados a obtencdo de
compostos bioativos a partir de matrizes vegetais encontram-se Soxhlet, hidrodestilacio e
maceracdo (Wang e Weller, 2006). Em geral, através destes métodos, muitas toneladas de
matéria-prima sao necessdrias para obter alguns gramas de metabolitos secundérios, que em
pequenas quantidades nao forneceriam nenhum papel fisiolégico vital. A fim de explorar os
recursos oferecidos pela planta, novas técnicas de extracdo sdo desenvolvidas para obter

tais metabdlitos secundarios com finalidades comerciais (Poirot et al., 2006).
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1.2.1.1 Extrag¢do com fluido supercritico (SFE)

O processo de extracdo com fluido supercritico (SFE) é uma operacdo unitdria por
contato que se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-quimicas dos fluidos
supercriticos: alto poder de solvatacdo, alto coeficiente de difusdo, baixa tensdo superficial

e baixa viscosidade (Brunner, 1994).

Fluidos supercriticos

Um fluido supercritico (SCF = Supercritical Fluid) pode ser definido como uma
substancia na qual sua temperatura e pressao estdo acima dos valores criticos (Figura 1.3).
Entretanto, essa definicdo é de uso limitado, uma vez que nenhuma informacgdo é dada
sobre a densidade da substincia. Assim pode ser descrito, de forma mais pritica, como
qualquer substancia que se encontra na temperatura, pressdo e densidade acima de seus
valores criticos (Darr e Poliakoff, 1999).

Préximo da densidade critica, fluidos supercriticos apresentam propriedades que
estdo muitas vezes entre aquelas de um liquido e um gds. Por exemplo, um fluido
supercritico pode ser relativamente denso e dissolver certos sélidos, exibindo alta
difusividade e baixa viscosidade. Ainda, fluidos supercriticos sdo altamente compressiveis
e a densidade pode ser alterada ao longo de uma vasta faixa de pressdo e temperatura
(Figura 1.4). Esta propriedade pode ser explorada, por exemplo, na separagao de produtos
reacionais ou no fracionamento de polimeros. Dentre os SCFs o di6xido de carbono (CO,)

tem sido amplamente usado, uma vez que sua utilizacdo pode acarretar em alguns
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beneficios reais, como, a reducao da utilizacdo de solventes organicos toxicos e a facilidade

da separagdo do solvente.

SCF

Liquido

Pressao
)
1

Sélido

Cc
Temperatura

Figura 1.3. Diagrama de fases P-T para uma substincia pura, onde C € o ponto criticoe T é
o ponto triplo. Fonte: adaptado de Cooper (2000).

Quando um liquido € aquecido acima de sua temperatura critica a uma pressao que
exceda sua pressao critica, a transicao de liquido para fluido supercritico é continua (Figura
1.4). Entretanto, sob condi¢des apropriadas (logo abaixo da temperatura e pressao critica), o
CO; liquido pode ser considerado como um fluido “proximo da condicdo critica”, o qual
apresenta propriedades semelhantes as dos SCFs (baixa viscosidade e densidade). Como
consequéncia, o CO; liquido préximo de sua condi¢do critica demonstra um grau de
compressibilidade limitado e suas propriedades podem ser “ajustadas” em funcdo da
pressdo. Uma vantagem pratica de se trabalhar com CO, liquido é que densidades
relativamente altas podem ser encontradas em pressdes moderadas, por exemplo, a

densidade do CO; liquido a 20 °C € de 0,84 g.cm’3 em pressdes acima de 75 bar.
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Figura 1.4. (a) Demonstracdo grafica da variacdo da densidade do CO, puro. (b)

Representacdo esquemdtica da variacdo a partir do equilibrio gas-liquido (T < T.) para
fluido supercritico (T > T.), onde a substancia € aquecida até sua temperatura critica na

pressdo acima da P.. Fonte: adaptado de Cooper (2000).

Neste sentido, a aplicagdo de solventes em condi¢do supercritica € baseada na
observacdo experimental de que muitos gases apresentam melhoria significativa de seu
poder de solubilizacdo quando submetidos a altas pressdes (Mchugh e Krukonis, 1994).

Fluidos em estado supercritico apresentam propriedades de transporte, como
difusividade e viscosidade, com valores intermedidrios entre as dos gases e dos fluidos
(Brunner, 2005). Faixas de valores de densidade, difusividade e viscosidade de compostos
em diferentes estados de agregacdo estdo dispostas na Tabela 1.1, na qual a pressdo €
indicada pela letra P, a temperatura pela letra T e o subindice ¢ refere-se a condi¢do
supercritica.

Estas propriedades tornam os fluidos supercriticos interessantes para processos de

extracdo ja que a alta densidade proporciona a eles um poder de solvatagdo semelhante ao

apresentado pelos liquidos, enquanto a alta difusividade e a baixa viscosidade permitem
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alto poder de penetracdo em diferentes matrizes, propriedade essa apresentada pelos gases

(Rizvi et al., 1986), o que favorece a transferéncia de massa no processo de extracao.

Tabela 1.1. Propriedades caracteristicas de gases, liquidos e fluidos supercriticos (Brunner,

2005).

Estado do fluido Densidade (kg/m3) Difusividade (m2/s) Viscosidade (kg/m.s)

Gasoso
P=1atm
T=298-303K

0,6-2,0 (0,1-0,4) x 10 (0,6-2,0) x 107

Liquido
P=Ilatm
T=298-303k

600-1600 (0,2-2,0) x 10” (0,2-3,0) x 107

Fluido Supercritico
P=P,, T~T, 200-500 0,7 %107 (1-3) x 107
P=4P,, T~T, 400-900 0,2% 107 (3-9) x 107

Processo de extragdo supercritica

A extracdo supercritica de plantas € um processo baseado no contato entre um leito
fixo de material vegetal moido com um solvente em estado supercritico, sendo um processo
de separacgdo fisico-quimica que remove um soluto ou uma mistura de solutos da fase sélida
(matriz vegetal), e consiste em duas etapas principais: extracdo e separacdo do extrato do
solvente (Diaz e Brignole, 2009).

A etapa de extracdo se inicia quando o solvente no estado supercritico € bombeado
através do extrator, escoando continuamente através da matéria-prima sélida, a qual

absorve o fluido, dilatando sua estrutura celular e diminuindo a resisténcia ao transporte de
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massa, facilitando a solubilizacdo dos compostos que sdo transportados para a superficie do
sOlido, escoando para a saida do extrator.

A etapa de separacdo do extrato do solvente ocorre quando a pressdo do fluido é
reduzida por uma vdlvula de expansdo, localizada apds o extrator, diminuindo
drasticamente seu poder de solubilizagdo quando expandido a estado gasoso, € o soluto
(extrato) precipita em um separador onde sua quantidade pode ser medida (Brunner, 1994).

Na etapa de extracdo, as condicdes de operacdo, temperatura, pressao e utilizacdo de
cossolvente ou ndo, sdo selecionadas para maximizar os rendimentos nos compostos de
interesse, enquanto que na separacao o nivel de solubilidade é reduzido para assegurar a
precipitacdo do extrato e possibilitar a reciclagem do fluido supercritico (Quispe-Condori,
2005). A etapa de separagdo pode ser realizada por descompressao, variacao de temperatura
e adsor¢do. Em escala laboratorial, a separacdo pode ser realizada a pressao atmosférica e o
solvente pode ser descartado ao ambiente, € em escala maior, o solvente deixa o dispositivo
de coleta em pressdes bem acima da pressao atmosférica, embora bem abaixo da pressao de
operacao, e é resfriado para recirculacgao.

O CO; ¢ o solvente mais usado para a extracdo supercritica por estar disponivel em
alta pureza, ser barato, ndo téxico, ndo inflamével e de facil remocdo do soluto, pois é
removido pela simples expansdo a pressdo ambiente. Suas propriedades criticas sdo
relativamente baixas, o que o torna favordavel como solvente de extracdo de compostos
termosensiveis, uma vez que nio sdo necessariamente expostos a altas temperaturas (que
podem induzir alteracdes em sua composi¢do) e nem as altas pressdes de operacdo. Ha
assim redugdo de investimento e, consequentemente, os custos de manufatura (Uquiche,

Del Valle e Ortiz, 2004; Brunner, 2005; Vasconcellos, 2007).
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O estudo de processos SFE deve envolver a interacio complexa entre a
termodindmica (solubilidade) e a cinética de extracdo (transferéncia de massa) (Badalyan,

Wilkinson e Chun, 1998; Rosa e Meireles, 2009).

1.2.1.2  Extragdo com liquido pressurizado (PLE)

Recentemente, o interesse por novas técnicas de extra¢do que nio agridam o ambiente
e produzam produtos seguros t€ém aumentado. Uma técnica que vem sendo estudada e que
atende a estes requisitos € a extragdo com liquido pressurizado, a qual consiste na aplicacdo
de pressdao durante o processo de extracdo e permite o uso de temperaturas acima da
temperatura de ebuli¢do dos solventes, sem atingir o ponto critico (Nieto et al., 2010). Estas
condi¢des melhoram a solubilidade do soluto no solvente e a cinética de dessorcdo a partir
da matriz sélida (Ju e Howard, 2003).

A PLE baseia-se na utilizacdo de solventes organicos que sao submetidos a alta
temperatura e pressdo a fim de extrair determinados compostos de matrizes sélidas ou
semissOlidas em um curto tempo e com a utilizagdo de pequena quantidade de solvente.

A PLE utiliza uma vasta faixa de condicdes na regiao do liquido comprimido, situado
a esquerda da curva de liquido saturado e abaixo da linha da temperatura critica (Tc), como
mostrado no diagrama de pressido-volume do etanol (Figura 1.5). Nesta regido, os liquidos
sdo altamente incompressiveis e quando os solventes sdao submetidos a mudangas de
pressdao a uma temperatura constante, sua densidade e poder de solvatacdo nao sdo afetados
significativamente. No entanto, o aumento da temperatura melhora a eficiéncia da extracao
uma vez que promove o aumento das taxas de transferéncia de massa e de difusdo (Osorio-

Toboén e Meireles, 2013).
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Figura 1.5. Diagrama Pressdo-Volume para o etanol, calculado pela equacdo de estado de

Peng-Robinson (Osorio-Tobon e Meireles, 2013).

A principal vantagem deste método de extragcdo consiste na utilizacdo de temperaturas
acima do ponto de ebulicdo (80 a 200 °C) dos solventes os quais sdo pressurizados
normalmente de 3,5 a 20 MPa, de forma a serem mantidos no estado liquido (Osorio-Tob6n
e Meireles, 2013). Os altos valores de temperatura aumentam a solubilidade, taxa de
difusdo e transferéncia de massa enquanto os valores de viscosidade e tensdo superficial do
solvente sdo menores do que aqueles a temperatura ambiente. Além disso, a alta
temperatura a energia de ativagc@o de dessor¢do € superada mais facilmente e as cinéticas de
dessorc¢ao e solubilizacdo sdo mais favoraveis (Huie, 2002). Este método de extracdo, assim
como a SFE, utiliza ambiente livre de oxigénio e luz, o que tem promovido sua ampla
utilizagdo na extracdo de compostos bioativos (Stalikas, 2007).

A PLE apresenta vantagens como curto tempo de extracdo (entre 15 e 45 minutos) e

baixo consumo de solvente em relagdo as técnicas de extracdo convencionais (Wijngaard,
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Ballay e Brunton, 2011). Outra vantagem em relacdo as demais técnicas de extracdo
emergentes, como extragdo assistida por ultrassom ou microondas, é que PLE ndo se limita
ao uso de solventes que absorvam tais ondas. As principais limitacdes desse método, assim
como acontece com outras técnicas sdo: baixa seletividade de extracdo que permite a
coextracdo de compostos indesejados e, em alguns casos, o extrato obtido pode estar muito
diluido, principalmente se vérios ciclos de extracdo forem empregados (Nieto et al., 2010).

Os parametros que afetam significativamente a PLE sdo o solvente de extragdo,
temperatura, pressao, tempo de extracdo estdtico, nimero de ciclos de extragdo e massa da
amostra. Cada parametro pode ser otimizado separadamente ou usando técnicas de
delineamento experimental (Nieto et al., 2010).

Ju e Howard (2003) estudaram o efeito do solvente e da temperatura na PLE de
antocianinas e compostos fendlicos da casca de uva vermelha. Observaram que o uso de

3

dgua acidificada a altas temperaturas (80-100 °C), que é um solvente “verde” foi tdo
efeitiva quanto metanol a 60 % acidificado na extracdo de antocianinas. J4 para compostos
fendlicos, o maior rendimento foi obtido quando a mistura metanol: acetona: dgua: HCI
(40:40:20:0,1) foi usada.

Santos et al. (2011) também utilizaram PLE para extracdo de antocianinas a partir de
cascas de jabuticaba e a melhor condi¢do de extracdo estabelecida foi: a pressdao de 5 MPa,
temperatura de 80°C, tempo estatico de 9 minutos e a vazdo de solvente foi 1,67 mL/min
(por 12 minutos) (Santos e Meireles, 2011).

No estudo realizado por Srinivas et al. (2011), foram avaliados os efeitos da
temperatura, tipo de solvente e presenca de 4cidos organicos sobre a extragdo de

flavonoides e antocianinas do bagaco de uva (Vitis labrusca L) utilizando PLE. A mistura

de etanol:dgua a 80 % mostrou-se como solvente 6timo para a extracdo de antocianinas (na
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presenca de dcido acético) e flavonoides (sem &4cido acético). A temperatura Otima para
extracdo de antocianinas e flavonoides foi 85,4 °C e 124 °C, respectivamente. Sob
condi¢Oes Otimas, a PLE apresentou rendimento 158 % maior que extracao com solvente
convencional (Srinivas et al., 2011).

A PLE foi estudada para extracdo de compostos voldteis de folhas de curcuma
(Curcuma domestica) e as condi¢des 6timas de extracdo obtidas foram 147 °C, 7150 kPa e
17 min de tempo estdtico. Sob estas condi¢cdes PLE mostrou-se vantajosa em relacdo aos
métodos convencionais (hidrodestilacao e Sohxlet), pois apresentou o melhor rendimento e

requeriu menor tempo de extragcdo e quantidade de solvente (Zaibunnisa et al., 2009).

1.2.2 Solubilidade

A massa de soluto dissolvido em um solvente depende das similaridades e
diferengas nas propriedades termodindmicas e estruturais do soluto e do solvente.
Biomoléculas e misturas multicomponentes devem ser caracterizadas previamente antes de
se analisar sua solubilidade em solventes supercriticos, a fim de conhecer as interacdes
entre os solutos e destes com o solvente. E possivel, também, conhecer as interacdes entre a
matriz bioldgica inerte ao solvente (estrutura celulésica) e soluto. No entanto, para os
extratos vegetais, por possuirem composicdo quimica complexa, chegando a conter
centenas de compostos, este tipo de estudo torna-se intrincado. Por outro lado, o
comportamento de misturas complexas pode ser predito através do estudo de sistemas mais

simples, bindrios ou ternarios (Prado, 2010).

27



Capitulo 1 — Extragdo a altas pressoes

A solubilidade € um parametro de grande relevancia na determinacdo das condi¢cdes
de operacdo enquanto que a seletividade permite a obten¢do de informacdes acerca da
qualidade e composicado dos extratos (Franca et al., 1999).

O equilibrio de fases determina os limites para a transferéncia de massa entre
diferentes fases envolvidas em processos de separacdo, como a extracio com fluido
supercritico. Além da temperatura e da pressdo, outros fatores devem ser considerados para
a determinacdo da solubilidade. Entre estes cita-se o tamanho da molécula e a
funcionalidade do soluto, a funcionalidade do solvente, a pressdo de vapor do soluto, as
interacdes moleculares existentes no sistema, as quantidades envolvidas e a complexidade
do sistema (Brunner, 1994).

A seletividade do solvente por determinados componentes de uma mistura pode ser
controlada mediante o ajuste das condi¢des de temperatura e pressdo do processo, dentro da
regido supercritica. A defini¢do das condi¢des de extracdo (temperatura e pressao) indica o
poder de solvatacdo do solvente. Assim, quanto maior o poder de solvatacdo, maior nao
somente a solubilidade de um determinado composto, como o nimero de compostos
solubilizdveis de uma mistura. Assim, alta solubilidade significa baixa seletividade e vice-
versa (Brunner, 1994; Franca et al., 1999).

A condi¢cdo de equilibrio em sistemas com fluidos pressurizados fornece
informacdes sobre a capacidade do solvente de solubilizar substiancias no equilibrio
termodinamico (Brunner, 1994):

e Composicdo em equilibrio na fase liquida;
e Secletividade do solvente (habilidade do solvente em solubilizar seletivamente um ou

mais compostos da mistura).
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1.2.3 Rendimento Global (X,)

O rendimento global (Xj) é definido como a quantidade de material solivel que pode
ser extraida de uma determinada quantidade de matéria-prima em uma dada pressdo e
temperatura de extracdo, expressa como a relacdo entre a massa de material soldvel pela
massa de matéria-prima sé6lida (Meireles, 2003). No calculo do rendimento global (Eq. 1.1)
a quantidade de material extraivel é calculada como a relacdo entre a massa total de extrato

(Mexrraro) € @ massa inicial da amostra em base seca (Muosrra 5.s.) €M base seca.

M
X, = (%) 100 Eq. (1.1)

amostra b.s.

O X, também considera as interacdes de um sistema pseudoterndrio, e ainda que a
solubilidade do extrato no fluido supercritico ndo possa ser determinada através de
experimentos de rendimento global, este dado pode ser utilizado como um indicativo de
solubilidade (Rodrigues et al., 2002). O X, é mais util na selecdo de temperatura e pressao
do processo de extracdo, uma vez que se pode empregar menor tempo para sua
determinag¢do quando comparado ao método dindmico de determinac¢do da solubilidade
(Rodrigues et al., 2002; Sousa et al., 2005).

O X, depende das caracteristicas da matéria-prima, mas também da forma como o0s
compostos nela presentes interagem com o solvente. Portanto, o X, estd diretamente ligado
a duas propriedades fisico-quimicas: densidade do solvente e pressdo de vapor e/ou
sublimacao do soluto (Brunner, 2005).

De forma geral, o comportamento do X, com a pressdao e temperatura permite

visualizar o comportamento da solubilidade do extrato, proporcionando as informacdes
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necessdrias para a selecdo das condi¢des operacionais de extracdo. Além disso, € usado
como um dado experimental importante na aplicagdo dos diversos modelos matematicos

(Prado, 2010).

1.2.3.1 Modificadores ou cossolventes

O diéxido de carbono possui limitada habilidade de dissolver moléculas polares,
mesmo a elevadas densidades. Portanto, uma alternativa para modificar sua polaridade é a
adicao de pequenas quantidades de substancias polares, tais como dgua e etanol (Reverchon
e De Marco, 2006).

Desta forma, a adicdo de cossolventes provoca um incremento de polaridade do
solvente de extracdo, contribuindo para o aumento da eficiéncia do processo nos casos em
que os compostos que se pretende isolar sdo substdncias com maior polaridade, como
acontece com boa parte das substincias com propriedades antioxidantes (Ko, Weng e
Chiou, 2002). Neste caso, as isotermas de rendimento global podem apresentar
comportamento muito mais complexo do que o apresentado para sistemas apenas com CO;
como solvente, com mais de uma pressdo de inversao (Leal et al., 2008; Takeuchi, 2009).

O uso de cossolventes acrescenta uma etapa ao processo de extra¢do, no caso da
extracdo supercritica, que € a remog¢ao de solvente no extrato final. Porém, as quantidades
de cossolventes utilizadas sdao geralmente reduzidas, mantendo assim todas suas vantagens

(Braga et al., 2003).
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1.2.4 Cinética de Extracao

A curva global de extracdo (OEC = Overall Extraction Curve) consiste na fungao
entre a massa de extrato ou rendimento acumulado e o tempo de extracdo ou a quantidade
de solvente utilizada (Brunner, 1994). Uma OEC (Figura 1.6) descreve o processo de SFE,
fornecendo informagdes sobre o comportamento cinético da extracdo, possibilitando a
determina¢do do tempo requerido para uma batelada (ciclo de extracdo) mais vidvel para

um processo.

Quantidade total de extrato

Quantidade de extrato

Tempo, Quanitdade de solvente

Figura 1.6. Curva de extracao tipica de processo supercritico apresentando os trés periodos
caracteristicos: taxa de extracdo constante (CER), taxa de extracdo decrescente (FER) e

periodo difusional (DC). Fonte: adaptado de Brunner (1994).

Ao longo do processo SFE, a taxa de obtencdo do extrato ndo € uma funcao linear no
tempo, como pode ser observado na Figura 1.6 uma OEC tipica pode ser descrita por trés

etapas (Vasconcellos, 2007; Meireles, 2008):
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Etapa de taxa constante de extracdo (CER = Constant Extraction Rate): periodo em
que ocorre extracdo do soluto mais facilmente acessivel da superficie externa das particulas
ou que foi liberado pelas células rompidas durante o pré-processamento (moagem). Nesta
etapa a resisténcia a transferéncia de massa encontra-se majoritariamente no filme externo
proximo a superficie da particula, prevalecendo a transferéncia de massa por convecgao.
Em geral a taxa de extracdo é aproximadamente constante, e pode ser caracterizada pelos
seguintes parametros: tcgr (duragdo do periodo CER), Ycgr (razdo mdssica de soluto por
solvente na saida do leito no periodo CER), Mcgr (taxa de transferéncia de massa no
periodo CER) e Rcgr (rendimento no periodo CER);

Etapa de taxa decrescente de extracdo (FER = Falling Extraction Rate), na qual
aparecem falhas na camada superficial do soluto que recobre as particulas, ou o nimero de
células rompidas ndo € mais uniforme, o que leva a uma resisténcia a transferéncia de
massa na interface sélido-fluido. Nesta etapa a taxa de extra¢do decresce rapidamente como
resultado da diminuicdo da 4rea efetiva de transferéncia de massa, e passa a ser
significativo o processo de transferéncia de massa por difusdo. Nesta fase de transicdo, a
resisténcia a transferéncia de massa encontra-se concomitantemente na fase sélida e na fase
fluida, e tanto a convecg¢ao quanto a difusdo sao importantes;

Etapa difusiva (DC = Diffusion Controlled), na qual ndo h4d mais soluto de facil
acesso recobrindo a superficie das particulas. A taxa de extracdo € determinada pela difusao
do solvente para o interior das particulas sélidas seguida da difusdo da mistura soluto +
solvente para a superficie das particulas, caracterizando uma etapa lenta do processo de

extracdo.
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Segundo Meireles (2008) uma OEC pode ser descrita por um ajuste de retas, o qual
pode ser realizado através de um spline linear. A massa de extrato (ou rendimento) pode ser
calculada a partir da Equagdo 1.2, para cada uma das diversas retas.

i=N—1 i=N
Mmexr (t) = | bo — tiGitq |+ a;t Eq. (1.2)

Onde mgyr (t) € a massa do extrato recuperada (ou o rendimento da extracdo); b;
para i = 0,1,2... sdo os coeficientes lineares e a; para i = 1,2... sdo os coeficientes angulares
das retas ajustadas (1,2...N); t; para i = 1,2...N - 1 € a intersec¢ao entre essas retas; assim, t;
€ o tempo de intersec¢do entre a primeira e a segunda retas; e t € o tempo de extracdo.
Entdo, para trés retas, aplicacdo da Equacgdo 1.2 resulta em:

Para 7 <1, isto é, para a primeira reta ou periodo CER, tem-se:

MexT (t) = bo + alt Eq (13)

Para 1} <1< 1, isto é, para a segunda reta ou periodo FER, tem-se:

mexr (t) = (bg — t1az) + (ag + ay)t Eq. (1.4)

Para t 1, isto €, para a terceira reta ou periodo DC, tem-se:

mexr (t) = (bg — tia; — tyaz) + (a; + a; + az)t Eq. (1.5)

Para OECs caracterizadas pelas trés etapas de extracdo (periodo CER, FER e DC),
um ajuste de trés retas € utilizado. Para curvas onde os trés periodos ndo estdo claramente

definidos, um ajuste de duas retas mostra-se mais adequado. Quando a resisténcia a
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transferéncia de massa esta totalmente localizada na fase fluida (solvente + soluto) ha
apenas uma reta; quando hd resisténcia em ambas as fases, fluida e sélida (estrutura
celuldsica + soluto) a OEC segue um formato exponencial (Brunner, 2005).

