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RESUMO

Este estudo teve como finalidade utilizar a extragdo supercritica (SFE =
supercritical fluid extraction) para obtencdo de compostos fendlicos presentes em plantas
nativas brasileiras de elevado potencial econdmico. As plantas estudadas foram: Cip6-de-
sdo-jodo (Pyrostegia venusta), NO-de-cachorro (Heteropteris aphrodisiaca O. Mach), Inga
Cip6 (Inga edulis), Jatobad (Hymenaea courbaril var. stilbocarpa) e Feijao (Phaseolus
vulgaris L.). Experimentos de rendimento global (Xos/r=s0) utilizando CO; puro, CO, +
etanol (10 %, massa) e CO, + dgua (10 %, massa) como solventes foram realizados a 35
MPa e 323 K; a razdo da massa de CO, para a massa de alimentacao foi mantida constante
(50 kg/kg). Posteriormente os extratos foram analisados por cromatografia em camada
delgada (CCD); foram determinadas também a atividade antioxidante, o teor de polifendis e
o de flavonoides totais. Apds a avaliacdo do comportamento dos extratos quanto ao tipo de
solvente utilizado e anélises realizadas, observou-se que o solvente CO, + H,O resultou em
maior rendimento em extrato, especialmente para os de jatobd; adicionalmente, o extrato
desta planta teve excelentes caracteristicas antioxidantes. Desta forma, os estudos
posteriores foram realizados com o jatobd. Para selecionar a temperatura e a pressao 6timas
de operacdo, isotermas de rendimento global (IRG’s) foram determinadas nas temperaturas
de 323 e 333 K e pressoes de 15, 25 e 35 MPa. Em fun¢do do maior teor de polifendis e
taninos totais obtidos, foi selecionada a pressdo de 15 MPa e temperatura de 323 K para
estudos da cinética de extracdo. Curvas cinéticas (OEC = overall extraction curve) foram
construidas visando a determina¢do dos parametros de processo através do ajuste das OECs
a um spline linear com 3 retas. Em seguida, realizou-se um estudo do aumento de escala,

mantendo constantes a razdo entre massa de solvente e massa de matéria-prima (S/F) e
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tempo de processo. As andlises quimicas dos extratos obtidos por SFE foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas em série
(UPLC-MS/MS) e Espectrometria de Massas com Ionizagdo por Eletrospray (IES-
MS/MS). De acordo com os resultados, os extratos apresentaram perfil quimico de
procianidinas. Por dltimo, foi determinado o custo de manufatura (COM) dos extratos das
cinco plantas obtidos nos ensaios de rendimento global (X, s/r=50) para os trés solventes:
CO; puro, CO; + etanol (10 %, massa) e CO, + dgua (10 %, massa), e do extrato de jatoba
no processo otimizado (OEC’s) para o solvente CO, + H,O. O COM estimado demonstrou
a viabilidade do processo SFE para unidades industriais com extratores de 50 e 500 L,
dependendo da matéria-prima a ser processada. Segundo o COM estimado, a obtengdo de
extratos ricos em taninos das cascas de jatoba foi economicamente vidvel para o solvente
CO, + H,O. Adicionalmente, extratos da casca de jatobd foram obtidos utilizando a
extragcdo assistida por ultrassom (UAE). As extragdes foram realizadas com poténcia de
ultrassom de 20 e 60 W durante 40 min, utilizando a d4gua em uma razdo S/F igual a 20
(otimizada em um ensaio de extracdo por macera¢do). Maior quantidade de polifendis foi
obtida com a poténcia de 60 W. A eficiéncia da UAE na extracio de polifendis foi avaliada
através de extracdes em corrente cruzada em trés estagios; foi estudado o aumento de escala
em extrator de 3 litros. Os resultados foram comparados com os obtidos com extragdo por
agitacdo (AGE) e sonda de ultrassom (UP) utilizando as mesmas condicdes da UAE. Foi
realizado ainda um estudo cinético avaliando a obtencdo de polifendis da casca de jatoba
para os processos UAE e AGE. Os extratos foram analisados por CCD; a atividade
antioxidante e teor de polifendis dos extratos foram determinados. Os resultados provaram
que a UAE ¢ um método eficiente para obter extratos ricos em compostos fendlicos e com
elevada atividade antioxidante. Através da andlise quimica com Cromatografia de Alta
Eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos (CLAE/DAD), o perfil de compostos
fendlicos da casca de jatobd obtidos por UAE constituiu de procianidinas, a (+)-catequina e

a (-)-epicatequina.

