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DISSERTACAO DE MESTRADO

Autora — Mara Elga Medeiros Braga

Titulo — Extragdo supercritica de curcuminoides de Curcuma longa L. usando como
solvente misturas de CO; + etanol e/ou isopropanol: um estudo da cinética e
das propriedades funcionais do extrato

Orientadora — Prof*. D™. Maria Angela de Almeida Meireles

Departamento de Engenharia de Alimentos — DEA, Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Unicamp, margco 2002.

A Curcuma longa L. originéria da [ndia contém curcuminéides que além de corante,
possuem atividade antioxidante com efeito antimutagénico, indicados no tratamento
preventivo do céncer. O objetivo deste trabalho foi selecionar um co-solvente a ser
utilizado com CO, supercritico, para se obter extratos com alto teor de curcuminoides, e
determinar suas propriedades funcionais tais como: agdo antioxidante, antiproliferativa e
antibacteriana. Os experimentos foram conduzidos numa unidade de Extragdo Supercritica
(ESC) com extrator de leito fixo com didgmetro de 2,83x10°m e comprimento de 0,375m.
Os experimentos foram realizados a 303,15K; os co-solventes testados foram etanol,
isopropanol, e a mistura destes (50:50); a porcentagem de co-solvente de 6,39% a 16,11%;
a vazio total do solvente variou entre 0,47x10” kg/s a 4,45x107 kg/s, e pressdes de 200 e
300 bar. Os extratos foram analisados por CGEM, CGDIC, CCD e Espectrofotometro-UV.
As propriedades funcionais foram obtidas medindo a atividade antioxidante
(Monofalbmitate test), a agfo antibacteriana (Microplate Alamar Blue Assay) e a agdo
antiproliferativa. Os resultados mostram a influéncia da origem na matéria-prima e do co-
solvente quanto ao rendimento dos CC. O melhor co-solvente foi a mistura de
etanol/isopropanol a 13,59% (massa) na vazdo de 1,93x 10° kg/s, pressdo de 300 bar e
matéria-prima originaria em S&o Paulo-Brasil, com rendimento de CC de 1,81%. A
extraco supercritica produziu extratos com as fragdes volatil e pesada (CC). O residuo do
processo contém tragos de CC o que poderiam imprimir propriedades funcionais no amido
residual, classificando-o como amido especial. A atividade antioxidante foi de 80-95% de
inibicdo para 3h de reacdo. A atividade antiproliferativa apresentou efeitos citostatico e
citocida a partir de 0,25 ug/mL e 250 pg/mL de extrato, respectivamente. A atividade
antibacteriana iniciou na concentra¢do do extrato acima de 256 pg/mL (CIM).

Palavras-chave: Curcuma longa L., curcuminoides, extragdo supercritica, co-solvente.
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MASTER THESIS

Author — Mara Elga Medeiros Braga

Title — Supercritical Extraction of Curcuminoids from Curcuma longa L. using as solvent
mixtures of CO; + Ethanol, and or Isopropyl Alcohol: a study of the kinetics and
the functional properties of the extracts

Major Professor — Prof. Dr. Maria Angela de Almeida Meireles

Department of Food Engineering (DEA), College of Food Engineering (FEA),
Unicamp, March 2002.

The Curcuma longa L is indigenous to India. It contains curcuminoids (CC), which
besides its coloring power have been reported as possessing antioxidant action such as anti-
mutagenic effect; therefore, they are indicated for preventive cancer treatment. The
objective of this work was to select a co-solvent to be used with supercritical CO> to obtain
turmeric extracts with high curcuminoids content, and determine their functional properties
such as antioxidant, antibacterial and antimutagenic. The experimental runs were conducted
in a SFE unit containing a fixed bed extractor with a diameter 2.83x10™ m and length of
0.375 m. The experimental runs were performed at 303 K; co-solvent ethanol, isopropyl
and their mixture (50:50) in the proportion of 6.39% to 16.11% (mass); the total solvent
flow rates varied from 0.47x107 kg/s to 4.45x107 kg/s, and pressures of 200 and 300 bar.
The compositions of the extracts were analyzed using GCMS, GCFID, TLC and UV
spectrophotometer. The functional properties were assed measuring the antioxidant activity
(Monofalbmitate test), the action against mycobacterium (Microplate Alamar Blue Assay
test), and the antiproliferative activity. The results showed that the origin of the raw
material and the co-solvent influenced the yield of CC. The best process conditions were
total solvent flow rate of 1.93x107 kg/s, pressure of 300 bar, mixture of the co-solvent of
the ethanol/isopropyl at 13.59% (mass), and raw material grown at Sdo Paulo-Brazil, with
yield of the CC of 1.81%. SFE extracts contain both the volatile oil and heavy fraction
(CC). The SFE residue contains traces of CC that can impart some functional properties to
the residual starch, thus classifying it as a special starch. The antioxidant activity varied
from 80 to 95% of inhibition after 3 h of reaction. The antiproliferative activity showed
effects cytocide and cytostatic, for extract concentrations of 0.25 p g/mL and 250 p g/mL,
respectively. The antibacterial activity started at an extract concentration above 256 pg/mL
(MIC).

Keywords: Curcuma longa L., curcuminoids, supercritical extraction, co-solvent.
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Nomenclatura

BDMC - bisdesmetoxicurcumina

CC — curcumina ou curcuminoides (mg)

CIM- concentragdo inibitéria minima

DMC - desmetoxicurcumina

da- densidade aparente (kg/ms)

dr- densidade real (kg/m’)

Dp- diametro médio das particulas

EtOH- etanol

[s0-C3- isopropanol

MIC- minima concentragdo inibitdria (ug/mL)

MO- massa de solvente na alimentagdo da bomba (kg)

M 1- massa de solvente retida na célula extratora (kg)

M2- massa de solvente retida no frasc6 coletor (kg)

M3- massa de solvente obtida na saida do bolhdémetro calculada por diferenca (kg)
Mcgr- taxa de extrago no periodo de velocidade de extragdo constante (kg/s)
Qcon- vazao do solvente (kg/s)

Rcer- rendimento do extrato na etapa de taxa constante de extragdo (%)
Rotal — rendimento da curva global de extragdo (%)

t-tempo (s)

tcer— duragdo da etapa de taxa constante de extragdo (s)

Y — razao massica de soluto na fase fluida (%)
€- porosidade do leito

pco2 —densidade do CO, (kg/m’)
prton —densidade do etanol (kg/m’)

pisocs —densidade do isopropanol (kg/m’)
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Curcuma longa L.






Introducao

1. Introdugéo

A utiliza¢do de corantes artificiais tem sido restringida pelo mercado internacional,
valorizando as matérias-primas compostas por corantes naturais (Govindarajan, 1980).
Dentre as formas de corantes de origem vegetal, com potencialidade de aplicagéo industrial,
encontra-se a ciircuma, rizoma de coloragdo amarela, capaz de substituir corantes sintéticos,

como tartrazina (Govindarajan, 1980), causador de problemas alérgicos ao homem
(Lauro,1992).

Substancias extraidas da clOrcuma, paprica e agafrdo e pigmentos minerais
inorganicos tém sido usadas ha centenas de anos. Em meados do século dezenove, tinturas
organicas sintéticas foram desenvolvidas criando uma extensa variedade de aditivos
corantes de importdncia econdmica, mas ultimamente os corantes naturais vém

revolucionar este mercado (Hallagan, 1991).

O extrato obtido do rizoma da ctGrcuma possui uma coloragdo amarelo ouro-
marrom. A espécie Curcuma longa L. é origindria da India e pode ser encontrada na China,

nas Ilhas Caribenhas e Paises da América do Sul (Govindarajan, 1980; FAO, 2001).

Os maiores importadores de circuma da India sdo o Ird, Libia, Estados Unidos e
Japdo (Govindarajan, 1980). No Brasil a expressdo econdmica do cultivo de curcuma ainda
¢ pequena. O municipio de Mara Rosa, Goias, apresenta o maior plantio comercial, com
cerca de 150 ha e produtividade média de 12t/ha de rizomas, destinados as industrias
nacionais de corantes e alimentos (Globo Rural,1994). A cultura da curcuma ou agafrdo
tém exploracdo comercial restrita no Brasil, mas sua origem tropical indica potencial para

estudos a nivel nacional (Goto,1996).

Seu uso na industria é amplo, sendo utilizada na forma de po, concentrado, ou na
forma de oleoresina, sdo empregados na producéo de alimentos com a fun¢do predominante

de colorir o produto final (Govindarajan, 1980; Montaldo,1972).

O teor de oleoresina dos rizomas processados de acordo com Mathai (1979)
encontra-se na faixa de 3 a 6%. Predominantemente € constituido por cetonas
sesquiterpénicas (Kelkhar, 1934) e 2 a 8% de curcumina (CC) segundo Montaldo (1972). A

identificacio dos curcuminoides por Srinavasan (1953) revelou a presenca de dois

3
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Introducdo

derivados desmetoxilados da curcumina presentes na oleoresina e responsaveis pela
coloragdo amarela caracteristica dos rizomas de curcuma, a desmetoxi-curcumina (DMC) e

a bis-desmetoxi-curcumina (BDMC).

A curcumina forma complexos estaveis com proteinas, possuindo propriedades
antioxidantes e esta propriedade € usada para formulagdo sofisticada de corantes naturais
(Lauro, 1992).

Os curcumindides sd@o soliveis em solventes organicos como etanol, alcool
isopropilico, acido acético glacial e insoliveis em agua, éter (Merck, 1999) e dioxido de

carbono supercritico.

Estudos com a oleoresina verificaram a sua atividade antimicrobiana (Allievi,
1984), efeito vasorelaxante, sugerindo o potencial terapéutico destes componentes em
doengas cardiovasculares (Ashraf,1999). Olajide (1999) reconheceu o efeito antitrombdtico
do extrato de Curcuma longa em ratos. A acdo antioxidante e antimutante da oleoresina e
da curcumina e as propriedades anti-inflamatdrias foram estudadas para prevencdo do

cancer por Mukundan (1993), Chan (1998) e Krishnaswany (1998).

De acordo com Chassagnez (1998), o processo convencional de extragdo de
curcuminoides com solventes organicos mostrou-se de baixa eficiéncia e seletividade em
relacdo ao processo de extracdo supercritica com CO, quando adicionado um co-solvente

(etanol).

A extracdo da oleoresina com CO; supercritico constitui-se em uma alternativa
importante do processamento de curcuma, devido a inerente instabilidade apresentada pelos
corantes naturais, quando submetidos a processos térmicos. A extragdo com gases
supercriticos envolve altas taxas de transferéncia de massa, em temperaturas relativamente
baixas, fundamental para a extracdo de produtos naturais (0leos essenciais, oleoresinas,
principios ativos, etc.) onde a qualidade do produto final é de grande importancia (Kiran &
Brennecke,1993). O residuo amilaceo do processo de extragdo dos curcumindides da
curcuma por CO; retém teores de curcumina consideraveis (Chassagnez, 1998), podendo

ser caracterizado como um amido de alto potencial comercial.
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Este trabalho teve como objetivos selecionar um co-solvente (etanol, isopropanol e
etanol/isopropanol) na extragdo supercritica com CO,, afim de obter alto teor de
curcumindides; caracterizar estes nos diferentes tratamentos monitorando a composi¢io
quimica; estudando a cinética de extragdo e as propriedades funcionais do extrato, para
obten¢@o do corante e antioxidante natural com maximo rendimento, a partir da selegdo de

uma matéria-prima de qualidade, verificada pela sua origem (Minas Gerais e Sdo Paulo).
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Revisao Bibliogrdfica

2. Revisdo Bibliografica

2.1 Corantes

Os aditivos corantes tém sido utilizados em alimentos salientando-se o valor
estético, mas também tém sido identificados como drogas e outros produtos de alto valor.
Em meados do século dezenove, tinturas organicas sintéticas foram desenvolvidas criando
uma extensa variedade de aditivos corantes de importéncia econdmica, mas ultimamente os
corantes naturais vém revolucionar este mercado (Hallagan, 1991), embora produtos como
a clrcuma, paprica e a¢afrdo e pigmentos minerais inorganicos tém sido usados ha centenas
de anos.

O termo “natural” tem grande importancia econdmica sendo muito utilizado como
produtos “saudaveis”. Embora haja tentativas de se definir com precisdo este termo a
definicdo a seguir é geralmente aceita (Andrés, 1980). No mercado, o corante pode ser
considerado “natural” se:

a) Existir pesquisa agricola e biologica;

b) Forem extraidos sem reagdo quimica e,

¢) Existir uma longa histéria de uso.

Os corantes encontrados dentro desta definigdo sdo permitidos para utilizagdo em
alimentos. De acordo com Andrés (1980), entre os corantes naturais encontrados estdo a
circuma e a oleoresina da curcuma. A lista de corantes naturais € pequena € somente
poucos estio disponiveis em quantidades suficientes para serem usados na produgdo de
alimentos. Estes corantes tém sido utilizados por longo tempo, mas limitados pela
disponibilidade de corantes artificiais que s3o altamente favorecidos pelo custo,
estabilidade, nivel utilizado e facilidade de aplicagdo, exceto em produtos como queijo e
manteiga. Os corantes naturais s30 mais caros, requerem maior quantidade para obter o
mesmo poder corante e ndo sdo de facil utilizagdo como os artificiais. Geralmente resultam
num produto de alto valor comercial, com 30 a 50 % maior que os artificiais. Por ser
extremamente baixo o nivel de corante utilizado este aumento comparado ao custo total €
insignificante, provavelmente menos que 0,1% do total do custo do alimento produzido
(Andrés, 1980). Embora os corantes naturais tenham limitagdes, podem ser utilizados em
alimentos requerendo conhecimento técnico de cada corante, habilidade artistica,

criatividade, e contato com pesquisas relacionadas ( Lauro, 1992).
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O extrato obtido do rizoma da circuma possui uma coloragdo amarelo ouro-
marrom. Segundo Lauro (1991). entre o grupo de croméforos da circuma o maior € a
curcumina. Oleoresinas de alta qualidade encontram-se praticamente livres de outros
corantes que usualmente estio presentes no extrato bruto. Mas a maior limitagdo deste
croméforo é a baixa estabilidade a luz, tem boa estabilidade térmica e nao ¢ afetado pelo
pH desde que o sistema seja alcalino. A curcumina forma complexos estaveis com a
proteina, e esta propriedade € usada para formulagéo sofisticada de corantes naturais, além
de propriedades antioxidantes. Da cuarcuma comercial € obtida a oleoresina e desta. o
corante curcumina (Lauro, 1991).

A identificagdo dos curcumindides por Srinavasan (1953) revelou a presenca de
outros dois derivados desmetoxilados da curcumina presentes na oleoresina e responsaveis
pela coloragdo amarela caracteristica dos rizomas de curcuma, a desmetoxi-curcumina
(DMC) e a bis-desmetoxi-curcumina (BDMC).

Podem ser aplicados em produtos que tenham na embalagem protecao contra a luz,
colorindo picles e mostarda, diversas bebidas, produtos a base de batata, laticinios, bolos,
cereais e molhos. Em combinacdo com urucum, sdo adicionados em queijos, margarinas,
molhos para saladas e em alguma formulagdo pela propriedade antioxidante. Por ser um
6timo substituto da Tartrazina, sua importancia comercial aumentou sendo agora o terceiro
dentre os corantes naturais usados (Lauro, 1991).

No Brasil, a utilizagdo da clircuma é regulamentada como corante natural sem limite
maximo de uso, de acordo com o Conselho Nacional de Saide do Ministério da Saude
(Nazario, 1989).

2.1.1 Importincia econéomica

Em 1995, Sears estudou o mercado mundial de produtos naturais que envolvia
cifras de 14,5 bilhdes de délares, com isso o aumento da demanda agravou o problema da
qualidade das plantas utilizadas, onde estudos mostraram que 50% dos produtos no
comércio possuiam alguma irregularidade devido a presenga de matéria orgénica estranha,
insetos, problemas de identidade, teor abaixo do especificado e adulteracgdes, revelando a
necessidade de maiores estudos desde a fase de producdo até a obtengdo do produto final,

seja ele a planta ou o principio ativo.
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De acordo com a Merck (1999), os derivados desmetoxilados purificados da
curcumina, DMC e BDMC, sdo cotados no mercado a US$ 2.525,00/kg, 50g de curcumina
com 97% de pureza custam R$ 527,00 (Merck, 2001), e a matéria-prima segundo
atacadistas, importadores e exportadores de S3o Paulo ~ encontra-se na faixa de R$ 2,20 a
RS 5,00/ kg de po, obtendo de acordo com a literatura cerca de 8% de curcuminodides nos
rizomas de curcuma. Esses fatores indicam o potencial da Curcuma longa L. e aconselham
maiores estudos sobre a extragdo dos curcumindides.

Os maiores importadores de curcuma da India sio o Ird, Libia, Estados Unidos e

Japdo (Govindarajan, 1980).

2.2 Toxicologia

A carcuma pode ser utilizada como corante natural ndo existindo limite maximo de
uso, de acordo com o Decreto 55.871 de 1965 - Resolugéo n 4 de 24/11/88 do Conselho
Nacional de Satde do Ministério da Satude, que regulamenta o uso de aditivos intencionais
em alimentos, assim como seu limite maximo. A utilizagdo de curcuma em po, com teor
médio de 3% de curcumina, tem IDA (Ingestdio Diaria Aceitavel) de 2,5 mg/kg de peso
corpéreo (Nazario, 1989), a FAO/WHO de acordo com Perotti (1975) estabelece a IDA de
2,5 mg/kg de peso vivo para uma ctrcuma contendo 5% de curcumina, significando que um
individuo com 60 kg pode ingerir sem efeitos colaterais, 6 mg/dia de curcumina. O seu
codigo como corante natural é Color Index (C.I.) 75300 amarelo natural, Merck (1999).

De acordo com Walton (1999), os testes de toxicidade in vivo sé@o
internacionalmente reconhecidos e orientagdes sdo publicadas para essas condutas. Estes
testes tém dois maiores objetivos:

1. Identificar os maiores efeitos toxicos destas substancias em questdo, fazendo
o reconhecimento e examinando o tecido alvo potencial;

2. dependendo da natureza da toxicidade, ¢ definido o nivel de ingestdo que
ndo resulta em nenhum efeito adverso (NOAEL-no observed-adverse-effect
level).

Em geral, o NOAEL, obtido para varias doses com testes em espécies mais

sensiveis (muitas vezes determinado para introduzir estudos cronicos e subcrénicos) € entdo

" DIEHL, C. M. Bolsista FAPEMIG - Comunicagéo pessoal.
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usado para derivar o IDA para um produto quimico especifico. Nesta derivagdo encontra-se
um fator de seguranc¢a considerando dois diferentes aspectos toxicoldgicos: toxicocinético
(¢ a relacdo entre a dose externa do composto e a dose interna) e toxicodindmico (relacio
entre a dose interna do composto e o efeito adverso). Foi utilizada a pesquisa literaria
direcionada primeiramente a identifica¢do de estudos in vivo e in vitro como tema principal
da determinagdo do IDA. O IDA para curcumina foi estabelecida temporariamente em O-
0,1 mg/kg peso corporeo (JECFA-Joint FAO/WHO Expert Committeeon Food Additives,
1995), baseado no NOAEL de 220 mg/kg de peso corporeo/dia para a ingestdo por ratos em
2 anos de estudo. No LOAEL-lowest-observed-adverse-effect level (440 mg/kg de peso
corporeo/dia) foi observado aumento do figado; acima da dose (2000 mg/kg de peso
corporeo/dia) foram detectadas no trato gastrointestinal ulceras e hiperplasia. A IDA para
curcumina foi baseada no aumento do figado (WHO, 1995 citado por Walton (1999)). Uma
revisao foi feita pela JECFA em 1998, onde foi o valor da IDA de 0-0,1 mg/kg peso
corporeo foi extendida (Walton, 1999). Ou seja, pode-se ingerir curcuma em pd que
contenha até 4% de curcumina, fornecendo 0,1 mg de curcumina/kg de peso corporeo sem

efeitos colaterais.
2.2.1 Antioxidante

Os antioxidantes podem ser classificados como produtos que atuam sobre a
formagdo do 'O, ou que reagem com este, ou ainda, produtos que atuam de forma
competitiva com os radicais livres dos lipidios, impedindo a continua¢do da reag¢do em
cadeia ou que atuam sobre os peroxidos decompondo-os, de forma a produzirem compostos
que ndo mais participam da reagdo em cadeia de radicais livres. Os antioxidantes naturais
ou sintéticos que reagem, ou que de alguma forma interferem na participagdo do 'O, ou,
competem com os radicais livres dos acidos graxos. sdo produtos que interferem na fase de
iniciagdo da reacdo e, com isso, tém excelente efeito retardador da oxidacdo (Bobbio,
1992).

Os antioxidantes em dietas sdo conhecidos por diminuir o risco de muitas doengas
cronicas semelhantes ao cancer e desordens cardiovasculares (Priyadarsini, 1997) e
modificar um processo patofisioldgico de varias desordens metabdlicas utilizados com

efeito preventivo em doencas que envolvem degrada¢do oxidativa (Krishnaswany, 1998). A
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atividade antioxidante € resultado de uma eliminagdo especifica dos radicais livres reativos
ou da eliminag@o do oxigénio contendo compostos semelhantes ao perdxido de hidrogénio
ou quelatos de metais. A curcumina e seus analogos sdo conhecidos por proteger as
biomembranas contra os danos peroxidativos. A peroxida¢ido dos lipidios € conhecida por
ser a principal reacio da cadeia do radical livre que provoca danos na membrana celular, e
a agdo de inibi¢do da peroxidagdo € atribuida aos curcumindides quando da sua utilizacdo
(Priyadarsini, 1997).

A curcumina tem mostrado efeito anticarcinogénico ou anti-mutagénico em diversos
animais e também em culturas de células. Um dos mecanismos bioquimicos da atividade
quimiopreventiva do cancer pela curcumina tem sido atribuida pela inibicdo do
aparecimento do tumor, pela presenca do grupo funcional carbonila (Chun ez al, 1999).

Estudos em humanos com risco de céncer palatal pela agao do fumo e mostrou que a
administra¢do de 1g/dia de curcuma por nove meses teve impacto significativo na regressdo
de lesdes pré-cancerosas, Krishnaswany (1998).

A utilizagdo destas espécies na medicina tradicional da Malasia contribui para a
investigacdo e desenvolvimento de métodos de prevengdo do cancer no estagio inicial de
desenvolvimento do tumor (Vimala et al, 1999). Outras duas importantes formas de
prevengdo do cancer foram estudadas por Mukundan (1993), a ag¢do antioxidante (inibi¢do
da peroxidagdo lipidica) e antimutante (impedimento das modificagdes no DNA das
células) da oleoresina e curcumina.

A curcumina e seus derivados agem na atividade de segmentagdo do DNA (acido
desoxirribonucléico) atuando como pro-oxidante e antioxidante. A curcumina em presenga
de Cu® provoca segmentagdo na fita do DNA através da geragdo de espécies de oxigénios
reativos, particularmente o radical hidroxila, deste modo, mostra ambos os efeitos de
antioxidante e pré-oxidante. A comparagdo da atividade antioxidante foi observada no
efeito dos curcumindides sobre a divisdo do DNA do plasmidio pelo sistema Fe’ -EDTA
(radicais hidroxilas) e a geragdo do oxigénio singleto pela riboflavina. Os resultados
indicam que a curcumina € consideravelmente mais ativa que o agente oxidativo na divisao
do DNA. Foi observada, uma inibicdo da producio de 'O, de 84,4% pelos curcumindides
(concentracdo de 0,1mM), onde a curcumina produziu maior efeito com 43,8% seguido de

DMC (36,4%) e BDMC (25,6%) (Ahsan, 1999).
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Pezzuto (1992) observou a eficacia de agentes quimiopreventivos e efeito
antimutagénico em culturas de células de glandulas mamarias de ratos in vivo com
carcinogénesis, constatando a efetividade na atividade antimutagénica da curcumina, na

reducdo de lesdes induzidas na cultura de células e na carcinogénesis na mamaria in vivo.

2.2.2 QOutras Atividades Farmacolégicas

A oleoresina apresenta atividade antimicrobiana, segundo Allievi (1984) em
minimas concentragdes de inibigdo (MIC 1600) mostrou-se sensivel para 13 bactérias, dois
fungos (Aspergillus niger e Penicillium citrinum), e 2 leveduras (Candida utilis e
Sacharomyces cerevisae). As bactérias anaerdbicas se mostraram mais sensiveis que as
aerobicas e as anaerdbicas facultativas.

Um estudo realizado por Olajide (1999) estabeleceu o efeito antitrombético do
extrato de Curcuma longa L. em ratos. Extratos de rizomas de Zingiberaceae (entre eles
Curcuma domestica) exibiram ativagdo da atividade inibitdria do EBV (Epstein-Barr-
Virus) sem efeito citotoxico nas células de Raji (Vimala ef al, 1999).

A utilizagdo de um medicamento a base de plantas medicinais, contendo Curcuma
longa, Alium sativum e Nepeta hindoostana, revelou um efeito vasorelaxante, sugerindo o
potencial terapéutico destes constituintes em doengas cardiovasculares (Ashraf, 1999).

Como planta medicinal, a cOrcuma ¢é utilizada como diurético, excitante,
antidiarréico, corretivos de disfuncdo de bilis, antiespasmodico e antiescorbutico (Goto,
1993; Montaldo, 1972).

Muelas-Serrano (1999) identificou o efeito dos extratos (1000 ug/mL) de C. longa
na inibi¢do do crescimento de Trypanossoma cruzi em 78,47% apos 72 h de incubag@o,
constatando entdo sua atividade antiprotozoaria.

A atividade antiofidica foi identificada no primeiro trabalho relacionado ao assunto,
onde o extrato de circuma inativou quase que completamente a neurotoxina da cobra Naja
naja siamensis (Cherdchu e Karlsson (1983) citados por Mors et al, 2000). Ha indicagdes
de que a curcumina forme forte interagdes com macromoléculas biologicas, como as
proteinas de soro, albumina e acido hialurénico (Tonnesen 1992, citado por Mors ef al,
2000). Ferreira et al (1992) identificaram outra importante atividade bioldgica da cetona

insaturada do Curcuma longa, a Ar-turmerona, mostrando a neutraliza¢ao do efeito letal do

12



Revisdo Bibliogrdfica

veneno de cascavel Crotalus durissus terrificus em ratos e da atividade hemorragica
presente no veneno de Bothrops jararaca. Demonstrou também por estudos imunologicos
que esta fragdo também inibiu a proliferagdo e a atividade letal natural dos linfocitos
humanos. A poténcia do antiveneno Ar-turmerona € determinada pelo ensaio de
neutralizacdo do efeito letal (dose letal 2,00 pg), assim para uma dose de veneno de 12,5 pg
a concentracdo de Ar-turmerona de 700 pg/mL conseguiu neutralizar 70 % do efeito letal
do veneno injetado em ratos. Os testes de neutralizagdo concluem que a Ar-turmerona pode
agir como inibidor enzimatico no caso das enzimas do veneno de jararaca com atividades

hemorragicas e proteoliticas. (Mandelbaum et al. 1982, citados por Ferreira 1992).

2.3 Aspectos Gerais da Curcuma longa L.
2.3.1 Botdnica

O agafrdo ou circuma, pertencente a familia Zingiberaceae, ¢ originaria do sul e
sudeste da Asia, provavelmente das florestas da india. A espécie Curcuma longa L. pode
ser encontrada na China, nas Ilhas Caribenhas e Paises da América do Sul (Govindarajan,
1980; FAO, 2001).

A Curcuma longa L. foi introduzida na América do Sul pelos espanhdis
(Govindarajan, 1980). E uma espécie herbicea e perene (Figura 2-1), e em condigdes
favoraveis de clima e solo pode atingir em média 120 a 150 cm de altura. As folhas sdo
grandes e possuem um peciolo tdo comprido como o limbo sendo oblongo-lanceoladas,
reunidos na base, obliquo-nervadas, e quando amassadas exalam perfume. As flores sdo
amareladas, longo pedunculadas, dispostas em espigas compridas e com bracteas concavas
verde-pélido, as superiores com uma mancha résea. O fruto € uma capsula bivalve
triloculada. O rizoma principal é periforme, arredondado ou ovoide, carnudo com
ramifica¢des secundarias laterais, compridas, também tuberizadas, porém mais finas e
menos carnudas, cilindricas ou fusiformes, por vezes curvas. Os rizomas secundarios
podem atingir até 15 cm de comprimento por 1 a 2,5 cm de didmetro (Von Hertwig,1991).
A curcuma atinge 40-50 cm de altura apos 160-170 dias do plantio, ou seja, cinco meses,
considerando um ciclo para o cultivo de 230-260 dias (8-9 meses) segundo Goto, (1993) e
Montaldo (1972).
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Zingiberaceae
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Figura 2-1. Tlustragdo Botanica da Curcuma longa L. (Kohler, 2001)
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2.3.2 Cultivo

A época 1deal de plantio, nas regides tropicais com clima temperado, encontra-se
nos meses de agosto a setembro, ou no outono em regides cujo inverno nio prejudique o
crescimento e desenvolvimento da planta. Embora prefira o clima temperado, tolera
algumas variagdes, pois € relativamente rustica, razdo pela qual prospera em certas regioes
de clima tropical imido, mas de preferéncia sem verdes causticantes (Abreu Matos, 1994).

Na regido de Botucatu — Sdo Paulo, os melhores rendimentos foram obtidos com um
plantio no més de novembro até meados de dezembro, obtendo 8-9 t/ha proxima a faixa
relatada em referéncia bibliografica desse cultivo, aproximadamente I1t/ha/ano (Goto,
1993).

A cultura do agafrdo tem exploragdo comercial restrita no Brasil, porém a sua
origem tropical, permite dtima adaptacdo as condigdes edafoclimaticas brasileiras (relativo
ao solo e clima da regido), porém poucos estudos até agora estdo desenvolvidos com a

cultura a nivel nacional (Goto, 1996).