A inclinagdo da primeira reta representa a taxa de transferéncia de massa da etapa
CER, Mcgr. Apesar de Mcgr poder ser determinada pela solubilidade no equilibrio, uma
reta pode também ser causada por uma resisténcia constante a transferéncia de massa,
portanto, ndo se pode afirmar que a condi¢do de equilibrio foi atingida durante a extragao
(Brunner, 2005). Para garantir que o equilibrio seja atingido, é necessdrio realizar varios
experimentos com variagdo de vazdo (Rodrigues et al., 2002). Sendo assim, Ycgr €
definido como a razao de massa de soluto na fase supercritica na saido do extrator durante o
periodo CER, e é obtido dividindo Mcgr pela vazao média de solvente durante o periodo
CER.

O tempo correspondente a intersec¢do das duas primeiras retas (t;) € denominado
tcer € pode ser utilizado como estimativa inicial do tempo minimo de duragdo de um ciclo
de SFE. O rendimento relativo ao periodo CER, denominado Rcgr, é 0 rendimento minimo
esperado do processo SFE para dada temperatura, pressdo, vazdo de solvente e pré-
processamento de matriz vegetal. O tempo correspondente a intersec¢do entre a segunda € a
terceira retas € denominado tpgr geralmente o tempo de ciclo mais favoravel do ponto de
vista econdmico estd localizado entre tcgr € trer (Meireles, 2008). Em alguns casos, quando
o rendimento € muito baixo durante o periodo CER, define-se o tcgrz, sendo este a
interseccdo entre a primeira e a terceira reta, o que pode representar uma estimativa inicial

de tempo de ciclo mais apropriada do que o tcgr (Leal, 2008).
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O processo de PLE também € caracterizado pela OEC, onde os parametros cinéticos
sdo obtidos através do ajuste de retas da mesma forma que a SFE (Osorio-Tobén e

Meireles, 2013).

1.3 SIMULACAO DE PROCESSOS

A simulacdo de processos é uma ferramenta muito utilizada por diversas dreas da
engenharia, dando oportunidade para se trabalhar de forma otimizada, uma vez que permite
a reducdo do tempo necessdrio para o desenvolvimento de processos. Ela permite a
comparacdo entre alternativas de processos em uma base consistente na qual um grande
nimero de informagdes processadas podem ser sintetizadas e analisadas interativamente em
pouco tempo (Rouf et al., 2001).

Os simuladores de processos sdo usados principalmente para avaliar cendrios e para
otimizar processos integrados. Esses podem ser aplicados em diversos estidgios durante o
processo da comercializagdo, sendo também utilizados na sele¢do do projeto baseados na
andlise econdmica ou em outra exigéncia critica do processo. O simulador permite o ajuste
do processo e das condicdes operacionais permitindo que uma industria reduza os custos e
o tempo da utilizacdo de laboratério e planta piloto (Jully et al., 2004).

O simulador de processos SuperPro Designer® ¢ um moderno software de
processos industriais, constituido de médulos que representam, na quase totalidade, os
processos das indudstrias quimicas e de alimentos, incluindo separadores, trocadores de
calor e bioreatores. O software oferece uma vasta selecio de métodos para calculos
facilitando a dificil tarefa de desenvolver e desenhar o projeto de processos (Aradjo et al.,

2004). O método principal do programa é que este executa suas simulacdes através dos
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procedimentos da unidade na qual um conjunto de operagdes ocorre sequencialmente em
uma parte do equipamento.

O software SuperPro Designer® permite que o usudrio analise operagdes unitdrias
basicas individuais, mas com a flexibilidade de combinar estas operacdes unitdrias para
uma andlise holistica e integrada. Varios tipos de configuracdes do processo podem ser
estudados, e o impacto visual € fornecido primeiramente pelo fluxo de diagramas
esquematicos produzidos pelo usudrio. O software ainda permite a documentacao detalhada
dos resultados, gerando relatérios tanto de avaliacdo econdmica quanto de dados de entrada
e saida (Flora, Mcanally e Petrides, 1998).

O processo de extracdo em escala de laboratdrio pode ser transferido com sucesso
para uma escala piloto, no entanto, uma avaliacdo econdOmica deve ser realizada
anteriormente (Kotnik, Skerget e Knez, 2007).

A partir dos dados de rendimento e qualidade do extrato (composicdo quimica e
funcionalidade) em cada tempo de operacdo de extra¢do obtidos pela OEC e também a
partir dos parametros de processo na etapa CER, em que o soluto é mais acessivel, é
possivel otimizar o processo e estudar o aumento de escala para diferentes tamanhos de
unidades laboratoriais. E assim validar os critérios de aumento de escala e estimar o custo

de manufatura (Albuquerque, 2013).

14  JUSTIFICATIVA

Virios estudos farmacoldgicos e medicinais t€ém apresentado as propriedades dos
extratos obtidos a partir das raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) como, por

exemplo, propriedades analgésicas, anti-inflamatérias (Neto et al., 2005), anti-glicémicas

36



Capitulo 1 — Extragdo a altas pressoes

(Sanches et al., 2001), anti-microbianas (Neto et al., 2004), entre outras. Sendo o principal
foco desses estudos a avaliagdo das propriedades do extrato e ndo necessariamente a técnica
de extracdo utilizada para a obtencgdo dele.

Geralmente esses extratos sdo obtidos por extracdo com solventes organicos
(Nishimoto et al., 1984; Shiobara et al., 1993), como metanol e cloroférmio, que sao
téxicos e deixam residuos no produto final. Existem estudos nos quais foram utilizados
etanol e dgua aquecida (Freitas et al., 2004), no entanto o rendimento foi extremamente
baixo, havendo a necessidade de remocdo do solvente por liofilizagdo o que implica em
maior custo e gasto energético.

Com base no potencial desses extratos, o grupo de pesquisa LASEFI vem explorando
essa raiz em diversos trabalhos com o objetivo de obter produtos com diferentes
propriedades e aplicacOes utilizando diferentes técnicas de extrag@o a altas pressoes (Leal et
al., 2010; Santos, Albarelli e Meireles, 2012; Santos, Barbosa, Vardanega, Albarelli, et al.,
2013; Santos, Barbosa, Vardanega, Sgomes, et al., 2013; Santos, Vardanega, et al., 2013).

No estudo da SFE das raizes de Ginseng brasileiro realizado por Leal ef al. (2010)
foram avaliadas as temperaturas de 30 e 50 °C e as pressoes de 10, 20 e 30 MPa. A melhor
condicdo de extracao foi a 50 °C e 20 MPa, em que foi conduzido o estudo cinético com a
utilizacdo de etanol como cossolvente. Em termos de rendimento em extrato (base seca),
esse foi maior quando utilizado 10 % de etanol (0,52 %). Nesse mesmo estudo também foi
realizada a quantificacdo de beta-ecdisona, chegando a 4,6%. Porém os resultados obtidos
ainda sdo baixos.

Santos et al. (2012) realizaram o estudo da PLE das raizes de Ginseng brasileiro, a 60
°C e 12 MPa, no qual o foco do trabalho foi a simulag¢do do processo. Os resultados obtidos

foram satisfatérios, porém ainda sdo necessarios mais estudos com o objetivo de otimizar
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todas as etapas do processo de obten¢dao do extrato e também com o objetivo de realizar
andlises quimicas dele.

A presenga de saponinas nas raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) favorece
a formacgdo de emulsdes, portanto técnicas de extracdo convencionais ndo sdo adequadas
para obtencdo do extrato. Estudos mostraram que a utilizando a técnica de PLE foram
obtidos extratos com propriedades surfactantes satisfatdrias para a preparagao de emulsoes
contendo 6leos essenciais (Santos, Barbosa, Vardanega, Albarelli, et al., 2013; Santos,
Barbosa, Vardanega, Sgomes, et al., 2013).

Nesse sentido, o estudo de extracdes a altas pressdes (SFE e PLE) das raizes de
Ginseng brasileiro sdo de grande valia, principalmente em termos de quantificacao de beta-
ecdisona, que € o principal componente com atividade bioldégica dessas raizes empregado

em formulagdes cosméticas e farmacoldgicas.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Estudar e otimizar a extracdo de beta-ecdisona das raizes do Ginseng brasileiro
(Pfaffia glomerata) utilizando fluidos supercriticos (SFE) e liquidos pressurizados (PLE),

utilizando CQO,, etanol e a mistura etanol:dgua (80:20) como solventes.
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1.5.2 Objetivos especificos

- Extrag¢do com fluidos supercriticos (SFE):

Realizar ensaios exploratérios da cinética de extracdo das raizes do Ginseng brasileiro
utilizando SFE com cossolvente em diferentes condicdes, com o objetivo de avaliar o
comportamento do processo através das curvas globais de extra¢do e da quantificacdo do
teor de beta-ecdisona.

Definir a relagdo S/F, onde S € a massa de solvente e F a massa de alimentacdo, a ser
utilizada na proxima etapa deste trabalho.

- Extragdo com liquidos pressurizados (PLE):

Determinar as isotermas de rendimento global para uma relacio pré-fixada de S/F, em
trés temperaturas, 333, 363 e 393 K, utilizando seis valores de pressdo, 8, 10, 15, 20, 25 e
30 MPa.

Determinar o teor de beta-ecdisona e atividade antioxidante dos extratos obtidos
através de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) e espectrofotometria,
respectivamente.

Selecionar a melhor condi¢do de extracdo (temperatura, pressdo € solvente), em
relacdo ao teor do composto de interesse (beta-ecdisona) nos extratos e assim realizar o
estudo da cinética de extracdo.

A partir dos dados cinéticos obtidos realizar um estudo da simulagdo do processo PLE

(aumento de escala e viabilidade econdmica) através do software SuperPro Designer®.
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Supercritical Fluid Extraction of Beta-ecdysone from
Brazilian Ginseng (Pfaffia glomerata) Roots
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Abstract Ecdysteroids have been found in a variety of plants and have several valuable biological properties.
Beta-ecdysone is the major biologically active ecdysteroid that can be isolated from Pfaffia glomerata roots. Pfaffia
glomerata is a medicinal plant known in Brazil as “Brazilian ginseng,” and this plant has been used as a substitute for “Asian”
ginseng due their similar morphologies and bioactive properties. In this work, supercritical fluid extraction (SFE) using
carbon dioxide (CO,) was used to obtain beta-ecdysone-rich extracts from Brazilian ginseng roots. The effects of pressure (20
and 30 MPa) and cosolvent amount (10, 15, 75 and 90% of Ethanol, EtOH) on the behavior of the overall extraction curve
(OEC) and beta-ecdysone content were studied. Larger amounts of beta-ecdysone were obtained in shorter processing times
using CO,: EtOH (85:15, v/v) as the extracting solvent at 20 MPa. Higher amounts of EtOH in the solvent mixture leads to

increased extraction yield as well as increased beta-ecdysone content.
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1. Introduction

Ecdysteroids are steroid hormones that are found in
insects. Ecdysteroids have also been discovered in plants,
and this discovery has initiated fruitful research. Thus far,
ecdysteroids have been detected in over 120 plant families.
In plants, the amount of ecdysteroids is an order of
magnitude higher than in insects [1].

Plants and insects rarely have the same ecdysteroids;
therefore, these bioactive compounds play different roles
depending on their source. In insects, it is known that these
steroids are present at all stages of development, regulating
many biochemical and physiological process, whereas in
plants, the function of ecdysteroids is still unknown.
Ecdysteroids from plants, known as phytoecdysteroids, are
apparently non-toxic to mammals and may have a number
of beneficial pharmacological and medicinal applications
[2]. The presence of phytoecdysteroids has been found in
only approximately 2% of the world’s flora; approximately
5-6% of the species that have been tested have
phytoecdysteroids, making up approximately 0.1% of the
plant’s dry mass. Among the phytoecdysteroids, beta-
ecdysone (Figure 1) is recognized as the major biologically
active ecdysteroid in most invertebrate systems [3].
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Beta-ecdysone is the major biologically active ecdysteroid
isolated from Pfaffia glomerata roots, a species that belongs
to the Amaranthacae family [ 4]. Pfaffia glomeratais a
medicinal plant known in Brazil as “Brazilian ginseng” and
as “Suma” elsewhere; ithas been used as a substitute for
“Asian” ginseng due their similar morphologies and
bioactive propertiesHowever, “Asian” and “Brazilian”
ginseng have different compositions, and ecdysteroids are
present only in the latter genus. Beta-ecdysone is used as a
good chemical marker for raw material quality due its
adaptogen effect [5]. The term adaptogen is used to classify a
group of substances that can improve the body s nonspecific
resistance after being exposed to various stressing factors,
promoting a state of adaptation to the exceptional situation
[6].

Several pharmacological and medicinal studies have
demonstrated that Brazilian ginseng roots (BGR) extracts
have potential analgesic, anti-inflammatory  [7],
gastroprotective [ 8], antinociceptive [9], anti-glycemic [10]
and anti-microbial [ 11] properties. Additional studies have
shown that BGR extracts may alsact as a melanogensis
inhibitor [12] and as a central nervous system depressant
[13]. Therefore, considering the health promoting attributes
of BGR extracts, their use as a food additive has great
potential for nutraceutical food production. Nonetheless,
beta-ecdysone might have estrogenic properties or activities
and can cause an increase in estrogen production as this plant
has been used traditionally to regulate menstrual processes,
as well as to treat menopause and other hormonal disorders
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[14]. There are some studies of beta-ecdysone showing
significant anabolic effects [15, 16]. It is not a testosterone
booster, but has a potential as an ergogenic aid. All those
studies that report this benefit has limited details available to
evaluate the experimentadesign. Thus is early to tell
whether beta-ecdysone serve as safe and effective nutritional
supplement for athletes [17]. Nevertheless, it is necessary
more studies about anabolic and toxicity effects of
beta-ecdysone.

There were reported two weaknesses of BGR, the BGR
powder can cause asthmatic allergic reactions if inhaled, thus
when handling or preparing the BGR avoid inhalation of the
powder. The other weakness is that the ingestion of large
amounts of saponins (naturally occurring chemicals in BGR)
has shown to sometimes cause mild gastric disturbances
including nausea and stomach cramping [4]. Therefore the
dosages control is so important.

Extracts from several botanic matrices have found use in
the health and food fields, mainly due theiantioxidant
properties. These botanic matrices include rice bran [18] [14],
annatto [19], turmeric [20] and also BGR [21].

In addition, some Brazilian pharmaceutical manufacturers
that produce phytopharmaceuticals and food supplements
containing micronized roots and/or extracts of BGR report
beta-ecdysone as the active compound [22].

Commercially, extracts from BGR-containing bioactive
compounds are obtained by conventional solid liquid
extraction methods, which use large quantities of extracting
solvents [23]. Currently, more environmentally friendly
methods, such as supercritical fluid extraction (SFE), are
preferred. SFE has been successfully used to extract several
bioactive compounds from different plants [24].

SFE using carbon dioxide (CO,) as a solvent is an
attractive alternative method for compound recovery
because it is an environment safe process that yields high
quality products. SFE has several advantages over
conventional methods. One of the main characteristics of
SFE is that changing the operating conditions allows the
selective recovery of compounds without toxic residues [25].

Figure 1. Chemical structure of beta-ecdysone

Carbon dioxide, even at high temperatures and pressures,
has limited ability to dissolve polar molecules; however, the
solubility of many compounds may be increased by adding
miscible polar solvents, called modifiers or cosolvents, to
CO, [ 26]. The limitations of pure supercritical CO, for
extracting antioxidants from BGR and other ginseng species
have already been demonstrated [27]. The addition of
modifiers (methanol, dimethylsulfoxide or ethanol) to
supercritical CO, greatly enhanced extraction yield
compared to that obtained using pure CO,. The use of pure
CO, yielded negligible quantities of saponins, the most
important antioxidant compounds class present in these
species [28]. When high amounts of modifier are added, the
formation of a gas-expanded liquid is observed. This
extracting solvent combines the solvation properties of
typical liquids and the transport properties of supercritical
fluids into an intermediate process between SFE and
Pressurized Liquid Extraction (PLE) called pressurized
fluid extraction (PFE) [29].

The aim of this work was study the extraction of
beta-ecdysone from BGR by SFE using ethanol as the
cosolvent. The parameters evaluated were pressure (20 and
30 MPa) and cosolvent amount (10, 15, 75 and 90% ethanol)
at a constant temperature of 333 K. The results were
evaluated based on the behavior of the overall extraction
curve (OEC) and the beta-ecdysone content in the extracts.

2. Materials and Methods

2.1. Raw Material Characterization and Preparation

BGR were cultivated in the experimental field of CPQBA
(Campinas, Brazil) and were collected on November 17,
2008, after 7 years of cultivation. BGR were washed and
dried in a forced air circulation dryer at 313 K for 5 days.
The dried roots (8.9% moisture) were then comminuted in a
pulse mill (Marconi, model MA 340, Piracicaba, Brazil) for
a few seconds. Next, larger particles were milled a second
time with a knife mill (Tecnal, model TE 631, Piracicaba,
Brazil) for 2 s at 18,000rpm. Particles were then separated
by size using sieves (Series Tyler, W.S. Tyler, Wheeling,
USA). The milled BGR were stored in a freezer (Metalfrio,
model DA 420, Séo Paulo, Brazil) at 263 K. For extraction
assays, particles 8 pm in diameter, determined according to
the ASAE methodology [30], were used. The moisture
content of the dried roots was determined by the AOAC
method (Method 4.1.03) [31].

2.2. Experimental Design

The temperature for all assays was 333 K. The effects of
the following parameters on the OECs and beta-ecdysone
content in the BGR extracts were evaluated: pressure (20
and 30 MPa) and solvent mixture of CO, and ethanol
(EtOH) (%, v/v). The experimental extraction conditions
that were evaluated are shown in Table 1.
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Table 1. Experimental extraction conditions

Assay Pressure (MPa) CO,: EtOH (%, v/v)
1 30 85:15
2 20 85:15
3 20 2575
4 20 10:90

2.3. Extraction Procedure

A kinetic study was conducted using the SFE system
shown in Figure 2 and described in detail Veggi et al. [32]. In
short, the 415 cm® extraction cell was heated by a jacket
connected to a thermostatic bath until the desired
temperature was reached. The supercritical solvent, CO,,
was pumped by a pneumatic pump (Maximator, model PP
111-VE MBR, Nordhausen, Germany) and the cosolvent,
EtOH, was pumped by an HPLC pump (Thermoseparation
Products, Model Consta Metric 3200 P/F, Florida, USA).
Approximately 20 grams of BGR was placed in the
extraction cell. The sample occupied approximately 4.4% of
the cell’s volume, and the empty space of the cell was filled
with a Teflon column. After pressurization, the mixture of
BGR, supercritical carbon dioxide and EtOH was kept

statically at the desired pressure for 30 minutes (static time).
Thereafter, the block valve (Autoclave engineers, Model
10V2071 15000psi, Erie, USA) was opened, and the
pressure was kept constant with the help of a backpressure
valve (TESCOM model 2617-6-1-2-2-065, Elk River, USA)
and a heated micrometric valve (Autoclave engineers,
Modelo 10VRMM 11000PSI Erie, USA).

The flow rate of the supercritical solvent (CO,) was fixed
in 0.004 m’min' (approximately 1.11x10* kg.s”,
considering a CO, density of 1.67 kg.m® at room
temperature). The flow rate of cosolvent (EtOH) was
calculated according to the amount desired in the solvent
mixture (CO,: EtOH %, v/v). Extracts were collected into
glass vessels immersed in an ice bath at ambient pressure.
Extract samples were collected at pre-determined time
intervals until the end of the extraction. EtOH in the extracts
was eliminated using a vacuum rotary evaporator (Heidolph,
model Laborota 4001 WB, Viertrieb, Germany) at 323 K.
The yield was calculated as the ratio between the total mass
of extract and the initial mass of raw material (dry basis, d.b.)
fed into the extractor. The OEC obtained was fitted to a
spline of three straight lines according to Jesus et al [18].

K
w1 (g

R1

R1 - CO;reservoir

R2 - Ethanol reservoir

P-1 - Air-driven CO, pump

C — Air compressor

BC - High pressure pump
B-1 - Cooling bath (CO;)

B-2 - Heating bath (extractor)
LE - Extraction cell

MI - Mixer

FC - Extract collecting vessel

N ANNAANANNNANAANANAN v

M — Pressure gauge

RT - Flowmeter

TV - Flow totalizer

V-1 - Block valve (CO; cylinder)
V-2 - Retained valve

V-3 - Valvula back pressure

V-4 - Back pressure (CO; inlet)
V-5 - Block valve (Co-solvnte inlet)
V-6 - Block valve (Extract outlet)
V-7 - Heated micrometric valve

Figure 2. Schematic diagram of the supercritical CO2 extraction unit (adapted to [28])
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2.4. Beta-ecdysone Quantification

Beta-ecdysone quantification was performed according to
the methodology described by Leal et al. [26] with
modifications. The HPLC Agilent 1260 (Santa Clara, USA)
system that was used included a quaternary pump (G1311A),
photodiode array detector (G4214B), column oven (G1311A)
and automatic injector (G1329B). A Zorbax Eclipse Plus
column (C18, 5 um, 150 x 4.6 mm, Agilent, Santa Clara,
USA) at 323 K was used. The mobile phases were water with
acetic acid 0.1% (solvent A) and acetonitrile with acetic acid
0.1% (solvent B). Separation was achieved using a linear
gradient of solvent B from 0 to 100% in 15 min and then
from 100 to 0% in 10 min. Finally, solvent A was maintained
at 100% for 5 min at a flow rate of 1.2 cm®.min"'. Peaks were
identified by comparing their retention times and UV-vis
spectra with those of known standards. Quantification was
based on peak area measurements at 246 nm. The linearity of
the method was determined using a 20-hydroxyecdysone
(beta-ecdysone) standard (= 93%, Sigma). Dried extracts
were diluted in 806 methanol to obtain a solution with a
concentration of 10 mg.cm?, and the solution was filtered
through a 0.45-pm membrane (Millipore) prior to injection.

3. Results and Discussion

The kinetics of the SFE process can be characterized
empirically by OECs, and kinetic parameters can be
calculated by fitting the experimental data to a linear spline
[18]. Figures 3, 4, 5 and 6 show the OECs of BGR for
different conditions. The three periods of a typical OEC [24]
can be observed in the figures. The first line represents the
constant extraction rate (CER) period, while the second line
represents the falling extraction rate (FER) period. The third
line represents the diffusion-controlled rate (DC) period.
The duration of the CER period (tcgr) is determined by the
interception of the first and second lines, and the duration of
the FER period (tzpr) is determined by the interception of
the second and third lines [18].

From Figure 3, the duration of the CER period at 30 MPa
was 114 minutes, while the duration of the FER period was
254 minutes. The total yield of BGR extract obtained for
the OEC was approximately 0.90% (d.b.) after 390 minutes
of extraction. At the end of the CER period, approximately
60% of the total extraction yield was obtained. The DC
period was not reached. For beta-ecdysone, 88% of the total
beta-ecdysone yield wasobtained at the end of the CER
period, and the DC period was reached. Therefore, the
process yield varied approximately from 95 — 100%.

From Figure 4, the duration of the CER at 20 MPa was
56 minutes, and the duration of the FER period was 153
minutes. The total BGR extract yield was approximately
1.03% (d.b.) after 390 minutes of extraction. At the end of
the CER period, approximately 50% of the total extraction
yield was obtained. For beta-ecdysone, 75% of the total
beta-ecdysone was recovered at the endof the CER period.
After approximately 150 min, when trgr Was reached, all of

the beta-ecdysone was recovered.

12 - J 006
10 4 AA A A A A doos 3
g 4 o-="9 E

T 08 &= L 0.04
A - & DC b
E A oS- fo © £
3 o5 S FER L 003 ¢
: LR g
2 04 9’6 roo2 §
i & cer )
024 ¢ ool £

’ t
R Tm ——— 1 0o
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390
Time (min)

Figure 3. Overall extraction curve of BGR extracts (0) and beta-ecdysone
(A) obtained with CO,: EtOH (85:15, v/v) as the extracting solvent at 30
MPa and 333 K. The dotted line denotes the calculated yield using aspline
of three straight lines. (CER: constant extraction rate period; FER: falling
extraction rate period; DC: diffusional controlled rate period)
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Figure 4. Overall extraction curve of BGR extracts (0) and beta-ecdysone
(A) obtained with CO,: EtOH (85:15, v/v) as the extracting solvent at 20
MPa and 333 K. The dotted line denotes the calculated yield using aspline
of three straight lines. (CER: constant extraction rate period; FER: falling
extraction rate period; DC: diffusional controlled rate period)

By comparing the behavior at 30 and 20 MPa, it can be
observed that larger amounts of beta-ecdysone were
obtained with a shorter processing time at 20 MPa. For
example, after 1 h of processing at 30 MPa, 0.035% of
beta-ecdysone was recovered. However, after 1 h of
processing at 20MPa, 0.06% of beta-ecdysone was
recovered.