Palavras-chave: Extragdo supercritica, extracdo com ultrassom, polifendis totais, custo de

manufatura.
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TITLE: Obtaining Phenolic Compounds from Brazilian Plants via Supercritical
Technology using Cossolvents and Ultrasound Assisted Extraction.
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ABSTRACT

The objective of this study was to use supercritical fluid extraction (SFE) to
extract phenolic compounds from indigenous Brazilian plants with high economic
potential. The plants studied were: Flame wine (Pyrostegia venusta), Dog’s knot
(Heteropteris aphrodisiaca O. Mach), Ice-cream bean tree (Inga edulis), Jatoba (Hymenaea
courbaril var. stilbocarpa) and beans (Phaseolus vulgaris 1L.). Global yields experiments
(Xo.s/p=50) using pure CO,, CO; + ethanol (10 %, mass) and CO, + water (10 %, mass) as
solvents were performed 35 MPa and 323 K; the ratio of the CO; mass to feed mass was
maintained constant (50 kg/kg). The extracts were analyzed by thin layer chromatography
(TLC). Their antioxidant activity, total polyphenolic and flavonoids content were also
determined. After evaluating the behavior of the yield and chemical composition of the
extracts, it was observed that the solvent mixture CO, + H,O provided higher yield,
especially for jatob4. Additionally, this extract presented high antioxidant activity. Based
on these results, global yields isotherms (GYI) of jatoba were determined at temperature of
323 and 333 K and pressures of 15, 25 and 35 MPa in order to select the optimum
operational conditions. Due to the higher polyphenols and tannins content, the optimum
conditions selected were 15 MPa and 323 K. Overall extraction curves (OEC’s) were
obtained under these conditions in order to determine the kinetic parameters by fitting the
OECs to a linear spline with three straight lines. For the scale-up study, the criterion
adopted was keeping constant the solvent to feed ratio (S/F) and process time. The
chemical analyses of SFE extracts were performed by Ultra performance liquid
chromatography - diode array detection (UPLC-MS/MS) and electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS/MS). According to the results, the extracts showed chemical profile
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of procyanidins. Finally, it was evaluated the cost of manufacturing (COM) of the extracts
for all five plants obtained in the GYI experiment (Xo, s/r=s0) for the three solvent: CO,
pure, CO, + ethanol (10 %, mass) e CO, + water (10 %, mass); and for the jatobd extract
obtained at optimized process conditions using CO, + water (10 %, mass). The estimated
COM demonstrated the feasibility of the SFE process for industrial scale extractors of 50
and 500 L, depending on the raw material to be processed. Moreover, according to the
estimated COM, obtaining jatoba bark extracts rich in tannins was economically feasible
with CO;, + H;0. Jatoba extracts were also obtained using ultrasound assisted extraction
(UAE). The extractions were performed at the potency of 20 and 60 W during 40 min,
using water at S/F ratio of 20 (optimized in a maceration extraction assay). High content of
polyphenols were obtained using the potency of 60 W. The efficiency of UAE in extracting
polyphenols was evaluated using crosscurrent extraction in three stages. The scale-up of the
UAE process was studied in an extractor of three liters. It was also performed a kinetic
study to evaluate the extraction of polyphenols from jatobd via UAE and AGE. The results
were compared to those obtained by extraction under agitation (AGE) and ultrasound probe
(UP), in the same conditions used for the UAE experiment. The extracts were analyzed by
TLC. The antioxidant activity and polyphenols content of the extracts were also
determined. The results proved that UAE is an efficient method to obtain extracts rich in
phenolic compounds and with high antioxidant activity. The chemical analysis of the
extracts by high performance liquid chromatography - diode array detection (HPLC-DAD),
showed that the phytochemical profile of jatoba bark extracts presented procyanidins, (+)-

catechin and (-)-epicatechin.