2.3.3 Estudos Agronomicos

A variedade de Curcuma longa foi avaliada no periodo de crescimento de semanas a
respeito do contetdo de curcumindides em bulbos e dedos. A redugéo da produgdo de
pigmentos em fungdo da maturidade foi estudada, obtendo diferenga significativa entre a
producio dos bulbos e dedos, considerando a biomassa, a presenca de curcumindides nos
dedos sdo maiores (Tonnesen, 1992). O cozimento e/ou fatiamento reduzem o tempo de
secagem de forma significativa, sem aprecidvel redugdo no teor de curcuminoides
(Sampathu, 1988). A secagem dos rizomas pode ser feita de forma natural ou forcada, e
posteriormente moidos. O corte em fatias de 2 a 5 mm pode também ser realizado. De
acordo com Donalisio (1980), a secagem ao sol € feita em camadas para minimizar o efeito
da radiacdo solar na estabilidade dos pigmentos. Esse processo se completa em 10 a 15
dias, e quando seco se torna rigido com cor amarela uniforme e umidade em torno de 5 a
10%.

Goyal (1993) estudou a variagdo da qualidade dos rizomas de curcuma (curados e
ndo curados) durante 12 meses de armazenamento. A oleoresina dos cultivares estudados

foi reduzida, aumentando essa variagio proporcionalmente ao aumento do periodo de
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armazenamento. O armazenamento por 12 meses resultou num decréscimo de oleoresina de
21,4 a 24% em todos os rizomas. Este decréscimo de oleoresina reflete no decréscimo de
curcumina e 6leo essencial, pois estes dois componentes constituem mais que 80% do total
da oleoresina da circuma.

O excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a acdo de enzimas,
podendo acarretar a degradacdo de constituintes quimicos, além de possibilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias. O teor de umidade estabelecido nas diferentes
farmacopéias varia entre 8-14 %, com poucas excegdes especificadas nas monografias
(Simoes et al, 2001).

A reduc¢do de tamanho de particulas tem finalidades tecnoldgicas especificas, como
facilitar o manuseio, transporte, embalagem e armazenagem, assim como a mistura e
extracdo da matéria-prima. Geralmente, o corte ou a moagem grosseira assumem um
carater preliminar, deixando-se a redugdo mais fina para a etapa seguinte. Para fins de
extracdo e mistura, sdo recomendados diferentes niveis de redu¢do de tamanho de particula,

os quais dependem da natureza da droga vegetal, como mostrado na Tabela 2-2::

Tabela 2-1. Nivel de redugdo de particula recomendada segundo o tipo de droga vegetal.

Classificacao Diametro Médio da Exemplos

Particula
. grosso S T 510rr1_mE_xtragéo Y pom——" .
Corte semi-fino 0,5-5 mm Extragdo de Ilenhos, cascas, raizes,

rizomas e sementes
Corte fino 50-500 um Extracao de alcal6ides

P6 1-50 pm Mistura de p6s e encapsulamento

Fonte: Simdes et al, 2001- Farmacognosia: da planta ao medicamento.

A facil adaptag@o da espécie nas condigdes edafoclimaticas brasileiras tem revelado
potencial para o incremento de dareas cultivadas, e metodologias de extracdo dos
curcuminodides estdo sendo desenvolvidas para a otimizacdo do processo de extragdo dos
principais componentes do rizoma.

O estabelecimento de técnicas agronomicas para o cultivo racional das espécies
medicinais, condimentares e aromaticas, contribuem para o processo de viabilizagdo da

produg@o comercial e industrial da regiao.
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2.3.3.1 Adubacado nitrogenada

A disponibilidade de nitrogénio influencia a concentra¢do dos nutrientes nos tecidos
(Miller er al, 1965), favorecendo o crescimento radicular com consequente aumento na
absor¢do dos nutrientes disponiveis, Duncan e Ohlrogge (1958). O aumento no crescimento
induzido pela fertilizagdo nitrogenada tem sido relatada em plantas rizomatosas (Randhawa
et al, 1974) e segundo Santos (1992), plantas de gengibre que se desenvolveram com baixa
suplementagdo nitrogenada apresentavam grdos de amido somente no cilindro central, ao
passo que as plantas submetidas as doses maiores (acima de 175 g/m’) apresentavam
também grdos de amido nas camadas internas do cortex. Resultados semelhantes foram
obtidos por Rao e Reddy (1976) para Curcuma longa.

O peso de matéria seca em rizomas de gengibre estudados por Santos (1992),
mostrou que a produgdo destes aumentou linearmente com o incremento no fornecimento
de nitrogénio, sendo necessario esclarecer as condi¢des ambientais que conduzem a essa

alta exigéncia de nitrogénio.
2.4 Composigdo quimica

O teor de oleo essencial dos rizomas processados pode variar de 3 a 8% de acordo
com Montaldo (1972) e Mathai (1979), constituido predominantemente de cetonas
sesquiterpénicas: ar-turmerona e turmerona (cerca de 59%); terpenos com baixo ponto de
ebulicdo: d-sabineno (0,6%), d-alfa-felandreno (1%), cineol (1%) e bomeol (0,5%) e
sesquiterpenos com alto ponto de ebuligdo: zingibereno (25%) (Kelkhar, 1934). Ratnambal
(1986) encontrou em varias espécies de curcuma secas no campo, porcentagens maximas

de oleoresina de até 19,2%. A Tabela2-2 mostra a composi¢ao da clircuma.

Tabela 2-2. Composic¢ao da curcuma (Govindarajan, 1980).

Composicao Porcentagem (%)
Umidade 9-19
Amido 30-50
Pentosanas 4.7
Proteina bruta 6-11
Fibra 2-6
Curcumindides 2,5-8.1
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Nizo ha evidéncias da relagdo entre o teor de 6leo essencial e curcumina. O teor de
curcumina € influenciado pelo local de plantio, préticas agricolas, fertilizagdo do solo e
maturagdo dos rizomas (Krishnamurthy er al, 1976). O teor de amido dos rizomas,
possivelmente se relaciona com a maturacdo (Mathai, 1979).

Os compostos encontrados no rizoma da curcuma foram estudados com relacao a
localizagdo, grau de maturacgio e crescimento, onde Mangalakumary (1986) concluiu que a
curcumina e o 6leo essencial estdo distribuidos por todo o rizoma, o amido € encontrado na
parte central e os polifendis nos feixes vasculares e gemas dos rizomas.

Algumas técnicas podem ser empregadas para a caracterizagdo quimica dos
compostos presentes no extrato, como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia Gasosa (CG), Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Espectofotometria (UV). Alguns trabalhos realizam a analise no extrato de Curcuma longa
L. tanto para identificagdo quanto para quantificagdo como He (2000) que realizou a
identificacdo “on-line” dos constituintes fitoquimicos da C. longa fresca combinando
técnicas do “HPLC-diode array detection-MS” com informagdes de CLAE-EM e CLAE -
UV para os picos dos cromatogramas. Assim, por CLAE-UV foram identificadas
substancias como a bisdemethoxicurcumina, demethoxicurcumina, curcumina com maior
eficiéncia e separacdo destes, e ar-turmerona e curlona, por “HPLC-Reconstructed Total
fon Current (TIC)” visivelmente observado pela 4area relativa dos cromatogramas,
concluindo que uma simples corrida de CLAE identifica os CC e um grande nimero de
constituintes do 6leo volatil sendo um método eficiente para fornecer confiavelmente
marcadores para a distingdo das espécies de curcuma. Os trés CC, a ar-turmerona e a
curlona foram identificados por “HPLC-PB-MS”, mas os constituintes do 6leo volatil e
semi-volatil ndo puderam ser analisados pois eram perdidos na membrana separadora usada

para remover solventes, portanto estes foram identificados por CG-EM.

2.4.1 Caracterizagdo quimica da curcumina

Em 1953 foram identificados por Srinavasan dois derivados desmetoxilados da

curcumina, a DMC e a BDMC, através de cromatografia em coluna (Tabela 2-3).
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Tabela 2-3. Propriedades dos derivados da ctrcuma.

Ponto de fusio °C Massa molecular

(89 183 368
DMC 168 338
BDMC 224 308

De acordo com Merck (1999) a curcumina (E, E) [1,7 — Bis (4-hidroxi-3
metoxifenil) —1,6 heptadieno — 3.5 — diona] é insolivel em agua e éter, solivel em alcool,
acido acético glacial, em meio alcalino tem coloragdo marrom avermelhada e em meio
acido amarelo claro.

Price (1997) relatou a degradagdo alcalina dos pigmentos de curcuma, DMC e
BDMC, purificados e comerciais. A degradagdo aumenta rapidamente em proporgoes
constantes para um pH até 7.45 e decresce com pH 10,2. A meia-vida dos curcuminoides
(CC, DMC e BDMC) em pH 7.5 € respectivamente 900, 1700 e 2200 h, analogamente em
pH 10.2 a meia-vida destas substancias € respectivamente 0.4; 1,0 € 5,0 h. O uso de CC e
BDMC em alimentos alcalinos deve ser estudado a fim de manter a estabilidade da cor do
produto. Martins (1993) realizou um estudo com a curcumina cristalizada e oleoresina de
circuma em atmosfera, temperatura € pH controlados, em relag@o a estabilidade, e revelou
serem estaveis até a temperatura de 100°C, na faixa de pH de 4,0 — 7,0, sendo a curcumina
purificada mais estavel a luz que a oleoresina nos casos estudados.

No espectro de absor¢do existe uma variagdo para os trés componentes, sendo 429
nm para CC, 424 nm para DCC e 419 nm para BDMC com solvente etanol (96%), usando
praticamente a regido de 425 nm para expressar o teor de corante total como curcumina

(Krishnamurthy et al, 1976).
2.4.1.1. Estruturas quimicas

De acordo com Takahashi (1984) e Govindarajan (1980) as estruturas quimicas dos

curcuminoides s@o apresentadas na Figura 2-2.
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e Curcumina: 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)hepta-1,6-dien-3,5-diona

b OH

= [
H3C OCHj3

O OH

e Desmetoxicurcumina:1-(4-hidroxifenil)-7-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-

diona

H OH

OCH3
O OH

e Bisdesmetoxicurcumina: 1,7-bis(4-hidroxifenil)-hepta-1.,6 dien- 3,5-diona

H O

Figura 2-2. Curcumindides

2.5 Qualidade da matéria-prima

A qualidade da matéria-prima vegetal é a determinante inicial da qualidade do
fitoterapico. Contudo a qualidade das matéria-primas vegetais ndo garante por si a eficacia,
a seguranca e a qualidade do produto final. A eficacia ¢ dada pela comprovacdo, através de
ensaios farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos, dos efeitos biologicos preconizados para
esses recursos terapéuticos. A seguranca € determinada pelos ensaios que comprovam a
auséncia de efeitos toxicos, bem como pela inexisténcia de contaminantes nocivos a saude,
como por exemplo, metais pesados, agrotdxicos, microorganismos e seus produtos

metabolicos, produtos de degradacdo, entre outros. A seguranga e eficacia dependem de
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diversos fatores, como a metodologia de obtengdo, a formulagdo e a forma farmacéutica,
entre outros e, portanto, devem ser definidas para cada produto, estabelecendo-se

parametros de controle de qualidade do produto final (Simdes et al, 2001).

2.6 Extracdo de pigmentos

Os corantes naturais apresentam uma instabilidade inerente quando submetidos a
processos térmicos controlados inadequadamente, estabelecendo a extragdo com CO,
supercritico como uma alternativa importante (Kiran & Brennecke,1993).

A extragdo dupla com solventes para extrair pigmentos de circuma € considerada
por Verghese (1984) como o melhor método. Um solvente € utilizado para retirar o 6leo
sem causar danos aos pigmentos, € numa segunda extracdo o outro solvente extrai o

pigmento da curcuma desengordurada.

2.7 O processo de Extrag¢do Supercritica

O processo de extragdo supercritica de matrizes sélidas consiste de duas etapas: (i) a
extragdo e (i7) a separagdo do extrato do solvente. Na extragc@o o solvente supercritico escoa
através de um leito fixo de particulas s6lidas e solubiliza os compostos existentes na matriz
solida. O solvente € alimentado no extrator e distribuido uniformemente no interior do leito
fixo. A mistura extrato/solvente ¢ removida do extrator até o precipitador, onde finalmente
sdo separados (Brunner, 1994).

Chassagnez (1998) verificou o aumento dos teores de curcumina na oleoresina apds
a adicdo do co-solvente etanol na extragdo com CO,, verificando que a maiores pressdes 0s
valores de curcumina solubilizada pelo CO; s3o maiores, mostrando uma influéncia da
densidade na capacidade de solubilizagdo do solvente. O mesmo autor relata que a
concentrag@o relativa dos curcuminoides presentes na curcuma determinados durante a
extra¢do com CO, e co-solvente etanol variam, sendo a concentragdo de BDMC superior
aos trabalhos descritos na literatura (Taylor & Mcdowell, 1992; Sanagi et al, 1993; Janben
& Cole 1984, citados por Chassagnez , 1998), que utilizaram condi¢des semelhantes de

extragdo e analise.
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Portillo Prieto (1999) estudou a utilizagdo de co-solvente etanol na extragdo
supercritica com diéxido de carbono do Oleo essencial de khoa (Satureja boliviana)
concluindo que os fatores mais importantes na extracdo foram a presenca do co-solvente
etanol e a vazdo do diéxido de carbono. Com interagdo significativa entre co-solvente e a
vazdo do CO, obteve compostos de maior peso molecular que ndo foram detectados nos
extratos da destilagdo por arraste a vapor e por extragdo com solventes organicos, somente
com o diéxido de carbono. O etanol apresentou boas propriedades para utilizagdo como co-
solvente na extragdao com CO;.

O estudo da extragdo supercritica com CO, de o6leo essencial e oleoresina de
gengibre (Monteiro, 1999) revelou que o efeito da pressdo e temperatura foram
significantes na taxa de transferéncia de massa no periodo constante de extra¢do, sem
influéncia da vazdo, sendo o efeito da pressdo mais significativo. Neste estudo o
rendimento do extrato foi diretamente proporcional ao aumento da pressdo e temperatura,
com maiores rendimentos a pressdo de 250 bar e a 70 bar menores rendimentos.

Monteiro (1999) obteve condigdes para a medida da solubilidade da oleoresina de
gengibre, verificando que a solubilidade aumenta com o aumento da pressdo e temperatura,
obtendo os valores mais altos na pressdo de 250 bar e 313,15 K, na temperatura de 313,15
K. nas pressdes de 150, 200 e 250 (bar) obteve o rendimento total (massa) de 1,66; 2,43 e
2.56 respectivamente. Este comportamento ocorreu provavelmente devido ao aumento da
densidade do solvente, que aumenta com o aumento da pressdo e também, pela pressdo de
vapor dos componentes do soluto, que possivelmente aumenta com a temperatura
(Monteiro, 1999).

A extragdo supercritica com di6xido de carbono para a obteng¢@o do rendimento total
de 6leo de Curcuma longa através de Superficie de Resposta foi estudada por Began ef al
(2000) a fim de obter os melhores pardmetros do processo na obten¢do do maior
rendimento do 6leo. Foram usadas as variaveis Pressdo (MPa), Temperatura (K) e Vazao
(mL/min) em trés niveis: P (10, 20, 30 MPa); T (313, 323,333 K)e Q (0,5; 1,0 e 1,5 m’/s).
Através da andlise de superficie de resposta as melhores condi¢des para obtengdo do maior
rendimento sdo temperatura de 308 K, vazdo de 1,3 x 107 m¥/s e pressdo 22,5 MPa,
concluindo que o aumento da temperatura reduz o rendimento do extrato quando mantido o
fluxo constante, e aumenta com a varia¢do da vazdo a temperatura e pressdo constante. A

composicdo nédo foi afetada em nenhuma das condi¢des experimentadas.
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2.7.1 FluidoSupercritico

e

O estado supercritico de uma substancia € caracterizado se a temperatura e
pressdo em que se encontra sdo maiores que os seus valores criticos. Para cada substancia
existe uma pressdo critica (Pc) e uma temperatura critica (Tc) onde coexistem liquido e
vapor, este ponto de coexisténcia ¢ denominado ponto critico (PC) com um volume critico
correspondente (Vc). Acima deste ponto critico existe a regido supercritica. As variagoes
das propriedades de estado acima do ponto critico podem ser intensas, causando diferentes
efeitos em solutos e reagentes (Sandler, 1989).

A Figura 2-3 mostra o Diagrama de Fases de uma substancia pura em funcéo de
pressio e densidade reduzida. Em temperaturas inferiores a temperatura critica (Tr<I)
coexistem duas fases, na regido de baixa densidade tem-se a fase de vapor, e na de maior
densidade tem-se liquido e, portanto maior poder de solvatagdo. Muito abaixo da
temperatura critica (Tg <<1), existe a fase gasosa onde a variag@o da densidade € linear com
a pressdo, como sugerido pela equacdo dos gases ideais. Aproximando-se do ponto critico
observa-se o aumento na taxa de variagio da densidade com a pressdo, ocorrendo um
desvio do comportamento do gas ideal, obtendo-se assim compressibilidade infinita de uma
substancia pura no seu ponto critico. Portanto € possivel formar uma unica fase fluida com
densidade de um liquido e compressibilidade de um gas. Um fluidocom densidade
semelhante a de um liquido e maior poder de solvatagdo, possibilita alterar a densidade com
pequenas variagdes de pressdo, isso ocorre pela densidade dos solventes liquidos serem
alteradas pela mistura com outros solventes, ou por um aumento da temperatura. Esta
variacdo da densidade em fungo da pressdo e/ou temperatura permite controlar condigdes
para uma extragdo em processo supercritico, visto que a solubilidade € fungdo direta da
varia¢do de densidade (Fillipi, 1982).

A variacdo no poder de solvatagdo de um solvente aumenta ndao somente a
solubilidade de um certo produto como o nimero de compostos solubilizaveis. Os aromas e
4leos essenciais sdo extraidos utilizando-se o solvente em condigdes proximas ao seu ponto
critico, enquanto que oleoresinas de especiarias e dleos vegetais sdo extraidas em condigdes

de altas pressdes, acima do ponto critico (Brogle, 1982).
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Figura 2-3. Diagrama da densidade versus pressao reduzidas para uma substéncia pura (Filippi,

1982).

2.7.2 Dioxido de Carbono como solvente

Através de uma gama de solventes que podem ser utilizados como fluidos

supercriticos nas extragdes supercriticas, alguns se encontram em condigdes razoaveis de

aceitagdo, mas ndo sdo adotados no processo porque em muitos casos requerem manuseio

especial ndo sendo compativeis com o trabalho realizado no processo (Smith, 1999). O

resultado € que o diéxido de carbono tornou-se popular pelo seu baixo custo, confiabilidade

e seguranca. ndo deixando tracos no produto nem tdo pouco nas colunas e capilares dos

equipamentos (Smith, 1999).

Dentre os fluidos usados em ESC, o CO, é o mais usado por ser de facil

manipulagdo, possuir temperatura e pressdo critica de 31,2 °C e 73,8 bar respectivamente,

ser um bom solvente e ser miscivel com outros solventes, baixa toxicidade, inerte, ndo

inflamavel, ndo corrosivo, moderado custo. O didxido de carbono € um fluido de baixa
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polaridade, entdo pode ser dificil a extragdo de compostos mais polares. Adicionando um
solvente organico, conhecido como um modificador, no fluido supercritico este pode agir
significantemente. Por exemplo, para extratos com compostos mais polares, pode ser
interessante adicionar o alcool ao dioxido (Staub, 1997).

No estado supercritico a densidade determina o poder de solvatagdo do CO;
podendo aumentar de acordo com a variagdo da densidade em relagdo a uma temperatura e

vice-versa (Brogle, 1982).

2.7.3 Modificadores ou co-solventes

O diéxido de carbono possui pouca habilidade para dissolver moléculas polares
mesmo em condi¢des de altas densidades, porém esta caracteristica pode ser modificada
pela adicdo de pequenas quantidades de substancias polares, tais como agua e etanol. Estas
caracteristicas ainda podem ser alteradas pelas condig¢des operacionais como temperatura e
pressao (Pellerin, 1991).

Os modificadores organicos, assim como o metanol ou acetonitrila, sdo
frequentemente adicionados como eluentes em cromatografia com o dioxido de carbono
por ter efetivamente polaridade similar ao hexano. A baixa viscosidade do dioxido de
carbono significa que ao ser misturado com solventes orgdnicos formam eluentes com
propriedades entre as de um liquido e um fluidosupercritico. Este aumento da fluidez do
solvente traz muitas propriedades de solvatagio do solvente organico, mas sdo muito menos
viscosos e tem baixa razdo de difusdo, fazendo entdo uma melhor extracdo com solventes
em cromatografia. Estes métodos tém sido usados para estudos e comparados a ESC. A
dificuldade encontrada nestes estudos tem sido, quando elevar o nivel de co-solvente ao
ponto onde se torne solvente primario, ou seja, o solvente em maior porcentagem utilizado.
[sto tem conduzido os estudos & aumentar a fluidez dos solventes em moderados niveis de
diéxido de carbono melhorando as propriedades dos solventes organicos (Smith, 1999).

A temperatura e pressdo criticas sdo afetadas pela incorporagdo de um modificador
ao didxido de carbono supercritico. A temperatura critica deste solvente modificado situa-
se entre os valores desta para as substancias puras. O valor de pressdo critica usualmente

demonstra um valor maximo para composi¢des intermediarias entre aquelas encontradas
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para o dioxido de carbono e o modificador puro. Esses modificadores alteram as
propriedades de solvatagdo dos fluidos supercriticos (Taylor, 1996).
A Figura 2-4 a seguir mostra caracteristicas de varios solventes, indicando o indice

de polaridade, justificando assim a op¢@o de alguns para a realizagdo deste projeto.

Tabela 2-4. Propriedades dos solventes de extragéo.

Solvente Indice de polaridade ~Temperatura de ebuli¢io °C
Hexano 0.0 66,0 -71

Eter de petroleo 2,0 30,0 - 60,0
Acetato de etila 4.3 77.1
Isopropanol 4.3 82,3

Etanol 52 78.4

Acetona 5.4 56,1

Agua 9.0 100,0

Fonte: Millipore Industria e Comércio — Divisdo Waters

Chang (2000) extraiu o6leo essencial de cha verde comercial por extra¢do com
dioxido de carbono adicionando como co-solventes agua e etanol, concluindo que o etanol
a 95% obteve rendimento (g/100mL) quatro vezes maior que a adi¢do de agua como co-
solvente.

Wang (2001) realizou extragdo supercritica com dioxido de carbono adicionado de
6% molar de etanol obtendo maior rendimento em relagdo a extragdo com dioxido de
carbono puro.

Badalyan (1998) estudou extragdo de oleoresina de gengibre Australiano com
didxido de carbono e etanol como co-solvente. Nas condigdes subcriticas a presenca de 2%
de etanol aumentou o rendimento em aproximadamente 10%. Em condi¢des supercriticas a
o efeito foi reverso, & 308,15 K obteve-se um menor rendimento em relagdo a temperatura
2de 298,15 K, nfo somente na oleoresina mas no rendimento geral. Isto pode ser explicado
parcialmente pela baixa solubilidade do soluto no dioxido de carbono menos denso (35 °C)

e secundariamente pela baixa solubilidade do etanol no diéxido de carbono supercritico.
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2.8 Cinética de Transferéncia de Massa

O processo de extragdo de substratos de produtos naturais em particulas sélidas
pode ser dividido em duas etapas:

e Transporte de substincias de dentro do material solido até a interface

solido/fluido;

e Solubilizacdo das substdncias pelo solvente e o transporte da mistura

soluto/fluido.

Graficamente, o comportamento de uma extragdo geralmente é descrito por uma
curva global de extragdo obtida pela massa de extrato e o tempo de extragdo, mantida
constante a vazdo do solvente. De acordo com a Figura 2-4 pode-se observar uma curva
tipica de extracdo. As curvas de esgotamento sdo obtidas da massa de oleo extraida versus a
massa de solvente consumido ou do tempo de extragdo. As curvas tipicas apresentam trés
fases distintas. A primeira onde retira-se o Oleo exposto na superficie da particula,
denominado periodo de taxa constante de extragdo (CER). Na segunda etapa a camada
superficial de 6leo na particula comeca apresentar falhas e por isso menor quantidade de
oleo ¢ solubilizada. Esta etapa ¢ denominada etapa decrescente de extragcdo. Na terceira
etapa o oleo € retirado de dentro da particula, num processo difusional (Brunner, 1994;
Meireles e Nikolov, 1994). A solubilidade ¢ o coeficiente angular de uma reta ajustada aos
pontos experimentais da curva de esgotamento no periodo de taxa constante de extragdo,

para uma vazao de solvente tal que se atribua a saturacdo do solvente pelo soluto (Ferreira
et al, 1999).
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Figura 2-4. Ajuste das retas para calculo dos pardmetros Teer € M.r (Rodrigues et al, 2000).
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A extragdo da oleoresina com CO, supercritico constitui-se em uma alternativa
importante do processamento de circuma, devido a inerente instabilidade apresentada pelos
corantes naturais, quando submetidos a processos térmicos. A extragdo com gases
supercriticos envolve altas taxas de transferéncia de massa, em temperaturas relativamente
baixas, fundamental para a extragdo de produtos naturais (6leos essenciais, oleoresinas,
principios ativos, etc.) onde a qualidade do produto final é de grande importancia (Kiran &

Brennecke,1993).

2.9 O residuo

O amido pode sofrer algumas modificacdes para atender as aplicacbes nas
industrias, principalmente a de alimentos. As modificagdes trazem mudangas quimicas,
fisicas e tecnoldgicas (Cruz, 1982).

O residuo amilaceo do processo de extragdo dos curcumindides da clrcuma retém
teores de curcumina (Chassagnez, 1998), podendo ser caracterizado como um amido com

caracteristicas especiais de alto potencial comercial.
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Capitulo 3. Materiais e Métodos

Rizomas de C. longa L. fatiados e secos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtengdo e pré-processamento da matéria-prima

Os rizomas de Curcuma longa L. foram selecionados a partir do cultivo na Unidade
Experimental da EPAMIG no municipio de Maria da Fé — Minas Gerais ¢ na Fazenda
Experimental do Lageado em Botucatu — UNESP em S&o Paulo. Foram obtidos trés lotes
de circuma em Maria da Fé. Os dois primeiros lotes no més de maio de 2000,
diferenciando-se entre si em relagdo ao cultivo com adubagdo nitrogenada de 0,55% e
1.50%, com fontes diferenciadas de nitrogénio (esterco bovino e esterco de galinha,
respectivamente) com aproximadamente 3 kg em cada lote onde a matéria-prima ja foi
obtida fatiada e seca. O terceiro lote foi cultivado em consoércio com a cultura do
pessegueiro, sem adubagio especifica, sendo a cultura mantida apenas com o excedente da
adubacdo entre linhas da cultura consorciada, sendo acompanhadas regularmente o cultivo,
a colheita, a limpeza, corte e secagem.

Os lotes obtidos foram colhidos manualmente e os tubérculos limpos com &agua e
separados do rizoma central para corte e secagem. Foram realizados cortes transversais nos
tubérculos por facas de 1dmina caseiras do terceiro lote (34 kg “in natura™), apos o corte
foram secos em estufa pertencente a Universidade Federal de Lavras localizado na
EPAMIG- Maria-da-Fé em Minas Gerais (Anexo I) a 30 °C por 24h ininterruptas, até serem
admitidos como secos por analise visual. Apdés a secagem a matéria-prima foi
acondicionada em sacos plasticos e mantida em freezer doméstico (Brastemp Frostfree a
T< 0 °C) na auséncia de luz para evitar degradagdo dos curcuminoides e ndo alterar o teor

de umidade obtido.

O quarto lote foi obtido em Botucatu-SP sem acompanhamento do cultivo, mas este
também ndo obteve tratamento diferenciado, totalizando 12 kg de matéria-prima “in

natura”.

Foram eliminadas a parte aérea e o bulbo das plantas, selecionando assim os
rizomas em relagdo ao grau de maturagdo para obter homogeneidade, sendo selecionados os
que ndo possuiam brotagdes (por possuirem estdgio de maturagdo distinto). Estes foram

triturados em processador de alimentos doméstico (Philips do Brasil Ltda, divisdo Wallita,
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modelo Master, Sdo Paulo-Brasil) e submetidos a secagem em um secador continuo de
fluxo paralelo (Anexo I) pertencente a Faculdade de Engenharia Agricola da Unicamp
(Brod. 2000) a temperatura aproximada de 35 °C até aproximadamente 13% de umidade. A
secagem deste lote foi realizada em quantidades de 2 kg para ndo exceder a capacidade do
secador, cada por¢do de 2 kg requereu um perfodo de secagem de 8 horas, totalizando 48

horas de secagem para todo o lote.

A matéria-prima seca foi moida em moinho de facas Stein Laboratory Mill, modelo
L2, 115 volts, 60 ciclos, 800 watts, com por¢des de aproximadamente 30 g a 10 segundos
no Centro de Genética, Biologia Molecular e Fitoquimica do Instituto Agrondémico de
Campinas-IAC. Apds a moagem esta foi acondicionada em filmes de polietileno (espessura
0,1 mm) e armazenadas no LASEFI-DEA/FEA/Unicamp em freezer domeéstico (Brastemp
Frostfree 2 T< 0 °C) em auséncia de luz, para minimizar as perdas dos curcumindides. O
lote foi em sua totalidade moido e acondicionado, visto que a substincia de importancia
para estudo de tese € a fragdo pesada e ndo possuiu perdas significativas no manuseio da
matéria-prima, e nas analises finais percebeu-se que a fragdo volatil presente na espécie se
manteve em porcentagens semelhantes da literatura pelo armazenamento da mesma em

freezer.

Assim, neste trabalho efetuaram-se extragdes com quatro lotes de matéria-primas
distintas, utilizando os dois primeiros lotes (M1 e M2) somente para teste da metodologia
de extracdo com solvente organico (soxhlet) e quantificagdo dos curcumindides (Tabela

3-1).

Tabela 3-1. Lotes de matéria-prima (Curcuma longa L.) obtidos para o desenvolvimento do projeto.

Codigo Origem Cultivo- Epoca de Corte Secagem Tempo (h) de
Adubacgdo colheita secagem

M1 MG  0.5%deN, 05/2000 Fatiado  30°C —estufa desconhecido

M2 MG 1.5% de N, 05/2000 Fatiado 30 °C —estufa desconhecido

M3 MG convencional 11/11/2000 Fatiado 30 °C —estufa 24

S1 SP convencional 15/07/2000 Triturado 35°C—secador com 48

circulagdo forcada
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Nos lotes M3 e S1 (Tabela 3-1) analisou-se a quantidade de curcuminoides para que
fosse escolhido o melhor lote para a realizagao dos ensaios, e o material “inferior” (menor
teor de curcumindides) fosse utilizado para os testes prévios, necessarios para a adequagio
do uso do material ao equipamento e a metodologia utilizada, assim a matéria-prima foi

selecionada em func@o da origem, de acordo com o maior teor de curcuminoides.