Figures 5 and 6 show the OECs of BGR extracts and
beta-ecdysone obtained at 333 K and 20 MPa using the
solvent mixtures CO,:EtOH (25:75, v/v) and CO,:EtOH
(10:90, v/v) as extracting solvents, respectively. The dotted
line denotes the calculated yield using a spline of three
straight lines.

For the OEC obtained using CO,: EtOH (25:75, v/v), the
duration of the CER period was 42 minutes, and the
duration of the FER period was 72 minutes. The total
extraction yield was approximately 2.35% (d.b.) after 90
minutes. In the CER period, approximately 64% of the total
extraction yield and 61% of the total beta-ecdysone yield
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were obtained. For this solvent mixture, the DC period was
not observed for extraction yield but was reached after 90

min for beta-ecdysone content. 5.

30 - (Lo.u
25 - 010 3
3 AAB888°73
3 20 4 %O’ DC | oo08 g
£ é‘é' =
3 &R 2
£15 - & - 006 g
- 10 .’ o 004 2
Bt +7 CER =
3 i s

054 - - 002 ¥

00 &~ ; s T 0.00

0O 10 20 30 40 S0 60 70 8 90
Time (min)

Figure 5. Overall extraction curve of BGR extracts (0) and beta-ecdysone
(A) obtained with CO,:EtOH (25:75, v/v) as the extracting solvent at 20
MPa and 333 K. The dotted line denotes the calculated yield using aspline
of three straight lines. (CER: constant extraction rate period; FER: falling
extraction rate period; DC: diffusional controlled rate period)
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Figure 6. Overall extraction curve of BGR extracts () and beta- ecdysone
(A) obtained with CO: EtOH (10:90, v/v) as the extracting solvent at 20
MPa and 333 K. The dotted line denotes the calculated yield using a spline
of three straight lines. (CER: constant extraction rate period; FER: falling
extraction rate period; DC: diffusional controlled rate period)

For the OEC determined using the solvent mixture CO,:
EtOH (10:90, v/v), the duration of the CER and FER
periods were 47 and 74 min, respectively. The total
extraction yield was approximately 2.65% (d.b.) after 90
minutes, and 82% of the total extraction yield was obtained
during the CER period. For beta-ecdysone content, the DC
period was reached. During the CER period, approximately
89% of the total beta-ecdysone was recovered.

By comparing extraction processes run for the same
amount of time, it can be observed that a higher proportion
of EtOH in the mixture leads to a higher extraction yield. A
higher proportion of EtOH results in a higher solvent
mixture polarity, suggesting that BGRs are rich in polar
compounds.

Leal et al. [26] were able to obtain a beta ecdysone yield
0f 0.013% (d.b.), 28 times higher than the yield reported in
Patent US6224872 [30]. In this study, a yield of
approximately 0.1% was obtained using a higher amount of
EtOH, and this yield is 8-fold higher than the yield obtained
by Leal et al [ 26]. Thus, EtOH was shown to be more
selective for beta-ecdysone recovery than CO,.

The tcgr is usually a first indication of how long an
industrial extraction batch will take [ 34]. To facilitate
comparison of these processes in terms of tcgg, the results
obtained in this study are summarized in Table 2. For the
same solvent mixture of CO,: EtOH (%, v/v), pressure was
not found to affect extraction yield and beta-ecdysone
content. A decrease in pressure leads to a decrease in tcgg,
however. In addition, a higher proportion of EtOH in the
mixture leads to an increase in extraction yield and
beta-ecdysone content. However, the relative amount of
beta-ecdysone in the extract decreased with higher amounts
of EtOH. The target compound is therefore less
concentrated in the extract obtained with higher amounts of
EtOH due tothe extraction of other compounds along with
the target compound

Table 2. Comparison between extraction yield, S/F and beta-ecdysone content of each experimental condition at tcgg
Pressure  CO.: EtOH teer Extraction yield SIF Beta-ecdysone content
(MPa) (%, vIv) (min) (%) (mg/g of extract)  (mg/g of BGR)
30 85:15 114 0.54 3525 85.58 0.47
20 85:15 56 0.52 10.21 90.55 0.47
20 25:75 42 1.50 9.78 40.30 0.61
20 10:90 47 2.19 22.12 40.57 0.90
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4. Conclusions

Supercritical fluidextraction with carbon dioxide and
ethanol as a cosolvent is an alternative to organic solvent
extraction for generating beta-ecdysone-rich extracts from
BGR. Larger amounts of beta-ecdysone were obtained with
shorter processing times using CO,: EtOH (85:15, v/v) as the
extracting solvent at 20 MPa. A higher proportion of EtOH
in the mixture leads to an increase in extraction yield and an
increase in beta ecdysone content relative the raw material
amount. These results show that EtOH is more selective for
beta-ecdysone recovery than CO, for beta-ecdysone
extraction from BGR.

Among the extraction conditions studied, the best
condition in terms of beta-ecdysone recovery from BGR was
20 MPa with CO,: EtOH (10:90, v/v) as the extracting
solvent. These conditions produce approximately 82% of the
total extraction yield and 89% of the total beta-ecdysone
content after approximately one hour of extraction.

A scale-up and optimization study could further shorten
the process time and increase yields of bioactive compounds.
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Abstract

In this work, pressurized liquid extraction (PLE) was used to obtain beta-ecdysone-
rich extracts from Brazilian ginseng (Pfaffia glomerata) roots. The effects of temperature
(333 — 393 K), pressure (8 — 30 MPa) and extracting solvent (Ethanol (EtOH) and
Ethanol:Water (EtOH:H,O) 80:20 v/v) on the global extraction yield, beta-ecdysone
content and antioxidant activity of extracts were studied. Global extraction yield increased
with increased temperature (333 — 393 K) up to 25 % (dry basis). As the temperature was
increased, the selectivity of the extracting solvent decreased. The use of EtOH:H,O (80:20
v/v) as the extracting solvent produced extracts with the highest antioxidant activity. Beta-
ecdysone recovery was maximized when EtOH was used, but pressure did not affect
recovery. From the overall extraction curve obtained using EtOH as extracting solvent at 8
MPa and 393 K, it was determined that in the first hour of extraction, approximately 70 %
of the total yield and 74 % of the total beta-ecdysone mass is obtained. The cost of
manufacturing (COM) was evaluated at the kinetic condition that yielded the highest beta-
ecdysone content; increases in extractor capacity were found to significantly decrease the
COM.

Keywords: Pfaffia glomerata, Brazilian ginseng roots, pressurized liquid extraction,

bioactive compounds, antioxidant activity, beta-ecdysone
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1. Introduction

Plants have been the basis of traditional medicines for thousands of years and
continue to be considered valuable raw materials for medicines . Brazilian ginseng
(Pfaffia glomerata) is a medicinal plant that has been commercialized as a substitute for
plants of the Panax genus due to its similar morphology and bioactive properties. Pfaffia
glomerata is the most important species of the plants known as Brazilian ginseng because
P. glomerata possesses ecdysteroids 21 The main ecdysteroid of P. glomerata is beta-
ecdysone, which exhibits an adaptogen effect and is used as a marker to differentiate
among species from the Pfaffia genus 13.41.

Commercially, extracts from Brazilian ginseng roots (BGR) containing bioactive
compounds are obtained using conventional solid-liquid extraction methods or low-
pressure solvent extraction (LPSE), which uses large quantities of extracting solvents.
Currently, more environmentally friendly methods such as pressurized liquid extraction
(PLE) are preferred. PLE has been successfully used to extract several bioactive
compounds from different plants BIA major advantage of PLE over conventional solvent
extraction methods such as LPSE, which are conducted at atmospheric pressure, is that the
pressurized solvents used in PLE remain in a liquid state well above their boiling points,
thereby allowing for high-temperature extraction 11 PLE can be performed at a wide range
of conditions in the compressed liquid region. In this region, liquids are highly
incompressible, and when solvents are subjected to pressure changes at a constant
temperature, their density and solvation power are not significantly affected. Increased
temperatures improve the extraction efficiency by enhancing the mass transfer and

diffusion rates '". Despite these advantages, the use of high temperatures is not always
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recommended. High temperatures are especially undesirable for starch-rich plants due to
gelatinization and other reactions that can occur at high temperatures.

PLE is an attractive alternative to conventional extraction methods because it allows
for fast extraction and reduced solvent consumption. PLE enables the rapid extraction of
analytes in a closed and inert environment under high pressures (generally, not higher than
30 MPa) and temperatures in the range of 298—473 K, depending on the solvent. Extracting
solvents that are inefficient at low temperatures may be much more efficient at the elevated
temperatures used in PLE 18],

PLE has been successfully used for the extraction of several bioactive compounds

[10] [11]

such as flavonoids ), phenolic compounds ', antioxidant compounds and other
compounds [12- B3] from natural matrices. To extract anthocyanin and phenolic compounds
from jabuticaba (Myrciaria cauliflora) skins, PLE was determined to be the most efficient
extraction technique in terms of the global extraction yield, total phenolic compounds and
anthocyanins obtained and economic feasibility (14131

The aim of this work was to study the extraction of beta-ecdysone from BGR by PLE.
The parameters evaluated were temperature, pressure and extracting solvent type. The

results were evaluated based on the global extraction yield (Xj), content of beta-ecdysone,

antioxidant activity and cost of manufacturing (COM).
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2. Material and Methods

2.1. Raw material characterization and preparation

BGR characterization and preparation was conducted according to described by
Debien and Meireles "%,

The moisture content of the dried roots was 10. 8 %, determined according to AOAC

method (Method 4.1.03) 17,

2.2. Experimental design

The effects of the following parameters on global extraction yield (Xp), content of
beta-ecdysone and antioxidant activity of BGR extracts were evaluated: temperature (333,
363 and 393 K), pressure (8, 10, 15, 20, 25 and 30 MPa) and extracting solvent type (EtOH
and EtOH:H,O (80:20, v/v)). A fully randomized, full factorial design (3x6x2) was
performed. Parameter influences were analyzed by analysis of variance (ANOVA) using
Minitab 16® (Minitab Inc., State College, PA, USA) with a 95 % confidence level (p-value

<0.05).

2.3. Extraction procedure

The PLE flow diagram is shown in Figure 1. Approximately 10 grams of BGR was
placed in the 415 cm’ extraction cell. The sample occupied approximately 4.4 % of the
cell’s volume, and the empty space of the cell was filled with a Teflon column. The cell
(EB) containing the sample was heated to the selected operational temperature by a jacket

connected to a thermostatted bath (TB). The extracting solvent (TS) was pumped by a
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HPLC pump (P1) (Thermoseparation Products, Model ConstaMetric 3200 P/F, Florida,
USA) into the extraction cell until the operational pressure was reached. After
pressurization, the cell was kept at the desired pressure for 10 minutes. Thereafter, the
block valve (V-2) (Autoclave engineers, Model 10V2071 15000psi, Erie, USA) was
opened, and the pressure was kept constant with the help of a heated micrometering valve

(V-3) (Autoclave engineers, Model I0VRMM 11000PSI Erie, USA).

M-l@—-—

»lg

V-3

GF

Figure 1. Flow diagram of the PLE unit. TS: Tank of solvent; P1: High pressure
pump; V-1 and V-2: block valve; V-3: micrometric valve; M-1 and M-2: manometers; EB:

extraction bed; TB: thermostatic bath; GF: glass flask.

The extracting solvent flow rate was fixed at 1.3 x 10 kg.s’l. The liquid extracts
were collected in a glass flask (GF) and immersed in an ice bath at ambient pressure until a

solvent mass to feed mass ratio (S/F) of 16 was reached (approximately 20 min). EtOH in
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the extracts was eliminated using a vacuum rotary evaporator (Heidolph, model Laborota
4001 WB, Viertrieb, Germany) at 323 K. H,O was eliminated by lyophilization (Liobras,
model L101, Sdo Carlos, SP, Brazil). The global yield (X,) was calculated as the ratio
between the mass of dry extract and the initial mass of raw material (dry basis, d.b.) fed

into the extractor.

2.4. Antioxidant activity (AA)

The antioxidant activity (AA) of BGR extracts was evaluated using a coupled
reaction of linolenic acid and beta-carotene as described by Leal et a8, Briefly, the
reaction substrate was prepared by combining 10 mg of beta-carotene (Acros, 99 % purity,
lot BO070864, New Jersey, USA), 10 cm’ of chloroform (Merck, 99.0 — 99.4 % purity, lot
K31503045 301, Darmstadt, Germany), 60 mg of linolenic acid (Sigma — Aldrich, 99 %
purity, lot 054K1214, St. Louis, USA) and 200 mg of Tween 40 (Sigma — Aldrich, 99 %
purity, lot 032K0104, St. Louis, USA). This solution was concentrated in a vacuum rotary
evaporator (Heidolph, model Laborota 4001 WB, Viertrieb, Germany) at 323 K and was
then diluted in 50 cm’ of distilled water. The oxidation reaction was conducted using the
following procedure: to 1 cm® of substrate, 2 cm® of distilled water and 0.05 cm” of diluted
extract (0.02 g of extract per cubic centimeter of EtOH) in EtOH (Dinamica, 99.5 % purity,
lot 52990, Diadema, SP, Brazil) were added. The mixture was placed in a thermal bath
(Marconi, model MA127/BO, Piracicaba, Brazil) at 313 K, and the reaction product was
monitored with an absorbance reading at 470 nm using a spectrophotometer (Femto, model
800XI, Sao Paulo, Brazil) after 2 hours of reaction. Antioxidant activity was determined in

duplicate for each extract and calculated using Eq. (1), as proposed by Skaeget et al. '*!.
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ey

t=0 t
AA = 100 x <1 . absiit(;ad - absﬁxtract)
abs abscontrol

control ~—

where absiioqe and abstY,.,, are the sample and control absorbances,
respectively, at the beginning of the reaction and abst,iqc and abst, .o, are the sample
and control absorbances, respectively, after 2 h. The oxidation reaction in the control was

conducted using the same procedure described but instead of diluted extract was used

EtOH.

2.5. Beta-ecdysone quantification

Beta-ecdysone quantification was performed according to the methodology described

by Rostagno et al. *"'.

2.6. PLE extraction kinetics

Kinetic studies were conducted using the same unit described previously with
approximately 20 grams of BGR (10.8 % moisture). The better extraction condition was
selected according to the global yield isotherms and the highest beta-ecdysone content
obtained in the extract. The experiment was conducted at 8 MPa and 393 K using EtOH as
extracting solvent. The static period was 10 minutes (static time), the flow rate of extracting
solvent was kept constant at 1.3x10™ kg.s™ and extract samples were collected every 5
minutes in the first hour and at every 10 minutes thereafter until the end of the extraction

assay (total time 130 min or S/F = 48). EtOH and water were eliminated from the extract as
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previously described. The overall extraction curve (OEC) was built using the cumulative
extract mass (d.b.). The OEC was fitted to a spline of three straight lines, according to the

methodology of Jesus et al. 21

2.7. Process simulation: scale-up and economic evaluation

SuperPro Designer® version 8.5 was used to simulate the PLE process. This software
allows the mass and energy balances to be estimated for all process streams; SuperPro also
estimates purchase costs and reports stream and equipment data as well as capital and
manufacturing costs.

The cost of manufacturing (COM) was estimated for the crude extract obtained by
PLE along the OEC. The software used in this study estimates the COM using the Turton et
al. (2003) [22] model, which considers the total capital investment cost, which in turn
represents the fixed capital of investment (FCI), working capital and start-up costs. The FCI
involves expenses related to equipment, installation, territorial taxes and engineering, while
the working capital represents the operating liquidity required for a business. Finally, the
start-up cost is associated with the start of operations and process validation. The operating
cost represents costs that are directly dependent on the production rate and consists of the
cost of raw materials (CRM) and the cost of solvent lost during the process as well as the
cost of utilities (CUT), which represents the demand for steam and cooling water that are
required for the evaporator and condenser, electricity and cost of operation labor (COL).

The PLE process was developed according to the flow diagram proposed by Santos et

al. (2012) 51 and consists of a tank of solvent, one pump, two extractors (while one of the
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vessels is under operation, the other undergoes cleaning and recharging) that operate semi-

continuously, a flow controller and an evaporator (Figure 2).

Raw material 1 Extractor 1
| S

+

Residue 1

Extractor 2

+ Mixer
—h
Solvent +
’ Pump

Tank of Residue 2
solvent

Raw material 2

Extract
Evaporator

Figure 2. Flowchart of the pressurized liquid extraction process developed in SuperPro

Designer®.

For supercritical fluid extraction (SFE), scale-up studies assumed that the industrial-
scale unit has the same performance as the laboratory-scale unit when the ratio between the
mass of raw material and extracting solvent (S/F), the porosity of the extracting bed and the
operating conditions are kept constant. The process was designed to run for 7920 hours per
year, which corresponds to continuous, 24-hour shifts for 330 days per year ' Although
there are no studies of PLE scale-up, a scale-up procedure similar to that for SFE was used
(151

The setup considered extractors with volumes of 0.005, 0.05 and 0.5 m>. The amount

of BGR required for each industrial batch was determined for each extractor capacity and it
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was determinate according to the apparent density. The apparent density of BGR (550.0 +
0.3 kg.m™) was calculated using the mass of sample inside the extraction cell and its
internal volume.

A sensitivity analysis was carried out to assess the impact of raw material cost on the
economic feasibility of the process. The raw material costs considered were US$ 46.08 kg™
dry basis **, US$ 9.68 kg dry basis ' and US$ 4.71 kg (d.b.) *°. EtOH can be
purchased at US$ 0.65 kg'. Commercial BGR extract is produced in pill form and
packaged in boxes containing 45 units. Each box can be sold for US$ 11.18 271 Each pill
contains 300 mg dry extract with a beta-ecdysone content of 0.96 % (w.w™). Thus, the
estimated selling price of BGR extract was US$ 828.47 kg'1 of dry extract, which
corresponds to a price of US$ 86.29 g’1 of beta-ecdysone.

The economic data fed into the simulator are presented in Table 2. Considering that
the beta-ecdysone content of the extract adds value, the specific cost was estimated for
beta-ecdysone. According to Santos et al. 15 the COM estimation for beta-ecdysone was
performed by accounting for the fact that the extract’s cost is affected by its beta-ecdysone

content.
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Table 1. Economic parameters used for COM estimation.

References
Industrial units
2 Extractors of 0.005 m’ US$ 100,000 (281
2 Extractors of 0.05 m® US$ 234,000 [29]
02 Extractors of 0.5 m® US$ 834,000
Distiller column of 0.005 m* US$ 20,000
Distiller column of 0.05 m’ US$ 53,000 291
Distiller column of 0.5 m* US$ 76,000
Depreciation rate 10 % yr'
Labor US$ 6,00 h™! 1301
2 Extractors of 0.005 m’ 1 operator
2 Extractors of 0.05 m’ 2 operator (28]
2 Extractors of 0.5 m’ 3 operator
Raw materials
Dry Brazilian ginseng roots US$9.68 kg™ (23]
Apparent density” 550.0+0.3 kg.m'3 -
EtOH US$ 0.65 kg™ (26]
Utilities
Electricity US$ 0.092 kWh'
Cooling water US$ 0.190 ton™ [28]
Steam US$ 4.20 ton™

*determined experimentally
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3. Results and Discussion

3.1. Global extraction yield (Xy)

The X, for BGR extracts obtained by PLE ranged from 1.5 to 25.0 % (d.b.). Table 2
shows the X and the AA of the extracts obtained under different conditions with EtOH and
EtOH:H,0 (80:20, v/v).

It can be observed that an increase in temperature leads to an increase in X (Table 2).
The effects of temperature, pressure and extracting solvent on X, were evaluated by an
analysis of variance (ANOVA). The parameters that significantly influenced the X, were
temperature (p-value = 0.041) and extracting solvent type (p-value = 0.000). Higher
temperatures increase solvent diffusivity in the raw material and increase the solubility of
the solute in the extracting solvent 31-321 The combined effect of these factors increases the
extracting solvent’s ability to remove the solute from the cells, resulting in higher global
extraction yields. It is important to note that raw materials such as annatto, turmeric and
ginger are sensitive to high temperatures due to the presence of starch. Annatto extracts
were dark brown in color at 393 K ¥, Annatto is a starch-rich seed, so the dark color was
likely due to Maillard and caramelization reactions. A similar behavior occurred with
turmeric extracts above 473 K, which were rapidly degraded at this temperature. This
degradation resulted in a poor global extraction yield B4 However, degradation was not
observed for BGR.

Despite the pressure independence of X,, one and two crossover regions can be
observed at pressures above 15 MPa. This behavior was observed by Leal et al. ! for a

system consisting of sweet basil, CO, and water.
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Table 2. Global yield (Xj), antioxidant activity (AA) and beta-ecdysone content for BGR
extracts obtained by PLE.

gg;zl)lre Extracting solvent X, (%) AA (%) l()gfgjgegcills(éifrgggtent
Temperature: 333 K
8 1.5 15.9 242
10 1.7 35.6 28.6
15 1.7 26.6 27.0
20 EtOH 23 23.1 27.5
25 1.8 29.4 28.8
30 1.8 21.3 30.3
8 9.8 22.1 10.31
10 7.7 23.6 15.2
15 EtOH:H,0O 7.8 35.6 10.4
20 (80:20) 12.4 44.5 6.16
25 7.4 28.4 5.49
30 13.3 31.2 5.1
Temperature: 363 K
8 44 26.1 41.4
10 3.1 22.0 323
15 EtOH 3.4 22.7 17.1
20 3.6 23.6 34.8
25 3.0 17.5 39.5
30 4.2 19.8 27.7
8 10.8 25.2 3.8
10 16.3 31.2 4.0
15 EtOH:H,O 16.2 32.8 3.7
20 (80:20) 7.9 30.6 2.4
25 19.5 345 34
30 11.4 43.1 3.1
Temperature: 393 K
8 6.4 24.6 433
10 6.1 24.4 49.7
15 6.2 27.2 31.2
20 EtOH 6.1 16.4 39.0
25 5.5 23.1 40.5
30 6.0 20.1 25.8
8 15.6 38.1 3.7
10 25.1 13.3 6.5
15 EtOH:H,0O 11.8 30.3 7.6
20 (80:20) 16.0 13.7 13.2
25 7.7 31.7 1.1
30 9.6 48.3 5.0
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The highest X, was obtained using EtOH:H,O (80:20, v/v) as the extracting solvent,
likely due the solvent’s polarity (5.96), which is slightly higher than that of pure EtOH
(5.2). In a preliminary study of BGR extraction by PLE (Table 3), X, was determined for
various solvents: water, EtOH:H,O (70:30), EtOH, isopropanol, ethyl acetate, acetone and
petroleum ether. The experiments were performed at 333 K and 12 MPa using 4.5 g of
BGR and 20 cm® of solvent with a static period of 4 minutes. The X, obtained ranged from
0.2 to 40.5 % (d.b.), and the highest value of X, was obtained using water as extracting
solvent. These results suggest that polar components are abundant in BGR. In this work,
only EtOH and water were tested as solvents because both are considered GRAS
(Generally Recognized as Safe) solvents. In addition, EtOH is more selective for beta-

ecdysone than the other solvents, as shown by the results in Table 2 and 3.

3.2.  Beta-ecdysone quantification

The beta-ecdysone content of the BGR extracts ranged from 1.1 to 49.7 mg. g'1 extract
(Table 2). Analysis of variance (ANOVA) showed that the parameters that significantly
influence beta-ecdysone content were the extracting solvent (p-value = 0.000) and the
interaction between temperature and extracting solvent (p-value = 0.033). Table 2 shows
clearly that the highest beta-ecdysone content was obtained using EtOH as extracting
solvent. These results show that EtOH at higher temperature is more selective for beta-
ecdysone recovery than is EtOH: H,O (80:20, v/v).

While BGR extracts containing 5 % of beta-ecdysone were obtained at 393 K and 10
MPa with EtOH as the extracting solvent for an extraction time of approximately 20

minutes (S/F = 8), Leal et al *® obtained extracts with similar beta-ecdysone content
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(4.60%) by SFE using CO,+ EtOH as the extracting solvent after 5 hours (S/F = 63). This
results demonstrates that PLE is a better process than SFE for BGR extraction 261 The
beta-ecdysone yield in terms of raw material reported by other authors ranges from 0.35 to
0.43% (d.b.) 7% Leal et al ** observed a beta-ecdysone yield of 0.013% (d.b.), which is

28 times higher than the one presented in Patent US6224872 71,

Table 3. BGR extraction yields obtained using polar and unpolar solvents; PLE performed
at 12 MPa and 333 K.