Key words: supercritical fluid extraction, ultrasound extraction, polyphenols content, cost
of manufacturing.
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CONTEXTUALIZACAO DO TRABALHO

O trabalho apresentado consiste em duas etapas: a extracdo via tecnologia
supercritica (SFE) e a extracdo assistida por ultrassom (UAE). A primeira etapa foi
desenvolvida no Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extracdo, Fracionamento e
Identificacdo de Extratos Naturais (LASEFI) - DEA/FEA/UNICAMP. Foi realizado um
screening de cinco plantas brasileiras visando a obten¢do de polifendis. Apds a selecdo de
uma matéria-prima, a casca do jatobd, o processo foi entdo otimizado e andlises quimicas e
econOmicas foram realizadas. A segunda etapa foi realizada durante o estdgio de Doutorado
sanduiche em Avignon/Fran¢a, na Universidade de Avignon, no laboratério GREEN
(Grupo de Pesquisa em Eco-Extracdo de Produtos Naturais) do INRA (Instituto Nacional
de pesquisa Agrondmica) por um periodo de quatro meses. Durante o estudo da extracdo
dos polifenodis da casca de jatoba utilizando a tecnologia SFE surgiu o interesse de verificar
o comportamento deste extrato utilizando outra tecnologia inovadora, a extracio assistida
por ultrassom (UAE). Este processo tem sido bastante empregado na extracdo de matrizes
vegetais com a mesma finalidade da SFE, sendo promissora por promover a extracao
exaustiva de principios ativos de vegetais com gasto de energia relativamente baixo,

economia de tempo € maior seguranga no processo.

XXiX
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CAPITULO 1- INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. INTRODUCAO

A ampla utilizacdo de plantas para a produgdo de extratos naturais é explorada
em todas as partes do mundo e tem sido de importancia crucial para a saide humana
durante séculos. Estima-se que mais de 70.000 espécies de plantas brasileiras t€ém sido
utilizadas para fins de efeitos terapéuticos, embora os constituintes quimicos de outras
centenas de milhares de espécies na Terra ainda estdo por ser desvendadas (OLIVEIRA et
al., 2009)

A riqueza de ervas medicinais com base em espécies nativas € incalculavel.
Apenas uma pequena parte dessa riqueza bioldgica e cultural tem sido completamente
avaliada em estudos fitoquimicos e farmacoldgicos sendo que uma propor¢do ainda menor
tem sido traduzida em patentes de aplicacdo terapéutica (BALBANI, 2009). Ainda hoje, o
Brasil continua sendo um importante fornecedor de material botanico para o mercado
internacional da inddstria farmacéutica (BRANDAO et al., 2008).

Drogas derivadas de plantas sdo utilizadas atualmente pelas industrias
farmacéuticas, como matérias-primas para a extracdo de substincias ativas ou de
precursores quimicos e, principalmente, para producdo de extratos fluidos, chds caseiros,
medicamentos e pds (RUNHA et al., 2001). Os compostos fendlicos, flavonoides e taninos
tém se tornado cada vez mais evidentes devido aos efeitos benéficos a saide por sua
atividade antioxidante, e por serem responsdveis por possiveis acdes farmacoldgicas
(ANTOLOVICH et al., 2002).

Juntamente com o uso racional de plantas medicinais brasileiras, processos
quimicos foram aprimorados para atender o uso em larga escala a um custo aceitdvel e
reduzir as emissdes de didxido de carbono. O processo de extragdo com fluidos
supercriticos (SFE) pode ser rdpido, eficiente e limpo para a extracdo de produtos naturais a
partir de matrizes vegetais (PEREIRA e MEIRELES, 2010). No estado supercritico, o0 CO,
possui um excelente poder de extracdo ajustdvel as condi¢cdes de pressdo e temperatura,
facilitando o aumento do poder de solvatacdo. Além disso, a extracdo assistida por

ultrassom (UAE) também € considerada uma tecnologia limpa e tem sido aplicada na
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extragdo de produtos naturais a partir da matriz vegetal devido ao seu fendmeno de
cavitacdo. A cavitacdo € um efeito mecanico do ultrassom conhecido por acelerar a
liberacdo de compostos bioativos da matriz vegetal devido a ruptura da parede celular e
intensificacdo de transferéncia de massa. Portanto, as vantagens apresentadas por estas

tecnologias as tornam uma alternativa para recuperacao de variados tipos de substancias.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. GERAL

Avaliar a obtencdo de extratos de plantas nativas brasileiras empregando a
tecnologia supercritica com diferentes solventes (CO,, CO, + EtOH e CO; + H,0) a fim de
selecionar uma planta com maior potencial para a producdo de extratos ricos em compostos
fendlicos; e desenvolver andlise econOmica para o aumento de escala e otimizagdo do
processo. Além disso, avaliar a eficiéncia do ultrassom na obtenc¢do de compostos fendlicos

da planta de interesse selecionada no estudo.