3.2 Caracterizagdo da matéria-prima
3.2.1 Determinagdo da distribui¢cdo do tamanho das particulas (DTP).

A distribuigao do tamanho das particulas foi determinada utilizando uma série de
peneiras Série Tyler (W.S. Tyler, USA), com mesh 24, 32 e 48 e colocadas num agitador
magnetico (Produtest — mod. 3580) para separag@o das particulas. As massas retidas sobre
as peneiras foram pesadas numa balanga semi-analitica (Marte, série AS2000, + 0,01g,

ARTLAB, Brasil) e utilizadas para empacotar o leito na proporgao de 1:1:1.
3.3.2 Determinagdo do diametro médio das particulas

Para a determinag@o do diametro médio das particulas utilizou-se a metodologia
para calculo do diametro médio geométrico (d,,g) de acordo com o método (ASAE S319.2)

ecomendado pela ASAE Standard [ASAE, 1993] é:

Zﬂ:(wl !ogc?j)
g =g e | ¢ Eq. 3-1

n
S,
i

1=1

Onde: d, = (d; .d_.—+1)0‘5;
d; : abertura nominal da i-ésima peneira (mm);
d;+; - abertura nominal da peneira maior que a i-€sima peneira (mm);
w; - massa do material retida na i-€sima peneira.
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3.3.3 Densidade Real e Aparente

A densidade real das particulas (dr) foi determinada usando picnometria com gas
Hélio com o auxilio de um densimetro (Micrometrics, modelo Multivolume pycnometer
1305, Estados Unidos) e uma balanga analitica (Quimis, modelo QI-AS, precisdo de +
0,0001 g, Estados Unidos) e de um pesa filtro. na Central Analitica do Instituto de Quimica
da Unicamp. A densidade aparente (da) foi calculada através da massa de matéria-prima
utilizada nas extragdes sobre o volume da célula extratora em g/cm’. A porosidade total do
leito (¢) e das particulas foi calculada usando a densidade real das particulas e a densidade

aparente do leito.
3.3.4 Composicdo Centesimal

° Umidade

A umidade da matéria-prima sera determinada pelo método de Jacobs (1973), este
método € usado quando se deseja distinguir entre a agua e o material volatil presentes na
matéria-prima. O método consiste em colocar num baldo de 250 mL, 15 g do material “in
natura” e 30 g do material seco para determinag¢do da umidade antes e depois da secagem.
O material € coberto com 75 mL de xilol (P.A. ~ACS-Ecibra 99-95%, lote 12.540, S#o
Paulo-Brasil) deixando-se o material em refluxo, passando por um condensador e um tubo
graduado que recebe a agua da amostra, o material permanece em refluxo por 3 horas para
o material “in natura” e 1 hora para o material seco. A umidade das amostras foi calculada

pela equagao 3-2:

5 = VHZO'pHZO 100

m amostra

Eq. 32

Onde:
U=umidade
V mo=volume de agua extraida da amostra;

prz0= densidade da agua;
M amostra= Massa da amostra.
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e Cinzas (minerais)

Teor de cinzas foi determinado segundo metodologia da A.O.A.C., nimero 941.12
(1975). A metodologia consiste em calcinar os cadinhos a 550 °C, pesar 3 g da matéria-
prima, levar a mufla mantendo a porta semi-aberta até atingir temperatura de 400 °C, fechar
a porta e elevar a temperatura a 550 °C, manter por duas horas. Deixar a temperatura cair

por 2 horas e esfriar os cadinhos em dessecador. O valor é dado em porcentagem de cinzas.
e Fibras

O teor de fibras foi determinado segundo método da American Association of
Cereal Chemists (1975).

O método consiste em pesar 3 g de amostra, transferir para um béquer de 500 mL,
adicionando 200 mL de solugio de H2SO4 (1,25%), deixando em ebuligdo por 30 minutos
completando o volume sempre a 200 mL Filtrar em papel de filtro qualitativo (Whatman n°
42 ou 44) e lavar o material com mais 500 mL de agua quente. Transferir o material retido
no filtro para o mesmo béquer com o auxilio de uma solu¢ao de NaOH (1,25%) e deixar em
ebuli¢@o por mais 30 minutos, completando o volume apos a evaporagao da solucdo. Filtrar
novamente o material em papel de filtro qualitativo comum, previamente seco a 100 °C
com tara conhecida. Lavar o material retido no filtro com 500 mL de agua quente. Colocar
o papel filtro e o material retido neste em estufa a 100 °C até secagem, apOs a secagem
levar a mufla em cadinho a 550 °C para determinagdo das cinzas da fibra bruta. O calculo

foi efetuado pelas equagdes 3-1 e 3-2.

Fibra bruta(%) = -‘?—J}Cﬂ 100 Eq. 3-1
Fibra real (%) =% fibra bruta — cinzas Eq. 3-2

Onde: A=amostra (g);
B=peso do papel ¢/ residuo seco (g);
C= peso do papel (g)
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e Lipidios

O teor de matéria graxa foi determinado segundo A.O.A.C. numero 950.54 (1975).
S3o utilizadas 3 g da amostra em cartucho de papel filtro comum, acoplando o cartucho em
conjunto de Soxhlet com balGes de tara conhecida. Adicionar sobre os cartuchos 200 mL de
eter de petroleo aquecer com placas de aquecimento e deixar em refluxo por 12 horas.
Retirar os baldes e evaporar em rotaevaporador até peso constante. O valor de matéria

graxa ¢ dado em porcentagem.
e Proteina Bruta

O teor de nitrogénio foi determinado segundo metodologia da A.O.A.C. nimero
920.165 (1975). O método consiste em colocar em baldo de Kjeldahl 0,2 g de amostra,
acrescentar 2 g de mistura catalisadora mais 5 mL de acido sulfirico. Colocar os tubos no
bloco digestor aquecendo até 450 °C (aumentando 50 °C a cada 15 minutos) permanecendo
por mais 30 minutos nesta temperatura. Deixar esfriar e adicionar 10 mL de agua destilada
por tubo. Colocar o tubo no destilador e neutralizar com NaOH (50%). Recolher o destilado
em erlenmeyer com H3BOs (2%) com indicador misto. Titular o destilado usando HCL
(0,02 N) até que o indicador vire de verde para lilas. Para o calculo foram usadas as

equacgoes 3-5 e 3-6.

Vici(mL)XN g/ (N)x0,014x100
amostra(g)

Nitrogénio (%) =

Proteina bruta (%) = nitrogénio(g)x6,25 Eq. 3-6
= Teor de Amido

O teor de amido foi determinado segundo metodologia da A.O.A.C. nimero
920.168 (1975) otimizado pelo Centro de Raizes Tropicais — UNESP/ Botucatu.

A metodologia consiste em separar 200 mg de amostra finamente peneirada e
acrescentar 42 mL de agua e 2 mL de solugdo comercial de alfa-amilase, levar ao banho-
maria na temperatura de 80 a 90 °C, durante 15 minutos agitando ocasionalmente. Apds
esfriados as solugdes realizou-se o teste com lugol para verificagdo do amido dextrinizado.
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Com o resultado positivo da dextrinizagd@o acrescentou-se a séluc;ﬁo 2,5 mL de tamp@o
acetato 4 M, pH 4,8 e 5 mL de solugdo filtrada de amiloglucosidade de Rhyzopus sp., na
concentragao de 10 mg/mL. Os erlennmeyers com a amostra e a prova em branco foram
levadas ao banho-maria com agitagdo continua a 55 °C por 120 minutos, posteriormente
esfriada em temperatura ambiente e neutralizadas com NaOH (2N) e filtradas em baldo
volumeétrico de 250 mL. A partir da solugdo filtrada, o agucar redutor foi dosado usando o

meétodo de Somogy e Nelson, calculado pelas equagdes 3-7 e 3-8:

Amido base imida (%)= %Somogy Nelson x 0.9x250
P

Amido base seca (%)= % de amido base umida x 100
100 - % umidade

Onde:

% Somogy Nelson= porcentagem de agucares redutores calculada no item a seguir,

P = peso inicial da amostra,
% umidade = umidade inicial da amostra.
e Acucares

O teor de aglicares foi determinado segundo metodologia da A.O.A.C. numero
960.06 (1975). Para o calculo de teor de aglicares na matéria-prima e residuo do processo
foi utilizada uma curva de calibragio apresentado no Anexo II. O método de Somogy-
Nelson permite determinar quantidades pequenas de agicares. O material € diluido em
baldo volumétrico de 50 mL para leitura de absorbancia em espectrofotometro. Pipeta-se
1mL do material neutralizado e filtrado num tubo de ensaio acrescentando 1 mL do Reativo
de Somogy. Leva-se ao banho-maria com agua em ebuligao por 10 minutos, agitar e fazer

leitura no espectrofotdmetro a 535 nm. Para o calculo foi utilizada a equag@o 3-7.

Acucares (%) :i‘;—K‘ 100 Eq. 3-7

onde:
A= absorbancia da amostra
K= constante da curva padrao de glicose

D= dilui¢do do material inicial
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3.3 Métodos de Extragdo

A fim de que os resultados obtidos pela metodologia de Extragdo Supercritica
fossem comparados quanto a composigdo quimica dos extratos, foram utilizados os

seguintes processos: hidrodestilagdo e extra¢do a quente por Soxhlet com etanol.

3.3.1 Extragdo com solvente orgdnico (soxhlet)

A oleoresina foi extraida segundo Takahashi (1987). Foram utilizados cerca de 0,1
g de matéria-prima e 30 mL de etanol (96% de pureza, P.A., Merck, lote K28659183 104 )
colocados em soxhlet aquecido por uma manta até a temperatura de ebuligdo do solvente e
refluxado durante 2 h e 30 min. Apds o resfriamento a solugdo foi filtrada
quantitativamente e evaporado o extrato num Sistema de Rotaevaporagdo, modelo
LABOROTA 4001 com controlador de vacuo RATAVAC da marca Heidolph Instruments
GMBH - Alemanha. As extragdes em soxhlet foram feitas em duplicata e realizadas no
Laboratério de Produtos Naturais, no Centro de Genética, Biologia Molecular e

Fitoquimica do Instituto Agrondmico de Campinas.

3.3.3 Hidrodestilagdo

O o¢leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo seguindo o método da A.O.A.C.
numero 962.17 (1984) no Laboratorio de Produtos Naturais, no Centro de Genética,
Biologia Molecular e Fitoquimica do Instituto Agrondémico de Campinas. Foram utilizadas
massas aproximadamente de 50 g de matéria-prima inseridas em baldo de 1000 mL e
completado com 4gua até cobrir a matéria-prima. Este baldo foi aquecido com manta de
aquecimento atingindo temperatura de ebuli¢do com o refluxo da d4gua num periodo de 3 €
"4 h, o que permitiu a obten¢do de um volume constante de 6leo extraido. Estas analises

foram realizadas em duplicata.
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3.3.4 Extragdo Supercritica

Para a Extragdo Supercritica com dioxido de carbono utilizou-se como co-solventes
o etanol (99,8% de pureza, P.A., Merck, lote K28659183 104), isopropanol (99,7% de
pureza, P.A., Merck, lote K227434734 006) e a mistura etanol/isopropanol, em 5-10% em
massa. As extragdes com diéxido de carbono foram realizadas usando o terceiro lote obtido

em Maria da Fé/Minas Gerais (M3) e o lote obtido em Botucatu/Sao Paulo (ST).

3.3.4.1 Unidade de Extragdo

Foi utilizada a Unidade 1 de Extragdo Supercritica (Figura 3-1) do Laboratério de
Separagdes Fisicas (LASEFI) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp-Brasil). O equipamento consiste em duas
bombas de alta pressio para solvente (Thermo Separation Products, modelo 2000,
Flérida/Estados Unidos), dois banhos termostaticos programaveis (PolyScience, modelo
9510, Estados Unidos) responséaveis pela temperatura do extrator e dos cabegotes da bomba
de CO,, e uma célula extratora (Figura 3-2). O extrator de leito fixo possui diametro de
2.83 x 10°me comprimento de 0,375 m. O solvente utilizado foi o CO; (White Martins,

99.5% de pureza).
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Figura 3-2.Célula extratora e socador utilizado para empacotar o leito.
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3.3.4.2 Procedimento Experimental

Os procedimentos descritos a seguir de forma sintética, podem ser visualizados na

Figura 3-3, segundo Pasquel-Ruiz (1999):

A célula extratora foi empacotada com matéria-prima seca possuindo granulometria
de 24, 32 e 48 mesh, empregando a mesma forga para o empacotamento evitando assim
caminhos preferenciais no leito, com uma massa aproximada de 0,1 kg, porém néo se
conseguiu manter a mesma massa para todos os tratamentos.

o Abertura da valvula 2 do cilindro 1 e leitura da pressao no mandmetro 5a;

o Controle da temperatura dos reservatorios 6a, 6b, 6¢ e 14 e dos cabegotes das bombas 7
e 8;

o Ap6s atingir a temperatura (-5 a =10 9C), insere-se a amostra na célula de extragdo, no
cilindro extrator (14);

o Pressurizagdo do sistema (ap6s alcance das temperaturas desejadas);

o Leitura da pressdo nas bombas, que deve ser “zero”, abre-se todas as valvulas da
unidade;

@ Ap6s 3 minutos, fecha-se as valvulas 2d, 2e, 2h, 2j, 2k, 2m da unidade;

o Pressuriza-se a coluna extratora (14) abrindo-se a valvula 2j;

o Atingida a pressdo de trabalho (manometro 5b), abre-se as valvulas de saida 2m e 15;

o Apbés o tempo pré-estabelecido de extragdo, desliga-se as bombas e os banhos
termostaticos e fecha-se a vélvula 2j;

s Abre-se a tampa superior do extrator (14) e retira-se a célula de extrag@o.

A valvula micrométrica foi envolvida por uma fita de aquecimento e mantida a
temperaturas (aproximadamente 80 °C) que permitissem a valvula ndo resfriar muito ou
congelar pela passagem do CO, resfriado, impedindo a passagem do oleo na saida do
sistema para o frasco coletor. Esta temperatura variou em fungdo da temperatura do
ambiente analisada fisicamente. Nos ensaios realizados ao se fixar a vazdo do solvente e
co-solvente nas bombas, o sistema foi pressurizado até a pressdo desejada e entdo o
controle desta pressdo para manté-la constante foi feito através das valvulas de saida apos o
extrator, distribuindo a perda de carga sobre a vélvula de saida logo apds o extrator e sobre

a valvula micrométrica.
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Com o sistema equilibrado termicamente e devidamente pressurizado, iniciou-se a
extragdo em frascos coletores que inicialmente ndo eram resfriados, mas devido a altas
vazdes utilizando co-solvente foi necessario resfriar o frasco coletor para evitar perda por
arraste do 6leo para o adsorvente (saturando rapidamente), colocado depois da saida do
frasco coletor e antes do bolhometro. Os ensaios foram finalizados em tempos diferentes
que variaram de 375 a 600 min de extracio. Porém o rendimento total foi calculado para o
tempo de extra¢do de 375 min.

O produto obtido na corrente de saida do extrator € uma mistura multicomponente
formada de CO, e das diferentes substidncias que constituem o extrato. Apds a
despressurizacdo o CO; e alguns compostos volateis sdo separados do extrato. Quando todo
CO, € retirado, retiram-se os ultimos frascos coletores que devem ser armazenados

(pesados, tampados e lacrados) em temperatura menor ou igual a zero.

11 1: cilindro de dioxido de carbono
2: valvulas
PR 3: valvula de retengio
2‘: Zk 4: filtro

ok

5: mandmetro

O__“D 13 6: tanque pulmdo encamisado

H
i f s ) 7: bomba de CO,

17

S¢
13
12 i
2m 15 —
&
8
i 8: bomba do cosolvente
9: recipiente do cosolvente
10: misturador de CO, e cosolvente
9 11: purga

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

15: vahlvula micromeétrica

16: frasco coletor do extrato
17: totalizador de vazio

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

A vazio de solvente foi determinada conforme descrito no Apéndice I.
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3.4 Utilizagdo de adsorvente — “porapack”™

Foram utilizadas colunas de vidro de 8mm de didmetro e 10cm de comprimento
(Figura 3-4), empacotadas com adsorvente da marca Supelco Park — Porapack tipo Q
80/100 mesh, com area superficial de 500-600 (m?/g) e densidade 0,34 (g/cm’) suportando
temperatura maxima de 250 °C, para capturar a fragdo volatil do 6leo na saida do extrator
quando coletado o extrato e na saida do solvente para o calculo da vazdo. As colunas foram
fechadas com 1a de vidro. O adsorvente foi utilizado nos ensaios de ESC exceto nos ensaios
preliminares a 150 bar e a 200/300 bar. As colunas eram trocadas por analise visual,
quando o adsorvente comegava a ser saturado pelo 6leo volatil, em média a cada 100 min
no inicio da extragdo e posteriormente a cada 200 ou 300 min, dependendo da vazdo e

porcentagem do co-solvente utilizado.

Figura 3-4. Coluna de vidro empacotada com Porapack tipo Q.

3.5 Remogdo do co-solvente

Apos a obtengdo dos extratos obtidos por extragdo por soxhlet e ESC, o co-solvente
foi removido por evaporagdo mantendo os frascos de vidro em estufa Napco Vacuum Oven
modelo 5831 a vacuo até 25 inHg por 24h e posteriormente mantido em dessecador
acoplado a bomba de vacuo Tecnal modelo TE-058 até -400 mmHg por mais 16 horas ou
periodo total de 40 h quando a estufa ndo se encontrava disponivel. Esta metodologia foi
realizada no primeiro grupo de experimentos referente ao lote (M3) da matéria-prima
obtida Maria da Fé-MG. No segundo grupo de experimentos realizado com a materia-prima
de Botucatu-SP (S1), foi utilizado para remog¢do do co-solvente o Sistema de
Rotaevaporagio, modelo LABOROTA 4001 com controlador de vacuo RATAVAC da
marca Heidolph Instruments GMBH — Alemanha. Estes extratos possuiam uma grande
quantidade de solvente retido no extrato, devido ao uso de alta porcentagem de co-solvente
utilizada nas extragdes, sendo entdo o método mais rapido e eficaz para evaporagdo do

mesmo.
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Os extratos obtidos no periodo de despressuriza¢ao nao foram contabilizados no
calculo do rendimento, pois as condigdes de obtengdo destes ndo eram as mesmas de

operagao do sistema.
3.6 Analise da composigdo quimica dos Extratos
3.6.1 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os oleos essenciais de curcuma foram caracterizados em rela¢do a sua composi¢io
quimica em cromatografo a gas acoplado a detector seletivo de massas (CG-EM, Shimadzu,
QP5000, Kyoto, Japao) operando com impacto de elétrons (70 e V), injetor tipo
split/splitless, faixa de massas de 40 a 450 daltons. A analise foi conduzida em coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25 um, (5% difenil e 95%
dimetilpolisiloxano) J&W Scientific,), gas hélio (White Martins, 99,9% de pureza) com o
gas de arraste, com vazao de 1,7 mL/min. As amostras foram diluidas em acetato de etila (5
mg/ 1 mL de solvente) e injetado 1 uL de solugdo. A coluna cromatografica foi aquecida
inicialmente a 50°C e mantida por 5 minutos, a seguir aquecida até 280 °C a 5 °C/min e
mantida a esta temperatura por 5 min. Os compostos foram identificados por comparagdo
dos espectros de massas das substdncias com o banco de dados do CG/EM (Nist 62
Library), literatura (McLafferty & Stanfer, 1989; Adams, 1995) e indice de retencio de
Kovats. Os indices de reten¢do de Kovats foram obtidos através da co-inje¢do das amostras
com uma série homologa de n-alcanos (CoHz20-Czs H3z) nas seguintes condi¢des de analise:
injetor a 220 °C, detector a 230 °C, vazdo de gas 1,0 mL/min, split:1/20, temperatura inicial
da coluna a 60 °C e final a 220 °C, com aquecimento de 3 °C/min. Os indices de retengdo
foram calculados utilizando a equagdo proposta por Van den Dool (1963). Estas analises
foram realizadas no Laboratorio de Produtos Naturais, no Centro de Genética, Biologia

Molecular e Fitoquimica do Instituto Agronémico de Campinas.

Foram selecionadas quatro amostras em cada tratamento mais o extrato retido no
adsorvente para analise cromatografica. Estas amostras foram escolhidas de modo que as
trés etapas do processo de extragdo fossem estudadas, em 75 min (periodo CER), 150 min
(periodo FER), 225 e 375 min (periodo Difusional). Ja no segundo grupo de experimentos

foram analisados 3 pontos da curva global e em um adsorvente.
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3.6.2 Cromatografia Gasosa com Detector por loniza¢do em Chamas (CG-DIC)

Ap6s a identificagdo dos compostos quimicos por CG-EM as andlises quantitativas
foram realizadas em Cromatdgrafo a Gas (CG) com detector por ioniza¢do em chama (CG-
DIC) (Shimadzu, CG 17A, Kyoto, Japdo GC 17A) com coluna capilar de silica fundida
DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25 um, J&W Scientific, Folson, Califérnia-EUA). As condigcdes
de vazao dos gases, temperaturas do detector a 280 °C e injetor a 240 °C, volume de injecao
e programacdo foram mantidas iguais as do CG-EM. As andlise foram realizadas no

Laboratorio de Separagdes Fisicas—Faculdade de Engenharia de Alimentos/Unicamp.

3.6.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Apds a obtengdo dos extratos foi realizada a Cromatografia em Camada Delgada
comparativa em placa de silica gel 60 (Merck, lote 940378601-Alemanha), com a fase
movel composta por hexano 80% (96% de pureza, P.A., Merck, lote K28659183 104) e
acetato de etila 20% (99,5% de pureza, P.A., Merck, lote K225488323 837-Alemanha). As
amostras analisadas foram extraidas utilizando como co-solvente etanol, isopropanol e
etanol/isopropanol respectivamente todos a 300 bar. Os extratos, o 6leo essencial € o
padrdo de curcumindides (90%) forma diluidos em etanol 96% e aplicados nas placas com
o auxilio de um capilar de vidro. Apos a elui¢do, as placas foram borrifadas com uma
solugio de anisaldeido (100 mL de acido acético glacial, 2 mL de acido sulftrico € 1 mL de
anisaldeido) e aquecidas em chapa elétrica a 100 °C para a revelagdo das substéncias. Esta
técnica permitiu identificar qualitativamente as substincias extraidas pelos diferentes

solventes.
3.6.4 Quantificagdo dos Curcumindides por Espectrofotometria UV-visivel

Para a quantificagdo da mistura de curcumindides foi utilizado um
espectrofotometro-UV/Visivel (Hitachi modelo U-3010, Tokyo, Japdo) e a curva de
calibracio construida com um padrdo de curcumindides (grau de pureza de 90%) obtidos

no ITAL-Campinas/SP. O procedimento encontra-se detalhado no Apéndice II.
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Foi realizada a varredura de uma solugdo etanolica (etah01-99,8% de pureza, P.A |
Merck, lote K28659183 104-Alemanha) do padrdo, na regidao de 400 a 500 nm, com
afinalidade de escolher o comprimento de onda de maior absorbancia. Desta maneira

adefiniu-se que as leituras de absorbancia seriam efetuadas no comprimento de onda a 427

nim.
3.6.4.1 Teor de curcuminoides no extrato

Apos a eliminagdo do solvente, foram transferidas amostras para tubos de ensaios
cujas massas variaram de 1,0x10™ a 0,1x10° kg. Os extratos foram diluidos em etanol
(99.8% de pureza, P.A., Merck, lote K28659183 104-Alemanha) até que a leitura de
absorbancia se mantivesse no intervalo de 0,2 a 0,8. Os tubos de ensaio foram vedados com
tampa de borracha (para evitar evapora¢do do solvente). Foram utilizadas cubetas de
quartzo de 3 mL (M3) e cubetas de quartzo de 1 mL (S1) em algumas medidas devido a

pequena obtida. Assim, o teor de CC € calculado sobre o extrato bruto obtido.

3.7 Propriedades funcionais dos extratos

Foram selecionadas trés analises para a avaliagdo das propriedades funcionais, além
da caracterizagdo do extrato quantitativa e qualitativamente, do ponto de vista analitico e de

processo. Estas analises deverao ser mais um parametro de escolha das melhores condi¢oes

utilizadas no sistema.

3.7.1 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada pela aluna de Iniciagao Cientifica, Patricia
Franco Leal (FEA/Unicamp), através do teste de oxidagdo acoplada de B-caroteno e acido
linolénico ou Monofalbmitate (Pratt, 1979). A metodologia consiste em preparar o
substrato da reagdo em baldo de rotaevaporador com 10 mg de B-caroteno, 10 mL de
cloroformio, 60 mg de acido linolénico e 200 mg de tween 80. Esta solugdo € concentrada
em rotaevaporador a 50 °C e posteriormente ressuspendida em 50 mL de agua bidestilada.

Para realizar a rea¢do foram separados 1 mL do substrato adicionados 2 mL de agua
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bidestilada e 0,05 do extrato de ctrcuma diluido em etanol (0,02g de extrato/1 mL de
etanol). Esta mistura € colocada em banho termostatico a 40 °C e monitorado a coloragdo
da solucao por espectrofotdmetro nos tempos 0, 1, 2 e 3 horas no comprimento de onda de

470 nm (comprimento de onda do B-caroteno).

3.7.2 Atividade Bacteriana

Para a avaliagdo da atividade bacteriana, foi realizada a determinagio da
Concentragdo Inibitoria Minima em pg/mL dos compostos frente as micobactérias com o
teste MABA-Microplate Alamar Blue Assay no Instituto Adolf Lutz de Ribeirdo Preto,
identificando atividade para Ra-Mycobacterium tuberculosis H37Ra, RV-Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Ma-Mycobacterium avium e Mk-Mycobacterium kansasii, sob a

responsabilidade da Ms. Daisy Sato.

Para a determinagao da CIM em microplaca utilizou-se o Alamar Blue como

revelador, frente as cepas padrao segundo técnica proposta por Franzblau ef al. (1998).

Em uma microplaca estéril de 96 orificios preta e com fundo transparente
(PACKARD), foram depositados 200 mL de agua destilada estéril nos orificios da coluna 1
de A a H e na coluna 12 de A a H, para evitar a evaporagdo durante a incubag@o na estufa.
A seguir, os orficios de A a H da coluna 11 receberam 200 mL de meio liquido
Middlebrook 7H12, os da coluna 10 de A a H receberam 100 mL, os da coluna 2 de A a H
receberam 197,5 mL, os da coluna 3 de A a H receberam 195,0 mL e as demais colunas, 4 a
9 de A a H receberam 100 mL. Os orificios da coluna 2 de A a H receberam 2,5 mL ¢ os da

coluna 3 de B a G receberam 5,0 mL da solugdo estoque da rifampicina diluida a 1:100.

A seguir, apos a devida homogeneizagdo, 100 mL contidos nos orificios da coluna 3
de A a H foram transferidos para a coluna 4 de A a H e assim sucessivamente até que da

coluna 9 de A a H, ap6s homogeneizagio foram desprezados 100 mL.

Por tltimo, adicionou-se em todos os orificios, com exce¢do da coluna2 de AaHe
coluna 11 de A a H, 100 mL da suspens@o de micobactérias diluida a 1:300. Dessa maneira
obteve-se um volume final de 200 mL em cada orificio com as concentragdes finais da

rifampicina de 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156 mg/mL.
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As microplacas foram seladas com parafilme e incubadas a 37°C. Apos 5 dias de
incubagéo adicionou-se no orificio A-10, 12,5 m L Tween 80 a 20% e 20 mL de Alamar
Blue (TREK DIAGNOSTIC SYSTEM INC.). As placas foram reincubadas a 37°C por 24
horas, apés o que foi realizada a leitura com o auxilio do lumindmetro. Ao se obter uma
leitura entre 10.000 a 20.000 UL(Unidade de Luz), foram adicionados 12,5 mL do Tween
80 e 20,0 mL do Alamar Blue nos demais orificios, sendo as placas reincubadas a 37°C por

24 horas. Apds este periodo, foi realizada a leitura final.

A manutencio da cor azul nos orificios € interpretada como auséncia de crescimento

bacteriano e o desenvolvimento de cor rosea, como presenca de crescimento bacteriano.

Considerando a média da leitura em UL dos orificios controle positivo (coluna 10
de A a H) como sendo a e o resultado em UL de cada orificio com a respectiva diluigao da
rifampicina como b, aplicou-se a seguinte formula para encontrar a porcentagem de

inibi¢do de crescimento da micobactéria em cada dilui¢do da rifampicina.

% de Inibi¢do de Crescimento Bacteriano =_1 — 5 x 100 Eq.3-10

a

A CIM foi definida como a menor concentragdo de droga capaz de inibir o

crescimento de 90% da cepas.

3.7.3 Atividade Antiproliferativa

Foi identificada a atividade antiproliferativa no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), Divisdo de Farmacologia e Toxicologia pela
responsabilidade do Dr. Jodo Emesto de Carvalho. A avaliagdo da atividade
antiproliferativa foi realizada em 9 linhagens originarias de tumores humanos: pulméo
(NCI460). mama (MCF-7), mama (fendtipo de resisténcia a multiplas drogas-NCI ADR),
melanoma (UACC-62), ovario (OVCAR), colon (HT29), prostata (PC03), rim (786),
leucemia (K562). As linhagens celulares foram cedidas pelo National Cancer Institute
(NCI) dos EUA. Estas células foram cultivadas em meio de cultura denominado RPMI-

1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB).
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Para a linhagem leucemia foi realizada uma suspenséo de células, para as demais
linhagens os repiques foram realizados a partir de células aderidas e posteriormente
suspensas. A dilui¢io foi dependente de cada linhagem celular e a contagem celular em
uma Camara de Newbauer, sendo contados os quatro quadrantes e determinada a média
aritmética e corrigido pelo fator de corre¢do da camara. Foram plaqueados 100 pL de
células em meio DMEM/SFB/gentamicina, incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera
de 5% de CO; e 100% de umidade utilizando um controle.