Solvent Polarity Yield (%)
H,O 9.0 40.5+£0.6
EtOH:H,O0 (70:30, v/v) 6.3 21.8+0.9
EtOH 52 22+0.04
Acetone 5.1 0.500 +0.002
Ethyl acetate 4.4 0.250 £ 0.005
Isopropanol 3.9 0.70 £0.03

3.3. Antioxidant activity (AA)

The AA for BGR extracts obtained by PLE ranged from 13.3 to 48.3 % (Table 2).
The highest AAs were obtained with EtOH:H,O (80:20, v/v) as the extracting solvent.
Santos et al. ** obtained extracts from BGR using EtOH and EtOH:H,0 (70:30, v/v) by
low pressure solvent extraction (LPSE) and observed that extracts with higher AA were
obtained when a hydroalcoholic mixture was used as the extracting solvent.

The influence of temperature, pressure and extracting solvent on AA was evaluated

by ANOVA. The parameter that significantly affected the AA was the extracting solvent
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(p-value = 0.008). The highest AAs were obtained using EtOH:H,O (80:20, v/v) as the
extracting solvent.

The optimum PLE conditions to obtain an extract with high AA is different from the
optimum conditions that are used to obtain a beta-ecdysone-rich extract. Because no
correlation between beta-ecdysone content and AA could be established, the complete
chemical composition of the extracts should be determined to better understand the
problem. Such a determination would allow the compounds that are responsible for AA to

be identified.

3.4. Extraction Kkinetics

An efficient extraction should maximize both the recovery of the target component
and the target component’s purity. The PLE conditions that maximized recovery of beta-
ecdysone were a temperature of 393 K and using EtOH as the extracting solvent. Because
pressure was not found to significantly affect beta-ecdysone recovery, the system pressure
was set to the lowest value studied (8 MPa) for the kinetic experiments to save energy. It is
important to note that the X, experiments were used to select the best operational
conditions (temperature, pressure and extracting solvent). The extraction yields obtained in
these experiments cannot be compared with those obtained in the kinetic experiments
because, in general, GYI assays are not performed as an exhaustive extraction but instead
occur at a fixed ratio of S/F %),

The kinetics of the extraction process with PLE can be empirically characterized by

an OEC, and kinetic parameters can be calculated by adjusting a linear spline model similar

to that used in supercritical fluid extraction "\, Figure 3 shows the OEC of BGR, which was
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fitted to a spline of three straight lines “!\. The first line represents the constant extraction
rate (CER) period, the second line represents the falling extraction rate (FER) period and
the third line represents the diffusion-controlled rate period (DC). The duration of the CER
period (tcer), determined by the intercept of the first and second lines, was 26 minutes. At
this time, approximately 50 % of the total extraction yield was obtained. The total BGR
extraction yield obtained on the OEC was approximately 7 % (d.b.) after 130 minutes. This
value is 12.5-fold higher than that obtained by SFE (0.56 %) using CO, + EtOH as an
extracting solvent after 5 hours of process (261,

It can be observed that the DC was not reached in this process. The interaction
between the liquid extracting solvent and vegetable matrix as well as the use of moderate to
elevated temperatures promotes reactions such as hydrolysis in addition to extraction of

target compounds. As a result, the slope of the third line for PLE represents a reactive

extraction period instead of the DC period.
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Figure 3. Overall extraction curve for the BGR + EtOH system at 8 MPa and 393 K;
the experimental data were fitted to a spline of three straight lines.

Figure 3 shows the cumulative beta-ecdysone yield as a function of extraction time.
From 20 grams of BGR (10.8 % moisture), approximately 42 mg of beta-ecdysone (0.24
g. g'1 of raw material was recovered. This yield is 16-fold higher than the yield obtained by
Leal et al *® using SFE with CO, + EtOH (20 MPa / 303 K). In addition, 74 % of the total

beta-ecdysone mass was obtained in the first hour of extraction.

3.5. Economic Evaluation

3.5.1. Sensitivity analysis

The effect of raw material cost on the estimated COM was evaluated, considering the
extraction yield (7 %) and beta-ecdysone content (24 mg. g'l of raw material) at 130 min for

0.005, 0.05 and 0.5 m° extractors.
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The COM for beta-ecdysone ranged to US$ 2.59 from US$ 24.10 per kg of extract.
Such variation is due to varying raw material costs and the different extractor volumes
considered. For a raw material cost of US$ 46.08 kg'1 [24], the COM of beta-ecdysone was
US$ 24.10, 20.81 and 20.10 per kg of extract for 0.005, 0.05 and 0.5 m’ extractors,
respectively. For raw material costs of US$ 9.68 kg™' ' and US$ 4.71 kg' *°!, the COMs
for beta-ecdysone were US$ 8.75, 5.40 and 4.70 per kg of extract and US$ 6.65, 3.30 and
2.59 per kg of extract for 0.005, 0.05 and 0.5 m’ extractors, respectively.

All calculated COMs for beta-ecdysone are lower than the selling price of BGR
extracts (US$ 86.30 g'1 of extract) (Herbarium Laboratério Botanico LTDA, Colombo-PR,
Brazil), suggesting that PLE is economically feasible even when raw materials are

-1 [25]

purchased at the highest price. A raw material price of US$ 9.86 kg , which is the most

recently reported value, was used for further process analysis.

3.5.2. COM as a function of the extraction time

The COMs for BGR crude extract as a function of the extraction time for 0.005, 0.05
and 0.5 m’ extractors, as estimated by the SuperPro Design® software, are shown in Figure
4. Tt can be observed that increasing the extractor capacity from 0.005 to 0.05 m’
significantly decreases the COM. However, the COMs for extractor vessels of 0.05 and 0.5
m’ are very similar. The availability of raw materials and several other factors should thus

be accounted for when considering extractors with larger capacities.
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Figure 4. COMs of crude extract estimated for PLE in extraction units containing

0.005 (L), 0.05 (A) and 0.5 (X) m° extractor vessels and extraction yield ().

Based on an annual operating time of 7920 h and a minimum cycle time of 2 h, the
annual production for the process was calculated as 3960 batches (during a batch, one
vessel is under operation, while the other vessel is cleaned and recharged). The amount of
BGR required for each batch (2 h) for extractor capacities of 0.005, 0.05 and 0.5 m’
(considering raw material with 10.8 % moisture and fresh raw material with 67% moisture
1“0l and the dry BGR extract produced per year (employing the experimentally determined
extraction yield of 7 % d.b.) are shown in Table 4. In Brazil, it is currently not possible to
obtain the quantity of BGR required for 0.05 and 0.5 m® extractor vessels. In 2008, Corréa
Jr. et al " estimated that BGR production reached 60 t per month, which corresponds to

700 t per year. Considering the apparent density of BGR, an industrial unit containing 0.5
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m’ extractors would consume 410 t per year, or approximately 70 % of the total BGR

production.

Table 4. Input and output of raw material and product needed for the production beta-
ecdysone-rich extract from Brazilian ginseng roots (BRG) for different scales.

Amount of Amount of BGR  Amount of BGR

V(I::lit;ic:g;) BGR 10.8 % m(l)isture 67 % moisture BG(li;ﬁ;‘act
(kg/batch) (t.yr™) (t.yr")
0.005 2.75 10.89 29.44 0.79
0.05 27.5 108.90 294.36 7.92
0.5 275.00 1089.00 2943.60 79.20

The contribution of each component to the COM as a function of extraction time in a
0.05 m’ extractor is shown in Table 5. It can be observed that the extraction time is an
important process parameter: an increase in the contributions of FCI, cost of utilities (CUT)
and cost of operation labor (COL) in addition to a decrease in the contribution of the cost of
raw material (CRM) is observed for high extraction times. The same behavior can be
observed for pressurized liquid extraction of jabuticaba skins [15]. It is interesting to note
that the CRM is responsible for 70 to 98 % of the COM, which justifies the previously

performed sensitivity analysis for the raw material costs.

Table 5. Contribution of each component in COM of PLE with a 0.05 m’ extractor.

Extraction  Extraction yield FCI(%) CRM (%) CUT (%) COL (%)

time (min) (%)
15 2.16 1.08 98.28 0.16 0.49
30 4.18 6.08 90.91 0.28 2.74
60 5.47 11.36 83.13 0.40 5.11
90 6.49 16.01 76.26 0.51 7.21
120 7.35 20.11 70.20 0.64 9.06
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The results obtained by Leal et al ** are summarized in Table 6 to facilitate a
comparison with the results obtained in this study. The COM for the PLE process was 14-
fold lower than that for the SFE process, while the COM for beta-ecdysone obtained via
PLE was 8-fold lower than that obtained by SFE. In addition, while the CRM is the most
important factor for the COM of SFE, the contribution of CRM to the COM of PLE is even
higher. PLE thus has advantages over SFE in the form of a lower COM and initial

investment.

An SFE unit composed of two 0.4 m® extractors costs between US$ 1,500,000 and
2,625,000 “* and a PLE unit composed of two 0.4 m3 extractors costs approximately US$
730,000 (estimated using the Chilton methodology 221y This difference is significant and
occurs due to the SFE unit’s requirement of two high-pressure pumps, a flash tank, a heat
exchange system for CO; and a compressor. In contrast, the PLE unit requires only one
high-pressure pump. Thus, in terms of FCI, the PLE process is more economical than SFE

process.

Table 6. Comparison between of COM for crude extract, beta-ecdysone and the
contribution of each components estimated for PLE (this work) and SFE [26] processes
using 0.4 m° extractors with the same extraction yield (70 %).

COM for COM for
t crude beta- FCI CRM CUT COL
(min) extract ecdysone (%) (%) (%) (%)
(US$/kg)  (US$/g)
PLE 60 202.59 9.31 4.36 92.28 2.33 1.03
SFE* 135 2766.0 72.56 12.0 75.0 7.0 5.0
*Leal et al. °°

Process
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PLE is a highly selective process that uses short periods of extraction and small

7l PLE is presented as an excellent alternative to other

amounts of organic solvents
extraction techniques such as SFE with cosolvent. The PLE process requires a shorter
extraction period to obtain a particular amount of beta-ecdysone compared with SFE %, In

terms of scale up, it is possible to conclude that extraction of BGR using PLE is a viable

alternative to SFE (Table 4).

4. Conclusion

It was demonstrated that PLE is an alternative and very promising process to generate
beta-ecdysone-rich BGR extracts. The extracting solvent type was found to significantly
affect the global extraction yield (Xj), beta-ecdysone content and antioxidant activity of
BGR extracts, while temperature was found to only affect the extraction global yield.
Interactions between temperature and extracting solvent were found to only affect the beta-
ecdysone content. Pressure was not found to influence the response variables analyzed
under the conditions studied. It is possible that even lower pressures (< 8 MPa) do not
significantly affect the process. Further experiments will be performed to investigate lower
pressures because COM can be reduced by reducing pressure.

Among the extraction conditions studied, the best condition in terms of beta-ecdysone
recovery was 393 K, EtOH as extracting solvent and a pressure of 8 MPa. This condition
resulted in extracts containing approximately 5 % (w/w) beta-ecdysone. From the overall
extraction curve, it was determined that after 26 min (tcgr), approximately 50 % of the

extraction yield and 54 % of the total beta-ecdysone mass were obtained. The COMs for the
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crude extract and beta-ecdysone obtained by this novel process were 14- and 8-fold lower

than that for the SFE process, respectively.
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CAPITULO 4 - EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS PRESSOES

1 INTRODUCAO

O estudo do equilibrio de fases é a base para o conhecimento dos fendmenos que
ocorrem a altas pressdes, sejam em processos de extracdo ou de reacdes de polimerizagao,
impregnacdo ou encapsulamento de materiais. O equilibrio de fases termodindmico pode
apontar certos limites para a transferéncia de massa entre diferentes fases, as quais estdo
envolvidas em diversos processos. O equilibrio de fases revela a composicdo das fases no
equilibrio, incluindo a solubilidade dos compostos extraidos no solvente supercritico e a
solubilidade do solvente supercritico na fase pesada; as quantidades das fases em equilibrio;
a distribuicdo dos componentes individuais entre as fases em equilibrio e a variacdo dessas
quantidades a determinadas temperatura e pressdo; e a concentracdo dos vdrios
componentes (Brunner, 1994).

A etapa de separacdo do processo de extracdo a altas pressdes consiste na
despressurizacao da solugdo (solvente + extrato) na saida do extrator. Para essa operacgao, a
utilizacdo de vérios destiladores tipo flash, possibilitando o ajuste de diferentes condicdes
de temperatura e pressdo em cada um deles, permite que o extrato seja fracionado. Esse
fracionamento depende da solubilidade dos compostos que constituem o extrato no solvente
em questdo, em cada uma das condi¢des aplicadas aos ciclones de separacdo. Desta forma,
a etapa de separagdo pode ser analisada através do estudo de equilibrio de fases que ocorre
dentro do separador. O entendimento desse fendmeno permite a utilizacdo de condicdes

6timas de operagdo nesta etapa do processo de extracdo, sendo que a determinacio dessas

condicdes estd relacionada a trés fatores: 1) minimizagao da perda de extrato junto a fracao
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leve (solvente na forma gasosa), que pode acarretar aumento do custo de manufatura tanto
em decorréncia do menor rendimento do processo quanto do incremento do custo de
reciclagem do solvente; ii) minimizacdo da perda de solvente junto a fracdo pesada
(extrato), que pode também acarretar um incremento do custo de manufatura devido a
necessidade de uma maior taxa de reposicdo de solvente ao processo; iii) minimizacao da
demanda energética proveniente da necessidade de re-pressurizacdo do solvente para que o
mesmo possa ser reutilizado (Rozzi e Singh, 2002; Carvalho et al., 2006; Takeuchi et al.,

2008).

2 METODOS EXPERIMENTAIS PARA DETERMINACAO DO EQUILIBRIO

DE FASES A ALTAS PRESSOES

O levantamento de dados experimentais de equilibrio de fases a altas pressdes podem
ser obtidos empregando diferentes metodologias experimentais, sendo que a selecdo da
técnica mais adequada depende basicamente de trés fatores: custo, propriedades fisico-
quimicas dos componentes e condicdes de operacdo dos experimentos. Medidas diretas de
dados de equilibrio de fases representam uma importante fonte de informacgao, no entanto ¢
dificil e cara a obtenc¢do destes dados experimentais (Dohrn e Brunner, 1995)

As técnicas usadas para investigar o equilibrio multifdsico podem ser classificadas de
acordo com o método empregado para analisar a composi¢ao das fases ou com a maneira
pela qual uma fase se desloca em relagdo a outra (Dohrn e Brunner, 1995; Dariva, 2000). A
seguir € apresentada a classificacdo de tais técnicas, sendo essas divididas em trés

categorias (Melo, 1997):

- Métodos Dinamicos: Extrativo (Satura¢do) e Continuo;
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- Métodos Estéticos: Sintéticos e Analiticos;
- Métodos com recirculagio.

Métodos dinamicos sdo aqueles em que pelo menos uma das fases do sistema esta
sujeita a um deslocamento em relacdo a outra. Os dois métodos dindmicos apresentados
distinguem-se quanto ao contato entre as fases envolvidas no sistema. Os métodos estaticos,
por sua vez, ttm como principal caracteristica o fato do sistema ser fechado. No método
estdtico analitico a identificacdo da composi¢ado € feita diretamente pela retirada de amostra
das fases em equilibrio, enquanto que no método esttico sintético, a andlise € realizada
através de técnicas nao intrusivas (Dariva, 2000).

Alguns autores classificam o método com recirculagdo como dindmico (uma vez que
ocorre escoamento de uma das fases), enquanto outros o consideram como estitico devido
as semelhancas na etapa de retirada de amostras das fases em equilibrio. Historicamente,
pode-se dizer que o método com recirculagdo surgiu como melhoria aos métodos estaticos;
porém, devido as suas semelhangcas com os métodos dindmicos, muitos autores preferem
classifica-lo como tal (Corazza, 2002).

A seguir serd realizada uma breve descri¢do do método experimental para medida do
equilibrio de fases utilizado neste trabalho destacando suas caracteristicas, vantagens,

limitacdes e aplicabilidade.

21 METODO ESTATICO SINTETICO

Nesse método a principal caracteristica é que a célula de equilibrio, uma vez
carregada, permanece fechada até o equilibrio ser atingido. A composi¢do das fases em

equilibrio € determinada indiretamente, sem necessidade de amostragem.
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No inicio do experimento a composi¢do global da mistura € conhecida, uma vez que
sdo introduzidas na célula quantidades pré-determinadas de cada componente. A fim de que
se forme uma solucdo homogénea, as condi¢des de pressdo e temperatura sao previamente
ajustadas. A célula de equilibrio possui uma janela de safira, que permite a visualizagido do
seu interior, € um pistdo, que permite a variagdo gradual das condi¢des de pressao.

Geralmente o sistema € imerso num banho termostatico, com a finalidade de manter a
temperatura constante.

Esse método consiste, inicialmente, no aumento da pressdao do sistema até que seja
atingida uma unica fase, e posteriormente a manipulacdo da pressdo até o surgimento de
uma segunda fase, detectada visualmente através da formacdo de bolhas ou turvamento da
solucdo. Assim € possivel identificar as regides de transicao de fases e tragar as curvas de
ponto de bolhas e/ou orvalho para os sistemas liquido — vapor, liquido — liquido e s6lido —
fluido. Dessa forma, a pressao no instante onde ocorre a formacao do ponto de orvalho ou
de bolha a uma determinada temperatura corresponde a condicdo em que a composi¢ao
global do sistema € igual a da fase vapor ou liquida, respectivamente.

Resumindo, o método estdtico sintético pode ser aplicado a qualquer sistema
envolvendo equilibrio de fases fluido-fluido ou sélido-fluido. Suas principais vantagens
sd0: nao € necessdria amostragem, ndo ha perturbacdo do sistema, fazendo com que o
procedimento experimental seja simplificado e o custo de constru¢do do equipamento €
relativamente baixo. A desvantagem € que ¢ um método de dificil aplicacdo em sistemas

multifasicos.
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3 COMPORTAMENTO DE FASES EM FLUIDOS PRESSURIZADOS

Um solvente constituido por moléculas pequenas e simples, que a temperatura e
pressdo ambiente sdo gasosas, quando colocado em contato com solutos, esses constituidos
por moléculas mais complexas e menos volateis, e submetidos a condi¢des de temperatura e
pressdo utilizadas em aplicacdes industriais, geralmente bem préximas do ponto critico do
solvente, acarreta em um complicado comportamento de fases. Sendo assim, o sucesso das
tecnologias que empregam fluidos pressurizados depende em grande parte do estudo e
compreensdo das variadas e complexas transicoes de fase comumente observadas (Charin,
2010).

As propriedades termodinamicas da mistura normalmente sdo expressas em termos
das coordenadas pressdo, temperatura € composi¢do, com as projecoes Pressdo versus
Temperatura (P-T), Temperatura versus Composi¢ao (T-x) e Pressdo versus Composi¢do
(P-x).

Uma énfase geral da termodinamica de equilibrio de fases a altas pressoes € dada para
sistemas de misturas bindrias, com uma representacdo nos planos Pressdo versus
Temperatura (P-T) e Pressdao versus Composi¢do (P-x), a fim de introduzir uma variedade
de transicOes de fases que ndo sdo observadas para fluidos puros (Bertucco e Vetter, 2001).

A classificacdo dos diagramas de equilibrio de fases a altas pressOes para sistemas
bindrios foi dada utilizando a equacdo cubica de estado de van der Waals com o objetivo de
determinar as linhas criticas dos sistemas em coordenadas de pressdo, temperatura e
composi¢do. As diferencas no comportamento de fase que ocorrem em misturas bindrias
podem ser qualitativamente discutidas em termos de mudancas nas propriedades

termodindmicas préximas aos pontos criticos. Os diagramas podem ser agrupados pela
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presenca ou ndo de linhas trifasicas de equilibrio liquido-liquido-vapor e pela forma como
as linhas criticas sdo conectadas (Van Konynenburg e Scott, 1980).

Na literatura, para o entendimento dos vérios diagramas de equilibrio de fases, sdo
empregados alguns conceitos: transicdes do tipo UCST (Upper Critical Solution
Temperature) e transi¢des do tipo LCST (Lower Critical Solution Temperature).

Uma transi¢do de fase do tipo UCST ocorre quando um sistema liquido bifésico
torna-se monofdsico com o incremento da temperatura a pressao constante, ou seja, a regiao
de imiscibilidade liquido-liquido diminui com o aumento da temperatura (Folie e Radosz,
1995). Esse tipo de transicdo € caracterizado pela diminuicdo da pressdo de transicdo com o
aumento da temperatura, isto ¢, (OP / 0T)x < 0. Para um decréscimo da temperatura as
solugdes exibem uma regido de solubilidade limitada, devido as diferencas entre as
interacdes energéticas do soluto com o solvente (Kontogeorgis et al., 1995).

Uma transicdo do tipo LCST ocorre quando uma mistura monofédsica liquida se
separa em duas fases liquidas com um incremento de temperatura a uma pressao constante.
Nesse caso, um aumento da temperatura provoca um aumento da regido de imiscibilidade
liquido-liquido (Folie e Radosz, 1995). Esse tipo de transicao € caracterizado pelo aumento
da pressdo de transicdo com o aumento da temperatura, isto &, (0P / 0T)x > 0. Essa
transi¢do pode ser atribuida ao fato de que as diferengas entre o volume livre de soluto e de
solvente sao diminuidas com o aumento da pressdo, fazendo com que os mesmos tornem-se
mais “compativeis” (Kontogeorgis et al., 1995).

As transi¢des UCST e LCST sao delimitadas por pontos criticos terminais. Sendo a
existéncia desses tipos de transi¢cdes de fases diretamente interpretadas por assimetria
molecular. Em baixas temperaturas e altas pressdes, as interacdes entre moléculas

semelhantes (solvente — solvente e soluto — soluto) sdo mais fortes que as interacdes soluto

100



Capitulo 4 — Equilibrio de fases a altas pressoes

— solvente (Folie e Radosz, 1995). Como resultado, o sistema se divide em duas fases
liquidas distintas. A medida que aumenta a temperatura as interacdes solvente-soluto ficam
mais fortes e a temperatura limite em que as duas fases liquidas podem coexistir ¢ chamada
Upper Critical End Point (UCEP). Em temperaturas préximas a temperatura critica do
solvente, existe o efeito do volume livre do solvente, que tem como consequéncia uma
movimentacdo mais rdpida das moléculas do solvente que tendem a se separar da solucdo e
constituir uma segunda fase liquida. A menor temperatura que corresponde ao surgimento
desta segunda fase ¢ chamada de Lower Critical End Point (LCEP) (Prausnitz,
Lichtenthaler e De Azevedo, 1999).

Os tipos de diagramas de equilibrio de fases de acordo com a classificacdo de Van
Konynenburg e Scott (1980) sdo mostrados na Figura 4.1.

O Tipo I € caracterizado pela linha critica continua e a auséncia de imiscibilidade
liquido-liquido. Trata-se do comportamento mais simples que pode ocorrer, uma linha
critica une os dois pontos criticos dos dois componentes puros. Este tipo de diagrama é
obtido quando os fluidos da mistura bindria tém natureza quimica similar e possuem
propriedades criticas de mesma magnitude. Apenas poucos sistemas envolvendo
substancias polares sdo conhecidos por exibirem comportamento do Tipo I (Rowlinson e
Swinton, 1982; Prausnitz, Lichtenthaler e De Azevedo, 1999).

Os diagramas do Tipo II apresentam uma linha critica adicional correspondente ao
equilibrio liquido-liquido a baixas temperaturas (temperaturas inferiores a temperatura
critica do componente mais volatil), ou seja, uma curva de transi¢ao do tipo UCST com um

ponto critico terminal superior (Prausnitz, Lichtenthaler e De Azevedo, 1999).
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TIPO I TIPO II

=g

Ve

= TIPO 111 TIPO IV
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TIPO V TIPO VI

Figura 4.1. Diagramas de fases para sistemas bindrios (Espinosa, 2001).

Os diagramas do Tipo III ndo apresentam uma linha critica unindo os pontos criticos

dos dois componentes. Estes diagramas se caracterizam pela intersecdo de regides de
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coexisténcia de fases e por apresentarem uma linha divergente de pontos criticos. Uma
linha critica se estende do ponto critico do componente menos volétil até a zona de alta
pressdo e outra linha critica parte do ponto critico do composto mais volétil e termina no
UCEP.