1.2.2. ESPECIFICOS
Etapa SFE
) Determinar, para o sistema matéria-prima + CO;, o rendimento global (X,

s/F=50) para as extracdes sob condicdes de temperatura e pressao de 323 K e 35 MPa para as
plantas selecionadas;

° Determinar, para o sistema matéria-prima + CO, + EtOH (10 %, massa), o
rendimento global (Xy, s/r=s0) para as extragdes sob condi¢des de temperatura e pressao de
323 K e 35 MPa para as plantas selecionadas;

) Determinar, para o sistema matéria-prima + CO, + H,O (10 %, massa), o
rendimento global (X, s/r=s0) para as extracdes sob condi¢des de temperatura e pressao de
323 K e 35 MPa para as plantas selecionadas;

. Identificar o perfil fitoquimico dos extratos utilizando a cromatografia em

camada delgada (CCD);
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. Analisar os extratos quanto ao teor de: flavonoides e polifendis, e determinar a
sua atividade antioxidante;

. Com base nos rendimentos, composi¢do quimica e atividade antioxidante,
selecionar uma matéria-prima e um sistema de solventes;

) Determinar para o sistema matéria-prima + CO; + H,O (10 %, massa), as
isotermas de rendimento global (IRG) para diferentes temperaturas (323 e 333 K) e
pressoes (15, 25 e 35 MPa) e Xy, s/r=50;

. Identificar os compostos utilizando a cromatografia em camada delgada (CCD);
. Analisar os extratos quanto aos polifendis e taninos totais;
. Com base nos rendimentos € na composi¢do quimica, selecionar uma condi¢ao

de temperatura e pressao;
° Determinar as curvas de extracdo (OEC = Overall Extraction Curve) para o
processo SFE otimizado em relacdo aos compostos de interesse para obtencdo dos

parametros do processo.

. Identificacdo dos compostos utilizando a cromatografia em camada delgada
(CCD);

. Analisar os extratos quanto aos taninos totais;

J Aumento de escala do processo SFE otimizado utilizando planta piloto (SFE 2

x 5L) contendo dois extratores de 5L;

Determinar a composicdo dos extratos de SFE através da cromatografia liquida
de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometro de massas em série (UPLC-MS/MS) e por
espectrometria de Massas com lonizagao por Eletrospray (IES — MS/MS);

° Estimar o custo de manufatura (COM) dos extratos obtidos nos processos SFE

(CO2,CO; + EtOH e CO; + H,0) utilizando o software SuperPro Design®.

Etapa UAE
. Determinar as condi¢des Otimas na extracdo de polifendis totais da casca do
jatobd empregando H,O, H,O + EtOH (1:1, v/v), EtOH e uma solucdo tampao (pH 3,0) e a

razdo solvente/massa alimentagdo (S/F) (20, 10 e 6,7) através da extracdo por maceracao;
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. Determinar o rendimento da extracdo assistida por ultrassom (UAE) nas
poténcias de 20 e 60 W em 40 min sob temperatura de 323 K aplicando as condi¢des

otimas em reator de 1 L;

. Analisar os extratos quanto aos polifendis totais e atividade antioxidante;

. Determinar a viabilidade do aumento de escala para o processo UAE em reator
de3L;

. Realizar extracdes com sonda de ultrassom (UP) como método de comparacio;
J Realizar extracdes de trés estdgios em série da casca do jatobd utilizando a

extracdo por agitacdo (AGE) como comparagdo com a UAE;

. Realizar o estudo cinético da extracdo de polifendis dos extratos de jatoba
obtidos por UAE;

. Analisar os extratos quanto aos polifendis totais e atividade antioxidante;

. Identificar o perfil fitoquimico dos extratos UAE utilizando a cromatografia em
camada delgada (CCD);

. Determinar a composi¢do dos extratos de UAE através de cromatografia de alta

eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (CLAE/DAD).
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PRODUTOS NATURAIS E COMPOSTOS FENOLICOS

A sociedade moderna vem priorizando, cada vez mais, 0s tratamentos com
produtos a base de plantas medicinais por entenderem que, quando utilizados de maneira
adequada, os fitoterdpicos apresentam efeitos terapéuticos, as vezes, superiores aos de
medicamentos convencionais. As plantas medicinais sdo os mais ricos recursos bioldgicos
de drogas para os tradicionais sistemas de medicina, medicamentos modernos,
nutracéuticos, suplementos alimentares, medicina popular, intermedidrios farmacéuticos e
drogas sintéticas (HANDA et al., 2008).