As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido de sédio (DMSO) na concentragcao
de 1g/mL resultando em solugdes estoques, diluidas 400 vezes em
DMEM/SFB/gentamicina. Foram adicionados nas placas 100uL de extrato nas
concentragdes de 0,25 a 250 pg/mL. Apds periodo de 48 horas de incubagdo, as células
foram fixadas através da adigdo de acido tricloroacético a 50% (TCA) para as células
aderidas e 80% para as células em suspensdo, incubadas por 1 hora a 4 °C para fixacdo
celular. Apds o periodo de incubag@o foram realizadas lavagens consecutivas para remog¢ao
dos residuos de TCA. meio, SFB e metabdlitos secundarios. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente até secagem e coradas com sulforrodamina B (SRB) a 0.4%. O
excesso de SRB foi removido das placas apés 10 minutos pela lavagem com écido acético
(1%). O corante foi solubilizado com uma solug@o de Trizma Base (10 uM e pH 10,5) por 5
minutos em ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560
nm em leitor de microplacas.

Foram calculadas as médias de absorbancias (descontados o controle) para
determinagdo da inibigdo do crescimento (IC) de cada amostra testada de acordo com 0s
casos: Se T>C adroga estimulou o crescimento, nao apresenta 1€;

Se T >= C mas < C, a droga sera citostatica ;
Se T< C a droga ¢ citocida,
A equagdo utilizada €:
Eq. 3-11

- T
Inibicdo do Crescimento (%) = IOOx{g—O)}

(C-To)

onde: T= média da absorbancia na célula tratada;

C

Il

controle da célula;

To= controle da célula no dia da adi¢do da droga
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As amostras sdo consideradas ativas quando apresentarem inibi¢do de crescimento
bacteriano maior que 50% e de forma dose dependente. Os dados de quantificagdo da

proteina mostram o crescimento bacteriano.

3.8 Planejamento experimental da Extra¢do Supercritica

Os ensaios foram realizados usando-se como fatores a matéria-prima, a pressao
baseada nos dados de Monteiro (1999) e Began et al (2000), vazdo do solvente, adi¢do e
teor de co-solvente baseado em dados de Portillo Prieto (1999) e Chassagnez (1998). A

temperatura foi fixada em 303,15 K baseado nos resultados de Began ez a/ (2000).

Assim, foram selecionados valores de P, Q e % de co-solvente, com planejamento
do primeiro grupo de ensaios na forma fatorial de 3x2, composto por trés solventes: etanol,
isopropanol e etanol/isopropanol (5% volume) e duas pressdes: 200 e 300 bar, com a vazéo
de entrada de solvente e temperatura constante de 4 mL/min e 303,15K, utilizando a
matéria-prima de Minas Gerais do lote M31(Figura 3-5). No término deste primeiro grupo
de ensaios, foi feita uma analise a fim de obter as variaveis de maior influéncia, escolhendo
assim o co-solvente que proporcionou maior solubilidade do extrato na melhor pressdo de

operagdo (o co-solvente etanol/isopropanol a 300 bar).

A partir destas informagdes sobre as melhores condi¢des operacionais, estruturou-se
um segundo grupo de ensaios buscando a influéncia de novas variaveis, fixando-se entédo o
co-solvente etanol/isopropanol a pressdo 300 bar e a temperatura de 303,15 K, construindo

um planejamento fatorial 3x2, com trés vazdes 4, 2 e 1 mL/min e duas percentagens de co-

solvente: 5 e 10 (% volume) utilizando a matéria-prima de SP do lote S1, buscando as
melhores condi¢des de operagdo na unidade extratora. As porcentagens de co-solvente

foram fixadas em volume e depois calculada a porcentagem massica.
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Selecdo da matéria-prima: M3 e S1
Ensaios Preliminares
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Caracterizacdo dos extratos

Estudo das variaveis:
Solvente, pressdo (M3)
|

!

Melhor Condigﬁo:T
EtOH/IsoC3, 300 bar |

:

v

Estudo da Cinética

2° orupo de ensaios
Estudo das variaveis:

v

% de co-solvente, vazéo (S1)

Caracterizag@o dos extratos

v

v

Melhor Condig@o: !
10% ,2mL/min |

Estudo da Cinética

Figura 3-5. Diagrama do Delineamento Experimental.

Ln
n




Material e Métodos

A Tabela 3-2 indica os ensaios que foram realizados:

Tabela 3-2. Ensaios realizados e suas varidveis experimentais.

Ensaios Solvente Pressdo Vazdo Temperatura Co-solvente Lote
(bar) (bar) i) (% volume)

Ensaios Preliminares

Ensaio 01 Etanol 150 2.0 30 5.0 M3
Ensaio 02 Etanol 150 3.0 30 5,0 M3
Ensaio 03 Etanol 250 3,7 30 5,0 S1
Ensaio 04 Etanol 200/300 4.0 30 5,0 M3
Ensaio 06 Isopropanol 200 4.0 30 5.0 M3
Ensaio 07 Isopropanol 300 4,0 30 5,0 M3
Ensaio 11 Etanol/ 200 2,0 30 5.0 Sl
I[sopropanol
Ensaio 12 Etanol/ 200 4,0 25 5,0 S1
Isopropanol

Primeiro Grupo de ensaios

Ensaio 05 Etanol 200 4,0 30 3.0 M3

Ensaio 08 Etanol 300 4,0 30 5,0 M3

Ensaio 09 [sopropanol 200 4,0 30 5,0 M3

Ensaio 10 Isopropanol 300 4.0 30 5,0 M3

Ensaio 13 Etanol/ 200 4.0 30 5,0 M3
Isopropanol

Ensaio 14 Etanol/ 300 4,0 30 5,0 M3
Isopropanol

Sesundo Grupo de Ensaios

Ensaio 16 Etanol/ 300 4.0 30 10,0 S1
[sopropanol

Ensaio 17 Etanol/ 300 4.0 30 5.0 S1
Isopropanol

Ensaio 18 Etanol/ 300 2,0 30 10,0 S1
Isopropanol

Ensaio 19 Etanol/ 300 2,0 30 5.0 S1
Isopropanol

Ensaio 20 Etanol/ 300 1.0 30 10,0 S1
Isopropanol

Ensaio 21 Etanol/ 300 1.0 30 5,0 S1
Isopropanol
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3.9. Forma de Andlise dos Resultados

3.9.1 Analise das Curvas Globais de Extracao

Para todos os ensaios as variaveis respostas consideradas foram: perfil fitoquimico e
os parametros cinéticos: Mcgr (taxa de transferéncia de massa para o periodo de taxa
constante de extragdo - kg soluto/s); tcgr (duragdo do periodo de taxa constante de
extracdo); Ycgr (razdo massica do 6leo na fase fluida na saida do extrator, para o periodo
de taxa constante de extracio -goleo/g CO2) e Rcpr (rendimento para o periodo CER - %
em massa); RroraL (rendimento total obtido na curva global de extrac@o). O rendimento

foi determinado pela massa de extrato obtida apds 6 horas e 25 minutos de processo e a

massa da matéria-prima utilizada.

Os paramentros cinéticos foram obtidos através do ajuste de um “spline linear” (2
retas) usando o software SAS versio 6.12 e os procedimentos PROC REG e PROC GLM
(Freud & Littel, 1995) e o rendimento de extrato considerando a massa total de extrato

coletado e a massa seca da matéria-prima colocada no extrator.

57



Resultados e Discussoes

Capitulo 4. Resultados e Discussoes

Frascos contendo extrato de Curcuma longa L.
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Treinamento na unidade Extratora

Foi realizado treinamento na unidade extratora, a fim de estar apto a controlar o
processo de extra¢do. No treinamento foram realizadas extragdes com diferentes matérias-
primas para identificar as dificuldades no manuseio de matrizes sélidas com caracteristicas
variadas, como folhas (estévia), rizomas (gengibre) e flores (cravo). Os dados obtidos no

treinamento encontram-se no Anexo I1I.

4.2 Analises Preliminares

Utilizando os lotes de matéria-prima M1 e M2 proveniente de Minas Gerais, foi
testada a metodologia de extracdo com solvente organico (soxhlet), quantificacio dos CC
por espectrofotometria, e identificagdo das substancias volateis presentes no extrato de C.
longa por cromatografia gasosa. Os resultados obtidos (Tabela 4-1) e analisados pelo
programa Statistica atraves do teste T de comparag@o para amostras independentes, revelam
que as amostras possuiam teores de curcuminoides no rizoma aproximadamente de 2,5%
sem diferenca significativa ao nivel de 5%. O teor de curcumindides na oleoresina foi
maior para a amostra M1 cultivada com teor de N, de 0,50% (25,16%), mas sem diferenca
significativa ao nivel de 5%.

Tabela 4-1. Composigdo da matéria-prima em relagao a oleoresina e curcuminoéides
presentes.

Matéria-prima  oleoresina (%) no rizoma CC (%) na oleoresina CC (%) no rizoma
M1 575+035 25.16+0,75 2,45+0,16
M2 11,72+ 1,29 21,14 +3 82 2,45+0,18

O rendimento de oleo essencial variou significativamente ao nivel de 5%, com

maior média para a amostra M2 cultivada com teor de N3 de 1,50% (1,73%) (Tabela 4-2).

Tabela 4-2. Rendimento de 6leo essencial da Curcuma longa L. obtido por Hidrodestilagao

Matéria-prima Tempo de Extragao Rendimento do o6leo (%)/ matéria seca
M1 3h 0,91 + 0,20
M2 2h 1,73 + 0,20

61



Resultados e Discussoes

O perfil fitoquimico (Tabela 4-3) dos éleos essenciais mostrou diferenga para as
principais substdncias: na amostra M1 com menor dose de N, observa-se uma maior
percentagem para o felandreno (11,01%), ar-turmerona (15,38%) e 1,8-cineol, enquanto a
amostra com maior nivel de N, (M2) apresenta maior percentagem de a-zingibereno (9,73)
(Z)-y-atlantona (40,25%).

Tabela 4-3. Composi¢do quimica (% area) da Curcuma longa L.
para amostras distintas em relagdo ao cultivo por

adubacgao.
Substancias Matérias-primas (% area)
M1 M2

Felandreno 11,01 2,49
1,8-cineol 6,14 3,75
a-zingibereno 177 9,73
Diidro-turmerona 3.23 tr
Ar-turmerona 15,38 13,06
(Z)-y-atlantona 35,47 40,25
(Z)-a-atlantona 15,26 16,12
(E)-a-atlantona 0,78 0,60

tr=trago, % <0,31

Conclui-se entdo que a amostra M2 obteve maior rendimento em Oleo essencial,
maior rendimento de oleoresina no rizoma e menor teor de curcuminoides na oleoresina,
porém o teor de CC no rizoma e na oleoresina ndo obtiveram diferenga significativa
estatisticamente. Diante dos resultados conclui-se que a matéria-prima cultivada com
maior dose de nitrogénio favorece o aumento do rendimento em oleo essencial, onde o

cultivo ndo influenciou significativamente o teor de CC na matéria-prima.

43 Caracterizagdo das particulas e do leito: Densidade, Porosidade e Diametro

Meédio das particulas

Observou-se a partir da matéria-prima seca sob duas formas, triturada e fatiada, que
a matéria-prima fatiada possuia uma resisténcia e dureza maior para ser moida que a
triturada. A célula utilizada para extragdo possui volume interno de 211,42 cm’ e a

caracterizagdo das particulas encontra-se na Tabela 4-4:
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Tabela 4-4. Densidade Aparente, Real, Porosidade do Leito e Didmetro
Meédio das Particulas da Matéria-prima utilizadas na ESC com
C. longa. L.

Matéria-prima-lote M3
Co-solvente, pressdao da (g/em’) dr (g/cm’) €  Dp (mm)

EtOH, 200bar 0,4371 0,6639
EtOH, 300bar 0,4374 0,6638
IsoC3, 200bar 0,4869 0,6257
IsoC3, 300bar 0,5566 1,3011  0,5721 06918
EtOH/IsoC3, 200bar 0,4303 0,6692
EtOH/IsoC3, 300bar 0,4533 0,6515

Matéria-prima-lote S1
Vazio , % de co-solvente

1,12x10” kg/s, 8,32%  0,5385 0,5538
1,13x10° kg/s, 16,11%  0,5153 0,5730
2,21x10” kgfs, 6,66%  0,5155 12070  0,5728 0,6872
2,31x10° kg/s, 13,59%  0,5364 0,5555
3,12x10°kg/s, 13,78%  0,5329 0,5584
4,51x107 kg/s, 6,95% 0,5173 0,5714

4.4 Composigdo centesimal

Na Tabela 4-5 encontra-se a composi¢ao centesimal das matérias-primas utilizadas:

Tabela 4-5. Composi¢do centesimal das matérias-primas M3 (origem MG) e
S1(origem SP) utilizadas na extragao supercritica e do residuo R-S1.

M1 (%) S1 (%) R-S1 (%)

Cinzas 8,49 £0,03 5,91 #0,003 6,79+ 0.03
Fibras 2,98 +1,06 1,60 +0,37 1,80+40,28
Lipidios 4,98 0,19 3,43 #0,51 0,21 0,05
Amido 19,44+ 4,08 34,06+ 1,44 37,13 £2,53
Proteina 10,74 + 0,03 12,17 £0,17 13,29 £0,05
Glicose 7,01 £0,003 3,21 #0.01 2,90 +0.0!1
Umidade * 85,20 66,70 -
Umidade** 8,00 9,30 -

*umidade obtida na curcuma “in natura”.
** ymidade obtida na curcuma desidratada.
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4.5 Residuo

O estudo do residuo pode ser avaliado através da composi¢do centesimal (Tabela
4-5), identificando a presenga de grande quantidade de amido (37%) e na Tabela 4-6
verifica-se que o residuo possui tragos de CC (2,21x 10” a 6,67x 10°%) caracteristicas que

podem conferir valor ao residuo, com potencial para futuros estudos.

4 6 Extragoes

4.6.1. Extragdo com solvente orgdnico (soxhlet) e hidrodestilagio

Com o objetivo de escolher a matéria-prima de melhor qualidade, efetuou-se
extragdes com solvente organico e por hidrodestilagdo.

A Tabela 4-6 mostra valores de rendimento de oleoresina, 6leo essencial e massa de
CC obtidos a partir da matéria-prima seca.

Tabela 4-6. Rendimento (%) de oleoresina e o6leo essencial de C. longa

(matéria-prima seca) obtidos através de extragdo por Soxhlet,
Hidrodestilagdo e o teor de CC (%) no extrato.

Matéria-prima Soxhlet (%) Hidrodestilagdo (%) CC (%)
M3 19,04 +0,86 2,87 #0,03 1,27
S1 24,25 +1,41 3,33 £0.25 1,41
R-M3 20,00 3 6,67x 10°
R-S1 20,29 s 2,21x 10°

A Tabela 4-6 mostra o maior rendimento de extrato obtido por extragio com
Soxhlet, porém baixo rendimento de CC. A Hidrodestilagdgo mostra valores de rendimento
semelhantes aos da literatura. Ambas as metodologias mostram maiores valores de

rendimento de oleoresina, oleo essencial e de massa de CC maiores para o lote S1.

4.6.2. Extragdo Supercritica

4.6.2.1. Ensaios Preliminares

As curvas globais de extragdo sao apresentadas através de graficos de rendimento
versus tempo de extragdo comparando os tratamentos (Figura 4-1). Foram realizados
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ensaios preliminares com etanol em diferentes condigdes de pressdo e vazdo mantendo
constante a temperatura e variando a matéria-prima quanto a origem, com a inten¢@o de

reconhecer o sistema a ser trabalhado (CO,/EtOH/curcuma).
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Figura 4-1. ESC de oleoresina de C. fongaa 303,15 K. m CO,/EtOH 150 bar, 6,30x10° kg/s/M1
A CO,/EtOH 200/300 bar, 6,37x10” kg/s/M1 e CO,/EtOH 250 bar 7 24x10 kg/s/S1 (B)

o CO,/Iso-C3 200 bar 4,20x10° kg/s;‘MB o CO,/Iso-C3 300 bar 3,57x10” kg/s/M3,

* CO,/EtOH/Iso-C3 200 bar 1,42x107 kg/s/S1 e CO,/EtOH/Iso-C3 200 bar 4, 43x10” kg/s/S1.

O ensaio com COs/etanol a 150 bar (Figura 4-1A), vazao de 6,30 x 10” Kg/s foi
iniciado e interrompido aos 180 minutos de extragao por falta de controle das condigoes
operacionais. A mesma matéria-prima deste experimento foi evaporada e reutilizada num
outro ensaio, dando continuidade ao processo de extragdo por mais 425 min, estes
resultados foram expressos em uma tnica curva. O alto rendimento obtido neste ensaio
provavelmente ocorreu pelo contato do co-solvente com a matéria-prima, durante um longo
periodo antes da reextragao.

Houve dificuldades em manter a vazio e a pressao estaveis, optando-se entao por
elevar as pressoes. Esta tentativa foi feita num mesmo experimento (200/300 bar, 6,37x10”
kg/s /M1) onde a pressdo foi elevada de 200 a 300 bar em 175 minutos de extragdo e a
vazdo de 6,30 x 10~ para 6,37x10” kg/s. A utilizagdo de CO/etanol a baixa pressao (150
bar) e o contato do solvente com a matriz por mais tempo proporcionou maior rendimento

de extrato, como mostra a Figura 4-1.

A Tabela 4-7 apresenta os parametros cinéticos obtidos para trés ensaios

preliminares.
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Tabela 4-7. Parametros cinéticos (Mcer, Ycer, tcer Rcer € Rroal) € CC dos extratos de
Curcuma longa L. obtidos por ESC (CO,+EtOH), temperatura de 303,15 K e
variaveis pressao, tempo de extragdo,vazio de solvente, e matéria-prima.

Ensaios Preliminares McﬁR YCERX 1 Oﬁ tCER,-’60 RCER RTotal CC
(ke/s) (kg/s) (s) (%) (%) (%)
150bar, 580min, 6,30 x10" kg/s, M1 0,03 1,99 159,70 3,99 599 0,02
200/300bar, 475min, 6,37x10'5g/s, Ml 0,02 0,98 165,90 206 281 0,13
250bar, 570min,7,24 x1 0* ke/s, S1 0,02 1,43 133,70 264 363 0,12

No ensaio com CO,/etanol, vazio de 6,37x10™ kg/s e 303,15 K, com varia¢io de
pressdao 200 para 300 bar apos o periodo de extragdo de 175 min, os CC foram extraidos
com mais abundancia em relag@o aos demais tratamentos que utilizaram como co-solvente
0 COy/etanol a 150 bar. Uma possivel explica¢@o para este fato, pode ser o rompimento da
estrutura da matriz celular com a variagao de altas pressdes, liberando o conteido celular
presente na mesma, principalmente os CC.

A utilizagdo da matéria-prima S1 no ensaio com COj/etanol a 250 bar, vazio total
de solvente de 7,24x10™ kg/s proporcionou valor de massa de CC (5,60 mg) significativo
comparado aos demais.

Ao se utilizar o co-solvente isopropanol, o ensaio CO,/Iso-C3 300 bar 3,57x107
kg/s/M3 foi repetido por apresentar valores de massa acumulada ndo confiaveis (Figura
4-2B). Para que a diferenga nos valores da curva global de extragdo fosse reparada,

realizou-se repeticao destes ensaios .
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Figura 4-2. Ensaios com CO,/Iso-C3 a 200 bar e 4,20x10” kg/s/M3 (A) e CO,/Iso-C3 300 a

bar e 3,57x107 kg/s/M3 (B), realizados com repeti¢do.  m primeiro ensaio O repeticdo
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Pode-se observar na Figura 4-2 B que a redugio dos valores de massa acumulada a
partir de 275 minutos, foi causada por erro nas pesagens das amostras coletadas no final da
extragdo com a descalibragdo da balanga analitica utilizada, pois os valores de massa foram
negativos alterando o perfil da curva. Os valores utilizados no primeiro grupo de ensaios

foram os valores da repeti¢ao, assim adotados para os dois ensaios.

4.6.2.2. Primeiro Grupo de Ensaios

A partir dos resultados mostrados na Tabela 4-6, a matéria-prima escolhida para

realizagdo do primeiro grupo de ensaios foi do lote M3.

A Figura 4-3 mostra as curvas globais de extragdo com varia¢do dos solventes,

pressao e vazdo, mantendo a temperatura constante de 303,15 K e a porcentagem média de

co-solvente a 6,39%.
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Figura 4-3. Obtengio de extratos de C. longa por ESC A CO,/EtOH 200 bar/ 4,45x10 kg/s
A CO,/EtOH 300 bar/ 3,83x10” kg/s e CO,/Iso-C3 200 bar/ 3,94x10" kg/s

o CO,/Iso-C3 300 bar/ 3,66x10” kg/s m CO»/EtOH-Iso-C3 200 bar/ 4,09x10” kg/s
o CO,/EtOH-Iso-C3 300 bar/ 3,52x10” kg/s

Neste primeiro grupo de ensaios, o rendimento foi maior para o tratamento com

COy/etanol/isopropanol a 300 bar como mostra a Figura 4-3.
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A Tabela 4-8 mostra os parametros cinéticos dos ensaios (Mcgr, Ycgr, tcer. Rcer €
Rroi) € teor de CC na vazio média do solvente de 3,92x107 kg/s , temperatura de 303,15

K, lote M1 de matéria-prima, e porcentagem média de co-solvente 6,39%.

Tabela 4-8. Parametros cinéticos e teor de CC dos extratos de Curcuma longa L. obtidos por
ESC, com variaveis de processo: co-solvente e pressao.

Tratamento Mcgrx107 (kg/s) YcErx107 (kg/s) tcER®0(s) ReER(%) Rrowal(%) CC(%)
EtOH, 200bar 5,20 1,86 134,70 3,80 4,90 0,0091
EtOH, 300bar 357 1,43 209,50 3,96 465 00126
IsoC3, 200bar 735 2,88 110,30 411 5,20 0,0006
IsoC3, 300bar 7.27 3,13 148,70 452 586  0,0301
EtOH/IsoC3, 200bar 177 3,00 111,20 4,50 562  0,1863
EtOH/IsoC3, 300bar 6,32 3,01 138,20 4,43 6,61 02113

Na Tabela 4-8 identificou-se nos ensaios com etanol, que ao elevar a pressio de 200
a 300 bar houve um pequeno aumento no Rcgr, mas um decréscimo no R, mantendo
baixa o teor de CC (0,0126%).

Nos ensaios com COy/isopropanol, obteve-se a 200 bar o menor tcgr deste grupo de
ensaios (110,30 min), e no ensaio a 300 bar obteve o maior Rcggr (4,52 %) e um alto Rrotal
(5,86 %), verificando um aumento de 5 vezes em CC em relacdo a 200 bar, obtendo maior
rendimento, Braga et a/ (2001a).

Em relagdo a utilizagdo do co-solvente CO,/etanol/isopropanol, o ensaio a 200 bar
obteve os maiores valores para Mcgr, YcEr, Rcgr. com o segundo menor tempo tcgr
(110,20 min) com teor consideravel de CC (0,18%). Quando elevada a pressdo de 200 a

300 bar obteve-se o maior no Rygta dos ensaios analisados e o maior teor de CC (0,2113%),

além de altos valores de Mcgr, YcEr, ReER.
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A Figura 4-4 compara os dados experimentais da curva global de extracdo com o

modelo “spline” obtido pelo software SAS 16.2 para ajuste das curvas de extrago.
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Figura 4-4. Curva global de extracdo para o ensaio com CO,/EtOH/IsoC3, pressdo de 300 bar,
temperatura de 303,15 K e vazio de entrada de 3,54 x 10° kg/s (7,41% co-solvente).

o experimental ; — predito

Este modelo (spline), descreve quantitativamente a curva de extracdo. Assim, os
efeitos de pressdo e co-solvente podem ser avaliados utilizando os pardmetros cinéticos
mostrados na Tabela 4-8. Este comportamento foi observado para todas as condigdes
experimentais. Os valores experimentais, preditos, residuais encontram-se no Anexo IV e

as saidas do software SAS 16.2 encontram-se no Anexo V.

46.2.2.1. Composi¢ao Quimica dos extratos

Foi 1dentificada a composi¢ao quimica do oleo essencial para o lote M3 ( utilizado

no primeiro grupo de ensaios de ESC (Tabela 4-9).
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Tabela 4-9. Composi¢do quimica do 6leo essencial de C. longa
obtido por Hidrodestilagao do lote M3.

Substincias Hidrodestilacao
Felandreno tr
a-pineno 2,72
1,8-cineol 1,43
Trans-cariofileno tr
Ar-curcumeno 1,04
a-zingibereno 2.38
B-bisaboleno tr
B-sesquifelandreno 1,91
Ar-turmerol 1,14
1somero do ar-turmerol 0,72
Ar-turmerona 17,99
(Z)-y-atlantona 44,02
(E)-y-atlantona 18,31
Dihidro-Ar-turmerona tr
1-epi-cubenol 0,60
65, 7R-bisabolona 0,61
(Z)-a-atlantona 0,63
(E)-a-Atlantona 0,63
Total 04,14

tr=trago, % > 0,60; n.1.= ndo identificado
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A Tabela 4-10 mostra a composi¢do quimica média dos extratos para o primeiro

grupo de ensaios.

Tabela 4-10 Composi¢ao quimica meédia dos extratos de Curcuma longa L.

Condicdes do Processo (% area)

Co-solvente EtOH EtOH Iso-C3 Iso-C3 EtOH/ Iso-C3 EtOH/ Iso-C3

Pressao (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar)

Substancias

Felandreno tr = 3 - = i
a-pineno tr tr Tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr 0,18 tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr 0,34 0,39 0,48 0,36
Ar-curcumeno 2,27 1,96 0,82 0,95 0,92 0,92
a-zingibereno 1,59 1,90 1,97 2,37 2,09 2,23
B-bisaboleno tr 0,51 0,34 0,41 0,46 0,40
B-sesquifelandreno 2,36 2,56 1,71 1,98 1,91 1,93
Ar-turmerol 1,22 1,03 0,74 0,75 0,76 0,74
1somero do ar-turmerol 1,28 1,11 0,82 0,80 0,83 0,80
Ar-turmerona 28,14 26,91 15,44 15,07 15,61 14,95
(Z)-y-atlantona 24,22 24,74 35,41 39,45 35,05 36,20
(E)-y-atlantona 20,25 19,77 16,93 18,03 17,16 17,09
Dihidro-Ar-turmerona tr tr 0,41 0,39 tr 0,38
1-epi-cubenol tr 0,71 0,64 0,62 0,61 0,60
65, TR-bisabolona 1,18 1,06 0,91 0,90 0,86 0,88
(Z)-a-atlantona tr 0,49 0,47 0,44 0,52 1,71
(E)-a-Atlantona tr tr 0,60 0,66 0,55 0,87
Total 78,38 79,49 76,92 81,06 76,22 79,69

tr=trago, %<0,3375; n.i.= nao identificado

Dos principais componentes do 6leo essencial estdo presentes em abundancia a ar-
turmerona, (Z)-y-atlantona e (Z)-a-atlantona. Para o primeiro grupo de ensaios (Tabela
4-10) a mistura destas trés substancias formou cerca de 67-80% em area do cromatograma
da amostra analisada no cromatografo (1uL/mL), Braga ef al. (2001a).

Nos ensaios com CO./isopropanol e mistura CO,/etanol/isopropanol a propor¢ao
relativa da ar-turmerona foi reduzida a aproximadamente 15% e a (Z)-y-atlantona foi
acrescida até aproximadamente 39%. Para as condigdes do ensaio com a mistura de
COy/etanol/isopropanol a 300 bar, a proporgao foi elevada para (Z)-a-atlantona (1,71%) e
o ensaio com CO/etanol a 200 e 300 bar, elevou a proporgdo para (F)-y-atlantona

(aproximadamente 20%), em geral mantendo estavel a proporgdo relativa destas principais
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substancias. A composi¢do quimica do periodo completo dos ensaios e do 6leo essencial

retido no adsorvente encontra-se no AnexoV].

Ao comparar a composi¢do quimica dos extratos apresentados obtidos com ESC
CO./isopropanol (Tabela 4-10) com a hidrodestilagdo (Tabela 4-9), verifica-se que a
proporgao relativa das substancias da ESC se assemelham ao da hidrodestilagio.

A analise da Tabela4-10 realizada com extratos obtidos por ESC com
CO»/isopropanol obteve proporgdes relativas semelhantes as da hidrodestilagdo na Tabela
4-9.

A composi¢do quimica foi identificada em cada uma das etapas de extra¢do nos
diversos ensaios: as etapas Constante (Tabela 4-11) e Decrescente (Tabela 4-12) de

Extracdo, e na etapa Difusional de Extragdo (Tabela 4-13 e Tabela 4-14).

Tabela 4-11. Composigdo quimica dos extratos de Curcuma longa L. obtidos na Etapa de
Taxa Constante de Extra¢ao em 75 min.

Condi¢oes do Processo (% irea)

Co-solvente EtOH EtOH Iso-C3 Iso-C3  EtOH/ Isso- EtOH/ Iso-C3

Pressdo (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar) C3 (200 bar) (300 bar)

Substancias
Felandreno tr - - = . -
o-pineno tr tr tr tr Tr tr
1,8-cineol tr tr 0,18 tr Tr tr
Trans-canofileno tr tr 0,43 0,46 0,48 0,45
Ar-curcumeno 2,47 2,19 1,19 1,18 1,29 121
o-zingibereno 1,59 1,72 2,81 3,13 3.22 3,05
B-bisaboleno tr tr 0,45 0,43 0,45 0,44
B-sesquifelandreno 3,08 2,86 2,38 2,51 2,65 252
Ar-turmerol 1,15 0,96 0,72 0,72 0,72 0,73
isomero do ar-turmerol 1,07 0,92 0,71 0,68 0,72 0,72
Ar-turmerona 31,42 27,98 17,30 15,13 15,65 15,68
(Z)-y-atlantona 24,66 25,75 38,38 41,65 40,10 41,30
(E)-y-atlantona 21,88 20,26 18,16 18,34 18,16 18,57
Dihidro-Ar-turmerona tr tr 0,37 0,37 tr 0,38
1-epi-cubenol tr 0,64 - 0,55 0,56 0,57
65, 7R-bisabolona 1,07 0,91 0,77 0,78 0,79 0,80
(Z)-o-atlantona tr tr 0,37 tr 0,37 1,04
(E)-a-Atlantona tr tr 0,29 tr tr tr
Total 88,43 84,22 84,54 85,96 85,18 8748

tr=traco, % = 0,18; n.i.= nao identificado

72



Resultados e Discussoes

O perfil fitoquimico € semelhante para as etapas da curva global de extragdo, nos
ensaios com CO»/isopropanol e a mistura CO,/etanol/isopropanol. Para a ar-turmerona a
porcentagem relativa foi reduzida e para a (Z)-y-atlantona aumentou nas etapas Constante
(Tabela 4-11) e Decrescente (Tabela 4-12) de Extragdo. Na etapa Difusional de Extracao
(Tabela 4-13 e Tabela 4-14) a (Z)-y-atlantona continuou a elevar-se no tratamento com

COy/isopropanol a 300 bar no periodo de 350 a 425 min.