Nos diagramas do Tipo IV, a linha critica do componente menos voldtil ndo se
estende até a zona de alta pressdo como no diagrama do Tipo III. Assim os diagramas do
Tipo IV resultam da intersecido de regides de coexisténcia de fases e se caracterizam por
exibirem uma linha critica que parte do ponto critico do composto menos volatil e converge
para a linha de equilibrio trifdsico liquido-liquido-vapor com uma transi¢do continua de
liquido-vapor e liquido-liquido.

O Tipo V difere do tipo IV pela auséncia de uma linha critica liquido-liquido nas
regides de baixa temperatura. Os diagramas de fases do Tipo V sdo, na verdade, diagramas
do Tipo IV com o LCEP de baixa temperatura oculto devido a presenca de uma fase sélida.
Isto significa que diagramas desta natureza sdo dificeis de se obter experimentalmente, uma
vez que, a solidificacdo ocorre por debaixo do LCEP ou em alguns casos até acima deste
(Ndiaye, 2004).

Os diagramas do Tipo VI sdo caracterizados por duas linhas criticas, uma conecta os
pontos criticos dos componentes da mistura e a outra conecta o UCEP com o LCEP,
formando uma pardbola concava que da origem a lacunas fechadas de imiscibilidade
liquido-liquido. Este tipo de comportamento de fase é encontrado em misturas bindrias nas
quais as moléculas dos componentes possuem liga¢des do tipo ligacdo de hidrogénio, por

esta razao varios sistemas aquosos pertencem a este grupo (Espinosa, 2001).
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4 MODELAGEM TERMODINAMICA DE EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS

PRESSOES

Os cdlculos de equilibrio de fases consistem, basicamente, em determinar as
condi¢des de temperatura, pressao e composi¢do para as quais ocorre o equilibrio. Para um
sistema multifdsico e multicomponente que se encontra em equilibrio mecénico e térmico,
o critério necessario de equilibrio termodindmico € a igualdade das fugacidades de cada
componente em todas as fases. Os cdlculos das fugacidades sdo feitos através de modelos
termodinamicos.

Os modelos termodinamicos utilizados na literatura para o estudo do comportamento
de fases de sistemas a altas pressdes podem ser divididos em trés grupos: equacdes de
estado (EDE) cubicas tipo van der Waals, modelos de redes compressiveis e equagdes de
estado derivadas da teoria de perturbacao (Ndiaye, 2004).

Das EDE’s cubicas destaca-se a equacdao de Peng-Robinson (PR) (Equacdo 4.1)
(Peng e Robinson, 1976), extremamente simples e eficiente para a correlacdo de dados
experimentais, representando um dos modelos mais usados na representacdo do equilibrio

de fases a altas pressoes.

P = RT ¢ Eq. 4.1
_v—b_[v(v+b)+b(v—b)] q- (-1

Onde P € a pressdo absoluta do sistema; T a temperatura absoluta; v o volume molar; a,
chamado de parametro de energia, fornece uma medida das forcas de atracdo
intermoleculares e b, chamado de parametro de covolume, é uma medida do tamanho da

molécula (Prausnitz, Lichtenthaler ¢ De Azevedo, 1999).
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A extensdo da equagdo de PR para mistura multicomponentes requer o uso de regras
de misturas. Para os célculos dos coeficientes a e b da Equagdo 4.1 pode ser empregada a
regra de mistura quadrética de van der Waals (vdW2) (Orbey e Sandler, 1998):

n
inxjaij Eq (42)

j=1

||
M:

1l
Juy

i

n
z X;Xjbi; Eq. (4.3)

j=1

M:

~
1l
[y

Na Equagéo 4.2 a;; € conhecido como o pardmetro atrativo presente na EDE em
relagdo as moléculas dos componentes i € j, enquanto que na Equagdo 4.3 b;; € o pardmetro
que representa a repulsdo entre as moléculas dos componentes do sistema. Para o cdlculo de

a;j € b;j, as seguintes regras de combinagio sdo comumente utilizadas (Orbey e Sandler,

1998):
a”- = (ail-ajj)l/Z (1 - kl]) Eq (44)

1
bij =5 (butbjp)(1 — L) Eq. (4.3)

Onde k;; e l;; sdo pardmetros de interagdo bindria entre os componentes de uma
mistura. O pardmetro k;; estd associado a energia de atragdo entre as moléculas (a;;) € o
pardmetro [;; € associado a energia de repulsdo entre tais moléculas (b;;). Na literatura, para

algumas misturas os pardmetros k;; e [;; sdo bem definidos. Entretanto quando seus valores
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ndo estiverem disponiveis, eles podem ser obtidos a partir do ajuste do modelo
termodindmico a dados experimentais (Ndiaye, 2004).

Outro tipo de regra de misturas que pode ser empregado para os célculos dos
coeficientes a e b da Equagdo 4.1 é a regra de energia livre em excesso. Essa regra se
baseia no fato de que modelos de propriedades em excesso, tais como a energia de Gibbs,
representam bem o efeito da composi¢c@o em solucdes liquidas em baixas pressdes. A ideia
fundamental consiste em conectar as EDE e os modelos de energia em excesso, usando a
relacdo existente entre o coeficiente de fugacidade, obtido a partir da EDE, e o coeficiente
de atividade, obtido através do modelo de energia em excesso. Existem vdrias versoes de
regras de mistura deste tipo na literatura, uma das mais conhecidas é a de Wong-Sandler
(WS) (Wong e Sandler, 1992).

Utilizando a regra de WS, os coeficientes a e b da Equacdo 4.1 sao dados por:

b= Eq. 4.7)

Onde,

Q= Z z XiX;j (bu - %) Eq. (4.8)

a; GEX(T,P,x)
D= Z Xy Eq. (4.9)
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Para a equacgdo de PR a constante C € dada por:

1
C =——In(1 2 Eqg. (4.10
\/En( +\/_) g. ( )

S JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, a demanda por produtos de alta qualidade, associada a busca
intensa pela utilizagdo de tecnologias “verdes” vem atraindo grande interesse em diferentes
setores. Essa nova situacdo reflete diretamente nos processos industriais, uma vez que a
qualidade do produto final estd associada a tecnologia empregada na sua produgdo.

No que tange aos processos industriais, a tecnologia de fluidos pressurizados tem-se
apresentado como promessa de alternativa economicamente vidvel e ecologicamente
correta em varios processos. Exemplos podem ser citados na inddstria farmacéutica,
alimenticia e biomédica, onde a exigéncia por produtos de alta pureza e qualidade faz com
que esses fluidos sejam progressivamente empregados para a extracdo de ingredientes
ativos, em substituicdo as técnicas de separacdo convencionais. Outro avanco importante da
utilizacdo de fluidos comprimidos, do ponto de vista de engenharia, € a possibilidade de
combinar reacdo e separacdo dentro de um processo integrado (Bertucco e Vetter, 2001;
Xu, Huang e He, 2008).

Nesse sentido, o estudo do equilibrio de fases é fundamental para o conhecimento dos

fendmenos que ocorrem a altas pressoes.

107



Capitulo 4 — Equilibrio de fases a altas pressoes

O L-4cido lactico foi escolhido para a realizacdo dessa parte do trabalho porque
através desse mondmero € realizada a sintese do polimero biodegradédvel Poli (L-lactideo)
que pode ser utilizado como agente encapsulante de extratos, por apresentar
biocompatibilidade e biodegradabilidade. E uma alternativa vidvel para a utilizacio de
extratos vegetais em alimentos, uma vez que se pode garantir uma liberacdo continua de
extrato ocasionando uma a¢do mais prolongada e eficaz dele, proporcionando um maior
shelf-life de produtos alimenticios. Apesar da sintese de biopolimeros nao fazer parte do
objetivo do presente projeto, os dados de equilibrio de fases de sistemas com o L-4cido

lactico obtidos podem ser de grande valia para estudos posteriores.

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo do equilibrio de fases a altas pressdes dos sistemas complexos L-

acido l4ctico + (propano + etanol) e L-4cido lactico + (CO; + etanol) a altas pressoes.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os dados de equilibrio de fases dos sistemas complexos L-acido lactico +
(propano + etanol) e L-4cido lactico + (CO; + etanol) em temperaturas de 323,15 a 353,15
K e pressoes até 25 MPa.

Realizar a modelagem termodindmica dos dados de equilibrio de fases obtidos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Am‘c{e history: Biodegradable polymers have received increased attention due to their potential applications in the
Received 29 june 2012 medicine and food industries; in particular, poly(L-lactic acid) (PLA) is of primary importance because
Rece“’e‘; in revised form 29 January 2013 of its biocompatibility and resorbable features. Recently, the synthesis of this biopolymer through the
Accepted 29 January 2013 enzyme-catalyzed ring-opening polymerization of L-lactic acid in a compressed fluid has been consid-
- ered promising. The aim of this work was to report the phase equilibrium data (cloud points) of the
K‘;y“;‘."ds‘. " L-lactic acid +(propane +ethanol) and the L-lactic acid +(carbon dioxide +ethanol) systems. The phase
I~accact equilibrium experiments were conducted in a variable-volume view cell employing the static syn-
Carbon dioxide § i -
Propane thetic method. These experiments were conducted in the temperature range of 323.15-353.15K and
Phase equilibrium at pressures up to 25 MPa; the mass ratio of ethanol to either CO; or propane was maintained at 1:9. The
Ethanol L-lactic acid +(propane +ethanol) system exhibited vapor-liquid, liquid-liquid and vapor-liquid-liquid

transitions, whereas the L-lactic acid +(carbon dioxide + ethanol) system only exhibited liquid-liquid type

transitions.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The production of high-purity biodegradable polymers is an
important issue because of the relevant applications of these poly-
mers in the medicine and food industries. In particular, poly(L-lactic
acid) (PLA) is of primary importance mainly due to the biocom-
patibility and resorbable features of this polymer [1]. Lactic acid,
which is used as a raw material in the synthesis of PLA, is one of the
simplest chiral molecules and is usually found as a mixture of two
stereoisomers (L- and p-lactic acid) [2,3].

Another route for PLA synthesis comprises the ring-opening
polymerization of lactide, which is the cyclic diester of lactic
acid, i.e., 2-hydroxypropionic acid, at high pressures [4,5]. In
fact, high-pressure (supercritical fluid) technology has recently
gained increased attention in the design of processes that pro-
duce biodegradable polymers, such as the synthesis of polyesters
[6] and poly(L-lactide) microspheres [7], the lipase-catalyzed syn-
thesis of poly(L-lactide) [8], the polymerization of g-caprolactone
[9-11], the chemoenzymatic synthesis of poly(e-caprolactone-
block-methyl methacrylate) [12] and the production of PDLLA/HA
composite foams [13].

* Corresponding author. Tel.: +55 19 35214033; fax: +55 19 35214027.
E-mail address: meireles@fea.unicamp.br (M.A.A. Meireles).

0896-8446/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.supflu.2013.01.013

Knowledge of the phase equilibria of the reaction system, which
is composed of the monomer, the biodegradable polymer and the
supercritical/compressed solvent, as well as the possible presence
of a co-solvent, plays a crucial role in the development and opti-
mization of the polymerization reaction because the location of the
phase boundary of the system is important for the establishment
of appropriate reaction conditions [14,15].

The use of compressed gases as solvents for enzyme-catalyzed
reactions may be a promising route for the complete elimination of
solvent traces from reaction products and can be advantageous in
terms of energy consumption, easier product recovery, adjustable
solvation ability and the reduction of side reactions. It is well known
that carbon dioxide is used as the solvent in many applications, but
its non-polarity may lead to a very poor solubility of monomers and
polymers. In addition, the hydrophilic characteristics of CO, over
wide pressure ranges may negatively affect the activity of enzymes
[16-20]. Nevertheless, it has been shown that pressurized propane
may be suitable as a reaction medium for enzyme-catalyzed bio-
conversions because near-critical propane presents a dielectric
constant that is comparable to that of CO, [21] and because the
phase transition pressures that are generally found in systems com-
posed of high-molecular-weight compounds and propane are much
lower than those found in systems that include CO; [22,23].

Phase equilibrium data of the L-lactide monomer and of L-
lactic-acid-based polymers of low molecular weight in supercritical
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carbon dioxide have been reported [24,25]. However, to our knowl-
edge, data on the phase behavior of L-lactic acid and carbon dioxide
in the presence of a co-solvent are not found in the literature.
Taking into account the fact that the addition of a co-solvent
may considerably decrease the phase transition pressures and
enhance the mass transfer of the system, ethanol was used as a
co-solvent in this work because it is a “green”, food-grade GRAS
solvent that can be produced from renewable sources. Conse-
quently, this study investigates the phase equilibrium behavior of
the L-lactic acid + (propane +ethanol) and the L-lactic acid +(carbon
dioxide +ethanol) systems.

2. Experimental
2.1. Materials

L-lactic acid (CAS # 79-33-4) was purchased from Sigma-Aldrich
(minimum purity of 98%), used without further purification and
stored under a nitrogen atmosphere. The monomer water con-
tent was measured using the Karl Fischer titration method (Mettler
Toledo Model DL 50) and found to be 1.068 wt.%. The solvents used
were carbon dioxide (mass fraction purity of 99.9% in the liquid
phase) and propane (99.5% purity), both of which were purchased
from White Martins S.A. Ethanol was used as a co-solvent (Vetec,
99.8% purity).

2.2. Phase equilibrium apparatus and procedure

The phase equilibrium experiments were conducted employ-
ing the static synthetic method in a high-pressure variable-volume
view cell. The experimental apparatus and procedure have been
described in detail in a variety of studies [14,15,26-31] and
extensively validated [32-34]. The experimental apparatus was
employed to conduct the experiments in the temperature range
of 323.15-353.15K and at pressures up to 25 MPa; the mass ratio
of ethanol to either CO, or propane was maintained constant at 1:9.
The overall mass fraction of the (CO, +ethanol) mixture was varied
from 0.930 to 0.990 at intervals of 0.010, whereas the overall mass
fraction of the (propane +ethanol) mixture was varied from 0.950
to 0.990 at intervals of 0.005. The uncertainty in the pressure mea-
surements was approximately 0.03 MPa, whereas the uncertainty
inthe temperature of the mixture inside the cell was 0.1 K. Based on
the uncertainty in the CO; and propane loadings and in the heaviest
weighing of the compounds, the uncertainty in the global compo-
sition of the mixture was estimated to be lower than 0.5% of the
total weight.

3. Results and discussion

Fig. 1 presents the pressure-temperature diagram obtained
for the (propane +ethanol)+L-lactic acid system for overall mass
fractions of the (ethanol + propane) mixture of 0.950 and 0.955.
As shown in the figure, this system was found to exhibit both
vapor-liquid-liquid (VLLE) and liquid-liquid (LLE) phase transitions
(Table 1).In addition, an increase in the temperature clearly leads to
areduction in the LLE immiscibility region and the transition pres-
sure values with a progressive disappearance of the three-phase
VLLE coexistence curve. This behavior is characteristic of UCST
(Upper Critical Solution Temperature) phase transitions, in which
an increase in the temperature leads to a decrease in the pressure
transition values. Moreover, some scattering in the VLLE data is
expected because uncertainties in the pressure measurements are
unavoidable.

Fig. 2 shows the pressure-temperature diagram of the
(propane +ethanol) + L-lactic acid system for overall mass fractions

1

0.950 (LLE)
0.950 (VLLE)
0.955 (LLE)
0.955 (VLLE)
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Fig. 1. Pressure-temperature diagram of the (propane +ethanol) + L-lactic acid sys-
tem for overall mass fractions of the (propane + ethanol) mixture of 0.950 and 0.955.

of the (ethanol +propane) mixture between 0.960 and 0.990. As
shown in the figure, vapor-liquid bubble point (VLE-BP) transitions
(Table 1), which are characterized by the formation of bubbles from
the mixture in the top of the equilibrium cell during depressuriza-
tion, were recorded. The figure also shows that an increase in the
temperature results in an increase in the system pressure.

Fig. 3 depicts the pressure-composition diagram for the
(propane +ethanol) + L-lactic acid system in the temperature range
of 323.15-353.15 and at pressures up to 10 MPa. As shown, all of
the overall mass fraction of the solvent mixture (propane + ethanol)
exhibits the presence of a vapor-liquid bubble point (VLE-BP) phase
transition. An acceptable scattering of the pressure values was also
observed in the VLLE data.

As shown in Figs. 4 and 5, the behavior of the (carbon diox-
ide +ethanol) + L-lactic acid system was also investigated in the
temperature range of 323.15-353.15K and at pressures up to
approximately 25MPa. As shown, the liquid-liquid phase sepa-
ration (Table 2) is characterized by a carbon dioxide-rich phase,
which is thus poor in monomer, and an organic-solvent-rich phase
(monomer-rich phase). In this system, which exhibits LCST behav-
ior, an increase in the temperature results in the expansion of the
system. In simple terms, the anti-solvent action of carbon dioxide
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Fig. 2. Pressure-temperature diagram of the (propane +ethanol) + L-lactic acid sys-

tem for overall mass fractions of the (propane +ethanol) mixture of 0.960 and 0.990
(VLE-BP).
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Table 1
Phase equilibrium data for the system (propane +ethanol) (1)/L-lactic acid (2).
T(K) P(MPa) Transition type T(K) P(MPa) Transition type
wy =0.9499 w, =0.0501 w; =0.9729 wy=0.0271
323.15 1.676 VLLE 323.15 1.710 VLE-BP
333.15 1.983 VLLE 333.15 2.045 VLE-BP
343.15 2.408 VLLE 343.15 2415 VLE-BP
353.15 2.855 VLLE 353.15 2.860 VLE-BP
wy =0.9499 w, =0.0501 wy =0.9747 w2 =0.0253
323.15 9.998 LLE 323.15 1.615 VLE-BP
333.15 7.973 LLE 333.15 1.845 VLE-BP
343.15 6.480 LLE 34315 2225 VLE-BP
353.15 5.750 LLE 353.15 2.620 VLE-BP
wy =0.9553 wa =0.0447 w; =0.9801 w2 =0.0199
323.15 1.635 VLLE 323.15 1.630 VLE-BP
333.15 2.020 VLLE 333.15 1.975 VLE-BP
343.15 2.370 VLLE 343.15 2385 VLE-BP
353.15 2.875 VLLE 353.15 2.895 VLE-BP
w; =0.9553 w, =0.0447 w; =0.9850 w;=0.0150
323.15 4.343 LLE 323.15 15.43 VLE-BP
333.15 4.140 LLE 333.15 1.920 VLE-BP
343.15 4.045 LLE 343.15 2325 VLE-BP
353.15 4.203 LLE 353.15 2.960 VLE-BP
wy =0.9604 w, =0.0396 w; =0.9900 w;=0.0100
323.15 1.640 VLE-BP 323.15 1.530 VLE-BP
333.15 1.955 VLE-BP 333.15 1.850 VLE-BP
343.15 2.365 VLE-BP 343.15 2.245 VLE-BP
353.15 2.820 VLE-BP 353.15 2.760 VLE-BP
w; =0.9653 w2 =0.0347
323.15 1.585 VLE-BP
333.15 1.907 VLE-BP
343.15 2370 VLE-BP
353.15 2.825 VLE-BP

T, temperature (K); P, pressure (MPa); w stands for the mass fraction of components 1 and 2, V, vapour phase; L, liquid phase; E, equilibrium; BP, bubble point.

tends to swell and dissolve the organic solvent, thereby reduc-
ing its solvent strength. As a consequence, greater pressures are
necessary to attain a one-phase-system region. In the case of a
strong organic solvent, the increase in the monomer mass fraction
has a less pronounced effect because a smaller amount of organic
solvent is needed for the dissolution of the monomer in the organic-
solvent-rich liquid phase. Thus, the expansion of the system, either
due to an increase in the temperature or an increase in the car-
bon dioxide mass fraction, has a smaller effect compared to that
observed in the case in which the organic solvent is not a strong
solvent for the monomer.

Safe measurements for overall compositions of the
(propane +ethanol) and the (carbon dioxide+ethanol) mix-
tures of less than 0.950 and 0.930, respectively, were attempted.
However, no dissolution (solubilization) was observed within
the pressure operation limit of the phase equilibrium apparatus
(30MPa). It is likely that mass transfer limitations, which were
experimentally verified and visually observed through the sap-
phire windows, hindered the formation of translucent phases or
the attainment of a one-phase homogeneous region, even after a
1-h agitation of the solution at constant temperature and pressure
[31].

Table 2
Phase equilibrium data for the system (carbon dioxide +ethanol) (1)/-lactic acid (2).
T(K) P (MPa) Transition type T(K) P(MPa) Transition type
wy=0.9337 w, =0.0663 w;=0.9714 w, =0.0286
323.15 20.585 LLE 323.15 10475 LLE
333.15 22.295 LLE 333.15 12.805 LLE
343.15 23.690 LLE 343.15 14.870 LLE
353.15 25.230 LLE 353.15 16.765 LLE
wy =0.9411 w,=0.0589 w; =0.9801 w;=0.0199
323.15 17.495 LLE 323.15 9910 LLE
333.15 19.760 LLE 333.15 11.935 LLE
343.15 21.655 LLE 343.15 13.975 LLE
353.15 23.240 LLE 353.15 15.695 LLE
w; =0.9515 w; =0.0485 wy =0.9895 w2 =0.0105
323.15 15.030 LLE 323.15 8.865 LLE
333.15 17.475 LLE 333.15 10.775 LLE
343.15 19.385 LLE 343.15 12.570 LLE
353.15 20.435 LLE 353.15 13.750 LLE
w; =0.9604 w2 =0.0396
323.15 14.035 LLE
333.15 16.830 LLE
343.15 18.030 LLE
353.15 20.570 LLE

T, temperature (K); P, pressure (MPa); w stands for the mass fraction of components 1 and 2; L, liquid phase; E, equilibrium.
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Fig. 3. Pressure-composition diagram of the system (propane +ethanol)+ L-lactic
acid system.
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Capitulo 6 — Thermodynamic moddeling of high-pressure equilibrium data for the systems
L-lactic acid + (propane + ethanol) and L-lactic acid + (carbono dioxide + ethanol)

Abstract

This short communication reports the thermodynamic modeling of high-pressure
equilibrium data (cloud points) for the systems L-lactic acid + (propane + ethanol) and L-
lactic acid + (carbon dioxide + ethanol) from 323.15 K to 353.15 K and at pressures up to
25 MPa. The experimental data were modeled using the Peng-Robinson equation of state
with the classical van der Waals quadratic mixing rule (PR-vdW2) and with the Wong-
Sandler mixing rule (PR-WS). It is shown that the PR-vdW?2 and PR-WS models were both
able to satisfactorily represent the phase behavior of the system L-lactic acid + (carbon
dioxide + ethanol). However, for the system L-lactic acid + (propane + ethanol), the PR-

vdW2 model was not able to appropriately describe its phase behavior.

Keywords: carbon dioxide; ethanol; L-lactic acid; phase equilibrium; propane;

thermodynamic modeling
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The production of high-purity biodegradable polymers is an important issue for their
potential applications in medicine and food industry. Biodegradable lactic-acid based
polymers have highly promising properties and are easily synthesized from components
available from renewable sources [1]. Lactic acid is one of the simplest chiral molecules
and is usually found as a mixture of two stereoisomers (L- and D-lactic acid). It is used as a
raw material in the synthesis of poly (L-lactic acid) (PLA)[2, 3]. In particular, PLA is
important for its biocompatibility and resorbability [4].

Knowledge of the phase equilibria of the reaction system, which consists of the
monomer, the biodegradable polymer and the supercritical/compressed solvent along with
the possible presence of a cosolvent, plays a crucial role in the development and
optimization of the reaction because the location of the phase boundary of the system is
important for establishing appropriate reaction conditions [5, 6].

The phase behavior of L-lactide was studied in supercritical carbon dioxide at high
pressures. The L-lactide + carbon dioxide system exhibited the solid — fluid and the liquid —
vapor equilibria, which were determined in the temperature range 275 — 355 K and in the
pressure range 10 — 80 MPa. This system shows the type of phase behavior where the two
branches of the solid L-lactide + liquid + vapor curve end with the first and second critical
endpoints [7].

Another study [1] showed the phase behavior of L-lactic acid based polymers of low
molecular weight in supercritical carbon dioxide at high pressures. This system also
exhibited the solid — fluid and the liquid — vapor equilibria. Supercritical carbon dioxide
was a poor solvent for low molecular weight L-lactic acid based polymers. The liquid-

vapor equilibrium in this system depended to a great extent on the structure of the end
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groups, while for the solid — fluid equilibrium, the effect of the molecular weight was more
pronounced.