O consumo de remédios a base de ervas e plantas medicinais era pratica comum
para cerca de 80 % da populacio mundial, no inicio da década de 1990, segundo
estimativas da Organizacdo Mundial da Saide (AKERELE, 1993). O mercado mundial de
fitoterdpicos movimenta cerca de 50 bilhdes de dolares anuais, sendo cerca de 3 bilhdes
somente na Alemanha. No Brasil, em 2011, esse setor movimentou cerca de US$ 1 bilhao,
alta de 25 % em rela¢do ao ano anterior, quando totalizou US$ 800 milhdes (ABIFISA,
2011).

O Brasil € um dos grandes centros no mundo quando a biodiversidade é
considerada, detém 28 % do que restam de florestas tropicais do planeta € 0 maior nimero
(22 %) de espécies de plantas superiores, dos quais se estima que 40 % devem conter
propriedades terapéuticas (ELISABETSKY e COSTA-CAMPOS, 1996), porém apenas 20
% das plantas foram farmacologicamente estudadas (NEWMAN et al., 2003). Esta grande
reserva natural de compostos organicos tem demonstrado um papel altamente importante na
descoberta e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (ALVES et al., 2000), sendo
inimeras as atividades funcionais e farmacoldgicas atribuidas a seus extratos brutos, 6leos
volateis e principios ativos (PEREIRA et al., 2003).

Estes efeitos tém sido particularmente atribuidos aos numerosos fitoquimicos
além dos compostos fendlicos como, por exemplo, compostos nitrogenados, carotendides,

dcido ascorbico e tocoferdis. Muitos destes fitoquimicos apresentam significante
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capacidade antioxidante e s@o associados a baixa incidéncia e baixa mortalidade de cancer
em seres humanos (YILDIRIM et al., 2002).

Os principais antioxidantes nos vegetais sdo as vitaminas C e E, os carotendides
e os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides. Compostos fendlicos estao
largamente difundidos na natureza e fazem parte da constituicio de grande maioria das
plantas apresentando considerdvel importincia fisiolégica e morfologica. Exibem uma
ampla gama de propriedades fisiologicas tais como antialérgicos, antiaterogénico,
antiinflamatdrios, antimicrobiano, antioxidante, antitromboéticos, cardioprotetores e efeitos
vasodilatadores (PUUPPONEN-PIMIA, 2001; MANACH e MAZUR, 2005).

Hoje em dia, como parte de nossa dieta, os compostos fendlicos também tem
sido associados com outras atividades promovendo a saide como: diminui¢do dos niveis de
acucar no sangue, reducdo do peso corporal, anticarcinogénico e antiidade. Portanto, os
efeitos benéficos derivados a partir de compostos fendlicos mais requisitados tém sido
atribuidos a sua atividade antioxidante (HEIM et al.,, 2002; DE LA LASTRA e
VILLEGAS, 2005; BERNAL et al., 2010).

Apesar da grande diversidade estrutural dos compostos fendlicos que ocorrem
na natureza, estes podem ser divididos em vdérias classes. Destes, dcidos fendlicos,
flavonoides e taninos sdo considerados como principais compostos fendlicos (KING e

YOUNG, 1999).

2.1.1. FLAVONOIDES

Sao inumeras as atividades funcionais e farmacoldgicas atribuidas aos extratos
brutos, 6leos voldteis e principios ativos de plantas nativas e/ou adaptdveis ao cultivo
brasileiro (PEREIRA et al., 2003) Os flavonoides sdao um grande exemplo, pois estdo
largamente difundidos na natureza e fazem parte da constituicio de grande maioria das
plantas.

Flavonas e flavonoéis, como a quercetina (um dos principais), responsaveis pela
remocao de radicais livres no organismo, e a miricetina, sdo os flavonoides de ocorréncia

mais ampla na natureza (CARLO et al., 1999).
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N3ao s6 os pesquisadores, como industrias e os proprios consumidores, t€ém tido
um crescente interesse nos flavonoides, pois desempenham papel importante na sadde
humana devido as suas propriedades farmacoldgicas antiinflamatéria, antitrombotica,
antimicrobiana, entre outras (BRAVO, 1998; YODA et al., 2003). Os flavonoides possuem
papel importante no controle do cancer do pulmao, do figado, dos rins e da mama
(FERREIRA et al., 2008), além de promover efeitos benéficos no sistema cardiovascular
como a redugdo da oxidacdo do colesterol LDL (um processo prejudicial que permite o
colesterol acumular-se nos vasos sanguineos) (ENGLER et al., 2004).