Tabela 4-12. Composigdo quimica dos extratos de Curcuma longa L. obtidos na Etapa de
Taxa Decrescente de Extra¢do no periodo de 150 a 175 min.

Condic¢des do Processo (%o area)

Co-solvente EtOH EtOH Iso-C3 Iso-C3 EtOH/ Iso-C3 EtOH/Iso-C3
Pressao (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar)

Substincias
Felandreno tr - - = g .
a-pineno tr tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr 0,24 0,31 tr 0,38
Ar-curcumeno 2,05 1,71 0,81 0,95 0,96 1,14
a-zingibereno tr 2,08 1,87 2,42 221 2,74
[3-bisaboleno tr 0,51 0,32 0,38 tr 0,45
B-sesquifelandreno 2,34 2,60 1,66 2,02 1,98 2,36
Ar-turmerol 1,28 0,90 0,80 0,76 0,81 0,75
1somero do ar-turmerol 1.35 0,93 0,91 0,82 0,91 0,76
Ar-turmerona 33,78 23,13 1723 15,35 16,19 16,04
(Z)-y-atlantona 18,78 30,79 36,40 39,57 36,20 39,85
(E)-y-atlantona 20,97 19,62 17,80 18,10 17:75 18,45
Dihidro-Ar-turmerona tr tr 0,44 0,41 tr 0,38
1-epi-cubenol tr 0,65 0,67 0,62 0,66 0,58
65, TR-bisabolona 121 0,92 0,95 0,89 tr 0,84
(Z)-a-atlantona tr 0,48 0,42 0,40 tr 0,37
(E)-a-Atlantona tr tr 0,51 0,49 tr 0,37
Total 81,79 84,35 81,06 83,55 77,70 85,49

tr=trago, % = 0,24; n.i.= nao identificado

A composi¢ao quimica foi identificada na Etapa Difusional em dois periodos para

avaliacdo da composi¢d@o em todo o tempo de extracao.
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Tabela 4-13. Composi¢do quimica dos extratos de Curcuma longa L. obtidos na Etapa de
Taxa Difusional de Extra¢ao em 225 min .

Condi¢oes do Processo (% area)

Co-solvente EtOH EtOH Iso-C3 Iso-C3 EtOH/Iso-C3 EtOH/ Iso-C3

Pressdo (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar)

Substancias
Felandreno tr - - - - -
a-pineno tr tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr ir tr tr tr ir
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr 0,26
Ar-curcumeno tr 1,95 0,60 0,72 0,77 0,82
a-zingibereno tr tr 1,40 1,47 1,59 1,94
-bisaboleno tr tr 0,25 tr tr 0,33
B-sesquifelandreno 1,64 2,22 127 1,37 1,59 71
Ar-turmerol tr 1.22 0,76 0,77 0,76 0,77
isomero do ar-turmerol 1,42 1,29 0,90 0,89 0,86 0,88
Ar-turmerona 25,77 32,76 14,09 14,76 15,58 15,00
(Z)-y-atlantona 25,62 16,62 32,16 35,07 32,14 34,99
(E)-y-atlantona 19,58 20,08 15,88 17,15 16,48 16,88
Dihidro-Ar-turmerona tr tr 0,43 tr . AT 0,42
1-epi-cubenol tr 0,82 0,64 0,67 0,63 0,66
65, 7R-bisabolona 1,26 1,16 1,05 1,02 0,91 0,96
(Z)-a-atlantona tr tr 0,48 0,46 0,66 0,44
(E)-a-Atlantona tr tr 0,98 0,83 tr 0,72

Total 75,30 78,14 70,91 7521 71,99 76,79

tr=trago, % = 0,25; n.i.= nao identificado
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Tabela 4-14. Composigdo quimica dos extratos de Curcuma longa L.obtidos da Etapa de
Taxa Difusional de Extragdo no periodo de 350 a 425 min .

Condicoes do Processo (% area)

Co-solvente EtOH EtOH Iso-C3 Iso-C3 EtOH/ Iso-C3 EtOH/ Iso-C3
Pressio (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar)

Substincias

Felandreno tr - - = - =
a-pineno tr tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno tr tr 0,66 tr 0,66 0,52
a-zingibereno tr tr 1,79 2,46 1,36 1,19
[3-bisaboleno tr tr tr tr tr tr
-sesquifelandreno tr tr 1.52 1,99 1,40 1,15
Ar-turmerol tr tr 0,66 tr 0,73 0,69
isomero do ar-turmerol tr 1,29 0,76 tr 0,82 0,82
Ar-turmerona 21,60 23,77 13,14 15,04 15,01 13,08
(Z)-y-atlantona 27,81 25,79 34,68 41,49 3177 28,66
(E)-y-atlantona 18,56 19,10 15,86 18,52 16,23 14,45
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr 0,37
1-epi-cubenol tr tr 0,59 tr 0,60 0,59
65, 7TR-bisabolona tr 1,27 0,87 tr 0,86 0,90
(Z)-a-atlantona tr tr 0,61 tr tr 4,99
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr 0,56 1453
Total 67,98 71,23 71,16 79,51 70,02 68,97

tr=trago, % > 0,3748; n.i.= nao identificado
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A Figura 4-5 mostra uma placa de cromatografia em camada delgada

comparativa.

A B e D E F G
Figura 4-5. CCD realizada com extratos de C. longa L. com o padrao de CC (90%) (A),
extratos obtidos por Hidrodestilagao (B), Soxhlet (C), ESC EtOH (D), ESC

CO,/Iso-C3 (E), ESC CO/EtOH/Iso-C3 (F) e Residuo da ESC CO,/EtOH (G),
com Hexano: Acetato de Etila (8: 2).

A Figura 4-5 permitiu visualizar a presenga de compostos polares em maior
nimero quando extraidos com a mistura COj/etanol/isopropanol (média de 6,39% em
massa). Pode-se verificar uma alteragdo no perfil fitoquimico das amostras em funcdo da
metodologia utilizada na extragdo. Assim, por Hidrodestilagao extraiu-se compostos mais
volateis e ndo os CC, a extragdo por Soxhlet extraiu os CC e uma pequena parte do oleo
volatil, ja a ESC foi capaz de obter tanto a fragdo leve quanto a fragdo pesada existente no
extrato de clircuma e verifica-se que permanece um pequeno teor de CC e oleo essencial

no residuo obtido a partir da ESC de C. longa L..
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De acordo com cada tratamento, o perfil de concentragio dos CC variou, onde
verificou-se que existe uma relagdo entre o tempo de extracdo do processo em fun¢do da
massa de CC extraida nos tratamentos, com relagao a vazdo e contato com o solvente, pois
eles aparecem durante o processo com uma tendéncia de crescimento e decréscimo no final
da extracao seguido de comportamento semelhante para estes ensaios (Figura 4-6), estes

perfis s3o apresentados no Anexo VIL

CC (mg)
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Figura 4-6. Massa de CC (mg) em fungdo do tempo de extragdo (min) no ensaio com
CO,/EtOH/IsoC3, pressdo de 300 bar, temperatura de 303,15 K e vazio total de
solvente de 3,54 x 10° kg/s e porcentagem média de co-solvente de 7,41%.

4.6.2.2.2. Analise Estatistica

Foi realizada analise descritiva dos dados obtidos nos ensaios pois 0s mesmos nao
possuiram graus de liberdade para a realizagdo de uma Analise de Variancia. Assim as
variaveis foram observadas quanto a sua influéncia nos parametros cinéticos e teor de CC.
Na Figura 4-7 s3o apresentados as influéncias da pressdo e adi¢do de co-solventes nos

ensaios.
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Figura 4-7. Influéncia da pressao e tipo de co-solvente nos parametros cinéticos e teor de

CC. m EtOH o Iso-C3 A FEtOH/Iso-C3.
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A Figura 4-7A mostra a influéncia da pressdo e co-solvente na taxa de transferéncia
de massa, mostrando que a pressao de 300 bar a taxa decresce com a utilizagio dos co-
solventes etanol e a mistura de etanol/isopropanol, mantendo constante para o co-solvente
isopropanol. A Figura 4-7B mostra a razdo massica do oleo na saida do extrator, sendo
influenciada pela pressdo. Quando utilizados os co-solventes isopropanol obteve-se
pequeno acreéscimo, a mistura de etanol/isopropanol manteve-se constante, decrescendo
para o co-solvente etanol. A Figura 4-7C mostra que a duragdo do periodo de taxa
constante de extragdo ¢ influenciada pela pressio para todos os co-solventes utilizados,
elevando-se com o incremento da pressdo. Na Figura 4-7D observa-se que a pressio foi
responsavel pelo acréscimo do rendimento total num incremento de 100 bar na pressio
para o uso de isopropanol e a mistura etanol/isopropanol, ja no rendimento para o periodo
CER Figura 4-7E a pressdo apresentou efeito somente no ensaio utilizando o co-solvente
isopropanol, para os outros ensaios 0 Rcgr se manteve constante. A massa de CC foi
afetada tanto pela pressdo como pelo co-solvente, verificando na Figura 4-7F que o teor de

CC obteve um consideravel acréscimo, quando utilizado a mistura de co-solvente

etanol/isopropanol a 300 bar.

Conclui-se entdo, a partir deste primeiro grupo de ensaios que o melhor tratamento
foi no ensaio nas condigdes de 300 bar, vazdo de 3,54x107kg/s, 303,15K e utiliza¢do do co-
solvente etanol/isopropanol a porcentagem meédia de 6,39% (em massa), Braga et al
(2001b).

4.6.2.3 Segundo Grupo de Ensaios

Baseado na conclus@o dos resultados para o primeiro grupo de ensaios, no segundo
grupo de ensaios foram mantidos fixos a temperatura (303,15K), a pressdo (300 bar) e o
tipo de co-solvente etanol/isopropanol, utilizando o lote S1 de matéria-prima, variando a
vazio total do solvente e a porcentagem do co-solvente.

Para a escolha da porcentagem do co-solvente, verificou-se que € possivel aumentar

a porcentagem do mesmo para as condi¢gdes do equipamento até 16% em massa, contanto
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que se mantenha resfriado o frasco coletor para condensag¢do do extrato, os dados utilizados
como base desta conclusdo, encontram-se no Anexo VIIL

A Figura 4-8 compara o rendimento obtido nas diversas condi¢des do processo para
o segundo grupo de ensaios, utilizando como co-solvente etanol/ isopropanol, 300 bar e

303,15 K, com variagdo de vazdes e percentagem de co-solvente em massa
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Figura 4-8. ESC de oleoresina e 6leo essencial de C. Jonga L. A3,81x10%kg/s e 13,78%
A 4,04x10°kg/s e 6,95% m 1,93x10” kg/s e 13,59% o 1,97x10° kg/s e 6,66%
® 0,82x10°kg/se 16,11% o 0,79x10° kg/s e 8,32%

Os maiores rendimentos no segundo grupo de extragdes foram obtidos nos ensaios a
vazdo total de 3,81x10” kg/s (13,78% de co-solvente) e 1,93x10” kg/s (13,59% de co-

solvente) respectivamente (Figura 4-8).
A Tabela 4-15 mostra os parametros cinéticos (Mcgr, YcEr € Tcgr), rendimentos
(Rcer e Rrorar) e teor de CC obtidos para o segundo grupo de ensaios, utilizando

temperatura e pressao constante, 303,15 K e 300 bar.

Tabela 4-15. Parametros cinéticos e teor de CC dos extratos de Curcuma longa L. obtidos
por ESC, com variaveis de processo: vazao e porcentagem de co-solvente.

Tratamento McErx 107(kg/s) YcERr* 107(kg/s) tcER/60 () ReER (%) Rrotal (%) CC(%)
3,81x107kg/s (13,78%) 11,80 5,58 80,54 4,75 7,08  0,8842
4,04x107 kg/s (6,95%) 872 3,71 111,90 4,05 5,81  0,7241
1,93x107 kg/s (13,59%) 11,00 10,20 88,42 423 6,60  1,8131
1,97x107 kg/s (6,66%) 7,62 6,69 107,75 3,71 554 02575
0,82x107 kg/s (16,11%) 3,70 8,55 200,07 3,54 528  0,6218
0,79 x10”° kg/s (8,32%) 3,02 6,58 192,10 2,58 4,14  0,1206
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Nos ensaios realizados utilizando o lote S1, observou-se o melhor tratamento para o
teor de CC a 13,59% de co-solvente na vazio total de solvente de 1,93x10” kg/s, seguido
do tratamento com 13,78% de co-solvente a vazio de 3,81x10” kg/s. Este tiltimo ensaio
obteve o melhor Mcgr € Ycgr para um menor tcgr O rendimento deste ensaio €
visualizado na Tabela 4-15. O segundo melhor ensaio para estes parametros foi a vazao
total de solvente de 1,93x10” kg/s com 13,59% de co-solvente.

Em relagdo a utilizagdo do co-solvente etanol/isopropanol a maiores porcentagens,
observou-se uma maior extragdo para os CC e também para o rendimento do extrato tanto
para o Rcgr quanto para o Rtorar. Verificando que essa diferenga de massa de CC obtida
entre as porcentagens numa mesma vazao aumenta quando a vazdo € menor, ou seja, na
vazio média de 3,92 x10° kg/s a diferenga entre 16,85 e 6,19% de co-solvente € de
aproximadamente de 35%, na vazao média de 1,95 x10” kg/s aumenta essa diferenca para
89% e para 0,8 x10” kg/s aumenta para 91%. Esta diferenga pode ser ocasionada pelo
contato do solvente com a matriz que ocorre numa menor velocidade a baixas vazdes, com
maior contato com altas porcentagens de co-solvente.

A Figura 4-9 também conipara os dados experimentais da curva global de extragao
com o “spline” obtido pelo software SAS 16.2 para ajuste das curvas de extragdo. O ajuste
foi bom para descrever os dados do segundo grupo de ensaios, assim os efeitos do co-
solvente e vaziao podem ser avaliados utilizando os parametros cinéticos mostrados na

Tabela 4-15.
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Figura 4-9. Curva global de extracio para o ensaio utilizando como co-solvente etanol/ isopropanol
(13,59% em massa), pressdo de 300 bar, temperatura de 303,15 K, vazdo total de
solvente 1,93x10” kg/s. o experimental ; — predito
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A variag@o da porcentagem de co-solvente influenciando a extragdo de CC pode ser
observada na coloragdo dos extratos, onde a baixa porcentagem de co-solvente o extrato se

mantém numa colorag¢do amarela, e a alta porcentagem de co-solvente o extrato possui uma

colorag@o alaranjada devido a alta concentragao de CC (Figura 4-10).

B R A S
1R

Figura 4-10. Extratos obtidos nas mesmas condi¢bes operacionais
com baixa e alta porcentagem de co-solvente
respectivamente.

Com os dados obtidos neste segundo grupo de ensaios, pode-se observar a tendéncia

dos pontos experimentais para Ycer em fungdo da vazdo (Tabela 4-12).

0,08
0,07 -
0,06
0,05 -
0,04 —
0,03 - m|
0,02 -
0,01 - 8
0,00 : ; : : j
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Q (10-5 kg/s)

Yeer (10-5 kg/s)

Figura 4-11. Dados de razio massica do oleo de C. /onga L. na fase fluida na saida do
extrator em fungdo da vazdo a 300 bar e 303,15 K. A3,12 x10°kg/s e 13,78%
A4,51x10°kg/s e 6,95% m 2,31x10” kg/s e 13,59% 0 2,21x10” kg/s e 6,66%
e 1,13x107 kg/se 16,11% o 1,12x107 kg/s e 8,32%
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Atraves da Figura 4-11 observa-se que a altas vazdes de co-solvente pode-se obter
maior solubilidade dos compostos presentes na matéria-prima. Assim, existe uma tendéncia
em aumentar a solubilidade destes compostos com altas vazdes e altas porcentagens de co-

solvente.

4.6.2.3.1 Composi¢ao Quimica dos Extratos

A Tabela 4-16 mostra a composi¢@o do oleo essencial obtido por Hidrodestilagdo da

mateéria-prima do lote S1.

Tabela 4-16. Composi¢do quimica do 6leo essencial de C. longa
por Hidrodestilagdo do lote S1.

Hidrodestilacao
Substincias (Y% area)
Felandreno n.i
«-pineno tr
1,8-cineol 0,91
Trans-cariofileno tr
Ar-curcumeno 1,13
o -zingibereno 2,12
[B-bisaboleno tr
B -sesquifelandreno 2,03
Ar-turmerol 1,38
isomero do ar-turmerol tr
Ar-turmerona 20,94
(Z)- y -atlantona 44 83
(E)-y-atlantona 20,86
Dihidro-Ar-turmerona tr
1-epi-cubenol tr
65, TR-bisabolona tr
(Z)- o -atlantona 0,92
(E)- a -Atlantona tr
Total 95,13

tr=trago, % > 0,91; n.i.= nao identificado
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A Figura 4-12 mostra o cromatograma de uma amostra obtida da curva global de

extra¢do indicando as principais substancias encontradas no extrato de Curcuma longa L.

mYy
Ar-turmerona
<_
64 » (Z)-y-atlantona
(E)-y-atlantona
4
2
EI J ] . | j A b A i -Ij da L h m—
0 10 0 0 40 50

Tempo (min)

Figura 4-12. Cromatograma do extrato obtido a vazdo de 1,12x10° kg/s de COp+
EtOH+Is0-C3 e 300 bar, 8,32 % de co-solvente por CG-DIC.

A composigdo quimica foi semelhante para todos os tratamentos,
independentemente da vazao utilizada para o segundo grupo de ensaios, havendo apenas
uma pequena redu¢do na porcentagem relativa quando era reduzida a porcentagem do co-

solvente (Tabela 4-17).
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Tabela 4-17. Composi¢ao quimica media dos extratos de Curcuma longa L.

Condigoes de processo (% area)

Vazio total 3 81x10°kg/s 4.04x10” kg/s 1.93x10° kg/s 1,97x10° kg/s 0,82x10° kg/s 0,79x107° kg/s

Co-solvente  13,78% 6,95% 13,59% 6,66% 16,11% 8,32%
Substincias
Felandreno ni. ni. n.i. n.i. n.i. n.i.
a-pineno tr tr r tr tr tr
1,8-cineol 0,91 tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno 1,04 1,09 1,01 0,91 0,99 1,02
o-zingibereno 211 1,88 2,22 2,04 225 2,34
B-bisaboleno tr tr tr tr tr tr
B-sesquifelandreno 2,01 1,82 1,97 1,93 2.12 2,19
Ar-turmerol 1,21 1,00 tr 1,03 1,00 0,99
1somero do ar-turmerol tr tr tr 0,68 tr tr
Ar-turmerona 20,17 18,25 19,32 17,703 17,91 17,68
(Z)-y-atlantona 44,50 41,53 44,16 41,52 42,59 42,95
(E)-y-atlantona 22,13 20,97 22.13 20,68 21,02 21,02
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr tr
65, TR-bisabolona 1,04 1,07 1,07 1,09 1,03 0,98
(Z)-a-atlantona 0,92 tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona 1,47 tr tr 0,64 tr tr
total 91,10 87,62 91,88 88,23 88,93 89,19

Tr=traco, % > 0,63; n.i.= ndo identificado

UNICAMP
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Na etapa Constante de Extracdo (Tabela 4-18) a porcentagem relativa de Ar-
turmerona se mantém praticamente constante como a (Z)-y-atlantona e (E)-y-atlantona,
sendo reduzida a (Z)-y-atlantona na etapa Decrescente (Tabela 4-19) em alguns casos em
relacdo a etapa Constante, mas a Ar-furmerona e (Z)-y-atlanfona obtiveram um bom
acréscimo quando o co-solvente estava em concentracao proxima a 13% na etapa
Difusional (Tabela 4-20) em relagdo a etapa anterior (Decrescente), para as trés substancias

em baixa porcentagem de co-solvente.

Tabela 4-18. Composi¢do quimica dos extratos de Curcuma longa L. obtidos na Etapa de
Taxa Constante de Extra¢dgo em 75 min .

Condicoes de processo (% area)

Vazio total 381x10°kg/s 4.04x10° kg/s 1,93x10"kg/s 1.97x10° kg/s 0.82x10"kg/s 0,79x10° kg/s

Co-solvente 13,78% 6,95% 13,59% 6,66% 16,11% 8,32%
Substancias
Felandreno - - - - - -
a-pineno tr tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr tr tr tr
Trans-carniofileno tr tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno 0,94 1,09 1,01 1,10 1,09 1,09
a-zingibereno 221 2,54 2,36 2,58 2,51 2,54
B-bisaboleno tr tr tr tr tr tr
B-sesquifelandreno 2.06 235 tr 2,39 2,35 2,37
Ar-turmerol 1,04 0,94 tr 0,96 0,94 0,95
isomero do ar-turmerol tr tr tr tr tr tr
Ar-turmerona 17,96 17,60 17,78 17.61 17,64 18,03
(Z)-y-atlantona 43,29 43,03 43,66 44,40 4351 44 .84
(E)-y-atlantona 21,19 21,22 21.25 21.35 21,13 2392
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr tr
65, 7R-bisabolona 1,04 0,94 0,99 0,92 0,94 0,95
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr tr
total 89,75 90,63 87,06 91,33 90,12 92,48

tr=trago, % = 0,92; n.1.= n3o identificado
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Tabela 4-19. Composi¢do quimica dos extratos de Curcuma longa L. obtidos na Etapa de
Taxa Decrescente de Extracao em 175 min .

Condigoes de processo (% area)

Vazio total 381x10°kg/s 4,04x10° kg/s 1,93x10° kg/s 1,97x107 kg/s 0.82x10° kg/s 0.79x10° kg/s

Co-solvente  13,78% 6,95% 13,59% 6,66% 16,11% 8,32%
Substancias
Felandreno - - - = . "
a-pimeno tr tr tr tr tr ir
1,8-cineol tr tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno tr tr tr 0,73 1,07 1,08
a-zingibereno 1,98 1,56 2,08 1,69 2,46 2,48
B-bisaboleno tr tr tr tr tr tr
B-sesquifelandreno 1,95 1,53 1,97 1,60 2,29 2,34
Ar-turmerol tr 1,05 tr 1,09 0,99 0,97
1somero do ar-turmerol tr tr tr 0,68 tr tr
Ar-turmerona 19,45 17,68 18,15 17,14 17,83 17,57
(Z)-y-atlantona 4235 39,17 41,54 39,85 43,66 43,26
(E)-y-atlantona 21,73 20,04 20,84 20,02 21.27 21,02
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr tr
65, 7R-bisabolona tr 121 1,16 1,18 0,96 0,93
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona 1,47 tr tr 0,64 tr tr
total 88,94 82,27 85,75 84,62 90,56 89,63

tr=trago, % > 0,63; n.i.= ndo identificado
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Tabela 4-20. Composigdo quimica dos extratos de Curcuma longa L. obtidos na Etapa de
Taxa Difusional de Extracdo em 300 min do segundo grupo de ensaios.

Condigdes de processo (% irea)

Vazio total 381x10°kg/s 4.04x10° kg/s 1,93x10°kg/s 1,97x10° kg/s 0.82x10° kg/s 0.79x107 kg/s

Co-solvente 13,78% 6,95% 13,59% 6,66% 16,11% 8,32%

Substancias

Felandreno - - - - - -
a-pineno tr tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno tr tr tr tr 0,87 0,89
a-zingibereno tr 1,55 tr 1,84 1,91 1,99
B-bisaboleno tr tr tr tr tr tr
B-sesquifelandreno tr 1,57 tr 1,78 1,84 1,89
Ar-turmerol tr tr tr tr 1,04 1,07
isomero do ar-turmerol tr tr tr tr tr tr
Ar-turmerona 22,34 19,47 22,01 18,35 18,08 17,49
(Z)-y-atlantona 47,53 41,48 4728 40,32 40,78 40,67
(E)-y-atlantona 24,74 21,65 24,29 20,69 20,62 20,30
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr tr
65, 7R-bisabolona tr tr tr 1,19 1,12 1,09
(Z)-c-atlantona tr tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr tr
total 94 .61 85,71 93,58 84,18 86,27 85,42

tr=traco, % > 0,87; n.i.= nao identificado

A composi¢ao quimica das fragdes obtidas durante a curva de extra¢do e do oleo
essencial retido no adsorvente, encontra-se no Anexo VI

A utilizag¢ao de cromatografia em camada delgada comparativa permitiu visualizar a
presenca de compostos polares semelhantes dos tratamentos com variagdo de porcentagem
de co-solvente, estando apenas mais concentrado no extrato obtido a maior porcentagem de

co-solvente (Figura 4-13).
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H | i L M N

Figura 4-13. CCD realizada com o padréo de CC (90%) (H), extratos de C. longa L.
obtidos por Hidrodestilagdo (I), Soxhlet (J), ESC CO»/EtOH/Iso-

C3/13,59% (L) e ESC CO,/EtOH/Iso-C3/6,66% (M) e Residuo da ESC a
13,59% (N), com Hexano: Acetato de Etila (8: 2).

Verificou-se que o perfil de concentragdo dos CC se comporta de forma
diferenciada em fungdo da vazdo. A baixas vazdes observa-se que a concentragao de CC

aumenta com tempo de extragao (Figura 4-14).
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Figura 4-14. Perfil de concentragdo de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(13,59% em massa), vazao de 1,93x 10 kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de
300 bar .
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4.6.2.3.2 Analise Estatistica

Foram observadas a influéncia das variaveis do processo, apresentados na Figura

4-15, mostrando a influéncia da vazdo e porcentagem de co-solventes sobre os parametros

cinéticos, rendimento total e teor de CC.
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Figura 4-15. Influéncia da vazao e porcentagem de co-solvente nos parametros cin€ticos e
teor de CC. m 4,04x 10" kg/s € 6,95% 0 3,81x 10° kg/s e 13,78% o 1,93x 10” kg/s

13,59% o 1,97x 10° kg/s 6,66%

8.32%.

A 0,82x 10" kg/s e 16,11%
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A Figura 4-15G mostra a influéncia da pressdo e co-solvente na taxa de
transferéncia de massa, mostrando que a pressdo de 300 bar a taxa aumenta com 0 aumento
da porcentagem do co-solvente nas altas vazdes de solvente, isto também ocorre na Figura
4-15H mostrando a razdo massica do oleo na saida do extrator sendo influenciada pela
porcentagem de co-solvente nas vazdes mais altas. A Figura 4-151 mostra que a duragéo do
periodo de taxa constante de extracao ¢ influenciada nas altas vazdes, sendo reduzido com
o incremento da porcentagem de co-solvente para as vazdes mais altas. Na Figura 4-15J
observa-se que para todas as vazdes a porcentagem de co-solvente influenciou o
rendimento aumentando-o, na Figura 4-15L a porcentagem de co-solvente mais alta
apresentou efeito positivo no Rcer em todas as vazdes utilizadas. O teor de CC foi afetado
tanto pela vazdo como pelo co-solvente, verificando na Figura 4-15M que a porcentagem
influenciou principalmente na vazio de 1,97x 10~ kg/s no acréscimo do teor de CC, mas

também foi obtido efeito de acréscimo nas outras vazodes utilizadas.

4.6.2.4. Adsorvente

As colunas empacotadas com adsorvente Porapack foram eluidas com acetato de
etila e o extrato diluido foi analisado igualmente aos outros em CG-DIC. A Figura 4-16
mostra as colunas saturadas de oOleo essencial e co-solvente, mostrando que para todos os
ensaios a vazOes altas e altas porcentagens de co-solvente, o solvente arrasta o dleo
essencial numa velocidade muito alta saturando rapidamente as colunas, exigindo o
resfriamento dos frascos coletores afim de condensar o extrato para que estes ndo se percam

volatilizados.

Figura 4-16. Adsorvente do tipo Porapack Q utilizado na saida do sistema de ESC para
EtOH/Iso(C3 a alta e baixa porcentagem de co-solvente, respectivamente.
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4.7 Propriedades Funcionais dos Extratos

4.7.1 Atividade Antioxidante

O perfil de Atividade Antioxidante foi seguido conforme metodologia, e apresentado

no grafico abaixo de forma comparativa entre os tratamentos em fungdo do tempo de

reacao.
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Figura 4-17. Perfil da Agdo antioxidante dos extratos de Curcuma longa L., avaliando a atividade
antioxidante durante a extracdo no ensaio com COz/etanol (7,41%), 300 bar,
temperatura 303,15 K e vazio total de solvente de 3,54 x 10° kg/s, do primeiro grupo
de ensaios.

Em relagdo a atividade antioxidante (Figura 4-17) pode-se observar que no periodo
até 2h, todos os extratos se mantiveram na faixa de 85-95% de inibi¢ao e em 3h na faixa de
80-90% de inibi¢do. Os extratos obtidos no final da extragao com maior concentracdo de
CC obtiveram maior porcentagem de inibi¢ao durante todo o periodo de analise da
atividade antioxidante. A atividade antioxidante dos extratos independe do tempo de
extragio da oleoresina, significando que a composi¢do ndo afeta o poder antioxidante do
extrato de ciircuma. A a¢do antioxidante dos extratos ndo varia consideravelmente com as
condigdes de operacdo, significando que nao € a quantidade de certas substancias que dara
ou ndo a atividade antioxidante dos extratos, mas até certo ponto sua presenca no extrato,
Braga ef al, (2001). Os graficos de a¢ao antioxidante dos ensaios encontram-se em Anexo

IX.
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4.7.2 Atividade Antibacteriana

Foi realizado o teste MABA para atividade antibacteriana em linhagens causadoras
de tuberculose (Tabela 4-21) afim de verificar a¢do bacteriostatica e bactericida. Foram

utilizados extratos brutos que continham tanto 6leo essencial quanto a oleoresina.