A previous study [8] reported the phase equilibrium data (cloud points) of L-lactic acid
+ (propane + ethanol) and L-lactic acid + (carbon dioxide + ethanol). The phase
equilibrium experiments were conducted in a variable-volume view cell employing the
static synthetic method from 323.15 K to 353.15 K and at pressures up to 25 MPa; the mass
ratio of ethanol to carbon dioxide or propane was maintained at 1:9. The L-lactic acid +
(propane + ethanol) exhibited vapor-liquid, liquid-liquid and vapor-liquid-liquid transitions,
whereas the L-lactic acid + (carbon dioxide + ethanol) exhibited only liquid-liquid type
transitions. The L-lactic acid + (propane + ethanol) and L-lactic acid + (carbon dioxide +
ethanol) showed characteristic behavior of UCST (Upper Critical Solution Temperature)
and LCST (Lower Critical Solution Temperature) phase transitions, respectively.

In addition to experimental data measurements, the development and application of
thermodynamics models to represent the phase behavior of multicomponent mixtures plays
a crucial role in elucidating the phenomena involved in the fractionation/separation step in
the process design and optimization of, for instance, polymerization reactions performed at
high pressures. The use of thermodynamics models is also relevant to establishing the
process flow sheet of a chemical plant. For this purpose, cubic equations of state may be
advantageously used to represent experimental phase equilibrium data, allowing process
simulation to select appropriate operational conditions [9].

The thermodynamic modeling of the systems L-lactic acid + (propane + ethanol) and L-
lactic acid + (carbon dioxide + ethanol) in this work used the previously reported phase
equilibrium data [8]. Based on the description of these systems at high pressures, the Peng-

Robinson equation of state [10] was employed with the classical van der Waals quadratic
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mixing rule (PR-vdW2) and with the Wong-Sandler mixing rule (PR-WS) [11, 12] to
represent the experimental values found. The calculation procedure for modeling the
experimental data of the systems investigated in this work followed the same procedure
described previously by Aradjo et al. [13] and Pinto et al. [14].

As briefly presented in our previous works [9, 13-16] the mixture parameter for vdW?2

can be summarized as

=1 j=1 (1)

P (2)

3)

1
b; :E(bi +bj)(1—li,-) @

where a; and b; are the parameters of the pure compounds [10], and /;; and k;; are adjustable

parameters.

The mixture parameters a and b for the WS mixing rule are given by [11, 12]

a D
’r %D )
po Q

1-D (6)
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where

Tzl )

(7
and

Ex
poy GO
bRT CRT ®)

For PR-EoS, the constant C is given by C = — \% ln(l + \/?)

The combination rule was used considering the reformulated Wong-Sandler mixing
rule, by rewriting the cross second virial coefficient in the following form, as presented by
Orbey and Sandler [12]:

( g J:l(bu—bﬂ)—@(l—l(ﬁ)

CRT ) 2V RT
9)

The Non-random two-liquid model (NRTL) [17] was used for the molar excess Gibbs free
energy (GE*(T,P,x)) calculation. Thus, the binary interaction parameters fitted for PR-WS model

were oy, Agij, Agji and Kj;.

The binary interaction parameters for both models (PR-vdW2 and PR-WS) were
estimated by minimizing the least square objective function (Equation 10) using the
stochastic Simulated Annealing method, and the optimization procedure was refined using

the Simplex method. The saturation pressure (bubble or dew point) was calculated by
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implementing an algorithm presented by Ferrari et al. [18] and Bender et al. [5], which is
based on Michelsen’s work [19]. The pure component properties of carbon dioxide,
propane, ethanol and L-lactic acid are presented in Table 1, including the purity, supplier,

critical properties and acentric factor of all components.

The objective function used in this work was

OF = ZT-lObS(Pl-exp _ PiCal)Z (10)

=1

Where Pl-exp and Pical are the calculated and experimental saturation pressure values,

respectively, and n, is the number of experimental observations.

Table 1

Characteristic parameters of the pure compounds.

Compound P./MPa T./K ® M, /(g.gmol™)
Propane® 4.248 369.83 0.1523 44,094
COy* 7.383 304.21 0.2236 44.010
Ethanol® 6.140 513.90 0.6440 46.0690
L-lactic acid” 5.960 675.00 1.022 90.790

P, critical pressure; T, critical temperature; ®, acentric factor; M,,, molar mass.
1120].
>121].

The binary interaction parameters were estimated by minimizing the least square
objective function of the experimental and calculated pressures using the stochastic particle

swarm optimization method [18], and the procedure was refined using the Modified
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Simplex method [22]. For the binary system {CO, (1) + Ethanol (2)}, the interaction
parameters were taken from the literature [13]. The binary interaction parameters of PR-
vdW2 and PR-WS fitted to the experimental values for the systems investigated are shown
in Table 2 and Table 3, respectively. For the system {Propane (1) + Ethanol (2) + L-lactic
acid (3)}, when using the PR-WS model, the NRTL model was adopted to compute the

molar excess Gibbs energy [14].

Table 2

Fitted binary interaction parameters of the PR-vdW2 model used in this work.

T/K i-] kij lij RMSD/MPa  abs error/MPa

System: {Propane (1) + Ethanol (2) + L-lactic acid (3)}

1-2 -0.1795 0.1218
1-3 0.4118 -0.4534 0.0738 0.0542
303.15
2-3 0.3244 -0.1076
to
System: {CO; (1) + Ethanol (2) + L-lactic acid (3)}
343.15

1-2° 7.8332x 102 -3.0999 x 10
1-3 17287 x 102 -2.5716 x 10 0.6484 0.5319

2.3 7.6125x 107 -2.6011 x 10

RMSD: Root Mean Square Deviation; abs error: absolute error.

a[13].
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Table 3

Fitted binary interaction parameters of the PR-WS model used in this work.

RMSD/
T/K i-j 8ij gji kij abs error/MPa
MPa

System: {Propane (1) + Ethanol (2) + L-lactic acid (3)}

1-2  543.6266  218.1799 -0.1949
1-3 537.8335 545.2472 -0.1105 0.4316 0.2462
303.15
2-3 1817.4491 776.5565 0.3284
to
System: {CO; (1) + Ethanol (2) + L-lactic acid (3)}
343.15

1-2* 6245500 -89.2000  8.1199 x 10™
1-3 1358659 6213313  8.0807 x 107 0.7526 0.6409

2-3 7784239 1157.0365 -0.1544 x 107

RMSD: Root Mean Square Deviation; abs error: absolute error.

a[13].

Fig. 1 presents the pressure-temperature diagram obtained for the {Propane (1) +
Ethanol (2) + L-lactic acid (3)} system, where it can be observed that the PR-vdW2 model
(continuous line) only fitted the vapor-liquid bubble point (VLE-BP) transition data.

Fig. 2 presents the pressure-temperature diagram obtained for the {CO; (1) + Ethanol (2)
+ L-lactic acid (3)} system. This diagram shows the good performance of the PR-vdW2
model (continuous line) and the adequate strategy adopted for phase equilibrium data
modeling, as corroborated in Table 2 by the low values of the absolute error (abs error) and
the Root Mean Square Deviation (RMSD), hence showing the good agreement between the

experimental and calculated pressure transition values [23].
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Fig. 1. Pressure-temperature diagram of the system {Propane (1) + Ethanol (2) + L-lactic
acid (3)} (VLE-BP) (A: w3 =0.0396; e: w3 =0.0347; m: w3 =0.0271; o: w3 = 0.0253; A:
w3 =0.0199; ¢: w3 = 0.0150; o: w3 =0.0100). The continuous line denotes the calculated

values from PR-vdW?2, using the fitted interaction parameters.

Figs. 3 and 4 present the pressure-temperature diagram obtained for the {Propane (1) +
Ethanol (2) + L-lactic acid (3)} system for all overall mass fractions. These figures show
that the PR-WS model (continuous line) was able to fit both the liquid-liquid (LLE) (Fig. 3)
and the vapor-liquid bubble point (VLE-BP) (Fig. 4) transition data. These diagrams show
the good performance of the PR-WS model (continuous line) and the adequate strategy

adopted for all phase equilibrium data modeling.
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Fig. 2. Pressure-temperature diagram of the system {CO, (1) + Ethanol (2) + L-lactic acid
(3)} (LLE) (#: w3 = 0.0663; m: w3 = 0.0589; A: w3 = 0.0485; e: w3 = 0.0396; 0: w3 =
0.0286; o: w3 =0.0199; A: w3 = 0.0105). The continuous line denotes the calculated values

from PR-vdW?2, using the fitted interaction parameters.
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Fig. 3. Pressure-temperature diagram of the system {Propane (1) + Ethanol (2) + L-lactic
acid (3)} (LLE) (0: w3 = 0.0501; o: w3 =0.0447). The continuous line denotes the

calculated values from PR-WS, using the fitted interaction parameters.
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320 325 330 335 340 345 350 355

Fig. 4. Pressure-temperature diagram of the system {Propane (1) + Ethanol (2) + L-lactic
acid (3)} (VLE-BP) (A: w3 =0.0396; e: w3 =0.0347; m: w3 =0.0271; o: w3 = 0.0253; A:
w3 =0.0199; ¢: w3 = 0.0150; o: w3 =0.0100). The continuous line denotes the calculated

values from PR-SW, using the fitted interaction parameters.

Fig. 5 presents the pressure-temperature diagram obtained for the system {CO, (1) +
Ethanol (2) + L-lactic acid (3)}. Like the PR-vdW2 model, the PR-WS model (continuous
line) showed good performance and demonstrated that the strategy adopted was adequate
for the phase equilibrium data modeling. This determination can be verified by inspecting
the absolute error (abs error) and Root Mean Square Deviation (RMSD) in Table 3, which
are low for both systems, attesting the good agreement between the experimental and
calculated (PR-WS model) pressure transition values [23].

This work reported the thermodynamic modeling of high-pressure phase equilibrium
data for the systems L-lactic acid + (propane + ethanol) and L-lactic acid + (carbon dioxide
+ ethanol) in the temperature range of 323.15 K to 353.15 K and at pressures up to 25 MPa.

In general, both systems investigated were modeled using the Peng-Robinson equation of
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state coupled with the Wong-Sandler mixing rule. However, the Peng-Robinson equation of
state with the classical van der Waals quadratic mixing rule was unable to represent the
system L-lactic acid + (propane + ethanol), possibly due to the high asymmetry exhibited
by this system in terms of the molecular size and intermolecular forces. The
thermodynamic modeling performed in this work may be of great value for conducting

polymerization reactions of such lactones in compressed carbon dioxide and propane.

6 T T T T T T
320 325 330 335 340 345 350 355

T/K

Fig. 5. Pressure-temperature diagram of the system {CO; (1) + Ethanol (2) + L-lactic acid
(3)} (LLE) (#: w3 = 0.0663; m: w3 = 0.0589; A: wj = 0.0485; e: w3 = 0.0396; O: w3 =
0.0286; 0: w3 =0.0199; A: w3 = 0.0105). The continuous line denotes the calculated values

from PR-SW, using the fitted interaction parameters.
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Conclusoes gerais

CONCLUSOES GERAIS

No estudo do comportamento cinético do processo SFE para a obtencdo do extrato
das raizes de Ginseng brasileiro utilizando como solvente o didxido de carbono e etanol
como cossolvente foi possivel concluir que o aumento da quantidade de etanol favoreceu o
processo de extracdo, ndo somente em termos de quantidade de extrato bruto obtido, como
também em termos de recuperagdo do composto de interesse, no caso o ecdisteréide beta-
ecdisona. Os resultados mostraram que o etanol possui maior seletividade que o diéxido de
carbono para extrair esse composto. Dentre as condi¢des estudadas, a que maximizou os
rendimentos em termos do composto de interesse foi a pressdo de 20 MPa usando como
solvente de extracdo a mistura di6xido de carbono:etanol (10:90, v/v). Durante a primeira
hora de processo foram obtidos 82 % do rendimento total € 89 % do teor de beta-ecdisona
total.

No processo de PLE para a obtencdo do extrato das raizes de Ginseng brasileiro o
tipo de solvente afetou significativamente o rendimento global da extracdo (Xj), o teor de
beta-ecdisona e a atividade antioxidante (AA). A temperatura e a interacdo temperatura e
solvente afetaram significativamente o Xy e o teor de beta-ecdisona, respectivamente. A
pressao nao demonstrou influéncia significativa para nenhum dos parametros avaliados.

Em termos de rendimento global o melhor desempenho da extragdo foi atingido a
temperatura de 393 K, utilizando como solvente a mistura EtOH:H,0O (80:20, v/v). Para o
teor de beta-ecdisona o melhor desempenho do processo foi obtido também a 393 K, porém
utilizando o EtOH puro como solvente. Assim como para o Xy, o solvente que resultou em

maiores valores de AA dos extratos obtidos foi a mistura EtOH:H,0 (80:20, v/v).
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De acordo com os resultados obtidos, a condi¢do de PLE selecionada para o estudo
da cinética de extracdo foi aquela em que maiores teores de beta-ecdisona foram obtidos:
393 K utilizando com solvente o etanol puro. Como a pressdo ndo mostrou influéncia
significativa, optou-se pelo menor valor (8 MPa) para redu¢do do gasto de energia do
processo.

A partir da curva global de extracdo foi possivel verificar que apds 26 minutos de
processo (tcgr) aproximadamente 50 % do rendimento da extracdo e 67,7 % do teor de
beta-ecdisona foram obtidos. O total de rendimento em termos de massa de matéria-prima
obtido apds 130 minutos de processo foi 7 % (base seca), sendo maior do que no processo
de SFE. Foi possivel observar também que na condi¢do estudada pode estar ocorrendo uma
extracdo reativa, uma vez que o periodo difusional ndo foi alcangado.

O custo de manufatura na condi¢do da cinética em relacdo ao extrato puro e em
relacdo a beta-ecdisona foi 11 e 8 vezes menor do que no processo SFE, respectivamente.
Assim pode-se concluir que o PLE é uma alternativa e um processo promissor para a
obtencdo de extratos de raizes de Ginseng brasileiro ricos em beta-ecdisona.

Com relacdo ao estudo do equilibrio de fases a altas pressdes, o sistema L-4cido
lactico + (propano + etanol) apresentou transi¢des do tipo liquido-liquido-vapor (VLLE),
liquido-liquido (LLE) e liquido-vapor ponto de bolha (VLE-BP). Seu comportamento é
caracteristico das transicdes de fase do tipo UCST (Upper Critical Solution Temperature).
Ja o sistema L-4cido lactico + (CO; + etanol) apresentou apenas transi¢oes de fase do tipo
liquido-liquido (LLE). Seu comportamento € caracteristico das transicdes de fase do tipo
LCST (Lower Critical Solution Tempertature).

Os resultados da modelagem termodinamica dos dados de equilibrio obtidos

mostraram que os modelos Peng-Robinson com regra de mistura quadritica de van der
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Waals (PR-vdW?2) e com regra de mistura de Wong-Sandlre (PR-WS) foram capazes de
representar satisfatoriamente o comportamento de fases do sistema L-dcido l4ctico +
(di6xido de carbono + etanol). Entretanto, para o sistema L-acido lactico + (propano +
etanol), somente modelo PR-WS foi capaz de descrever apropriadamente o seu

comportamento.
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Sugestoes para trabalhos futuros

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar a caracterizagdo fitoquimica das raizes do Ginseng brasileiro bem como
dos extratos obtidos e desenvolver novos métodos de andlise de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC);

e Realizar o estudo da extragdo com fluido supercritico (SFE) das raizes do Ginseng
brasileiro com etanol como cossolvente em maiores proporcdes variando a
temperatura do processo;

e Avaliar o efeito de pressdes de operacdo menores tanto para SFE quanto para PLE
das raizes do Ginseng brasileiro;

e Na condi¢do cinética apresentada no Capitulo 3, avaliar o periodo de extracdo
reativa do processo de PLE;

e Validar os resultados de simulacdo do processo de PLE das raizes do Ginseng
brasileiro apresentados em escala piloto;

e Avaliar o efeito de diferentes vazdes de solvente no processo de PLE das raizes do
Ginseng brasileiro;

e Avaliar o efeito de diferentes tempos de extragdo estaticos no processo de PLE das
raizes do Ginseng brasileiro;

e Realizar um estudo da etapa de separacdo processo de PLE das raizes do Ginseng
brasileiro em escala piloto: dados de equilibrio de fases a altas pressodes utilizando
sistemas com o extrato;

e Realizar o estudo de equilibrio de fases a altas pressdes de sistemas com
biopolimeros, por exemplo, o poli (L-lactideo);

e Realizar o estudo de sintese de biopolimeros a partir do monémero L-4cido lactico

para o encapsulamento de extratos vegetais.
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APENDICE 1

1 UNIDADE DE EXTRACAO

A unidade utilizada para a realiza¢do dos ensaios de extracdo supercritica (SFE) com
cossolvente (Capitulo 2) e de extragao com liquido pressurizado (PLE) (Capitulo 3) foi a
unidade SFE-I (Unidade cossolvente e/ou PLE) disponivel no Laboratério de Tecnologia
Supercritica: Extracdo, Fracionamento e Identificacdo de extratos vegetais (LASEFI) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

A unidade de extragdo SFE-I (Figuras Al e A2) é composta uma bomba pneumdtica —
Booster (P-1) (Maximator, modelo PP111-VE MBR, Alemanha), uma bomba de alta
pressdo (BC) (Thermo Separation Products, modelo 3200 P/F, Flérida, EUA), dois banhos
termostaticos programdveis (Marconi, modelo MA 159/300, Piracicaba, SP e Marconi,
modelo MA-184, Piracicaba, SP) responsaveis pela manutencdo da temperatura do extrator
de ago inox (B-2) e do cabecote do booster (B-1), respectivamente, uma vélvula reguladora
de pressdo — Back pressure regulator (V-3) (Tescom, modelo n° 26176124161, Minnesota
River, EUA), um rotametro, um totalizador de vazao (TV) (LAO, modelo GO0,6 + 0,001 m3,
Sao Paulo, SP), termopares e trés mandmetros (M) (Record, 50 MPa + 0,5, Sao Paulo, SP).

Nessa unidade pode ser realizado o processo de SFE, utilizando todas as partes da
unidade apresentada na Figura Al (pontilhada e destacada), utilizando um solvente (R1),
geralmente CO, que € resfriado (B-1) a 263 K e posteriormente pressurizado (P-1). Essa
unidade pode ainda operar com ou sem a utilizagdo de cossolvente (R2) (Prado, 2010).
Nesse caso, o solvente e o cossolvente sdo misturados (MI) antes da entrada do extrator.

Em seguida, solvente ou mistura solvente/cossolvente passam pelo leito fixo (LE)
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empacotado com a matéria-prima em estudo. O extrato e eventual cossolvente sdo
recolhidos em frascos de vidro (da mesma forma que no processo PLE). O solvente, por sua
vez, apds expansdo em valvula micrométrica aquecida (V7), passa através de um rotdmetro
(RT) e um totalizador de vazdo (TV), permitindo um maior controle da quantidade de
solvente utilizado no processo, sendo assim liberado para o ambiente.

Para o processo de PLE, a unidade SFE-I é operada somente com a parte destacada na
Figura Al. A matriz vegetal ¢ empacotada em célula de nylon com as mesmas medidas do
extrator de leito fixo (LE) antes de ser inserida nele. Uma coluna de teflon perfurada
equivalente a aproximadamente 70 % do volume do extrator pode ser inserida na parte
superior dele a fim de diminuir o seu volume, reduzindo o tempo de pressurizacdo e a perda
de carga do sistema (Pereira, 2005). O solvente (R2) ¢ bombeado (BC) através do leito de
extracdo (LE), sendo este envolto por uma camisa conectada a um banho termostatico, o
extrato + solvente sdo, entdo, coletados em frasco de vidro imerso em banho de gelo a

pressdo ambiente.
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R1 — Reservatério de solvente (COy) M - Man6émetros
R2 — Reservatério de co-solvente RT - Rotadmetro
P-1 — Booster TV — Totalimetro
C — Compressor V-1 — Vélvula de bloqueio (cilindro de CO,)
BC — Bomba de alta pressao V-2 - Valvula de retencao
B-1 — Banho de resfriamento (CO,) V-3 — Vélvula back pressure
B-2 — Banho de aquecimento do extrator V-4 - Valvula de bloqueio (entrada de CO,)
LE — Leito de extragédo V-5 - Valvula de bloqueio (entrada de co-solvnte)
MI — Misturador V-6 - Valvula de bloqueio (saida de extrato)
FC — Frasco coletor V-7 — Valvula micrométrica aquecida

Figura A1l. Diagrama esquemadtico da SFE-I (Unidade cossolvente e/ou PLE),
adaptado de (Veggi, 2013).

Procedimento operacional da unidade SFE-I para SFE, adaptado de (Veggi, 2013):

1) Ligar os banhos de resfriamento (B-1) dos cabecotes da bomba (P-1) e aquecimento
(B-2) da camisa do extrator (LE) e aguardar até que as temperaturas de operacao
sejam atingidas: 263 K para o resfriamento e temperatura de operacao,
respectivamente;

2) Ligar o aquecimento da valvula micrométrica (V-7);
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3) Empacotar a matriz vegetal em célula de nylon, se necessdrio completar o volume
da mesma com esferas de vidro;

4) Verificar se as vdlvulas de bloqueio V-4, V-5 e V-6 estdo fechadas;

5) Verificar se a valvula micrométrica V-7 estd fechada;

6) Inserir a coluna de teflon na parte superior do extrator (LE) quando se deseja
trabalhar com um volume menor de matéria-prima;

7) Inserir a célula de nylon com a matriz vegetal devidamente empacotada na parte
inferior do extrator (LE);

8) Conectar toda a linha, ou seja, fechar as duas extremidades do extrator e conecta-las
a tubulacdo do sistema;

9) Abrir a vélvula V-1 do cilindro de CO, (R1) e fazer a leitura da pressdo no
manometro M-1;

10) Abrir as valvulas V-2 e VR;

11) Regular a pressdo do sistema através da valvula V-3;

12) Abrir a valvula V-5 para utilizagdo de cossolvente;

13) Ajustar a vazao de cossolvente na bomba de alta pressao (B-2);

14) Assim que o sistema atingir a pressao de operacdo (M-3) iniciar o controle do tempo
de extracdo estética;

15) Apés o periodo estdtico, abrir cuidadosamente a valvula V-6;

16) Controlar a vazdo do sistema através da valvula V-7, sendo a vazdo mantida
constante durante todo o periodo de extragdo e monitorada através do rotametro
(RT) e do totalizador de vazao (TV);

17) Recolher o extrato em frasco de vidro (FC) imerso em banho de gelo;
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18) Ao final do processo (apds o tempo pré-estabelecido de extracdo), retirar o frasco

coletor, fechar as vélvulas V-4 e V-5 e desligar as bombas B-1 e B-2;

19) Abrir as vdlvulas V-6 e V-7 para despressurizar o sistema, desligar os banhos

termostéticos (B-1 e B-2) e o aquecimento da valvula micrométrica.

Procedimento operacional da unidade SFE-I para PLE:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Ligar o banho de aquecimento (B-2) da camisa do extrator (LE) (temperatura do
ensaio);

Empacotar a matriz vegetal em célula de nylon, se necessdrio completar o volume
da mesma com esferas de vidro;

Verificar se as valvulas de bloqueio V-5 e V-6 estdo fechadas;

Verificar se a valvula micrométrica V-7 esta fechada;

Inserir a coluna de teflon na parte superior do extrator (LE) quando se deseja
trabalhar com um volume menor de matéria-prima;

Inserir a célula de nylon com a matriz vegetal devidamente empacotada na parte
inferir do extrator (LE);

Conectar toda a linha, ou seja, fechar as duas extremidades do extrator e conecta-las
a tubulacgdo do sistema;

Ajustar a vazao de solvente na bomba de alta pressao (B-2);

Abrir a valvula V-5 para liberar a entrada de solvente no extrator;

10) Ligar a bomba. O sistema € pressurizado a partir da entrada de solvente no extrator;

11) Assim que o sistema atingir a pressao de operacao (M-3) desligar a bomba e fechar

a vdlvula de bloqueio V-5;
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12) Iniciar o controle do tempo de extracdo estdtica;

13) Ap6s o periodo estético, abrir a vdlvula V-5, ligar a bomba de alta pressdo, abrir
cuidadosamente a valvula V-6 e controlar o escoamento de solvente com a vélvula
micrométrica V-7 monitorando a pressao do sistema (M-3);

14) Recolher o extrato em frasco de vidro (FC) imerso em banho de gelo;

15) Ao final do processo (apds o tempo pré-estabelecido de extracdo), retirar o frasco
coletor, desligar a bomba de alta pressao e fechar a vdlvula V-5;

16) Abrir as vélvulas V-6 e V-7 para despressurizar o sistema, desligar o banho de

aquecimento do extrator e o aquecimento da valvula micrométrica.