Diante deste quadro, alguns estudos t€ém sido realizados sobre a importancia
dos flavonoides na sadde humana. MA et al. (2008) relataram que cascas de tangerina
(Citrus reticulata) apresentam uma rica composi¢ao em flavonoides; a hesperidina € o mais
abundante. Estes compostos sdo importantes por inibir in vitro a proliferagdo das células do
cancer de mama e na diminui¢do de triglicerideos no sangue (DING et al., 2007). Estudos
de algumas matérias-primas ainda sdo pouco encontrados na literatura como as folhas de
manga e jaca estudadas por PEREIRA e MEIRELES (2006) e TAKEUCHI et al. (2006),
estas sdo importantes fontes de compostos antioxidante por serem ricas em cOmpostos
fendlicos.

Alguns estudos ainda mostram a eficiéncia da SFE frente as extracdes
convencionais na obtencdo de compostos antioxidantes, segundo CARVALHO JUNIOR et
al. (2005) o rendimento e a atividade antioxidante de extratos de alecrim demonstraram
resultados mais satisfatorios na extragdo por SFE quando comparados com extratos

submetidos a hidrodestilacdo e extracao com etanol e hexano.

2.1.2. TANINOS

Os taninos sdo fendis comuns em plantas, € seu uso tradicional como agentes
que transformam peles de animais em couro é um exemplo de sua maior atividade: sua
habilidade de interagir e precipitar proteinas, alcaldides e gelatina (HASLAM, 1989).
Outros estudos reportam a importancia dos taninos na industria do petréleo como agente
dispersante para controlar a viscosidade de argilas na perfuragdao de pocos (DOAT, 1978) e

na fabricagdo de tintas e adesivos (TRUGILHO et al., 1997).
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Os taninos estdo distribuidos em plantas e alimentos de origem vegetal,
especialmente em frutas, sementes de leguminosas, graos de cereais e diferentes bebidas
(vinho, chd, cacau e cidra). Eles foram definidos como compostos fendlicos soliveis em
dgua apresentando massa molecular entre 500 e 3000 Daltons e, além de apresentar reagdes
fendlicas, contém suficientes grupos hidroxila fendlica, para permitir a formacdo de
ligacdes cruzadas com proteinas (DESHPANDE et al., 1986; FONSECA e LIBRANDI,
2008). Podem ser retirados dos vegetais por diferentes tipos de solventes tais como dgua,
etanol, acetona ou por solugdes aquosas, entre outros, porém nao € economicamente vidvel
a utilizacdo de reagentes no processo de extracdo, visto que a extracdo em dgua € bastante
eficiente e de baixo custo (MARINHO, 2004).

Os taninos extraidos de cascas de arvores sdo utilizados de forma efetiva como
matéria-prima na fabricacdo de adesivos para produtos de madeira e podem ser uma fonte
segura e renovdavel de matéria-prima para adesivos (CHEN, 1991); podendo tornar-se
economicamente vidvel, uma vez que depois de extraidas, as cascas podem também ser
aproveitadas como fonte de energia (MORI et al., 1999).

Os taninos sao classicamente divididos em dois grupos, os taninos hidrolisaveis
e os condensados (proantocianidinas). Os taninos hidrolisdveis por hidrélise dcida liberam
acidos fendlicos (gdlico, caféico, egdlico e um acucar). Por outro lado, largamente
encontrados no reino vegetal, os taninos condensados (Figura 2.1) sdo polimeros dos
flavonoides, formados predominantemente por unidades de flavan-3-ols (catequina) e
flavan 3.4-diols (leucoantocianidina), presentes em maior quantidade nos alimentos
normalmente consumidos (HELDT, 1997). Os taninos condensados estdo atraindo mais
atencdo, pois sdo considerados como ingredientes funcionais e suplementos nutricionais.
Eles constituem a segunda fonte de polifendis do reino vegetal, perdendo apenas para a
lignina (QUEIROZ, 2002). No entanto, a capacidade de bioatividade dos taninos
condensados de plantas é geralmente reconhecida como largamente dependente de sua
estrutura e em particular o grau de polimerizacdo. O que se torna desafiador, devido a sua
alta complexidade (Figura 2.2) (HUMMER e SCHREIER, 2008).

Os taninos sdo potenciais antioxidantes bioldgicos (RIVIERE et al., 2009).