Tabela 4-21. Determina¢ao da Concentra¢dao Inibitéria Minima em pg/mL dos

extratos de Curcuma longa L. frente as micobactérias.

MICOBACTERIAS — MIC em pg/mL

Ensaios Ra Rv Ma Mk

EtOH/Iso-C3 (5%)/200 bar >256,0 >256,0 >256,0 >256,0
EtOH/Iso-C3 (5%)/300bar >256,0 >256,0  >256,0 >256,0
Is0-C3 (5%)/200 bar >256,0 >256,0 >256,0 >256,0
Is0-C3 (5%)/300 bar >256,0 >256,0 >256,0 >256,0
EtOH/Iso (5%)-C3/200bar >256,0 >256,0 >256,0 >256,0
EtOH/Iso (5%)-C3/300bar >256,0 >256,0 >256,0 >256,0

Ra — Mycobacterium tuberculosis H37TRa
RV — Mycobacterium tuberculosis H37TRv
Ma — Mycobacterium avium

Mk — Mycobacterium kansasii

A Tabela 4-21 mostra que a 256 pug/ml de extrato nao houve inibigdo do
crescimento das micobactérias selecionadas para o teste. Segundo a literatura esta

concentragdo encontra-se em valores maiores de concentragdo de extrato de curcuma para

inibicdo de bactérias (MIC 1600- Allievi, 1984)

4.7.3 Atividade Antiproliferativa

Foi realizada a avaliagdo em extratos C. longa L. obtidos na melhor condi¢do do
primeiro grupo de ensaios (etanol/isopropanol, 200 e 300 bar, nos tempos de extragdo de 75
e 125 min, respectivamente). Nestes ensaios também foram utilizados extratos brutos que
continham, tanto Oleo essencial quanto a oleoresina extraidos pelo processo. Esta amostra

pode ser identificada na Figura 4-5 com a fracdo F.
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As linhagens utilizadas no ensaio de avaliagdo de atividade antiproliferativa

encontram-se na Tabela 4-22.

Tabela 4-22 Linhagens celulares utilizadas nos ensaios de avaliagdo de
atividade antiproliferativa.

Tipo celular Nome
——p ~ NCI-460
Mama MEE
Mama NCI-ADR *
Melanoma UACC-62
Ovario OVCAR-03
Colon Bl2%
Prostata PC-03
Renal 6t
Leucemia K-562
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Figura 4-18. Atividade antiproliferativa do extrato de Curcuma longa L. para o ensaio
CO,/etanol/isopropanol, 300bar, vazio 3,54x10°kg/s, 7,41% de co-solvente, coleta
de 75 min.
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Figura 4-19. Atividade antiproliferativa do extrato de Cuwrcuma longa L. para o ensaio
CO»/etanol/isopropanol, 300bar, vazao 3,54x10'5kg/s, 7,41% de co-solvente, coleta
de 125 min.

A Figura 4-18 mostra a atividade antiproliferativa obtida a partir de 0,25 p g/mL de
extrato de Curcuma longa L. com efeito citostatico e citocida (exceto para NCI ADR), com
concentracdo dependente e seletividade celular para a leucemia. Para a linhagem K.562
muito sensivel a drogas, obteve-se um efeito citocida com a menor dose aplicada e a
linhagem NCI ADR obteve apenas uma inibi¢ao do crescimento celular. Na Figura 4-19
observa um comportamento semelhante, porém todas as linhagens obtiveram efeito
citostatico e citocida.

A Atividade Antiproliferativa foi obtida para os dois extratos avaliados em fungao
do tempo de extragdo, evidenciando que a composi¢do independe da atividade, mas nao se
pode relacionar a qual substancia presente no extrato influenciou a atividade

antiproliferativa, embora dados da literatura atribua esta a curcumina.
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Capitulo 5. Conclusées e Sugestoes

Curcuma longa L. em po.
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5. Conclusdes

A adubagio no cultivo da matéria-prima favorece o rendimento de 6leo essencial,
mas ndo o teor de CC. Este fato pode ser observado nos tratamentos que utilizaram
dosagens diferenciadas de nitrogénio nos ensaios preliminares. Assim a matéria-prima
cultivada com adubag@o rica em nitrogénio favorece o rendimento do 6leo essencial.

Constatou-se que a mudanca de matéria-prima em relagdo a origem tem forte
influéncia quanto ao teor de CC revelado pelos tratamentos preliminares com extragio por
soxhlet, e ESC com etanol/isopropanol a 300 bar, temperatura de 303,15K e tempo de
extragdo de 375 min, vazdo de 3,54 x 10” kg/s e 4,51x 10~ kg/s com matéria-prima de MG
e SP.

Do primeiro grupo de ensaios, o melhor tratamento foi obtido com co-solvente
etanol/isopropanol a 300 bar, quando se obteve maior teor de CC (0,18%) durante o periodo
de 375 min.

Para o segundo grupo de ensaios em relagdo ao rendimento em massa de CC, na
extragdo supercritica com co-solvente etanol/isopropanol obteve na porcentagem de
13,59% em co-solvente com vazio de 1,93x10™ kg/s altos valores de CC (1,81%), mas os
maiores valores de Rrew, Reer , Ycer € menor tcgr foram obtidos na vazao de 3,81x107
kg/s com 13,78 % de co-solvente.

Assim, constatou-se que o melhor solvente para a obtengao de extratos de Curcuma
longa L. foi a mistura de etanol e isopropanol (1:1) na extragdo com didxido de carbono a
90% (massa), a vazio que proporcionou maior rendimento foi de 1,93 x10” kg/s.

Observou-se a diferen¢a dos extratos obtidos a partir das diferentes metodologias: a
extragdo com solvente organico em aparelho soxhlet extraiu a oleoresina (fragdo pesada do
oleo) da curcuma, a Hidrodestilagao extraiu o oleo essencial (fragao leve do 6leo) e a ESC
extraiu ambas as fra¢Ges do 6leo de Curcuma longa L., porém em menor quantidade. Se a
obtencao das duas fragdes forem importantes, a ESC torna-se mais viavel.

Em relagdo ao residuo do processo da ESC, este mantém tragos de CC que lhe
confere o flavor e a cor caracteristica da espécie, podendo ser reutilizado na obtengao de

amido com caracteristicas especiais.
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Atraves da comprovagdo das atividades funcionais dos extratos, conclui-se que o
extrato bruto de Curcuma longa L. apresenta atividade antioxidante, e esta independe da
concentragdgo dos CC mas sim da presenga deles. O extrato possui atividade
antiproliferativa para nove linhagens de células cancerosas, com concentragio dependente

para efeito citostatico e citocida.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

Caracterizagdo da matéria-prima quanto a presenga de pesticidas, agrotoxicos e
metais pesados, afim de caracteriza-la na produg@o de fitoterapicos.

Estudo granulométrico para esta matéria-prima (C. longa L.) de acordo com
recomendagdes para droga vegetal.

Repeti¢do dos ensaios a fim de estabelecer uma reprodutibilidade dos dados nas
condi¢des utilizadas.

Realizagdo de extragdes mantendo um periodo estatico no sistema apos
pressurizacdo, a fim de que o solvente em contato com a matéria-prima proporcione maior
solubilizacido das substancias a serem extraidas.

Aumento da temperatura de extragdo se o objetivo for obter somente os
curcuminoides, visto que a extragdo por solvente organico em soxhlet obtém maior
rendimento de CC em temperaturas aproximadas a 80 °C.

Caracterizagdo dos CC por CLAE na validagdo do método de quantificagdo de CC
utilizado, concordando com recomendagdes literarias no uso de CG para caracterizagdo dos
volateis e CLAE para a fra¢ao pesada (CC).

Estudo de solubilidade na regiao de tendéncia indicada pela vazao igual ou acima de
4,04x10”kg/s utilizando etanol/isopropanol, 300bar e porcentagens de co-solvente maiores
e/ou igual a 16% (em massa).

Identificagao dos principais ativos responsaveis pela atividade antiproliferativa e

antioxidante.
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Capitulo 6. Referéncias

Curcuma longa L.: rizomas, sementes, fatias e po.
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Capitulo 7. Apéndices e Anexos

Curcuma longa L. cultivada e colhida em Maria-da-Fé/ Minas Gerais.
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Anexo

Anexo I- Estufa e Secador utilizados para secagem da matéria-prima

T |

Figura 2. Secador pertencente a Faculdade de Engenharia Agricola-Unicamp. Brod, 2000.
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Anexo

Anexo II- Curva de Calibragado de glicose

Curva de Calibrag@o de glicose utilizada para calculo da massa de glicose presente
nas matérias-primas para desenvolvimento do experimento.

0,350 -
L
e y = 0,0387x - 0,0805 ol
0,250 4 R? = 0,9872 ™
o 0,200 -
2 =
0,150 1 s
m_
0,100 - Iy )
0,050 - =
g
0,000 +—— i ..,
0 2 4 6 8 10

massa de glicose (mg)

Figura 1. Curva padrdo de glicose.
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Anexo

Anexo III- Treinamento na Unidade de Extra¢dao Supercritica

Condi¢oes Operacionais de Extrac¢do Supercritica de Stévia

Solvente  Pressdo (bar) Temperatura (°C)  Granulometria (mesh)  Vazdo (g/min)

Rendimento (%)

CO, 200 30 16 (60%) e 24 (40%) 0,996 0,9240
Estévia

S 06

= 0,5

g 04 -

E 03 -

@ 0.2 -

s 0,2 -

8 0,1 4

= e - . S
0 2 4 6 8 10 12

t(h)

Figura 1 Curva Global de Extragdo de Estévia com CO,.

Condig¢des Operacionais de Extracdo Supercritica de Stévia

Solvente  Pressdo (bar) Temperatura (°C)  Granulometria (mesh)  Vazéo (g/min)

Rendimento (%)

CO,+agua 250 16 16 (60%) e 24 (40%) 1,014 73.46
Estévia

B 25

S 20

% _

= =

2 15

3 10 -

g 5 .

g |

£ 0- : e —_— -
g 6 7 iR 8 9 10

Figura 2. Curva Global de  Extragdo de Estévia
CO,+agua.
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Anexo

Condigoes Operacionais de Extraciio Supercritica de Cravo-da-India

Solvente  Pressdo (bar) Temperatura (°C)  Granulometria (mesh)  Vazdo (g/min)  Rendimento (%)
CO, 250 30 16 (60%) e 24 (40%) 3,50 13,65
Cravo-da-india
§ 25 A
= 20
L 150
)
T =10 -
© |
g 5-
© |
£ 4 =
0 2 4 6 8
t(h)
Figura 3. Curva Global de Extragéo de Cravo-da-India com CO,.
Condi¢des Operacionais de Extragao Supercritica de Gengibre
Solvente  Pressdo (bar) Temperatura (°C)  Granulometria (mesh) ~ Vazdo (¢/min)  Rendimento (%)
CO,+etanol 200 30 16,24, 32 ¢ 48 (25%) 3,48 2,09

. Gengibre
G
= 2,00 4
o .
5 1,50 14
-

| % 1,00 -

| o 0,50 A
@ 0,00 - I

| E 0 1 2 3 4 5 6

t(h)

N 'Figura 4. Curva Global de Extragio de Gengibre com CO,.
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Anexo

Anexo IV-A Dados Experimentais, Preditos e Res:'duo‘ obtidos no SAS 6.12

Primeiro grupo de ensaios

Tabela 1 . Dados de extragdo do ensaio com co-solvente etanol (5,58% massa), vazio de 4,45 x 10°
kg/s temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 bar, com valores Preditos e Residuo da massa
acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25

50

75
100
125
150
175
200
225
250
275
300
325
350
375

0,3137
0,9450
0,9089
0,7347
0,4910
0,3288
0,2757
0,1482
0,1219
0,0182
0,0876
0,0543
0,0481
0,0132
0,0442

0,3137
1,2587
2,1676
2,9023
3,3933
3,7221
3,9978
4,1460
4,2679
4,2861
4,3737
4,4280
4.4761
4,4893
4,5335

0,3394
1,3618
2,3451
3,1400
3,6712
4,0269
4,3252
4,4856
4,6174
4,6371
47319
4,7907
4,8427
4,8570
4,9048

0,4485
1,2271
2,0057
2,7843
3,5629
3,9212
3,9993
4,0774
4,1555
4,2336
4,3118
4,3899
4,4680
4,5461
4,6242

-0,1348
0,0315
0,1618
0,179
-0,1696
-0,1991
-0,0015
0,0685
0,1123
0,0524
0,0618
0,0380
0,0080
-0,0568
-0,0907

Massa de 6leo essencial retida no adsorvente = 0,4732 g

Massas de solvente:

5,00
4,00
3,00
2,00

Massa acumulada (g)

1,00 -
0,00

0

MO=

59,25 g

M1=6,02 g
M2=172¢g
M3=51,51g

"

100

200
Tempo/60 (s)

300

400

Figura 1. Curva global de extrag¢ao do ensaio com co-solvente etanol (5,58% massa), vazdo de 4,45x
10° kg/s temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 bar . o experimental; — predito
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Anexo

Tabela 2 . Dados de extragdo do ensaio com co-solvente etanol (6,43% massa) , vazio de 3,38x 10°
kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar, com valores Preditos e Residuo da massa
acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25 0,0030 0,0030 0,0032 0,1196 0,1225
50 0,3171 0,3201 0,3461 0,4285 -0,1084
75 0,5648 0,8849 0,9569 0,9765 -0,0916
100 0,6794 1,5643 1,6915 1,5246 0,0396
125 0,5303 2,0946 2,2649 2,0727 0,0218
150 0,5464 2,6410 2,8558 2,6207 0,0202
175 0,5138 3,1548 3,4113 3,1688 -0,0140
200 0,4170 3,5718 3,8622 3,7169 -0,1451
225 0,2592 3,8310 4,1425 3,8137 0,0172
250 0,1680 3,9990 4,3242 3,9105 0,0884
275 0,1054 4,1044 4,4381 4,0073 0,0970
300 0,0392 4,1436 4,4805 4,1041 0,0394
325 0,0848 42284 4,5722 4.,2009 0,0274
350 0,0465 4,2749 4,6225 42978 -0,0229
375 0,0279 4,3028 4,6527 4,3946 -0,0918

Massa de oOleo essencial retida no adsorvente = 0,6645 g
Massas de solvente: MO0=59,25 g

M1=727¢g
M2=093 g
M3=51,05g
5 5,00 W
?‘g 4,00 - 0007
2 3,00
8 -
S 200 o
(41
® 1,00 . //
@ |
S 000 2 . | 1
0 100 200 300 400

Tempo/60 (s)

Figura 2. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol (6,43% massa), vazao de 3,38 x
10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar . o experimental; — predito
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Anexo

Tabela 3. Dados de extragdo de extracdo do ensaio com co-solvente isopropanol (6,23% massa),
vazio de 3,94x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 com valores Preditos e Residuo
da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25 0,791 0,791 0,7684 0,7907 0,0003
50 1,0785 1,8696 1,8160 1,8967 -0,0271
75 1,1896 3,0592 2,9715 3,0027 0,0565
100 1,0113 4,0705 3,9539 4,1086 -0,0381
125 0,4078 4,4783 4,3500 4,6012 -0,1229
150 0,1796 46579 4,5244 4,6847 -0,0268
175 0,1345 4,7924 4,6551 4,7682 0,0241
200 0,1282 4,9206 47796 4,8517 0,0688
225 0,0824 5,0030 4,8596 4,9352 0,0677
250 0,0769 5,0799 4,9343 5,0187 0,0611
275 0,0610 5,1409 4,9936 5,1023 0,0385
300 0,0713 5,2122 5,0628 5,1858 0,0263
325 0,0485 5,2607 5,1100 5,2693 -0,0086
350 0,0485 5,3092 5,1571 5,3528 -0,0436
375 0,0508 5,3600 5,2064 5,4363 -0,0763

Massa de oleo essencial retida no adsorvente = 1,1087 g

Massas de solvente: MO=5895¢g
Ml=5,64 g
M2=246¢g
M3=50,84 g
6,00 -
3 5,00 - 0000000097
= QO
S 4,00 - o
=, i
£ 3,00 - o]
s 2,00 -
§ 1,00 -
0,00 - : r
0 100 200 300
Tempo/60 (s)

400

Figura 3. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente isopropanol (6,23% massa), vazdo de

3,94x 10’ kg/s, temperatura de 303,15 K e pressido de 200 bar . o experimental, — predito
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Anexo

Tabela 4. Dados de extragao de extragao do ensaio com co-solvente isopropanol (6,68% massa),
vazio de 3,66x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 com valores Preditos e Residuo
da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumuiada) Residuo

25

50

19
100
125
150
175
200
225
250
275
300
325
350
375

0,2281
0,9971
1,1003
1,1801
1,0367
0,7591
0,3055
0,3674
0,3724
0,1513
0,1241
0,0518
0,0792
0,0711
0,0685

0,2281
1,2252
2,3255
3,5056
4,5423
5,3014
5,6069
5,9743
6,3467
6,4980
6,6221
6,6739
6,7531
6,8242
6,8927

0,1938
1,0410
1,9760
2,9787
3,8595
4,5045
4,7641
5,0763
5,3927
5,5213
5,6267
5,6707
5,7380
5,7985
5,8567

0,1968
12777
2,3587
3,4396
4,5205
5,6014
5,7683
5,9353
6,1022
6,2691
6,4361
6,6030
6,7699
6,9369
7,1038

0,0312
-0,0525
-0,0332
0,0659
0,0217
-0,3000
-0,1614
0,0389
0,2444
0,2288
0,1859
0,0708
-0,0168
-0,1127
-0,2111

Massa de oleo essencial retida no adsorvente = 1,5189 g
Massas de solvente:

8,00 1
7,00 -
6,00
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -

Massa acumulada (g)

MO=5895¢g
M1=8,10¢g
M2=145g¢g
M3=4940g

0,00

100

200
Tempo/60 (s)

300

Figura 4. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente isopropanol (6,68% massa), vazdo de

3,66 x 10° kg/s temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar. o experimental, — predito
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Anexo

Tabela 5 . Dados de extragdo de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,03%
massa), vazio de 4,09 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 com valores Preditos e

Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25 0,4765 0,4765
50 1,1320 1,6085
75 1,4044 3,0129
100 0,8766 3,8895
125 0,4630 4,3525
150 0,2758 46283
175 0,1287 47570
200 0,0759 4,8329
225 0,0773 49102
250 0,0762 49864
275 0,0183 5,0047
300 0,1090 51137
325 0,0057 5,1194
350 0,0723 5,1917
375 0,0705 51212

0,5237
1,7678
3,3112
42746
4,7835
5,0866
5,2280
5,3115
5,3964
5,4802
5,5003
5,6201
5,6263
5,7058
5,6283

0,4428
1,6824
2,9220
41616
4,4759
4,5588
46418
4,7247
4,8077
4,8906
49736
5,0565
5,1395
5,2224
5,3053

0,0337
-0,0738
0,0909
-0,2720
-0,1233
0,0694
0,1152
0,1081
0,1025
0,0958
0,0311
0,0572
-0,0200
-0,0307
-0,1841

Massa de oleo essencial retida no adsorvente = 0,2808 g

Massas de solvente: MO0= 59,25 g

Ml=5,61g
M2=1,45g
M3=52,18 g
6,00
?37‘ 5.00 - W
= 4,00 - 6
g 3,00 4 o
S 1004 /
2 | ©
0.00 ; ; ;
0 100 200 300

Tempo/60 (s)

Figura 5. Curva global de extracdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,03% massa),

vazdo de 4,09x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 200 bar . o experimental;

— predito
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Anexo

Tabela 6 . Dados de extracdo de extracao do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (7,41%
massa), vazdo de 3,54x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 com valores Preditos e
Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25

50

75

100
125
150
175
200
225
250
275
300
325
350
375

0,1850
1,0716
1,1583
0,5472
1,1124
0,3284
0,4291
0,2913
0,2686
0,0801
0,1035
0,1388
0,0310
0,1241
0,4675

0,1850
1,2566
2,4149
2,9621
4,0745
4,4029
4,8320
5,1233
5,3919
5,4720
5.5755
5,7143
5,7453
5,8694
6,3369

0,1930
1,311
2,5197
3,0907
4,2514
4,5940
5,0417
5,3457
5,6259
5,7095
5,8175
5,9623
5,9947
6,1242
6,6120

0,2956
1,2327
2,1699
3,1071
4,0442
4,6755
4,8477
5,0200
5,1922
5,3645
5,5368
5,7090
5,8813
6,0536
6,2258

-0,1106
0,0238
0,2449
-0,1450
0,0302
-0,2726
-0,0157
0,1032
0,1996
0,1074
0,0386
0,0052
-0,1360
-0,1842
0,1110

Massa de oOleo essencial retida no adsorvente = 0,5822 g

Massas de solvente: MO0= 59,25 g
MI=836g
M2=0,99 g
M3=49.89 g
_7.00
& 6,00 - . 6 B.0-0—
< 5.00 - o/erﬁ/o/g”f
Z 4.00 P
S 3,00 - 5 -4
= 2,00 - //
S 1.00 -
z -
0.00 +—9— . . .
0 100 200 300

Tempo/60 (s)

Figura 6. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (7,41% massa),
vazdo de 3,54x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar . o experimental, — predito
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Anexo

Segundo grupo de ensaios

Tabela 7. Dados de extracao de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (13,78% em
massa), vazio de 3,81 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar com valores Preditos

e Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25 1,6903 1,6903 1,5001 1,9825 -0,2922
50 2,2073 3,8976 3,4590 3,5039 0,3938
75 1,3436 5,2412 4,6514 5,0253 0,2160
100 0,4823 5,7235 5,0794 5,9917 -0,2682
125 0,2561 5,9796 5,3067 6,1258 -0,1462
150 0,2270 6,2066 5,5082 6.2599 -0,0533
175 0,2020 6,4086 5,6874 6,3939 0,0147
200 0,1498 6,5584 5,8204 6,5280 0,0304
225 0,1392 6,6976 5,9439 6,6621 0,0355
250 0,1590 6,8566 6,0850 6,7962 0,0604
275 0,1381 6,9947 6,2076 6,9302 0,0645
300 0,1179 7,126 6,3122 7,0643 0,0483
325 0,1103 7,2229 6,4101 7,1984 0,0245
350 0,0842 7,3071 6,4848 7,3325 -0,0254
375 0,0567 7,3638 6,5351 7,4665 -0,1027
Massa de oleo essencial retida no adsorvente = 0,6438 g
Massas de solvente: MO= 11850 g
Ml1=4,12 ¢
M2= 6633 g
M3=14805 g
8.00 -
7,00 -I Wo
22 6,00 - s~ O
s /0
= 500 ! o
g 4.00 - 9/
S 3004
< 2.00 1o
1,00
|
0.00 - — : .
0 100 200 300 400
Tempo (min)

Figura 7. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (13,78% em
massa), vazio de 3,81 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar .
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o experimental, — predito

Tabela 8. Dados de extragdo de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,95% em
massa), vazao de 4,04 x 10’ kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar com valores Preditos
e Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25

50

75
100
125
150
175
200
225
250
275
300
325
350
375

0,1852
1,4942
1.2753
1,1672
0,6550
0,1820
0,1434
0,1602
0,1012
0,1090
0,1099
0,0811
0,0795
0,0809
0,0594

0,1852 0,1693 0,1805 0,0047
1,6794 1,5354 1,6188 0,0606
2,9547 2,7013 3,05657 -0,1025
41219 3,7684 4,4955 -0,3736
4,7769 4,3673 4,7308 0,0461
4,9589 4,5336 4,8614 0,0975
5,1023 4,6647 4,9920 0,1103
5,2625 4,8112 5,1227 0,1398
5,3637 4,9037 5,2533 0,1104
54727 5,0034 5,3839 0,0888
5,5826 5,1039 5,5146 0,0680
5,6637 5,1780 5,6452 0,0185
5,7432 5,2507 5,7758 -0,0326
5,8241 5,3246 5,9065 -0,0824
5,8835 5,3790 6,0371 -0,1536

Massa de oleo essencial retida no adsorvente = 0,3458 g

Massas de solvente:

6.00
5,00 -
4,00 4
3,00 1
2,00 -
1,00 -
0.00 -

Massa acumulada (g)

MO0=59,25¢g
MI1=6,35g

M2=26,18 g
M3=26,71¢g

100 200 300 400
Tempo (min)

Figura 8. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,95% em massa),
vazio de 4,04 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 300 bar.

o experimental; — predito
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Tabela 9. Dados de extragdo de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (13,59% em
massa), vazio de 1,93 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar com valores Preditos
e Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25
50
75
100
125
150
175
200
225
250
275
300
325
350
375

1,1491
1,7407
1,5464
0,6710
0,3852
0,3233
0,1900
0,2424
0,1386
0,1359
0,1056
0,1059
0,0875
0,1074
0,0947

1,1491
2,8898
4,4362
5,1072
5,4924
5,8157
6,0057
6,2481
6,3867
6,5226
6,6282
6,7341
6,8216
6,9290
7,0237

1,0131
2,5479
3,9113
4,5029
4,8425
5,1276
5,2951
5,5088
5,6310
5,7508
5,8439
5,9373
6,0145
6,1092
6,1926

1,2040
2,8090
4,4140
5,4405
5,5992
5,7580
5,9167
6,0755
6,2342
6,3930
6,5517
6,7105
6,8692
7,0280
7,1867

-0,0549
0,0808
0,0222
-0,3333
-0,1068
0,0577
0,0890
0,1726
0,1525
0,1296
0,0765
0,0236
-0,0476
-0,0990
-0,1630

Massa de 6leo essencial retida no adsorvente = 1,1999¢g
Massas de solvente:

Massa acumulada (g)

0.00

8,00 -
6,00 -
4,00

2.00 “ pd
o

MO0= 5925 g
MI=1239¢
M2=31,83 g
M3=15,03 g

WMW

o

o

0

100

200

Tempo (min)

300

400

Figura 9. Curva global de extracio do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (13,59% em
massa), vazio de 1,93x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 300 bar .

o experimental; — predito
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Tabela 10 . Dados de extragdo de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,66% em
massa), vazao de 1,97 x 10’ kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar com valores Preditos

e Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25

50
75
100
125
150
175
200
225
250
275
300
325
350
375

0,5335
1,2027
1,1967
1,0153
0,3121
0,2934
0,1748
0,1469
0,1333
0,1568
0,1054
0,0908
0,0615
0,0564
0,1080

0,5335
1,7362
2,9329
3,9482
4,2603
4,5537
4,7285
4,8754
5,0087
5,1655
5,2709
5,3617
5,4232
5,4796
5,5876

0,4894
1,5928
2,6907
3,6222
3,9085
41777
4,3381
4,4728
4,5951
4,7390
4,8357
4,9190
4,9754
5,0272
5,1262

0,5478
1,7230
2,8982
4,0734
44117
4,5407
4,6697
4,7987
4,9277
5,0567
5,1857
5,3147
5,4437
5,5727
57017

-0,0143
0,0132
0,0347
-0,1252
-0,1514
0,0130
0,0588
0,0767
0,0810
0,1088
0,0852
0,0470
-0,0205
-0,0931
-0,1141

Massa de Oleo essencial retida no adsorvente = 0,6888 g
Massas de solvente:

6.00
5.00

3.00
2.00
1.00

Massa acumulada (g)

4.00 ~

MO0= 2862 g
MI=9.28 g
M2=10,76 g
M3=9,59 g

oo

0.00 ~

100

200
Tempo (min)

300

400

Figura 10. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,66% em
massa), vazio de 1,97 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar .

o experimental;, — predito



Anexo

Tabela 11. Dados de extragdo de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (16,11% em
massa), vazao de 0,82 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar com valores Preditos
e Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25 0,0824 0,0824 0,0756 0,1612 -0,0788
50 0,4398 0,5222 0,4793 0,6801 -0,1579
75 0,6855 1,2077 1,1086 1,1989 0,0088
100 0,6004 1,8081 1,6597 1,7178 0,0903
125 0,4907 2,2988 2,1102 2,2367 0,0621

150 0,6597 2,9585 2,7157 2,7556 0,2029
175 0,4717 3,4302 3,1487 3,2745 0,1557
200 0,4259 3,8561 3,5397 3,7934 0,0627
225 0,3779 4,2340 3,8865 43123 -0,0783
250 0,0681 4,3021 3,9491 4,4596 -0,1575
275 0,1678 4,4699 4,1031 4,6069 -0,1370
300 0,1891 4,6590 4,2767 4,7542 -0,0952
325 0,2271 4,8861 4,4851 49014 -0,0153
350 0,2084 5,0945 46764 . 5,0487 0,0458
375 0,1931 5,2876 4,8537 5,1960 0,0916

Massa de 6leo essencial retida no adsorvente = 0,5482 g
Massas de solvente: MO0=29,62 g

MI=1232¢g
M2=10,43 g
M3=6.87 g
6,00 -
= 500 B
g —0—©"
— 0
2 4.00 - g e
= _ o
£ 3.00 - o
5] et
; 2.00 4 Q/Q
£ 1.00 4 /o_,./‘?
= 0.00 o= : _ :
0 100 200 300 400
Tempo (min)

Figura 11. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (16,11% em
massa), vazio de 0,82 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 300 bar .

o experimental; — predito
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Tabela 12. Dados de extracdo de extragio do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (8,32% em
massa), vazao de 0,79x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar com valores Preditos
e Residuo da massa acumulada obtido pelo SAS 6.12.