J.
|
|

Figura A2. Unidade de extracdo SFE-I (Unidade cossolvente e/ou PLE).
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1.1  Preparo do leito de extracao

O preparo do leito seguiu um procedimento padrdo para todos os ensaios de
extracdo realizados para a determinacdo do rendimento global e estudo cinético dos
Capitulos 2 e 3. Na extremidade inferior da célula de nylon (Figura A3), que estd fechada,
e possui mesmo didmetro do extrator, foi depositada uma camada de 132 de vidro e em
seguida a matéria-prima foi cuidadosamente empacotada com o auxilio de um bastdo de
aco inoxiddvel, também com o mesmo didmetro do extrator. Outra camada de 1a de vidro
foi depositada em cima da matéria-prima empacotada e por fim o volume da célula de
nylon foi completado com esferas de vidro. Essa célula foi entdo fechada com barbante e
inserida na parte inferior do extrator, lembrando que, também, foi introduzido no extrator,
porém na parte superior, uma coluna de teflon que representa aproximadamente 70 % do
volume dele. Um esquema do leito de extracdo pode ser visualizado na Figura A3.

A densidade aparente do leito foi mantida constante e a 14 de vidro foi utilizada

como um filtro para evitar que particulas pequenas obstruissem a tubulagdo.
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Solvente

Célula de ago inox

Coluna de teflon

Camisa de aquecimento

Célula de nylon
Esferas de vidro

L& de vidro
Matriz vegetal

3|77

B

La de vidro

Mistura solvente + soluto

(b)

()

Figura A3. Esquema do leito de extracdo (a) e Célula de nylon: esferas de vidro + matriz
vegetal (b)
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2

2.1

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Experimentos cinéticos SFE: Capitulo 2

A seguir estdo apresentados os resultados experimentais (Tabelas A.1 a A.4)

utilizando as raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) que resultaram no artigo

apresentado no Capitulo 2.

Tabela Al. Resultados obtidos no experimento cinético usando CO,:Etanol (85:15, v/v) a
333 K e 30 MPa.

Rendimento

Massa de Rendimento Teor de beta-
Tempo S/F acumulado de .
. extrato acumulado . ecdisona
(min) acumulado beta -ecdisona
acumulada (g) (%, b.s) (mg/g de extrato)
(%, b.s.)

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
50 0,0577 0,3160 7,4516 0,0408 84,6200
70 0,0726 0,3973 15,9080 0,0870 87,8906
90 0,0833 0,4562 24,7320 0,1353 84,3883
110 0,0993 0,5433 34,7000 0,1899 85,5768
130 0,1058 0,5786 45,7648 0,2504 83,1206
150 0,1215 0,6648 57,8283 0,3164 75,4472
180 0,1292 0,7067 76,2532 0,4172 71,9126
210 0,1330 0,7278 96,2777 - -
240 0,1394 0,7626 117,6744 0,6439 67,2339
270 0,1473 0,8060 141,3133 0,7732 64,4359
330 0,1572 0,8602 177,8919 0,9733 60,9396
390 0,1651 0,9034 213,7694 1,1696 58,3673

- Nesse ponto a massa de amostra ndo foi suficiente para a realizacao da andlise.
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Tabela A2. Resultados obtidos no experimento cinético usando CO,:Etanol (85:15, v/v) a
333 K e 20 MPa.

Rendimento

Massa de Rendimento Teor de beta-
Tempo S/F acumulado de .
(min) extrato acumulado acumulado beta -ecdisona ecdisona
acumulada (g) (%, b.s) (%. b.s.) (mg/g de extrato)
0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
50 0,0942 0,5159 7,6248 0,0467 90,5542
70 0,1097 0,6008 16,2481 0,0539 89,6956
90 0,1196 0,6551 25,9607 0,0567 86,4837
110 0,1287 0,7049 36,8533 0,0577 81,8185
130 0,1353 0,7410 48,8351 0,0584 78,7584
150 0,1413 0,7739 61,3616 0,0588 75,9914
180 0,1486 0,8139 79,4251 0,0594 73,0270
210 0,1547 0,8473 98,8502 0,0599 70,7476
240 0,1603 0,8780 120,0000 0,0604 68,7640
270 0,1664 09114 142,7836 0,0608 66,6797
330 0,1760 0,9640 178,7291 0,0614 63,7030
390 0,1882 1,0308 218,0332 0,0621 60,2543

Tabela A3. Resultados obtidos no experimento cinético usando CO,:Etanol (25:75, v/v) a
333 K e 20 MPa.

Massa de Rendimento Rendimento Teor de beta-
Tempo S/F acumulado de .
(min) extrato acumulado acumulado beta -ecdisona ecdisona
acumulada (g) (%, b.s) (%. b.s.) (mg/g de extrato)

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
35 0,2412 1,3186 3,0890 0,0506 38,3524
40 0,2737 1,4963 7,4500 0,0603 40,3020
45 0,3017 1,6493 13,2645 0,0681 41,2722
50 0,3208 1,7537 19,9875 0,0736 41,9618
55 0,3441 1,8811 28,6183 0,0808 42,9476
60 0,3627 1,9828 38,3393 0,0865 43,6196
65 0,3798 2,0763 49,5139 0,0912 43,9089
70 0,4050 2,2141 62,0513 0,0945 42,6665
75 0,4136 2,2611 75,9514 0,0966 42,7404
80 0,4201 2,2966 91,2142 0,0979 42,6206
85 0,4252 2,3245 107,8398 0,0988 42,5015
90 0,4301 2,3513 125,7372 0,0996 42,3421
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Tabela A4. Resultados obtidos no experimento cinético usando CO,:Etanol (10:90, v/v) a

333 K e 20 MPa.

Rendimento

Massa de Rendimento Teor de beta-
Temp S/F acumulado de .
(min) extrato acumulado acumulado beta -ecdisona ecdisona
acumulada (g) (%, b.s) (%. b.s.) (mg/g de extrato)

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
35 0,2808 1,5385 3,2216 0,0589 38,2594
40 0,3392 1,8585 8,1458 0,0734 39,5004
45 0,3731 2,0442 14,7724 0,0826 40,3992
50 0,3994 2,1882 23,0555 0,0888 40,5732
55 0,4124 2,2595 33,1333 0,0911 40,3041
60 0,4234 2,3197 44,6836 0,0926 39,9230
65 0,4385 2,4027 57,8443 0,0939 39,0974
70 0,4500 2,4655 72,6159 0,0950 38,5317
75 0,4608 2,5246 89,5038 0,0961 38,0833
80 0,4706 2,5783 107,7263 0,0971 37,6755
85 0,4770 2,6137 127,6517 0,0979 37,4731
90 0,4828 2,6455 149,1873 0,0987 37,2929

2.2  Experimentos PLE: Capitulo 3

A seguir estdo apresentados os resultados experimentais das extracdes com liquido

pressurizado (PLE) utilizando as raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) que

resultaram no artigo apresentado no Capitulo 3.

2.2.1 Extracoes para determinacio de rendimento global (X,)

2.2.1.1 Rendimento global (Xy)

O rendimento global (X() dos extratos obtidos das raizes de Ginseng brasileiro

usando PLE variou entre 1,5 € 25,0 % (b.s.). As figuras A4 e A5 apresentam as isotermas
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de rendimento global obtidas nas diferentes condi¢des avaliadas usando etanol puro e a

mistura etanol:dgua (80:20, v/v) como solventes, respectivamente.
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Figura A4. Isotermas de rendimento global dos extratos obtidos das raizes de Ginseng
brasileiro (Pfaffia glomerata) por PLE usando etanol puro como solvente.
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Figura AS. Isotermas de rendimento global dos extratos obtidos das raizes de Ginseng
brasileiro (Pfaffia glomerata) por PLE usando etanol:dgua (80:20, v/v) como solvente.
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A influéncia da temperatura (333, 363 e 393 K), pressao (8, 10, 15, 20, 25 e 30 MPa)
e tipo de solvente [etanol puro e etanol:dgua (80:20, v/v)] sobre o X, foi avaliada através da

andlise de variancia (ANOVA) utilizando o software MINITAB®16 (Tabela A5).

Tabela AS. Anélise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o rendimento
global de extragdo das raizes de Ginseng brasileiro.

Grausde Somados Quadrados

Fonte de variacao F p-valor
liberdade quadrados médios

Temperatura (K) 2 120,9 60,04 4,46 0,041
Pressdao (MPa) 5 24,92 4,98 0,37 0,858
Solvente 1 688,65 688,35 51,17 0,000
Temperatura*Pressao 10 132,57 13,26 0,99 0,509
Temperatura*Solvente 2 7,75 3,87 0,29 0,756
Pressao*Solvente 5 29,29 5,86 0,44 0,814
Erro 10 134,53 13,45

Total 35 1137,49

A partir dos dados apresentados na Tabela AS, pode-se observar que as varidveis que
exercem influéncia significativa sobre o rendimento global (Xy) sdo a temperatura (p-valor
= 0,041) e o solvente (p-valor = 0,000), uma vez que os p-valores sdo menores que 0,05.
Assim, com o objetivo de verificar quais os niveis dessas varidveis com efeitos
significativos maximizam o Xy, foram construidos os gréaficos das médias desses efeitos
principais (Figura A6).

A partir do grafico apresentado na Figura A6, é possivel observar que o processo de
PLE apresentou melhor desempenho, em termos de X, a temperatura de 393 K e utilizando

como solvente a mistura etanol:dgua (80:20, v/v).
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Figura A6. Andlise grafica dos efeitos principais das varidveis estatisticamente
significativas sobre o rendimento global de extracdo com liquido pressurizado das raizes de
Ginseng brasileiro.

2.2.1.2 Teor de beta-ecdisona

O teor de beta-ecdisona nos extratos obtidos através das extracdes com liquido

pressurizado das raizes de Ginseng brasileiro variou entre 1,1 e 49,7 mg/g (mg de beta-

ecdisona por g de extrato) (Figura A.7).

A influéncia da temperatura (333, 363 e 393 K), pressdo (8, 10, 15, 20, 25 e 30 MPa) e

tipo de solvente [etanol puro e etanol:dgua (80:20, v/v)] sobre o teor de beta-ecdisona foi

avaliada através da andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o software MINITAB®16

(Tabela A6).
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Figura A7.Teores de beta-ecdisona (mg de beta ecdisona/ g de extrato) obtidos na extra¢ao

com liquido pressurizado das raizes de Ginseng brasileiro.

Tabela A6. Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o teor de beta-
ecdisona nos extratos obtidos a partir das raizes de Ginseng brasileiro.

Fonte de variacio Grausde Somados Quadrados povalor
liberdade quadrados médios

Temperatura (K) 2 143,38 71,69 2,53 0,129
Pressiao (MPa) 5 218,07 43,61 1,54 0,262
Solvente 1 6354,75 6354,75 224,33 0,000
Temperatura*Pressao 10 229,18 22,92 0,81 0,628
Temperatura*Solvente 2 278,80 139,40 4,92 0,033
Pressao*Solvente 5 214,16 42,83 1,51 0,270
Erro 10 283,28 28,33
Total 35 7721,62

A partir dos dados apresentados na Tabela A6, pode-se observar que as varidveis que
exercem influéncia significativa sobre o teor de beta-ecdisona sdo o solvente (p-valor =

0,000) e a interacdo entre temperatura e solvente (p-valor = 0,033), uma vez que os p-
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valores sao menores que 0,05. Assim, com o objetivo de verificar quais os niveis dessas
varidveis com efeitos significativos maximizam o teor de beta-ecdisona no extrato, foi

construido o gréifico da interacdo entre a temperatura e solvente sobre o teor de beta-

ecdisona (Figura AS).
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Figura A8. Andlise grafica da interacdo entre as varidveis estatisticamente significativas
sobre o teor de beta-ecdisona (mg de beta-ecdisona/ g de extrato) obtidos na extracdo com
liquido pressurizado das raizes de Ginseng brasileiro.

Avaliando a interacdo entre a temperatura e o solvente (Figura A8), observa-se que,
assim como para o rendimento global (Xy), foram obtidos maiores teores de beta-ecdisona a
393 K. Porém nesse caso o solvente de melhor desempenho foi o etanol puro, mostrando
que esse solvente apresentou maior seletividade para a obten¢do de extratos com maiores

teores de B-ecdisona.
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2.2.1.3 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante (AA) nos extratos obtidos através das extracdes com liquido

pressurizado das raizes de Ginseng brasileiro variou entre 13,3 e 48,3 % (Figura A9).
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Atividade Antioxidante (%)

Condicdo da extracdo
Figura A9. Atividade antioxidante (%) dos extratos das raizes de Ginseng brasileiro obtidos na

extragdo com liquido pressurizado.

A influéncia da temperatura (333, 363 e 393 K), pressdo (8, 10, 15, 20, 25 e 30 MPa) e tipo de
solvente [etanol puro e etanol:dgua (80:20, v/v)] sobre atividade antioxidante foi avaliada através da

anélise de variancia (ANOVA) utilizando o software MINITAB®16 (Tabela A7).
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Tabela A7. Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre a atividade
antioxidante dos extratos obtidos a partir das raizes de Ginseng brasileiro.

Grausde Somados Quadrados

Fonte de variacao F p-valor
liberdade quadrados médios

Temperatura (K) 2 29,65 14,83 0,31 0,742
Pressdao (MPa) 5 166,82 33,36 0,69 0,641
Solvente 1 536,45 536,45 11,13 0,008
Temperatura*Pressao 10 690,95 69,10 1,43 0,290
Temperatura*Solvente 2 48,66 24,33 0,50 0,618
Pressao*Solvente 5 474,81 94,96 1,97 0,169
Erro 10 482,10 48,21

Total 35 2429,45

A partir dos dados apresentados na Tabela A7, pode-se observar que a varidvel que
exerce influéncia significativa sobre a atividade antioxidante € o solvente (p-valor = 0,008),
uma vez que o p-valore ¢ menor que 0,05. Assim, com o objetivo de verificar quais os
niveis dessa varidvel com efeito significativo maximiza a atividade antioxidante no extrato,
foi construido o grafico das médias desse efeito principal (Figura A10).

Na Figura A10 pode-se observar que o processo de PLE apresentou melhor
desempenho, em termos de atividade antioxidante, quando utilizada a mistura EtOH:H,0O

(80:20) como solvente.

170



Apéndice 1

32 4

31 1

30

29 -

28

27

26 -

25 -

Atividade antioxidante (%)

24 1

23

EtOH EtOH+H20
Solvente

Figura A10. Andlise grafica dos efeitos principais da varidvel estatisticamente significativa
sobre atividade antioxidante (%) dos extratos das raizes de Ginseng brasileiro obtidos na
extracao com liquido pressurizado.

2.2.2 Experimentos cinéticos

A tabela A8 apresenta os resultados obtidos nos experimentos cinéticos de extracao

com liquido pressurizado das raizes de Ginseng brasileiro.
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Tabela A8. Resultados obtidos no experimento cinético usando etanol a 393 K e 8 MPa.

Massa de Rendimento Rendimento teor de beta-
Tempo extrato acumulado S/F acumulado de ecdisona
(min) acumulada (%, b.s) acumulado beta—ecdisona (mg/g de
() > D (%, b.s.) extrato)

0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

15 0,3859 2,1601 1,9986 0,0819 37,9094
20 0,4884 2,7339 3,9972 0,1030 37,6592
25 0,5689 3,1848 5,9958 0,1184 37,1910
30 0,6389 3,5763 7,9944 0,1309 36,5898
35 0,6978 3,9063 9,9930 0,1416 36,2558
40 0,7471 4,1822 11,9916 0,1507 36,0314
45 0,7927 4,4375 13,9902 0,1588 35,7824
50 0,8356 4,6776 15,9888 0,1665 35,5944
55 0,8756 4,9013 17,9874 0,1733 35,3673
60 0,9109 5,0989 19,9860 0,1797 35,2447
65 0,9478 5,3057 21,9846 0,1856 34,9755
70 0,9782 5,4756 23,9832 0,1909 34,8622
80 1,0431 5,8391 27,9804 0,2010 34,4169
90 1,1044 6,1820 31,9776 0,2099 33,9502
100 1,1606 6,4969 35,9748 0,2175 33,4838
110 1,2147 6,7997 39,9720 0,2251 33,1068
120 1,2651 7,0818 43,9692 0,2320 32,7589
130 1,3138 7,3541 47,9664 0,2385 32,4262
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3 PROCEDIMENTO PARA O AJUSTE DOS DADOS OBTIDOS PELOS
EXPERIMENTOS CINETICOS

As curvas globais de extragdo (OEC) apresentadas nos Capitulos 2 e 3 foram ajustadas
a um “spline” linear de trés retas de acordo com a metodologia de Rodrigues et al (2002)
(Rodrigues et al., 2002).

O procedimento para o ajuste dos dados experimentais das OECs foi realizado da
seguinte maneira (Albuquerque, 2013): inicialmente, utilizou-se o procedimento PROC
REG (Tabela A9) para estimar os valores dos coeficientes lineares, que no programa sao
chamados como Intercept (b0), tmin (bl), ALI (b2), e AL2 (b3) (Tabela A10).
Posteriormente, esses dados foram utilizados como valores de entrada para o procedimento
PROC NLIN (Tabela All). Os valores iniciais dos parametros knotl e knot2 foram
estimados pela visualizacdo da curva. Como o cdlculo € iterativo, a convergéncia € bem
mais rdpida quando os valores iniciais estdo mais proximos das estimativas. Finalmente,
foram obtidos os valores do modelo ajustado, onde knotl e knot2 (Tabela A12) sdo os
parametros cinéticos tcgr € tper, respectivamente. Os dados ajustados fornecidos pelo
aplicativo foram plotados em termos de rendimento em extrato, em base seca, em fun¢do do
tempo de extracdo. A seguir sdo mostradas as rotinas de programacao, informacgdes de saida
do software SAS 9.0 e os parametros cinéticos obtidos para as cinéticas apresentadas nos

Capitulos 2 e 3 (Tabela A13).
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Tabela A9. Rotina de programacao utilizada no SAS 9.0 (SAS Institute, Inc) para o ajuste
dos dados experimentais da OEC (393 K/ 8 MPa/ solvente:etanol puro) a um spline de trés
retas: procedimento PROC REG.

options 1s=80 ps=50;

Title 'Cinetica (8 MPa/393 K)';
data OEC1;

input tmin rend;

ALl = max(tmin-30,0);

AL2 = max(tmin-80,0);

Cards;

0 0

15 2.330842067
20 2.935383238
25 3.413978331
30 3.832679067
35 4.19652329

40 4.496554834
45 4.786510691
50 5.057994457
55 5.311006132
60 5.533790749
65 5.780085299
70 5.957529328
80 6.297303856
90 6.637078384
100 6.967896747
110 7.288079663
120 7.584192884
130 7.880865866
0 0

15 1.989388258
20 2.532355791
25 2.95553461

30 3.319938593
35 3.616051814
40 3.867943969
45 4.088489544
50 4.297280151
55 4.49151699

60 4.663923176
65 4.831291518
70 4.993622018
80 5.380976175
90 5.726908067
100 6.02582009

110 6.311297865
120 6.579423069
130 6.827396901

Proc Reg;

Model rend = tmin ALl AL2;

Output out = a p=rendi r=Mrend;

Proc print;

Axisl order = (0 to 8.0 by 0.5);

Proc gplot; Plot Mres*mexthat;

Proc gplot;

Symboll value = diamond color = black; Symbol2 value = star color = red;
Plotl rend*tmin/legend overlay vaxis = axisl; Plot2 rendi*tmin/legend overlay vaxis =
axisl;

Run;
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Tabela A10. Dados de saida do procedimento PROC REG do software SAS (SAS Institute,
Inc) para o ajuste dos dados experimentais da OEC (393 K/ 8 MPa/ solvente:etanol puro) a
um spline de trés retas.

Cinetica (8 MPa/393 K)
The REG Procedure
Model: MODEL1

Dependent Variable: mext

Analysis of Variance

Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 3 123.59517 41.19839 232.63 <.0001
Error 34 6.02128 0.17710
Corrected Total 37 129.61645

Root MSE 0.42083 R-Square 0.9535

Dependent Mean 4.70493 Adj R-Sq 0.9494

Coeff Var 8.94441

Parameter Estimates

Parameter Standard
Variable DF Estimate Error t Value Pr > |t|
Intercept 1 0.15230 0.26019 0.59 0.5622
tmin 1 0.12096 0.01085 11.14 <.0001
AL1 1 -0.07836 0.01404 -5.58 <.0001
AL2 1 -0.01348 0.00983 -1.37 0.1794
Cinetica (8 MPa/393 K)
Obs tmin rend AL1 AL2 rendi Mrend

1 0 0.00000 0 0 0.15230 -0.15230

2 15 2.33084 0 0 1.96665 0.36419

3 20 2.93538 0 0 2.57143 0.36395

4 25 3.41398 0 0 3.17621 0.23776

5 30 3.83268 0 0 3.78100 0.05168

6 35 4.19652 5 0 3.99397 0.20256

7 40 4.49655 10 0 4.20694 0.28962

8 45 4.78651 15 0 4.41991 0.36660

9 50 5.05799 20 0 4.63288 0.42511

10 55 5.31101 25 0 4.,84585 0.46515

11 60 5.53379 30 0 5.05883 0.47496

12 65 5.78009 35 0 5.27180 0.50829

13 70 5.95753 40 0 5.48477 0.47276

14 80 6.29730 50 0 5.91071 0.38659

15 90 6.63708 60 10 6.20184 0.43524

16 100 6.96790 70 20 6.49297 0.47493

17 110 7.28808 80 30 6.78409 0.50399
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18 120 7.58419 90 40 7.07522 0.50897
19 130 7.88087 100 50 7.36635 0.51452
20 0 0.00000 0 0 0.15230 -0.15230
21 15 1.98939 0 0 1.96665 0.02274
22 20 2.53236 0 0 2.57143 -0.03908
23 25 2.95553 0 0 3.17621 -0.22068
24 30 3.31994 0 0 3.78100 -0.46106
25 35 3.61605 5 0 3.99397 -0.37792
26 40 3.86794 10 0 4.20694 -0.33900
27 45 4.08849 15 0 4.41991 -0.33142
28 50 4.29728 20 0 4.63288 -0.33560
29 55 4.49152 25 0 4.84585 -0.35434
30 60 4.66392 30 0 5.05883 -0.39490
31 65 4.83129 35 0 5.27180 -0.44051
32 70 4.99362 40 0 5.48477 -0.49115
33 80 5.38098 50 0 5.91071 -0.52974
34 90 5.72691 60 10 6.20184 -0.47493
35 100 6.02582 70 20 6.49297 -0.46715
36 110 6.31130 80 30 6.78409 -0.47280
37 120 6.57942 90 40 7.07522 -0.49580
38 130 6.82740 100 50 7.36635 -0.53895

Intercept (b0), tmin (b1), AL1 (b2) e AL2 (b3) sdo parametros de entrada do procedimento
PROC NLIN.
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Tabela A11. Rotina de programacao utilizada no SAS 9.0 (SAS Institute, Inc) para o ajuste
dos dados experimentais da OEC (393 K/ 8 MPa/ solvente:etanol puro) a um spline de trés
retas: procedimento PROC NLIN.

options 1s=120 ps=70;

Title 'Cinetica (8 MPa/393 K)';
data OEC1;

input tmin rend;

ALl = max(tmin-30,0);

AL2 = max (tmin-80,0);

Cards;

0 0

15 2.330842067
20 2.935383238
25 3.413978331
30 3.832679067
35 4.19652329
40 4.496554834
45 4.786510691
50 5.057994457
55 5.311006132
60 5.533790749
65 5.780085299
70 5.957529328
80 6.297303856
90 6.637078384
100 6.967896747
110 7.288079663
120 7.584192884
130 7.880865866
0 0

15 1.989388258
20 2.532355791
25 2.95553461
30 3.319938593
35 3.616051814
40 3.867943969
45 4.088489544
50 4.297280151
55 4.49151699
60 4.663923176
65 4.831291518
70 4.993622018
80 5.380976175
90 5.726908067
100 6.02582009
110 6.311297865
120 6.579423069
130 6.827396901
Proc Nlin;

parms

b0 = 0.15230

bl = 0.12096

b2 = -0.07836

b3 = -0.01348

knotl = 30

knot2 = 80;

ALl = max(tmin-knotl,0);

AL2 = max(tmin-knot2,0);

Model rend = b0 + bl*tmin + b2*AL1 + b3*AL2;
Output out = a p=rendi r=Mrend;

Axis order = (0 to 8.0 by 0.5);

Proc print;

Proc gplot;

Plot Mrend*merendi;

Proc gplot;

Symboll value = diamond color = black;

Symbol2 value = star color = red;

Plotl rend*tmin/legend overlay vaxis = axisl;
Plot2 rendi*tmin/legend overlay vaxis = axisl;
Run;
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Tabela A12. Dados de saida do procedimento PROC NLIN do software SAS (SAS
Institute, Inc) para o ajuste dos dados experimentais da OEC (393 K/ 8§ MPa/
solvente:etanol puro) a um spline de trés retas.