Estudos sugerem que proteinas livres ou complexadas condensadas e taninos hidrolisaveis
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sdo mais eficientes do que pequenos compostos fendlicos. Pesquisas sobre atividade
bioldgica dos taninos evidenciaram importante acdo contra determinados microrganismos
(SCALBERT, 1991) e fungos (MONTEIRO et al., 2005); como agentes carcinogénicos
(mama, préstata, pele e estbmago) e causadores de toxicidade hepédtica (DE BRUYNE et
al.,, 1999). Além disso, podem agir como antiinflamatérios e cicatrizantes (MELLO e
SANTOS, 2001); apresentam atividade contra o reumatismo, problemas renais € processos
inflamatérios em geral (GINDRI et al., 2010; DUFRENSE e FARNWORTH, 2001) e até
como inibidores da transcriptase reversa em HIV (CHUNG et al., 1998).

Diante deste quadro, alguns estudos t€ém sido realizados sobre a importancia
dos taninos na saide humana. Na Tabela 2.1 € possivel observar os teores de taninos

encontrados em algumas plantas.

Figura 2.1.

Figura 2.2. Possivel estrutura de procianidina derivada da casca de jatoba (SASAKI, 2009)
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Tabela 2.1. Teores de taninos encontrados em plantas.

Planta Teor de Taninos Mét"s‘i‘;:é‘l::‘}ﬁ"/ Referéncia
Acacia confusa Maceragao:

(carambuco africano) 280,70 mg/g MP

acetona:agua (70:30)

WEI et al. (2010)

Urera baccifera (L.)

b
(urtiga-brava) 19,11 mg/g ext.

Maceragdo: etanol:dgua
(70:30)

GINDRI et al. (2010)

llex paraguariensis

b
(p6 de erva-mate) 0,29 %

Ultrassom:
metanol:dgua (80:20)

VIEIRA et al. (2009)

Myracrodruon urundeuva 31,20 mg/g MP b Maceragao:
(aroeira preta) 16,70 % b metanol:dgua (80:20) QUEIROZ et al.(2002)
Macroptilium atropurpunreum N
d Agitacdo:
(orelha de onga) 3,6 mg/g MP acetona:dgua (80:20) SANTOS etal. (2010)
(Carya illinoinensis b Maceracao:
Wangenh.) C. 185 mg/g MP, b.s Acetona PRADO et al. (2009)
Koch (Noz-peci - casca) 736 mg/g MP, b.s b Alcool PRADO et al. (2009)
23,70 % ¢ Soxhlet
d
o 3,90 % SFE/metanol PANSERA et al.
Acdcia bark (2004)
5,00 % ¢ SFE/etanol
9,00 % ° SFE/4gua
Ajuga reptans — Herba 583%°
Mentha pulegium-Herba 9,88 % ¢
Soxhlet/dgua PALICI et al. (2005)
Mentha x piperita- Folium 11,70 % ©
Mentha longifélia- Folium 9,38 % °
Maytenus ilicifolia 3432471 %° Refluxo/dgua NEGRI (2007)
(espinheira-santa)
. b ) FERREIRA JR e
Coffea arabica L. 4,20 mg/g MP Refluxo/dgua MORAES (2007)

C c P FONSECA e
Barbatimao - tintura 0,65 % Refluxo/dgua LIBRANDI (2008)
Calycophyllum spruceanum 9,90 % © Decocgio/dgua COSTA et al. (2011)
(mulateiro)

Anacardium occidentale L. 436 %" Hidrolise/HCI/MeOH AGOSTINI-COSTA

(cajueiro- pendiculo)

(1999)

% Tanino condensado purificado; ": Catequina; ©: Acido Pirogilico; %: Acido tanico; ©: Acido gdlico; MP: matéria-prima.
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2.2. EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

O interesse pela extragdo supercritica cresceu muito nos dltimos anos tornando-
se um campo promissor para a indudstria quimica, farmacé€utica e de alimentos. Trata-se de
um processo alternativo que atende as restricdes impostas pelos 6rgdos de saide podendo
minimizar o impacto ambiental pela diminuicdo dos residuos téxicos, reduzindo os custos
operacionais (SAJ FROTOVA et al., 2005).