T (s/60) Massa pontual (g) Massa acumulada (g) Rendimento CG (%) Predito (massa acumulada) Residuo

25 0,0633 0,0633 0,0556 0,0169 0,0464
50 0,3530 0,4163 0,3657 0,4845 -0,0682
75 0,5795 0,9958 0,8747 0,9521 0,0437
100 0,4223 1,4181 1,2456 1,4197 -0,0016
125 0,4589 1,8770 1,6487 1,8873 -0,0103
150 0,4162 2,2932 2,0142 2,3549 -0,0617
175 0,4538 2,7470 2,4128 2,8225 -0,0755
200 0,2823 3,0293 2,6608 3,0629 -0,0336
225 0,2403 3,2696 2,8718 3,2465 0,0231
250 0,2657 3,5353 3,1062 3,4301 0,1052
275 0,1659 3,7012 3,2509 3,6137 0,0875
300 0,1624 3,8636 3,3936 3,7974 0,0663
325 0,1458 4,0094 3,5217 3,9810 0,0284
350 0,1123 41217 3,6203 4,1646 -0,0429
375 0,1197 4,2414 3,7254 4,3482 -0,1068
Massa de oleo essencial retida no adsorvente = 0,9696 g
Massas de solvente: MO0= 14,81 g
MIi=101g
M2=424¢g
M3=957¢g
5,00
= 4,00 1
—g 3,00 -
3 2,00 o
Z 100 - o/e/
= ,o/
0,00 +—0 : : )
0 100 200 300 400
Tempo (min)

Figura 12. Curva global de extragdo do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (8,32% em
massa), vazao de 0,79 x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar .

o experimental; — predito
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Anexo

Anexo V- Programa de Ajuste Linear — SAS 6.12

Ensaios Preliminares

Title'Ensaio-Curcuma-BTU:250bar/300C/3.7 I/min, CO2+etanol, Mara';
data m180701: input tmin mext;
AL1 = max(tmin-120,0);

Cards;

30 1.2523
60 1.9207
90 2.6384
120 3.3162
150 3.6259
180 3.7986
210 4.0063
240 4.1297
270 4.2900
300 4.4465
330 4.5154
360 4.5858

390 4.6649

Proc Reg:

Model mext = tmin AL
Output out = a p=mexthat r= Mres;
Proc print;
Axis] order = (0 to 4.7 by 0.5);
Proc gplot; Plot Mres*mexthat;
Proc gplot:

Symbol1 value = diamond color = black; Symbol2 value = star color = black;
Plot] mext*tmin/legend overlay vaxis = axis1; Plot2 mexthat*tmin/legend overlay vaxis = axis1;

Run:
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Anexo

Programa de Ajuste Nao Linear =SAS 6.12

Title 'Ensaio-Curcuma-BTU:250bar/300C/3.7 ml/min, CO2+etanol, Mara';
data m180701; input tmin mext:
AL1 = max(tmin-120,0);

Cards:

30 1.2523

60 1.9207

90 2.6384

120 3.3162

150 3.6259

180 3.7986

210 4.0063

240 4.1297

270 4.2900

300 4.4465

330 45154

360 4.5858

390 4.6649

Proc Nlin: parms b0 = 0.45008
bl = 0.02512
b2 =-0.02018
knotl =120,;

AL = max(tmin-knot1,0);
Model mext = b0 + b1*tmin + b2*AL1;
Output out = a p=mexthat r= Mres;
Axis order = (0 to 4.7 by 0.5);
Proc gplot; Plot Mres*mexthat; Proc gplot:

Symbol1 value = diamond color = black; Symbol2 value = star color = black:
Plot] mext*tmin/legend overlay vaxis = axis1; Plot2 mexthat*tmin/legend overlay vaxis = axis1;

Run;
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Anexo

Saida do Programa de Ajuste Ndo Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-BTU:250bar/300C/3.7 ml/min, CO2+etanol, Mara 3

Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of

Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 04501 00251 -0.0202 120.0 0.0851

1 05510 0.0231 -0.0183 128.0 0.0540

2 0.5545  0.0230 -0.0187 1339 0.0315
3 05546 0.0230 -0.0187  133.7 0.0315

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton

[terations 3

R 0

PPC 0

RPC(knotl) 0.000932

Object 0.001549

Objective 0.031494

Observations Read 13

Observations Used 13

Observations Missing 0

Sum of Mean Approx

Source DF  Squares Square FValue Pr>F
Regression 4 185.2 46.3052 132557  <.0001
Residual 9 0.0315 0.00350
Uncorrected Total 13 185.3
Corrected Total 12 13.9474

Approx Approximate 95% Confidence

Parameter Estimate  Std Error Limits

b0 0.5546 0.0725 0.3907 0.7184
bl 0.0230 0.000882 0.0210 0.0250
b2 -0.0187 0.000918 -0.0207 -0.0166
knot] 133.7 3.8441 125.0 142.4

Approximate Correlation Matrix

b0 bl b2
b0 1.0000000  -0.9128709  0.8770580
bl -0.9128709  1.0000000  -0.9607689
b2 0.8770580  -0.9607689  1.0000000

knot1 0.4906644  -0.7218154  0.5594435

knotl
0.4906644
-0.7218154
0.5594435
1.0000000



Anexo

Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Title "Ensaio-Curcuma-MF:200/300bar/300C/4.0 ml/min, CO2+etanol, Mara';
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton
Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -0.1567 0.0160 -0.0123 160.0  0.0245
1 -0.1303 0.0155 -0.0121 165.8  0.0200
2 -0.1303 00155 -0.0121 165.9 0.0199

NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary

Method Gauss-Newton
[terations 2
R 0
PPC 0

RPC(knotl)

Object

Objective
Observations Read
Observations Used
Observations Missing

0.00066
0.000787
0.019942
15
15
0

Sumof  Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr=F
Regression 4 839985 209996 2254.66 <.0001
Residual 11 0.0199  0.00181
Uncorrected Total 15 84.0185
Corrected Total 14 12.2823

Approx  Approximate 95% Confidence

Parameter Estimate Std Error Limits

b0 -0.1303  0.0396 -0.2176 -0.0431
bl 0.0155  0.000407 0.0146  0.0164
b2 -0.0121  0.000463 -0.0131 -0.0111
knotl 165.9 3.7941 157:5 174.2

Approximate Correlation Matrix

b0 bl b2 knot1
b0 1.0000000 -0.8987170  0.7907656  0.4597188
bl -0.8987170  1.0000000 -0.8798827  -0.6967287
b2 0.7907656  -0.8798827  1.0000000  0.3640858
knotl 0.4597188  -0.6967287  0.3640858  1.0000000



Anexo

Saida do Programa

de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Title 'Ensaio-Curcuma-MF: 150bar/300C/3.0ml/min, CO2+etanol, Mara';

Iterative Phase

Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -0.1725 0.00519 -0.00238  200.0 0.0158
1 -0.1509 0.00491 -0.00226 2240 0.0152
2 -0.1628 0.00506 -0.00247 217.2  0.0141
3 -0.1628 0.00506 -0.00247 217.8 0.0141
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 3
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.002678
Object 0.001027
Objective 0.014099
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sumof  Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 114250 28563 746.24 <.0001
Residual 11 0.0141 0.00128
Uncorrected Total 15 11.4391
Corrected Total 14 2.8836
Approx Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 -0.1628  0.0279 -0.2242 -0.1014
bl 0.00506  0.000221  0.00458 0.00555
b2 -0.00247  0.000349 -0.00324  -0.00171
knot1 217.8 15.0105 184.8 250.8

Approximate Correlation Matrix

b0 bl
b0 1.0000000  -0.8911328
bl -0.8911328  1.0000000
b2 0.5636019  -0.6324555
knotl 04035770 -0.6263971

b2 knot1
0.5636019  0.4035770
-0.6324555  -0.6263971
1.0000000  -0.0677988
-0.0677988  1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Ndo Linear-SAS 6.12

Title 'Ensaio-Curcuma-MF(junto):150bar/300C/3.0ml/min, CO2+etanol, Mara';
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 05375 0.0247 -0.0221  200.0 1.2281
1 02052 0.0290 -0.0239 161.7 0.6727
2 0.0604 0.0310 -0.0264 1595 0.5513
3 0.0604 0.0310 -0.0264 1597 0.5510
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 3
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.001284
Object 0.000478
Objective 0.551003
Observations Read 14
Observations Used 14
Observations Missing 0
Sumof  Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 3299 824873 20130 <.0001
Residual 10 0.5510 0.0551
Uncorrected Total 14 3305
Corrected Total 13 33.8266
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 0.0604  0.2462 -0.4882  0.6089
bl 0.0310 0.00247 0.0255  0.0366
b2 -0.0264  0.00276 -0.0325 -0.0203
knotl 159.7  9.8850 137.7  181.7

Approximate Correlation Matrix

b0 bl b2 knot1
b0 1.0000000 -0.9045340  0.8122955  0.4262108
bl -0.9045340  1.0000000 -0.8980265  -0.6607460
b2 0.8122955  -0.8980265  1.0000000  0.3476672
knotl 04262108 -0.6607460  0.3476672  1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Primeiro grupo de ensaios

Ensaio-Curcuma-MF:200bar/300C/4ml/min, CO2+isopropanol, Mara

The NLIN Procedure
Iterative Phase

Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -0.3153 0.0442 -0.0409 110.0  0.0449
1 -0.3094 0.0441 -0.0408 110.3  0.0448
2 -0.3094 0.0441 -0.0408 110.3  0.0448
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 6.948E-6
Object 24E-7
Objective 0.044759
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 308.0 76.9896 2149.93  <.0001
Residual 11 0.0448  0.00407
Uncorrected Total 15 308.0
Corrected Total 14  26.2886
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 -0.3094 0.0781 -0.4813 -0.1374
bl 0.0441  0.00114 0.0416 0.0466
b2 -0.0408  0.00117 -0.0434  -0.0382
knotl 110.3 1.8207 106.3 114.3
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.9128709 0.8928054  0.4948474
bl -0.9128709 1.0000000  -0.9780193  -0.7341466
b2 0.8928054  -0.9780193 1.0000000  0.6225691
knotl 0.4948474  -0.7341466 0.6225691 1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/4ml/min, CO2+isopropanol, Mara

The NLIN Procedure
Iterative Phase

Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -0.8841 0.0432 -0.0366 150.0 0.3366
1 -0.9073 0.0436 -0.0369 148.7  0.3350
2 -0.9073 0.0436 -0.0369 148.7  0.3350
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.000078
Object 5.45E-6
Objective 0.335
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF Squares  Square FValue Pr>F
Regression 4 4454 1113 735.05 <.0001
Residual 11 0.3350 0.0305
Uncorrected Total 15 4457
Corrected Total 14 67.4916
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 -0.9073 0.1830 -1.3101  -0.5045
bl 0.0436  0.00221 0.0388  0.0485
b2 -0.0369  0.00234 -0.0420  -0.0317
knotl 148.7  5.6383 136.3 161.1
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.9045340  0.8542422  0.5475568
bl -0.9045340 1.0000000  -0.9444003  -0.7822487
b2 0.8542422  -0.9444003 1.0000000  0.6004846
knotl 0.5475568  -0.7822487  0.6004846 1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:200bar/300C/4ml/min, CO2+isoeta. Mara 31

The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable me

Xt

Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -0.7968 0.0496 -0.0463 105.0 0.1931
1 -0.6640 0.0466 -0.0437 110.9 0.1356
2 -0.6640 0.0466 -0.0437 111.2  0.1331
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.003079
Object 0.018077
Objective 0.133104
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF  Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 292.8 73.1996 775.54  <.0001
Residual 11 0.1331 0.0121
Uncorrected Total 15 292.9
Corrected Total 14 28.2860
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter Estimate  Std Error Limits
b0 -0.6640 0.1347 -0.9605 -0.3675
bl 0.0466 0.00197 0.0422  0.0509
b2 -0.0437 0.00201 -0.0482  -0.0393
knotl 111.2 2.9556 104.7 117.7
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knot1
b0 1.0000000  -0.9128709 0.8928054 0.5032046
bl -0.9128709 1.0000000 -0.9780193  -0.7415739
b2 0.8928054  -0.9780193 1.0000000 0.6313153
knotl  0.5032046  -0.7415739 0.6313153 1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12
Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/4ml/min, CO2+isoeta, Mara 37

The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton
Sum of
Iter b0 bl b2 knotl ~ Squares
0 -0.6416 0.0375 -0.0306 140.0  0.2977
1 -0.6667 0.0379 -0.0309 138.2  0.2953
2 -0.6667 0.0379 -0.0309 138.2  0.2953

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton

Iterations 2

R 0

PPC 0

RPC(knotl) 0.000145

Object 0.000013

Objective 0.295267

Observations Read 15

Observations Used 15

Observations Missing 0

Sum of Mean Approx

Source DF Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 331.9 82.9692 585.03 <.0001
Residual 11 0.2953 0.0268
Uncorrected Total 15 332.2
Corrected Total 14 47.4063

Approx  Approximate 95% Confidence

Parameter  Estimate  Std Error Limits

b0 -0.6667 0.1718 -1.0449 -0.2885
bl 0.0379 0.00207 0.0334 0.0425
b2 -0.0309 0.00219 -0.0358  -0.0261

knotl 138.2 5.8936 125.3 151.2

Approximate Correlation Matrix

b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.9045340  0.8542422  0.4785439
bl -0.9045340 1.0000000  -0.9444003  -0.7184398

b2 0.8542422  -0.9444003 1.0000000  0.5168371
knotl 0.4785439  -0.7184398 0.5168371 1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:200bar/300C/4ml/min, CO2+eta, Mara 42
The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl Squares
0 -0.3301 0.0311 -0.0280 135.0  0.1646
1 -0.3337 0.0312 -0.0281 134.7  0.1645
2 -0.3337 0.0312 -0.0281 134.7  0.1645
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 3.873E-6
Object 1.303E-8
Objective 0.164543
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF  Squares Square  F Value Pr>F
Regression 4 209.2 52.3111  528.07 <.0001
Residual 11 0.1645 0.0150
Uncorrected Total 15 2094
Corrected Total 14 23.8617
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate  Std Error Limits
b0 -0.3337 0.1283 -0.6161  -0.0514
bl 0.0312 0.00155 0.0278 0.0346
b2 -0.0281 0.00164 -0.0317  -0.0245
knotl 134.7 4.7473 124.3 145.2
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl1
b0 1.0000000  -0.9045340 0.8542422  0.4519348
bl -0.9045340 1.0000000  -0.9444003  -0.6931307
b2 0.8542422  -0.9444003 1.0000000  0.4847471
knotl  0.4519348  -0.6931307 0.4847471 1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Ndo Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/4ml/min, CO2+eta, Mara

The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -0.6676 0.0219 -0.0181 200.0 0.0877
1 -0.6635 0.0219 -0.0180 200.6  0.0844
2 -0.6289 0.0214 -0.0184 209.7  0.0607
3 -0.6289 0.0214 -0.0184 209.5  0.0606

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
[terations 3
R 0
PPC 0
RPC(knot1) 0.000923
Object 0.001466
Objective 0.060562
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF Squares  Square F Value Pr>F
Regression 4 156.7 39.1743  1982.79 <.0001
Residual 11 0.0606  0.00551
Uncorrected Total 135 156.8
Corrected Total 14 32.8100
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 -0.6289  0.0578 -0.7562  -0.5017
bl 0.0214  0.000458 0.0204  0.0224
b2 -0.0184  0.000724 -0.0200 -0.0168
knotl 209.5 4.2140 200.2 218.8
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.8911328 0.5636019 0.3567170
bl -0.8911328 1.0000000  -0.6324555  -0.5723872
b2 0.5636019  -0.6324555 1.0000000  -0.1445041
knotl 0.3567170  -0.5723872  -0.1445041 1.0000000
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Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Segundo grupo de ensaios

Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/4ml/min, CO2+eta/iso (10%), Mara 3

The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Iter b0 bl b2

Sum of

knotl Squares

0 04611 0.0609 -0.0555 90.0000 0.4075
1 0.0588 0.0710 -0.0651 78.8971  0.3494
2 0.0588 0.0710 -0.0651 80.5406 0.2119

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.020831
Object 0.393566
Objective 0.211863
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF  Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 587.6 146.9 560.07 <.0001
Residual 11 0.2119 0.0193
Uncorrected Total 15 587.8
Corrected Total 14 32.5733
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter Estimate  Std Error Limits
b0 0.0588 0.2120 -0.4078  0.5254
bl 0.0710 0.00393 0.0624  0.0797
b2 -0.0651 0.00395 -0.0738 -0.0564
knotl 80.5406 2.5556 74.9156  86.1655
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knot1
b0 1.0000000  -0.9258201 0.9194130 0.4848545
bl -0.9258201 1.0000000  -0.9930795  -0.7202237
b2 0.9194130  -0.9930795 1.0000000 0.6638285
knotl  0.4848545  -0.7202237 0.6638285 1.0000000
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Anexo

Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/4ml/min, CO2+etanol/isopropanol (5%), Mara 13

The NLIN Procedure
Iterative Phase

Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl  Squares
0 -1.2579 0.0575 -0.0523 102.0  0.2536
1 -1.0361 0.0523 -0.0480 111.1  0.0750
2 -1.0361 0.0523 -0.0480 111.9  0.0581
NOTE: Convergence criterion met.
Estimation Summary
Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.007354
Object 0.225602
Objective 0.058066
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF Squares Square  F Value Pr>F
Regression 4 353.1 88.2841 2502.61 <.0001
Residual 11 0.0581 0.00528
Uncorrected Total 15 353.2
Corrected Total 14 39.6897
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 -1.0361  0.0890 -1.2319  -0.8402
bl 0.0523  0.00130 0.0495  0.0552
b2 -0.0480 0.00133 -0.0509 -0.0451
knotl 111.9 1.7907 108.0 115.9
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.9128709 0.8928054  0.5095571
bl -0.9128709 1.0000000 -0.9780193  -0.7471946
b2 0.8928054  -0.9780193 1.0000000 0.6379546
knot1 0.5095571  -0.7471946 0.6379546 1.0000000
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Anexo

Saida do Programa de Ajuste Ndo Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/2ml/min, CO2+eta/iso (10%), Mara

The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of

Iter b0 bl b2 knot1 Squares
0 -0.4010 0.0642 -0.0579 90.0000  0.2587
1 -0.4621 0.0657 -0.0593 88.3843  0.2542
2 -0.4621 0.0657 -0.0593 88.4241 0.2542

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knotl) 0.000451
Object 0.000264
Objective 0.254166
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sum of Mean Approx
Source DF  Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 510.8 127.7 551.63 <.0001
Residual 11 0.2542 0.0231
Uncorrected Total 15 511.0
Corrected Total 14 38.4922
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter Estimate Std Error Limits
b0 -0.4621 0.2322 -0.9731  0.0490
bl 0.0657 0.00430 0.0563  0.0752
b2 -0.0593 0.00433 -0.0688 -0.0498
knotl 88.4241  3.4824 80.7593 96.0889
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.9258201 0.9194130 0.5798770
bl -0.9258201 1.0000000  -0.9930795  -0.7997969
b2 0.9194130  -0.9930795 1.0000000 0.7511635
knot1 0.5798770  -0.7997969 0.7511635 1.0000000
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Anexo

Ensaio-Curcuma-BTU:300bar/300C/2.0 ml/min, CO2-+etanol/isopropanol(5%), Mara 3

Iter
0

1
2
3

Saida do Programa de Ajuste Nio Linear-SAS 6.12

BO
-0.627453
-0.572500
-0.572500
-0.572500

Non-Linear Least Squares Interative Phase
Dependent Variable MEXT

Bl
0.047009
0.045763
0.045763
0.045763

Method:

B2
-0.041849
-0.040796
-0.040796
-0.040796

NOTE: Convergence criterion met.

Non-Linear Least Squares Summary Statistics

Source
Regression
Residual

Uncorrected Total

(Corrected Total)
Parameter  Estimate
BO -0.5725000
Bl 0.0457632
B2 -0.0407963
KNOTI 107.7495459

DF
4 311.37244

11 0.0893996

15 311.46184
14 30.956177

Asymptotic
Std. Error

Gauss-Newton

KNOT1  Sum of Squares
105.000000  0.099673
107.680381 0.089487
107.749546  0.089400
107.749546  0.089400

Sum of Squares  Mean Square

77.843110
0.008127

Dependent Variable MEXT

Asymptotic 95 %
Confidence Interval

Lower

0.1104122370  -0.81551662
0.0016126739 0.04221372
0.0016489183  -0.04442555
2.5102722053 102.22445289

Asymptotic Correlation Matrix

Corr

BO
Bl
B2

KNOTI1

B0

1

-0.912870929
0.8928053815

0.4707818706

Bl
-0.912870929
1
-0.978019294
-0.712556484

B2
0.8928053815
-0.978019294

1
0.5973113858
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Upper
-0.32948338
0.04931268
-0.03716703
113.27463883

KNOTI
0.4707818706
-0.712556484

0.5973113858
1



Anexo

Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-BTU:300bar/300C/1,0 ml/min, CO2+etanol/iso (10%), Mara

Non-Linear Least Squares Iterative Phase

Dependent Variable MEXT Method: Gauss-Newton

Iter BO Bl B2 KNOTI1
0 -0.357719 0.020755  -0.014864  225.000000
1 -0.481232 0.022238  -0.014864 200.071361
2 -0.481232 0.022238  -0.014864  200.070722
3 -0.481232 0.022238  -0.014864 200.070722

NOTE: Convergence criterion met.

Non-Linear Least Squares

Source DF
Regression 4
Residual 11

Uncorrected Total 15
(Corrected Total) 14

Parameter  Estimate

BO -0.4812321
Bl 0.0222376
B2 -0.0148636
KNOT]I 200.070722

Asymptotic Correlation Matrix

Corr BO

BO 1

B1 -0.891132789
B2 0.563601862
KNOT1  0.3021086753

Summary Statistics

Sum of Squares

Sum of Squares
0.181992
0.053846
0.053846
0.053846

Dependent Variable MEXT

Mean Square

201.53410944 50.38352736
0.05384564 0.00489506
201.58795508
40.88561856
Asymptotic Asymptotic 95 %
Std. Error Confidence Interval
Lower Upper
0.0545160483  -0.60122161 -0.36124267
0.0004318314 0.02128716 0.02318808
0.0006827855  -0.01636643 -0.01336081
5.0050905177  189.05455035 211.08689440
23 B2 KNOT]I
-0.891132789 0.563601862  0.3021086753
1 -0.632455532  -0.508319416
-0.632455532 1 -0.228800761
-0.508319416  -0.228800761 1
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Anexo

Saida do Programa de Ajuste Nao Linear-SAS 6.12

Ensaio-Curcuma-MF:300bar/300C/1ml/min, CO2+etaiso (5%), Mara 8

The NLIN Procedure
Iterative Phase
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Sum of
Iter b0 bl b2 knotl Squares
0 -0.4507 0.0187 -0.0114 180.0 0.0572
1 -0.4108 0.0181 -0.0113 192.0 0.0398
2 -0.4108 0.0181 -0.0113 192.1 0.0398

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
[terations 2
R 0
PPC 0
RPC(knot1) 0.000337
Object 0.000107
Objective 0.039785
Observations Read 15
Observations Used 15
Observations Missing 0
Sumof  Mean Approx
Source DF  Squares Square F Value Pr>F
Regression 4 131.5 32.8782 2494.16 <0001
Residual 11 0.0398 0.00362
Uncorrected Total 15 1316
Corrected Total 14 27.1026
Approx  Approximate 95% Confidence
Parameter  Estimate Std Error Limits
b0 -0.4108  0.0508 -0.5226  -0.2989
bl 0.0181 0.000455 0.0171  0.0191
b2 -0.0113 0.000587  -0.0126 -0.0100
knot1 192.1 5.5803 179.8 204.4
Approximate Correlation Matrix
b0 bl b2 knotl
b0 1.0000000  -0.8944272  0.6928203 0.4326019
bl -0.8944272 1.0000000 -0.7745967  -0.6639153
b2 0.6928203  -0.7745967 1.0000000  0.1589995
knotl 0.4326019  -0.6639153  0.1589995 1.0000000



Anexo

Anexo VI- Perfil Fitoquimico dos ensaios de ESC e do oleo volitil
capturado em adsorvente

Primeiro grupo de ensaios

Tabela 1. Perfil Fitoquimico da Extra¢do de C. longa por ESC com de co-solvente Etanol

(5,58% massa), com vazdo de 4,45 x 10 ° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 200

bar.
................................ _ — Tempo de Extracio
75min 175 min 225 min 375 min Média A.l A2 Média
Substancias Composigio (%drea)
Felandreno tr tr tr tr tr ir tr tr
o-pineno tr tr tr tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr tr tr 1.2341 1.,9914 1,6128
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr tr 2,0617 2.0617
Ar-curcumeno 24766  2,0595 tr tr 2,2681 1,4913 2,3263  1,9088
o-zingibereno 1,5900 tr tr tr 1,5900 3,4287 5,0020 4.,2154
[-bisaboleno ir tr tr tr tr 0,4957 tr 0,4957
-sesquifelandreno 3,0889  2,3486 1,6424 tr 2,3600 2,8273 4,0843  3,4558
Ar-turmerol 1,1581 1,2858 tr ir 1,2220 0,7347 0,8909 0,8128
isomero do ar-turmerol 1,0774 1,3514 1,4201 tr 1,2830 0,7196 09241  0,8219
Ar-turmerona 31,4190 33,7800 25,7739 21,6049 28,1445 19,6766 16,3473 18,0120
(Z)-y-atlantona 24,6643 18,7789 25,6203 27,8138 24,2193 32,8628 33,6934 33,2781
(E)-y-atlantona 21,8869 20,9759 19,5870 18,5607 20,2526 17,3289 17,0258 17.1774
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr 0,3793 tr 0,3793
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr 0.5516 tr 0,5516
65, 7R-bisabolona 1,0743  1,2108 1,2650 tr 1,1834 0,7616 0,8910 0.,8263
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr 0,5050 tr 0,5050
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr 0,3238 tr 0,3238
Total 88.4355 81,7909 75,3087 67,9794 78,3786 83,3210 85,2382 84,2796

A= Adsorvente
Tr=trago, % = 0,27; n.i.= ndo identificado
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Anexo

Tabela 2 Perfil Fitoquimico da Extragdo de C. longa por ESC com de co-solvente Etanol

(6.43% massa), com vazdo de 3,83 x 10 3 kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300

bar.
Tempo de Extrac¢iao
75min 150 min 225 min 375 min Meédia Al A2 Média
Substancias Composicio (%oarea)

Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. i n.i.
o-pineno tr tr tr tr tr 0,5036 0,5000 0,5018
1,8-cineol tr tr tr ir tr 1,6617 0,6684 1,1651
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr 0,7993 11,1059 0,9526
Ar-curcumeno 2,1983 1,7152 1,9558 tr 1,9564 1,7957 11,6864 11,7411
o-zingibereno 1,7180  2,0821 tr tr 1,9001 3,6005 4,0042 3,8024
B-bisaboleno tr 0,5121 tr tr 0,5121 0,5702 0,5659 0.5681
B-sesquifelandreno 2,8654  2,6008 2,2177 tr 2:5613 :3,1561 3,1513 3,1537
Ar-turmerol 0,9652  0,9018 1,2230 tr 1,0300 0,7766 0,8407 0,8087
isdbmero do ar-turmerol  0,9249  0,9331 1,2943 1,2951 11,1119 0,7270 0,8527 0,7899
Ar-turmerona 27,9814 23,1334 32,7636 23,7714 26,9125 19,1733 15,3847 17,2790
(Z)-y-atlantona 25,7539 30,7938 16,6193 25,7914 24,7396 32,1375 35,4858 33,8117
(E)-y-atlantona 20,2571 19,6185 20,0851 19,1033 19,7660 17,1574 16,7196 16,9385
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr 0,3987 0,4451 04219
1-epi-cubenol 0,6424  0,6585 0,8182 tr 0,7064 0,5573 0,6410 0,5992
65, 7R-bisabolona 0,9131 0,9168 1,1598 11,2722 1,0655 0,7329 0,8174 0,7752
(Z)-c-atlantona tr 0,4883 tr tr 0,4883 10,4927 0,4961 0,4944
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr 0,2924 0,4872 0,3898

Total 842197 84,3544 78,1368 71,2334 79,4861 84,5329 83,8524 84,1927

A= Adsorvente
Tr=trago, % = 0,27; n.i.= ndo identificado
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Tabela 3.Perfil Fitoquimico da Extragdo de C. longa por ESC com de co-solvente
Isopropanol (6,23% massa), com vazio de 3,94 x 10 ° kg/s, temperatura de 303,15 K e

pressdo de 200 bar.

Tempo de Extracgio

75 min 150 min 225 min 425 min Média Al A2 Meédia
Substincias Composi¢io (Yoarea)

Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. tr tr tr
o-pineno tr tr tr tr tr 0,1230 2,0305 11,0768
1,8-cineol 0,1848 tr r ir 0,1848 0,2562 1,6754 0,9658
Trans-cariofileno 0,4294  0,2455 tr tr 0,3375 0,5343 1,8486 11,1915
Ar-curcumeno 1,1899 0,8095  0,6005 0,6647 0,8162 1.1779 11,9942 1,5861
a-zingibereno 2,8084 11,8744 1.4049 1,7962 1,9710 2,9029 4,8228 3,8629
B-bisaboleno 0,4489 0,3227  0,2481 tr 0,3399 0,3998 tr 0.,3998
[-sesquifelandreno 2,3829  1,6620 1,2723 1,5173 1,7086  2.3415 3.5489 2.9452
Ar-turmerol 0,7238 0,8038  0,7566 0,6570  0,7353 0,7120 tr 0,7120
isdmero do ar-turmerol  0,7109  0,9132 0,9013 0,7670 0,8231 10,7032 tr 0,7032
Ar-turmerona 17,3008 17,2329 14,0919 13,1448 15,4426 22,5645 15,0696 18,8171
(Z)~y-atlantona 38,3822 36,4006 32,1584 34,6801 35,4053 31,3432 38,4030 34,8731
(E)-y-atlantona 18,1592 17.8008 15,8856 15,8602 16,9265 17,5822 17,4280 17,5051
Dihidro-Ar-turmerona  0,3669  0,437] 0,4351 tr 0,4130 0,3719 tr 0.3719
1-epi-cubenol n.i. 0,6709  0,6451 0,5948  0,6369 0,5436 tr 0,5436
65, 7R-bisabolona 0,7772  0,9534 1,0463 0,8702  0,9125 0.,8255 tr 0,8255
(Z)-o-atlantona 0,3769 0,4241 0.4788 0,6130  0,4732 0,4535 tr 0.4535
(E)-a-Atlantona 0,2951 0.5143  0,9836 tr 0,5977 0,3842 3,4977 11,9410
Total 84,5373 81,0652 70,9115 71,1653 76,9198 83,2194 90,3187 86,7691

A= Adsorvente
Tr=traco, % > 0,27; n.i.= ndo identificado



Anexo

Tabela 4 Perfil Fitoquimico da Extracdo de C. longa por ESC com de co-solvente

Isopropanol (6,68% massa), com vazdo de 3,66x 10 3 kg/s, temperatura de 303,15 K e

pressédo de 300 bar.