Cinetica (8 MPa/393 K)
The NLIN Procedure
Dependent Variable mext

Method: Gauss-Newton

Iterative Phase

Sum of
Iter b0 b1 b2 b3 knot1 knot2 Squares
0 0.1523 0.1210 -0.0784 -0.0135 30.0000 80.0000 6.0213
1 0.0690 0.1300 -0.0831 -0.0168 26.2741 68.3481 5.9103
2 0.0690 0.1300 -0.0813 -0.0175 26.1606 65.1764 5.8607
3 0.0690 0.1300 -0.0813 -0.0175 26.1581 65.3149 5.8606
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 3
R 0
PPC 0
RPC (knot2) 0.002124
Object 0.000012
Objective 5.860643
Observations Read 38
Observations Used 38
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 5 123.8 24.7512 135.15 <.0001
Error 32 5.8606 0.1831
Corrected Total 37 129.6
Approx
Parameter Estimate Std Error Approximate 95% Confidence Limits
b0 0.0690 0.2859 -0.5135 0.6514
b1 0.1300 0.0162 0.0971 0.1630
b2 -0.0813 0.0187 -0.1194 -0.0433
b3 -0.0175 0.0110 -0.0398 0.00479
knot1 26.1581 4.0156 17.9786 34.3377
knot2 65.3149 17.2721 30.1329 100.5
Approximate Correlation Matrix
b0 b1 b2 b3 knot1 knot2
b0 1.0000000 -0.8485281 0.7348469 0.0000000 0.2238017 0.0000000
b1 -0.8485281 1.0000000 -0.8660254 -0.0000000 -0.5526949 -0.0000000

178



Apéndice 1

b2  0.7348469 -0.8660254 1.0000000 -0.4264014 0.1734820 -0.2749200
b3  0.0000000 -0.000000 -0.4264014 1.0000000 0.5204927 0.1265500
knot1 0.2238017 -0.5526949 0.1734820 0.5204927 1.0000000 0.2197374
knot2  0.0000000 -0.0000000 -0.2749200 0.1265500 0.2197374 1.0000000

Cinetica (8 MPa/393 K)

Obs tmin rend AL1 AL2 rendi Mrend
1 0 0.00000 0 0 0.06896 -0.06896
2 15 2.33084 0 0 2.01969 0.31116
3 20 2.93538 0 0 2.66993 0.26546
4 25 3.41398 0 0 3.32017 0.09381
5 30 3.83268 0 0 3.65799 0.17469
6 35 4.19652 5 0 3.90163 0.29490
7 40 4.49655 10 0 4.14527 0.35129
8 45 4.78651 15 0 4.38890 0.39761
9 50 5.05799 20 0 4.63254 0.42545
10 55 5.31101 25 0 4.87618 0.43482
11 60 5.53379 30 0 5.11982 0.41397
12 65 5.78009 35 0 5.36346 0.41662
13 70 5.95753 40 0 5.52502 0.43250
14 80 6.29730 50 0 5.83712 0.46018
15 90 6.63708 60 10 6.14922 0.48786
16 100 6.96790 70 20 6.46131 0.50658
17 110 7.28808 80 30 6.77341 0.51467
18 120 7.58419 90 40 7.08551 0.49869
19 130 7.88087 100 50 7.39760 0.48326
20 0 0.00000 0 0 0.06896 -0.06896
21 15 1.98939 0 0 2.01969 -0.03030
22 20 2.53236 0 0 2.66993 -0.13757
23 25 2.95553 0 0 3.32017 -0.36463
24 30 3.31994 0 0 3.65799 -0.33805
25 35 3.61605 5 0 3.90163 -0.28557
26 40 3.86794 10 0 4.14527 -0.27732
27 45 4.08849 15 0 4.38890 -0.30041
28 50 4.29728 20 0 4.63254 -0.33526
29 55 4.49152 25 0 4.87618 -0.38467
30 60 4.66392 30 0 5.11982 -0.45590
31 65 4.83129 35 0 5.36346 -0.53217
32 70 4.99362 40 0 5.52502 -0.53140
33 80 5.38098 50 0 5.83712 -0.45614
34 90 5.72691 60 10 6.14922 -0.42231
35 100 6.02582 70 20 6.46131 -0.43549
36 110 6.31130 80 30 6.77341 -0.46211
37 120 6.57942 90 40 7.08551 -0.50608
38 130 6.82740 100 50 7.39760 -0.57021

knot 1: tcgr; knot 2: tpgr; tmin: tempo de extra¢do; rend: rendimentos obtidos
experimentalmente; rendi: rendimentos calculados; Mrend: diferenca entre o rendimento
experimental e o calculado. b0, b1, b2 e b3 sdo os coeficientes lineares da equacao descrita
por (Meireles, 2008).
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Tabela A13. Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste dos dados experimentais das OECs a
um spline de trés retas.

Parametros cinéticos

3
Condi¢ao experimental tcER tFER Mcer Yerr (x 10 Rcrr
(min) (min) (x 10" kgfs) <& SXUaOkg g Ny
solvente) >
333 K/30 MPa/
CO,:EtOH 114 254 0,15 0,12 0,54
(85:15)
333 K/20 MPa/
CO,:EtOH 56 154 0,32 0,25 0,52
Capitulo (85:15)
2 333 K/20 MPa/
CO,:EtOH 42 72 1,14 0,59 1,49
(25:75)
333 K/20 MPa/
CO,:EtOH 47 74 1,33 0,63 2,18
(10:90)
Capitulo 393 K/ 8 MPa/
3 EtOH puro 26 65 3,82 2,94 3,20
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4 AUMENTO DE ESCALA E AVALIACAO ECONOMICA

A partir dos dados cinéticos obtidos nos experimentos relativos ao Capitulo 3 foi
realizada uma simulacdo do processo de obtencdo do extrato das raizes de Ginseng
brasileiro (Pfaffia glomerata) por extracdo com liquido pressurizado através do software
SuperPro Designer® seguindo a metodologia de Santos et al. (2012).

A seguir estdo apresentados os resultados obtidos para o aumento de escala e custo de
manufatura do extrado das raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) (Tabela A14)

que resultaram no artigo apresentado no Capitulo 3.
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Tabela A14. Dados utilizados e obtidos na simulacdo do processo de extragao com liquido pressurizado das
raizes de Ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) através do software SuperPro Design®.

Densidade aparente do leito (kg/m3): 550,00 + 0,30
Porosidade do leito: 0,68
Volume do

extrator (m’) 0,005 0,05 0,5
Massa de
matéria-prima 2,74 27,40 274,00
(kg)
S (Kg) p/ COM COM COM
Tempo (min) ( Zg) b (US$/kg de S (Kg) p/2 (US$/kg de S (Kg) p/2 (US$/kg de
extratores extrato) extratores extrato) extratores extrato)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 10,95 505,54 109,50 462,59 1095,02 453,10
20 21,90 418,76 219,00 369,91 2190,03 359,34
25 32,85 369,54 328,50 321,10 3285,05 310,85
30 43,80 343,41 438,01 289,39 4380,07 278,38
35 54,75 322,17 547,51 267,87 5475,08 256,31
40 65,70 312,58 657,01 253,21 6570,10 240,74
45 76,65 304,09 766,51 241,34 7665,12 228,16
50 87,60 296,54 876,01 231,49 8760,13 217,65
55 98,55 291,93 985,51 223,43 9855,15 208,88
60 109,50 289,78 1095,02 217,16 10950,17 201,88
65 120,45 285,80 1204,52 210,91 12045,18 195,08
70 131,40 284,02 1314,02 206,51 13140,20 190,05
80 153,30 282,54 1533,02 197,86 15330,23 180,14
90 175,20 279,57 1752,03 190,78 17520,26 171,97
100 197,10 280,06 1971,03 185,27 19710,30 165,38
110 219,00 278,99 2190,03 180,57 21900,33 159,66
120 240,90 279,46 2409,04 176,72 24090,36 154,89
130 262,80 281,30 2628,04 173,51 26280,40 150,69

S: solvente; COM: custo de manufatura do extrato.
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5 CROMATOGRAMA DA ANALISE DO TEOR DE BETA-ECDISONA

A seguir (Figura Al1l) é apresentado um cromatograma tipico da anélise do teor de
beta-ecdisona por HPLC, no qual o pico de maior drea, no tempo de retencdo de
aproximadamente 2 minutos, representa a beta-ecdisona. O eixo x corresponde ao tempo de

retengdo € o eixo y a absorbancia.

Minuize

Figura A11. Cromatograma do primeiro ponto da cinética do Capitulo 3 (8 MPa/ 393 K/

etanol).
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APENDICE 2

1 DETERMINACAO DOS DADOS DE EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS

PRESSOES

1.1  Descricao do aparato experimental

As medidas experimentais de equilibrio de fases a altas pressdes foram realizadas em
uma célula de volume varidvel com visualizacdo, baseado no método estdtico sintético. A
unidade experimental encontrava-se disponivel no Laboratério de Termodinamica Aplicada
da URI — Campus de Erechim. A Figura A12 apresenta o diagrama esquematico da unidade
experimental que foi usada neste estudo.

O diagrama esquemadtico apresentado na Figura Al2 consiste basicamente nos
seguintes itens com as respectivas fungdes:

C1) Cilindro de Solvente. Armazenamento do solvente empregado nos experimentos;

V1) Vilvula Esfera (Modelo 7155F2Y, marca HOKE, Spartanburg, EUA). Isola o
cilindro de solvente, quando aberta permite o fluxo de solvente do cilindro para a bomba;

V2) Vilvula de Via Unica (check-valve, Marca HOKE, Modelo 6133F2Y). A fun¢do
dessa vélvula é permitir o fluxo apenas em um sentido; € inserida entre o cilindro de
solvente e a bomba apds a vélvula V1 com o intuito de evitar que pressdes muito elevadas

(pressao do experimento) fossem aplicadas na cabeca do cilindro;
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BR2 FL Janela frontal

Figura A12. Diagrama esquemadtico do aparato experimental de equilibrio de fases,

adaptado de Lanza (2004).

BR1) Banho de Recirculagdo 1. Utilizado para manter a temperatura do cilindro da
bomba constante;

BS) Bomba de Alta Pressdo (Bomba de Seringa, Modelo 500 D, marca ISCO, Lincon,
EUA). Para a medida de equilibrio de fases através desta técnica € necessdrio um
equipamento que permita a quantificacdo da massa de fluido deslocada e que sirva para
manipular a pressao do sistema. Bombas do tipo seringa encaixam-se perfeitamente nesse
contexto, pois possuem um cilindro interno na qual pode ser computado o volume ou massa
de fluido e, a0 mesmo tempo, permite a pressurizacdo e despressurizacdo do sistema

conforme este fluido € deslocado (a partir ou para dentro) deste reservatorio,

respectivamente. A bomba de seringa marca ISCO / modelo 500D possui um cilindro

186



Apéndice 2

interno de 500 mL, pressao de trabalho de até 300 bar e fluxo de até 107 ml/min. O cilindro
da bomba € encamisado, o que possibilita a manuten¢do da temperatura do reservatério em
um valor pré-determinado com auxilio de um banho de recirculacdo (BR1);

V3) Vilvula de Esfera (Marca SWAGELOK, Modelo SS-H83PF2). Utilizada para
isolar a unidade da bomba de alta pressao durante a montagem e desmontagem da célula de
equilibrio, uma vez que a fun¢do das vélvulas de esfera € interromper ou permitir o fluxo
em uma determinada linha;

CE) Célula de Equilibrio. Consiste em um cilindro de aco inox 316, com didmetro
interno de 17,2 mm e comprimento de 176 mm. No interior da célula existe um pistao que
tem por objetivo controlar o volume e, conseqiientemente, a pressdo do sistema.
Desconsiderando o volume ocupado pelo pistdo, a capacidade maxima dessa célula é de 25
mL. A célula possui duas entradas superiores: uma para conexao com o termopar (ST) tipo
Y e outra com a valvula V4; uma entrada lateral onde € fixada a janela de safira lateral (JS)
e entradas frontal (Janela Frontal) e traseira (fechamento da célula e conexdo com a
valvula VS§). A célula é envolta por uma camisa conectada a um banho térmico cuja fungdo
¢ manter a temperatura desejada na célula. A Figura A13 apresenta a vista geral da célula
de equilibrio de volume varidvel utilizada nesse estudo e a Figura A14 apresenta os seus

componentes.
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(@)

Figura A13. Vista geral da célula de equilibrio de volume varidvel do Laboratério de
Termodinamica Aplicada da URI, Campus Erechim; (a) somente a célula e (b) célula
envolta pela camisa.

Figura A14. Componentes da célula de equilibrio: 1- rosca frontal; 2 — rosca do fundo; 4,5
e 6 —o-rings; 7 — janela de safira.

PISTAO) Pistdo mével inserido no interior da célula. Possui dois anéis de BUNA N90
localizados em suas extremidades, que permitem a ele deslizar pelo interior da célula e

garantem a vedag@o entre o fundo e a frente da célula. Através da manipulacdo deste pistdo
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controla-se a pressdo dentro da célula. A Figura A15 apresenta o pistdo, na parte superior

da figura ele pode ser visualizado montado e na parte inferior sdo mostrados seus

Figura A1S. Pistao montado e seus componentes (Fonte: Lanza, 2004).

componentes.

JS e Janela Frontal) A célula possui duas janelas de safira (Swiss Jewel Company),
sendo uma Janela Frontal (d = 25,4 mm e espessura = 9,52 mm) para visualiza¢do do
interior da célula (Figura A16) e outra lateral (JS) (d = 15,87 mm e espessura = 4,76
mm) para a entrada de luz. As janelas sdo fixadas a célula conforme apresenta a Figura

Al7.

Figura A16. Detalhe da janela de safira mostrando o posicionamento do termopar.
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E anel de vedacao 2

b
p janela de safira
p anel de vedacao 1

— » corpo da célula

Figura A17. Posicionamento da janela de safira na célula de equilibrio (Fonte: Lanza,
2004).

Os anéis de vedacao da Figura A17 podem ser de borracha, teflon ou cobre. Para a
janela frontal foi utilizado um anel de borracha na posi¢ao do anel de vedacdo 1 e um anel
de cobre na posicao do anel de vedacdo 2. Para a janela lateral foram utilizados dois anéis
de teflon.

V4) Vilvula de alimentacdo (Valvula agulha, marca HIP, modelo 1511AF1). Permite a
alimentacdo do liquido comprimido de forma gradual e, consequentemente, uma regulagem
do fluxo de solvente que € alimentado a célula;

VS) Vilvula cuja funcio € impedir a passagem de fluxo para o fundo da célula durante
o processo de carga do solvente ao sistema e também para permitir a pressurizacdo do
fundo da célula através da passagem do liquido comprimido até o fundo do pistdo. (Vélvula
esfera, marca SWGWLOK, modelo SS-H83PF2).

V6) Vilvula de descarga (Valvula agulha, marca HIP, modelo 1511AF1) do sistema e
despressurizacdo do fundo da célula. Deve ser inserida nessa posi¢do para evitar o efeito
Joule-Thompson durante a descarga;

BR2) Banho termostatico de recirculagdo ligado a uma camisa em volta da célula de
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equilibrio;

IT) Indicador de Temperatura;

ST) Termopar tipo Y. Sensor de temperatura usado para medir o valor real da
temperatura na solucio no interior da célula;

TP) Transdutor de Pressio. E conectado 2 linha proveniente da bomba para verificar a
real pressdo do sistema;

IP) Indicador de Pressdo. Recebe um sinal digital do TP indicando a pressao da linha;

FE) Fonte de Alimentacdo de Energia.

AM) Agitador Magnético. O sistema de agitacdo tem como objetivo agilizar o alcance
do equilibrio. Para tal deve ser inserido na célula uma barra de ferro coberta com uma
camada de teflon (“peixinho”), acionado pelo AM inserido logo abaixo da célula de
equilibrio;

FL) Fonte de Luz. Feixe de luz branca na janela lateral de safira para iluminar o
interior da célula e assim facilitar a visualizacdo das transi¢des de fases.

Uma vista geral da unidade de equilibrio de fases a altas pressdes pode ser

observada na Figura A18.
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Figura A18. Vista geral da unidade de equilibrio de fases do Laboratério de

Termodinadmica Aplicada da URI, Campus de Erechim.

1.2  Procedimento experimental

O aparato experimental foi empregado para conduzir o0s experimentos até
aproximadamente 25 MPa e 353 K. A relacdo méssica de etanol para di6xido de carbono ou
propano foi mantida constante em 1:9 para todas as medicdes experimentais,
proporcionando tempo adequado para a solubilizacdo e visualizacdo correta das transi¢coes
de fase. O etanol foi escolhido por ser um solvente GRAS (Generally recognized as safe),
de qualidade alimentar, sendo seguro e produzido a partir de fontes renovaveis, dentre
outras vantagens. A fracdo madssica global da mistura (CO, + etanol) variou de 0,93 a 0,99,
em intervalos de 0,01, e a fracdo mdssica global da mistura (propano + etanol) variou de

0,95 a 0,99, em intervalos de 0,005.
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O procedimento experimental adotado para medidas de equilibrio de fases a altas
pressdes iniciou-se com o carregamento do cilindro da bomba com o solvente (propano ou
diéxido de carbono) proveniente do cilindro de estocagem. A carga de solvente envolve
algumas etapas, sendo a primeira a transferéncia do solvente do cilindro (C1) para a camara
interna da bomba (BS). Deve-se ter uma quantidade de solvente relativamente grande
dentro da camara da bomba ji que o proprio solvente foi utilizado como fluido
pressurizador. E importante notar que, quanto maior a quantidade de solvente transferida
para dentro da camara da bomba, menos vezes foi necessdrio repetir o procedimento de
carga na bomba.

Posteriormente, foi ajustada a temperatura do banho de recirculagdo (BR1), em torno
de 278 K, para manter a temperatura no cilindro da bomba constante e a pressdao foi
mantida em torno de 100 bar. A vélvula V3 foi entdo aberta e a pressdo elevada através da
bomba, pressurizando toda a linha. Enquanto a pressao e o fluxo de solvente estabilizavam,
foi realizada a montagem da célula de equilibrio. Para isso, foram obedecidos passos
cuidadosos para a sua montagem e fechamento. Primeiramente foi realizada a montagem do
pistdo, sendo o fechamento de suas extremidades efetuado de forma que ele pudesse
deslizar pelo interior da célula e ndao permitisse a passagem de fluido do fundo para frente e
vice-versa. Posteriormente, foram manipuladas as roscas (Figura A14) de fechamento da
célula. Apds isso, a célula foi posicionada adequadamente na unidade experimental sem ser
conectada ainda a linha.

Na metodologia sintética estitica aqui empregada, deve-se conhecer a composicao
global do sistema em estudo. Na pesagem do mondmero e do etanol foi utilizada uma
balanca de precisdo (Marca GIBERTINI, Modelo E154 com precisdao de 0,0001g, Milao,

Itdlia). O L-4cido lactico, por ser sélido, foi colocado dentro da célula antes de feché-la. Ja
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o etanol foi injetado no interior dela por meio de uma seringa com agulha através do
orificio no qual, posteriormente, foi colocado o termopar. Apds essa etapa, as linhas que
contém as valvulas V4 e V5 foram conectadas a célula.

A bomba seringa possui um reservatdrio interno encamisado (cilindro da bomba) de
forma que se pode conhecer o volume de solvente dentro do reservatério a uma
determinada pressdo e temperatura. A medida do volume deslocado, a fim de formar uma
mistura de composicdo desejada, foi computada baseada no decréscimo do volume interno
do cilindro da bomba pela abertura da véalvula V4. Para tal, foi necessdrio conhecer a
densidade do solvente como liquido comprimido na pressdo e temperatura do cilindro da
bomba (10 MPa e 278 K).

A temperatura e pressdo do solvente na bomba foram mantidas constantes durante a
carga e a massa de solvente adicionada foi computada com base em sua densidade. Dessa
forma, a célula foi carregada com composic@o global conhecida. Uma vez que o sistema foi
estabilizado (fluxo da bomba estivel em + 0,01 ml/min — em torno de 30 minutos), a
valvula V4 foi aberta lentamente, permitindo a entrada de solvente na célula, até que o
volume da camara da bomba atingisse o valor pré-estabelecido para fornecer a composi¢ao
desejada dentro da célula de equilibrio. Durante o processo de carga do solvente, nenhuma
pressao foi aplicada no fundo do pistdo, para permitir que o experimento comegasse com a
célula em seu volume mdximo. Apds a alimentagdo, a pressdo do sistema foi entdo
reduzida, por meio do agitador magnético o sistema foi continuamente agitado e o
aquecimento (BR2) foi acionado. Com a valvula V4 fechada e a temperatura do sistema
estabilizada, a valvula de esfera V5 foi aberta para permitir a entrada do solvente no fundo
da célula ocasionando a movimentagdo do pistdo e, assim, um aumento gradativo da

pressao no interior dela até o sistema atingir uma condi¢ao monofésica.
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Mantendo-se a temperatura constante e a solucdo sob agitagdo, iniciou-se a
despressurizacao lenta do sistema através da diminuicdo gradativa da pressdao pela bomba.
A despressurizacao foi mantida até o surgimento incipiente de uma segunda fase (ponto B
na Figura A19), sendo que ao menor sinal da transicdo de fases a acdo da bomba foi
interrompida e aguardado alguns minutos para a estabilizacdo do sistema e identificacdo do
tipo de transicdo e da interface entre as fases segregadas. Apds ter sido estabilizada a
pressdo neste ponto, anotou-se o valor dela e em seguida o sistema foi pressurizado
novamente para repetir o procedimento. Como a bomba de seringa possui uma op¢do para
programar gradientes de pressdo, foram selecionados os valores inicial e final de pressdo e
o tempo para emprego do programa foi fixado de forma que resultasse em gradientes de
pressao tipicamente da ordem de 2,0 a 3,5 bar/min, dependendo do tipo de transi¢do de fase
que fosse identificado.

Esse procedimento foi repetido (aumento da pressdo até que se forme uma fase e
posterior reducdo da pressdao até o surgimento da transicdo de fases) no minimo 3 vezes
para avaliar a repetibilidade da metodologia experimental e obter um valor médio da

pressao de transi¢do a temperatura e composicdo global constantes.
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Fressano

e
—

Figura A19. Esquema da transi¢do liquido-fluido em um diagrama P-x. PT = Pressdo de
transi¢cdo; z; = composi¢ao global do componente 1; x; = composicao do componente 1 na
fase liquida. Fonte: Lanza (2004).

Apos a medida experimental em uma temperatura, a temperatura do sistema foi
modificada e o processo descrito anteriormente repetido outras vezes. Dessa forma,
para uma composicao global constante, foi possivel obter uma curva P-T para o sistema

em estudo. As temperaturas investigadas foram 323, 333, 342 e 353 K.
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pesquisa do laboratério LASEFI (Laboratorio de Tecnologia Supercritica: Extragdo,
Fracionamento e Identificacdo de extratos vegetais), sob orientacdo da Professora Doutora
Maria Angela de Almeida Meireles.
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publicados em periédicos [1,3] (Capitulos 2 e 5) e trabalhos publicados em anais de
eventos, sendo um trabalho completo [6], um resumo expandido [7] e quatro resumos [8-
11], com participacdo nos eventos /Il Iberoamerican Conference on Supercritical Fluids
(PROSCIBA 2013), 10th International Symposium on Supercritical Fluids (ISSF 2012) e
9°. Simpdsio Latino Americado de Ciéncia de Alimentos (SLACA 2011).

Como formagdo complementar participei do curso “Process Modeling and
optimization with SuperPro Designer and SchedulePro” ministrado por Demetri Petrides
(Ph. D., President of Intelligen, Inc. and Course Director) no Laboratério Nacional de

Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) em novembro de 2010.
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