Tempo de Extracio
75 min 150 min 225 min 425 min Média A.l A2 Média
Substancias Composi¢io (Yodrea)

Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. .. n.i. n.i. n.i.

o-pineno tr tr tr tr tr tr tr tr

1,8-cineol ir tr tr tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno 0,4600 0,3145 tr tr 0,3873 0,4642 1,5226 10,9934
Ar-curcumeno 1,1861 09546  0,7217 tr 0,9541 1,1190 19161 11,5176
o-zingibereno 3,1333  2,4256 1,4711 2,4674 23744 28451 46243 3,7347
f-bisaboleno 0,4304 0,3891 tr tr 0,4098  0,4359 tr 0,4359
B-sesquifelandreno 2,5140 2.0200 1.3735 1,9984 1,9765 2,2918 tr 2,2918
Ar-turmerol 0,7179 0,7630  0,7685 tr 0,7498  0,7017 tr 0,7017
isémero do ar-turmerol  0,6874 0.8188  0,8998 tr 0,8020  0,7078 tr 0,7078
Ar-turmerona 15,1261 15,3544 14,7611 15,0366 1 5,0696 22,7965 15,5283 19,1624
(Z)-y-atlantona 41,6536 39,5749 35,0739 41,4953 39,4494 31,2647 39,5543 35,4095
(E)-y-atlantona 18,3432 18,1004 17,1486 185164 18,0272 17,5953 17,7897 17,6925
Dihidro-Ar-turmerona  0,3725 0,4110 tr r 0,3918 0,3693 tr 0.3693
1-epi-cubenol 0,5533 0.6231 0,6697 tr 0,6154 0,5496 tr 0,5496
65, 7R-bisabolona 0,7850 0,8965 1,0223 tr 0,9013 0,8072 tr 0,8072
(Z)-a-atlantona tr 0,4064 00,4642 tr 0,4353 0,4498 tr 0,4498
(E)-a-Atlantona tr 0,4988  0,8328 tr 0.6658  0,3670 tr 0,3670
Total 85,9628 83,5511 75,2072 79,5141 81,0588 82,7649 80,9353 81,8501

A= Adsorvente
Tr=trago, % > 0,27; n.i.= ndo identificado
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Tabela 5. Perfil Fitoquimico da Extracdo de C. longa por ESC com de co-solvente Etanol/

I[sopropanol (6,03% massa), com vazdo de 4,09 x 10 2 kg/s, temperatura de 303,15 K e

pressao de 200 bar.

Tempo de Extracio

75 min 150 min 225 min 350 min Meédia Al A2 Meédia
Substancias Composicio (Yodrea)

Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
Q-pineno tr tr Tr tr tr tr 9,9905 9,9905
1.8-cineol tr tr Tx tr tr tr 42464 42464
Trans-cariofileno 0,4857 tr Tr tr 0,4857 0,6619 3,6133 2,1376
Ar-curcumeno 1,2779 0,9687 0,7707 0,6604 09194 1,2921 3,0325 2,1623
a-zingibereno 3,2238 22109 1,5944 13618 2.0977 29820 7.1314 5,0567
B-bisaboleno 0,4571 tr tr tr 0,4571 0,4816 tr 0,4816
B-sesquifelandreno 2,6469 11,9859 11,5980 1,4024 1,9083 24638 5,2428 3,8533
Ar-turmerol 0,7248 0,8125 0,7653 0,7297 0,7581 0,7458 tr 0,7458
isomero do ar-turmerol 0,7210 0,9074 0,8586 0.,8211 0,8270 0,7732 tr 0,7732
Ar-turmerona 15,6508 16,1938 15,5819 15,0155 15,6105 17,2568 13,6975 154772
(Z)-y-atlantona 40,1050 36,2062 32,1384 31,7717 35,0553 36,0825 32,3690 34,2258
(E)-y-atlantona 18,1617 17,7571 16,4778 16,2324 17,1573 17,8538 15,2531 16,5535
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr 0,3835 tr 0,3835
1-epi-cubenol 0.5596 0.,6606 0,6273 0,6010 0.6121 0,5774 tr 0,5774
635, 7R-bisabolona 0,7955 tr 09130 0,8648 0.8578 0,8385 tr 0,8385
(Z)-a-atlantona 0,3748 tr 0.6645 tr 0,5197 0,5208 tr 0,5208
(E)-a-Atlantona tr tr tr 0,5566 0,5566 0,4319 tr 0,4319
Total 85,1846 77,7031 71,9899 70,0174 76,2238 83,3456 94,5765 88,9611

A= Adsorvente

Tr=trago, % > 0,27; n.i.= ndo identificado
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Anexo

Tabela 6. Perfil Fitoquimico da Extragdo de C. longa por ESC com de co-solvente Etanol/

Isopropanol (7,41% massa), com vazdo de 3,54x 10 2 kg/s, temperatura de 303,15 K e

pressdo de 300 bar.

Tempo de Extracio

Substincias

Felandreno
o-pineno
1.8-cineol
Trans-cariofileno
Ar-curcumeno
a-zingibereno
B-bisaboleno
B-sesquifelandreno
Ar-turmerol
isémero do ar-turmerol
Ar-turmerona
(Z)-y-atlantona
(E)-y-atlantona
Dihidro-Ar-turmerona
1-epi-cubenol
65, TR-bisabolona
(Z)-a-atlantona
(E)-a-Atlantona

Total

75 min

n.i.
tr
tr
0,4481
1,2096
3,0538
0,4372
2,5192
0,7363
0,7243
15,6771
41,3066
18,5693
0,3797
0,5686
0,8038
1,0457
tr
87,4793

150 min 225 min 350 min Meédia
Composicao (Yodrea)

n.i.
tr
ir
0,3777
1,1407
2,7427
0,4500
2,3572
0,7502
0,7665
16,0417
39.8500
18,4563
0,3783
0,5888
0,8445
0,3742
0,3773
85,4961

n.i.
tr
ir
0,2626
0.8216
1,9393
0,3306
1,7087
0,7755
0,8818
15,0032
34,9972
16,8805
0,4199
0,6561
0,9592
0,4443
0,7175
76,7980

n.i.
tr
tr
r
0,5205
1,1947
tr
1,1555
0,6955
0,8169
13,0855
28,6618
14,4468
0,3748
0,5932
0,9009
4,9956
1,5327
68,9744

n.i.
tr
tr
0,3628
0,9231
2,2326
0,4059
1,9352
0,7394
0,7974
14,9519
36,2039
17,0882
0,3882
0,6017
0,8771
1,7150
0,8758
79,6870

Al

n.i.
1.1536
0,2595
0,5119
1,2601
2,8475
0,4645
2,4114
0,7087
0,6943

20,3688
32,4252
17,4167
0,3614
0,5378
0,7998
0,4761
0,3338
83,0311

A2

n.i.
0,6383
0,8601
0,9071
1,3564
3,3562
0,4620
2,6027
0,7945
0,8404

14,1033
36,0004
16,4694
0,4403
0,6469
0,8623
0,5148
0,6164
81,4715

Média

n.i.
0,8960
0,5598
0,7095
1,3083
3,1019
0,4633
2,5071
0,7516
0,7674
17,2361

34,2128
16,9431
0,4009
0,5924
0,8311
0,4955
0,4751
82,2513

A= Adsorvente

Tr=trago, % = 0,27; n.i.= ndo identificado
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Segundo grupo de ensaios

Tabela 7. Perfil Fitoquimico da Extra¢do de C. longa por ESC com mistura de co-solvente
Etanol e Isopropanol (13,78% massa), com vazao de 3,81x 10 > kg/s, temperatura de 303,15

K e pressdo de 300 bar.

Tempo de Extracio

75 min 175 min 300 min Meédia Adsorvente

Substancias Composicao (Yoarea)

Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
a-pineno tr tr tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr 0,9073 tr
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno 0,9441 tr tr 1,0366 tr

o -zingibereno 2,2159 1,9788 tr 2,1058 tr

p -bisaboleno tr tr tr tr tr
B-sesquifelandreno 2,0607 1,9492 tr 2,0149 tr
Ar-turmerol 1,0369 tr tr 1,2099 tr
isomero do ar-turmerol tr tr tr tr tr
Ar-turmerona 17,9658 19,4529 22,3365 20,1729 23,2502
(Z)- v -atlantona 43,2923 42,3539 47,5323 44,5018 50,6492
(E)-y-atlantona 21,1909 21,7308 24,7455 22,1325 26,1006
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr ir tr
65. 7TR-bisabolona 1,0399 tr tr 1,0399 tr
(Z)- o -atlantona tr tr tr 0,9207 tr
(E)- a -Atlantona tr 1.4705 tr 1,4705 tr
Total 89,7465 88,9361 94,6143 91,0990 100,0000

Tr=trago, % > 0,27; n.i.= nao identificado
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Tabela 8. Perfil Fitoquimico da Extracdo de C. longa por ESC com mistura de co-solvente

Etanol e Isopropanol (6,95% massa), com vazdo de 4,04x 10 > kg/s, temperatura de 303,15

K e pressdo de 300 bar.

Tempo de Extracio

75 min 175 min 300 min Média Adsorvente
Substincias Composicao (Yodrea)
Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
a-pineno tr iy tr tr tr
1,8-cineol tr tr tr tr tr
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr
Ar-curcumeno 1,0929 tr tr 1,0929 2,1695
a-zingibereno 2,5421 1,5663 1,5469 1,8851 4,5495
b-bisaboleno fr tr tr tr tr
b-sesquifelandreno 2,3549 1,5318 1,5748 1,8205 4,1758
Ar-turmerol 0,9452 1,0553 tr 1,0003 tr
isomero do ar-turmerol tr tr tr tr tr
Ar-turmerona 17,6035 17,6864 19,4678 18,2526 20,4007
(Z)-g-atlantona 43,9349 39,1740 41,4780 41,5290 46,9533
(E)-g-atlantona 21,2196 20,0438 21,6465 20,9700 21,7512
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol r ir ir tr tr
65, 7TR-bisabolona 0,9381 1,2130 tr 1,0756 tr
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr
Total 90,6312 82,2706 85,7140 87.6258 100,0000

Tr=trago, % > 0,27; n.i.= ndo identificado
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Tabela 9. Perfil Fitoquimico da Extra¢do de C. longa por ESC com mistura de co-solvente
Etanol e Isopropanol (13,59% massa), com vazdo de 1,93 x 10 > kg/s, temperatura de

303,15 K e pressao de 300 bar.

Tempo de Extracio

75 min 150 min 300 min Média Adsorvente
Substancias Composicio (Yodrea)
Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
o-pineno tr tr tr tr 4,5141
1,8-cineol tr tr tr tr 2,9337
Trans-cariofileno tr tr tr ir tr
Ar-curcumeno 1,0053 tr tr 1,0053 tr
o -zingibereno 2,3679 2,0819 tr 2,2249 2,9521
f -bisaboleno tr tr tr tr tr
B-sesquifelandreno tr 1,9748 tr 1,9748 2,7502
Ar-turmerol tr tr tr tr tr
isomero do ar-turmerol tr ir tr tr tr
Ar-turmerona 17,7828 18,1557 22,0122 19,3169 19,1852
(Z)-y -atlantona 43,6611 41,5382 47,2808 44,1600 43,1326
(E)-y-atlantona 21,2517 20,8395 24,2890 22,1267 21,4073
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr
65, 7R-bisabolona 0,9913 1,1567 tr 1,0740 tr
(Z)- o -atlantona tr tr tr tr tr
(E)- o -Atlantona tr tr tr tr ir
Total 87,0601 85.7468 93,5820 91,8827 96,8752

Tr=trago, % = 0,27; n.i.= ndo identificado

162



Anexo

Tabela 10. Perfil Fitoquimico da Extraggio de C. longa por ESC com mistura de co-solvente

Etanol e Isopropanol (6,66% massa), com vazao de 1,97 x 10 d kg/s, temperatura de 303,15

K e pressao de 300 bar.

Tempo de Extracao

75 min 150 min 300 min Média Adsorvente
Substancias Composicao (%odrea)
Felandreno n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
a-pineno tr tr tr tr 3,0249
1,8-cineol tr tr r tr 1,6098
Trans-cariofileno tr r tr tr tr
Ar-curcumeno 1,1023 0,7287 tr 0,9155 1,2559
a-zingibereno 2,5845 1,6942 1,8420 2,0402 2,7035
b-bisaboleno tr tr tr tr tr
b-sesquifelandreno 2,3946 1,6043 1,7837 1,9275 2,4863
Ar-turmerol 0.9636 1,0915 tr 1,0276 1,0638
isdmero do ar-turmerol tr 0,6760 tr 0,6760 tr
Ar-turmerona 17,6127 17,1445 18,3542 17,7038 16,8910
(Z)-g-atlantona 44,4018 39.8461 40,3208 41,5229 38,1572
(E)-g-atlantona 21,3539 20,0197 20,6880 20,6872 18,6534
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr
65, 7R-bisabolona 0,9162 1,1778 1,1929 1,0956 0.9828
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona tr 0,6372 tr 0,6372 tr
total 91,3296 84,6200 84,1816 88,2336 86,8286

Tr=trago, % > 0,27; n.i.= nfo identificado
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Tabela 11. Perfil Fitoquimico da Extragdo de C. longa por ESC com mistura de co-solvente

Etanol e Isopropanol (16,11% massa), com vazao de 0,82x 10 3 kg/s, temperatura de 303,15

K e pressdao de 300 bar.
Tempo de Extracio
75 min 150 min 225 min 300 min Meédia  Adsorvente
Substidncias Composig¢io (Yodrea)
Felandreno ni. n.i. n.i. n.i. n.i n.i.
a-pineno tr tr tr tr tr 1,1568
1.8-cineol tr tr tr tr tr 0,9340
Trans-cariofileno tr tr tr tr tr 0,2617
Ar-curcumeno 1.0943 1,0756 0,9353 0,8714 0,9942 1,0229
a-zingibereno 2.5128 2,4623 2,1301 1,.9124 2,2544 2,3388
b-bisaboleno tr tr tr tr tr 0,3593
b-sesquifelandreno 2,3482 2,2995 2,0071 1,8448 2,1249 2,1051
Ar-turmerol 0,9425 0,9944 1,0490 1,0371 1,0058 0,9706
isomero do ar-turmerol tr tr tr tr tr 0,5128
17,911
Ar-turmerona 17.6412 17.8310 18,0899 18,0824 1 16,4294
42,594
(Z)-g-atlantona 43,5089 43,6634 42,4209 40,7834 2 37,6956
21,021
(E)-g-atlantona 21,1370 21,2726 21,0615 20,6165 9 18,6600
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr 0,2458
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr 0,4340
65, 7R-bisabolona 0,9359 0,9596 1,0883 1,1202 1,0260 0,9491
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr 0,4038
88,932
total 90,1208 90,5584 88,7821 86,2682 4 84,4797

Tr=trago, % > 0,27; n.i.= ndo identificado
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Tabela 12. Perfil Fitoquimico da Extragdo de C. longa por ESC com mistura de co-solvente
Etanol e Isopropanol (8,32% massa), com vazao de 0,79x 10 * kg/s, temperatura de 303,15

K e pressao de 300 bar.

Tempo de Extra¢ao

75 min 150 min 225 min 300 min Média Adsorvente
Substincias Composicao (%edrea)
Felandreno n:i n.i. Hit. n.i. n.i. n.i.
a-pineno tr tr tr tr tr 0,8527
1,8-cineol tr tr ir tr tr 0,9250
Trans-cariofileno tr tr ir tr tr 0,2773
Ar-curcumeno 1,0887 1,0778 1,0088 0,8978 1,0183 1,1414
a-zingibereno 2,5356 2.4847 2,3442 1,9996 2.3410 2,6071
b-bisaboleno ir tr tr tr tr 0,4152
b-sesquifelandreno 2.3753 2.3146 2,1945 1,8944 2,1947 2,3912
Ar-turmerol 0,9555 0,9670 1,0009 1,0687 0,9980 0,9307
isdbmero do ar-turmerol tr tr tr tr tr 0,4736
17,684
Ar-turmerona 18,0266 17,5723 17,6451 17,4926 2 16,7420
42,952
(Z)-g-atlantona 44,8356 43,2648 43,0382 40,6723 ) 40,8449
21,020
(E)-g-atlantona 21,7242 21,0228 21,0314 20,3035 5 19,9552
Dihidro-Ar-turmerona tr tr tr tr tr tr
1-epi-cubenol tr tr tr tr tr 0,4023
65, 7R-bisabolona 0,9461 0,9276 0.9687 1,0952 0.,9844 0.8671
(Z)-a-atlantona tr tr tr tr tr tr
(E)-a-Atlantona tr tr tr tr tr tr
89.193
Total 92,4876 89,6316 89,2318 85,4241 8 88,8257

Tr=trago, % > 0,27; n.i.= ndo identificado
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Anexo VII-Perfil dos Curcumindides durante a ESC

Perfil do CC em fun¢@o do tempo de extragio para os ensaios experimentais.

Primeiro grupo de ensaios
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Figura 1. Perfil de concentracdo dos CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol (5,58%massa),
vazdo de 4,45x 10’ kg/s temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 bar.
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Figura 2. Perfil de concentragao dos CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol (6,43%massa),
vazio de 3,38x 10’ kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 300 bar.
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Figura 3. Perfil de concentragdo dos CC (mg) do ensaio com co-solvente isopropanol
(6,23%massa), vazio de 3,94x 10’ kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 200 bar.
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Figura 4. Perfil de concentragdo dos CC (mg) do ensaio com co-solvente isopropanol
(6,68 %massa), vazio de 3,66x 10’ kg/s temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar.
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CC (mg)
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Figura 5. Perfil de concentragdo dos CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(6,03%massa), vazio de 4,09x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 bar.
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Figura 6. Perfil de concentragio dos CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(7.41%massa), vazio de 3,54x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar .

168



Anexo

Segundo grupo de ensaios
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Figura 7. Perfil de concentragdo de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (13,78%
em massa), vazdo de 3,81x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressio de 300 bar .
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Figura 8. Perfil de concentra¢do de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,95%
em massa), vazio de 4,04x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar .
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Figura 9. Perfil de concentragio de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (13,59%
em massa), vazdo de 1,93x 10’ kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar .
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Figura 10. Perfil de concentragdo de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol (6,66%
em massa), vazio de 1,97x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar.
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Figura 11. Perfil de concentragdo de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(16,11% em massa), vazao de 0,82x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar .
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Figura 12 . Perfil de concentragdo de CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(8,32% em massa), vazao de 0,79 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar .
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Anexo VIII- Avaliagdo da Porcentagem de Co-solvente

Foi necessaria a utilizagdo de resfriamento dos frascos coletores com gelo para as
porcentagens acima de 5% em volume, visto que nas altas porcentagens o co-solvente foi
arrastado para o adsorvente instalado apos a saida do extrator. Observa-se na tabela 6 a
estabilizagao da massa de etanol junto ao extrato no final do ensaio. Optou-se entdo por

estabelecer como variavel a porcentagem volumeétrica de co-solvente de 5 e 10%.

Tabela 1. Tabela do ensaio para avaliagdo da porcentagem de co-solvente utilizado no

segundo delineamento experimental.

co-solvente
t (min) %volumeétrica massa acumulada (g) Rcg (%) massa de co-solvente (g) Condensagédo

25 10,00 0,8761 0,7782 0,1895 s/ gelo

50 7,50 2,9391 2,6107 0,5769 s/ gelo

75 6,20 2,6847 2,3847 0,5622 s/ gelo
100 6,20 1,8436 1,6376 2,3766 s/ gelo
125 6,00 1,9346 1,7184 0,5656 c/ gelo
150 6,20 0,4796 0,4260 1,4550 c/ gelo
175 7,50 1,0089 0,8962 0,2363 c/ gelo
200 7,50 2,2616 2,0089 0,0533 c/ gelo
225 10,00 2,0004 1,7769 0,6471 c/ gelo
250 10,00 1,3817 1,2273 3,0932 c/ gelo
275 10,00 0,2465 0,2190 1,1531 c/ gelo
300 10,00 0,4350 0,3864 2,7913 c/ gelo
325 10,00 1,2606 1,1197 -0,8163 c/ gelo
350 10,00 1,5938 1,4157 0,0166 c/ gelo
375 10,00 2,3974 2,1295 0,0329 c/ gelo
427 10,00 1,9012 1,6888 0,0215 c/ gelo
400 10,00 2,3387 2,0774 0,0343 c/ gelo
despress. 10,00 1,6979 1,5082 0,0326 ¢/ gelo
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Anexo IX - Atividade Antioxidante

Primeiro grupo de ensaios
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Figura 1. Perfil da Agdo Antioxidante do ensaio com co-solvente etanol (5,58%massa), vazio de
4,45x 10° kg/s temperatura de 303,15 K e pressido de 200 bar.
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Figura 2. Perfil da Agdo Antioxidante do ensaio com co-solvente etanol (6,43%massa), vazao de
3,38x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 300 bar.
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Figura 3. Perfil da Atividade Antioxidante do ensaio com co-solvente isopropanol (6,23%massa),
vazio de 3,94x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 bar.
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Figura 4 . Perfil da Atividade Antioxidante do ensaio com co-solvente isopropanol (6,68 %massa),
vazio de 3,66x 10° kg/s temperatura de 303,15 K e pressio de 300 bar.
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Figura 5. Perfil de concentragdo dos CC (mg) do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(6,03%massa), vazio de 4,09x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressdo de 200 bar.
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Figura 6. Perfil da Atividade Antioxidante do ensaio com co-solvente etanol/isopropanol
(7,41%massa), vazao de 3,54x 10° kg/s, temperatura de 303,15 K e pressao de 300 bar .
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Segundo grupo de ensaios
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Figura 7. Perfil da Atividade Antioxidante dos ensaios com co-solvente etanol/isopropanol,
variagao da porcentagem de co-solvente, variagdo de vazdo, temperatura de 303,15 K e pressdo de

300 bar.
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Apéndice I - Memorial de Cdlculo

Calculo da vazao do solvente e co-solvente na Entrada do sistema.

Exemplo: Ensaio 5- CO2 com 95% em massa e EtOH/Iso-C3 (1:1 em massa) e 5% em massa,

vazao de entrada da bomba de 4,0 mL/min, pressao de 200 bar, tempo de extragdo de 375 min.

Solvente (95% em massa):

Foi calculada a partir da vazdo volumétrica total (4,0mL/min) a vazdo do solvente, sendo entdo

convertida em vazao massica através da densidade do solvente calculada a seguir:

BY¥ )
nTom] = ﬁ(mol / mm)

0,944.30

ATotal =

nTOm‘; — 2 1,94 mOI

m

X
83,14.298,5.0,0195

N EOH 1 Is0-C3 = PM sendo: PMEwon/Is0-c5= 52,06  m gron/150-c3 = M3 (medido)

5218
52,06

NEOH 1 Iso-C3 =

NEgoH 1 1so—c3 = 1,002mol

Ncor = A1otal — B Etoh! Is0-C3

Neor = 20,94 mol

0Co,
Obomba

= 95%

“. para 375 min tem-se,

m
Peor =—22(g/mL)
Veoa

Moy = ey XPM o)

Ocoz = 3,80 mL/min

Vcoz (mL)= 1425 mL

Pcos = 0,6465g / mL
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Assim,
e QCO; (g/min) = QCO> (mL/min) x pCO- (g/mL)
0CO; (g/min) = 2,4567

Co-solvente (5% em massa):

Da mesma forma foi realizada o calculo da vazido massica para o co-solvente. Este co-solvente
era uma mistura de etanol (p= 0,79 g/cm’ ) e isopropanol (p= 0,786 g/em’) com densidades a

~23°C, 1bar (Perry & Chilton, 1986)

QFEtOH

=2,5%
Obomba

QFEtOH (mL/min)= 0,1

OEtOH (g/min) = QEtOH (mL/min) x pEtOH (g/em®)

QEtOH (g/min) = 0,079

Olso-C3

=2.5%
Obomba

e (lso-C3 (mL/min)= 0,1
O Iso-C3 (g/min) = Q Iso-C3 (mL/min) x p Iso-C3 (g/cm’)
O Iso-C3 (g/min) = 0,0786

Assim, a vazao massica total de entrada no sistema é o somatério das vazdes do solvente e co-

solvente:

e Qtotal (g/min)= OFEtOH (g/min) + Q Iso-C3 (g/min)
QOtotal (g/min)= 2,6143

Entao calculou-se a massa relativa a vazao utilizada tanto do solvente quanto do co-solvente:
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Para CO; a QCO; (g/min) = 2,6143

e mCO>(g)=2,6143 x 375
mCO;(g)=921,2625

mEtOH (g)= 29,62
m/so-C3(g)=29,47
mtotal (g)= 980,36

. para 375 min tem-se,

respectivamente,

Assim a fragdo massica real do co-solvente é:

m co — solvente

e [Y.co—solvente =

x100

mtotal

Y co-solvente = 6,03 %

Calculo da vazao do solvente + co-solvente na Saida do sistema.

AV

) m ; : : .
Visto que 0 = T ep = =l considera-se para os gases na saida do sistema a equagao para um
1

Gas Ideal:

e PxV=nxRxT onde PszixRxT
PM

m PxPM N PxPM
—= entdo p =
V I Ryl
Assim: Valores calculados e medidos:
G PM mistura = 44,2838
’  PxPMxV _ P atmosférica = 0,9400 bar
"= RxTxt () T ambiente =298.5 K

Ototal = 2,5924 g/min

V deslocado do bolhémetro = 30 mL

R = 83,14 J/K.mol
t=0,0195 min
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Calculo da vazio do co-solvente no processo:

Para o calculo da vazdo de saida de co-solvente foram medidas as massas retidas nos
frascos coletores e na célula de extragdo através de evaporagdo por gravimetria. Nos frascos
as massas foram pesadas e apds evaporagao obteve-se por diferenga os valores da massa do
co-solvente, da mesma forma na célula extratora obteve-se por diferenga de massa, antes e
apos a extragdo, de acordo com o esquema da figural.

Célula Extratora
[matriz+co-solvente (M1)]

> '. Bolhometro
& [co-solvente (M3)]
Bombas de|solvente o | Frasco Coletor :
[co-solvente (MO)] | |extrato +co-solvente (M2)] §
!il. |
i
— 1& W + +

Figura 1.Esquema do sistema para o calculo da vazdo de co-solvente.

, M2+ M3
QOco — solvente(g / min) = ———
min
QOco-solvente (g/min)=0,1576 se Qtotal (g/min)= QCO; + Qco-solvente

0CO; (g/min)=2,4317
Para co-solvente a Qco-solvente (g/min) =0,1576  ou seja, 0,1576 g para cada minuto
portanto no tempo total de extra¢do de 375 min tem-se:
mCO-(g)=911,8780
m co-solvente (g)= 59,1000
m fotal (g)= 970,9780
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Tabela 1Cdlculo de Vazdo e Massa de Entrada e Saida de solvente no sistema para o

primeiro lote de ensaios.

Co-solvente EtOH/IsoC3 EtOH/IsoC3 EtOH EtOH IsoC3 IsoC3
Pressdo (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar) (200 bar) (300 bar)
Qbomba (mL/min) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Entrada
mco-s (g) 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
mCO; (g) 0,92 0,74 1,00 0,86 0,89 0,82
Qco-s x107°(kg/s) 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
QCO2 x107 (kg/s) 4,09 3,28 4,45 3,83 3,94 3,94
Qtotal x10”(kg/s) 436 3,54 4,72 4,10 4,20 4,20
Saida

mco-s (kg) 0,06 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05
mCO; (kg) 0,92 0,74 0,99 0,89 0,90 0,82
Qco-s x10-5(kg/s) 0,24 0,23 0,24 0,23 0,25 0,23
QCO2 x10°(kg/s) 4,08 3,27 4.42 3,94 4,00 3,65
Qtotal x107(kg/s) 432 3,49 4,65 4,17 425 3,87

Tabela 2. Calculo de Vazdo e Massa de Entrada e Saida de solvente no sistema para o
segundo lote de ensaios.

Vazio (3.81x10°kgs) (4.04x10°kg/s) (1.84x10°kg/s) (1.94x10 kg/s) (0.78x10 kg/s) (0,77x10"kg/s)
Co-solvente 13,78% 6.95% 13.59% 6.66% 16.11% 8.32%
Qbomba(mL/min) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Entrada
mco-s (kg) 0,12 0,06 0,06 0,03 0,03 0,01
mCO2 (kg) 0,74 0,85 0,38 0,41 0,15 0,16
Qco-sx107(kg/s) 0,53 0,26 0,26 0,13 0,13 0,07
QCO02x10-5 (kg/s) 3,29 3,78 1,67 1,84 0,68 0,72
Qtotalx10-5 (kg/s) 3,81 4,04 1,93 1,97 0,82 0,79
Saida

mCO2 (kg) 0,11 0,05 0,05 0,02 0,02 0,01
mco-s (kg) 0,68 0,83 0,36 0,41 0,14 0,16
Qco-s x107(kg/s) 0,51 0,24 0,21 0,09 0,08 0,06
QCO02x107(kg/s) 3,03 3,68 1,58 1,81 0,64 0,70
Qtotalx10” (kg/s) 3,53 3,92 1,79 1,90 0,72 0,76
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Apéndicell- Curva padrdao de Curcumindoides

Curva Padrao de CC (90%) e Scan de CC para identificagdo do Teor de CC nos
extratos. A curva padrdo foi obtida com 0,0053 g de padrdo diluidos em baldo de 100 mL.
Retirou-se aliquotas de 0 a 2,5 mL com diferenga de 0,25 mL e completado o volume com
etanol em baldes de 25 mL. As leituras destas solugdes permitiram a construgdo de uma
curva com escala de absorbancia de 0-1 com a finalidade de minimizar o erro analitico,

através da Lei de Lambert Beer. A curva foi ajustada para o grau de pureza do padrio

utilizado.

1.00 -
0,90 -
0,80 -
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00 . T

0.00 2.00 4.00 6.00 8,00

[mg/g]

y = 0,1232x + 0,001
R° =1

absorbancia

Figura 1.Curva Padrio de CC (mg).
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Figura 2. Scan do CC padrdo a 90% de pureza para identificagdo do maior pico de absorgao
(427 nm).
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