No processo de extragdao com fluido supercritico de matrizes sélidas, o fluido
supercritico passa continuamente através do leito de particulas e dissolve o soluto, sendo o
solvente alimentado no extrator e distribuido uniformemente no interior do leito fixo.
Conforme o solvente escoa através do material vegetal, ocorre a transferéncia de massa do
soluto da fase sélida para a fase fluida, e em qualquer ponto dentro do extrator a
concentracdo do soluto na fase solida e fluida varia continuamente. Como em geral, a
quantidade de soluto € pequena, na mistura soluto/solvente a condicdo de equilibrio
dificilmente € alcancada. Os solutos sdo dissolvidos pelo solvente e transferidos por difusao
para a superficie externa, em seguida a mistura soluto/solvente deixa o extrator e passa pelo
precipitador, onde finalmente sdo separados (BRUNNER, 1994; SOVOVA, 2005; ALKIO,
2008).

Na etapa de extracdo, duas informagdes experimentais sdo necessdrias: (1)
rendimento global (Xj), e; (2) curva global de extracdo (OEC: Overall Extraction Curve).
Segundo MARTINEZ et al. (2003), o rendimento global da extragio para o processo SFE
em leito fixo de particula e método dindmico de extracdo, € definido como a quantidade de
extrato presente na matriz sélida possivel de ser extraido pelo solvente nas condicdes
estabelecidas de temperatura e pressao.

A curva global de extracdo (OEC) consiste na relagdo entre a massa de extrato
acumulada em fung¢do do tempo de extragdo ou a quantidade de solvente utilizada
(SOVOVA, 2005). Estas curvas sdo tipicamente divididas em trés periodos (BRUNNER,

1994) e podem ser observados na Figura 2.3.

11
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Figura 2.3. Curva global de extracdo de funcho por SFE a 25 MPa e 313 K (CONDORI,
2005).

(1) Etapa da taxa constante de extracdo (CER: Constant Extraction Rate):
consiste na retirada do extrato que se encontra na superficie da particula com uma
velocidade aproximadamente constante, prevalecendo a transferéncia de massa por
convecgao;

(2) Etapa de taxa decrescente de extracdo (FER: Falling Extraction Rate):
comeca a aparecer a resisténcia a transferéncia de massa na interface sélido-fluido. Nesta
fase ocorre tanto a transferéncia de massa por convec¢do quanto por difusdo. Parte do
soluto estd menos disponivel, devido a ndo disponibilidade de grande parte do soluto na
superficie da particula ou a nao uniformidade do rompimento das células da matriz vegetal;

(3) Etapa difusiva (DC: Diffusion-Controlled): etapa em que ocorre a retirada
do soluto que estd na parte interna da particula, sendo uma etapa lenta de extracdo.

O fluido no estado supercritico tem densidade proxima do liquido, enquanto
que a viscosidade estd proxima a dos gases, e a difusividade é, em ordem de magnitude,
aproximadamente duas vezes maior que a de liquidos, o que favorece sua funcdo como
solvente (BRUNNER, 2005; VEDAMARAN et al., 2004). Por outro lado, as propriedades
de transporte sdo intermedidrias entre os estados dos gases e liquidos, o que faz com que o

fluido supercritico se comporte como uma fase extremamente mével, capaz de se misturar

12
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rapida e profundamente com outras substincias devido a sua baixa viscosidade, garantindo
uma extracdo mais eficiente e mais rdpida do que com solventes organicos (MOHAMED e
MANSOORI, 2002).

No que diz respeito a técnicas que envolvem o uso de fluidos supercriticos, o
diéxido de carbono é, na grande maioria das vezes, a substancia escolhida. A sua pressao e
temperatura criticas de 7,38 MPa e 304,1 K respectivamente, sdo facilmente atingiveis
(LEAL et al., 2003). Adicionalmente, o diéxido de carbono tem ainda as vantagens da sua
natureza inerte, ndo toéxica e nido inflamavel (SARMENTO et al., 2004; GRIGONIS et al.,
2005), baixo custo (YANG e ZHONG, 2005) e da disponibilidade do CO, na forma
purificada (FERRENTINO et al., 2010).

A extracdo com fluido supercritico usando didéxido de carbono como solvente
fornece uma alternativa para processos como a destilagdo a vapor e a extragdo com
solventes organicos (percolacdo, maceracdo, método de Soxhlet, etc.) devido as
desvantagens que estes processos apresentam em termos de degradacdo e perdas de
compostos biologicamente ativos (SOVOVA et al.,, 2004; SARMENTO et al., 2004),
consumo de grandes quantidades de solventes altamente poluentes e necessidade elevada de
energia e mao-de-obra (SOVOVA et al., 2004).

A SFE permite contornar problemas ocorridos nos processos tradicionais, como
a presenca de residuos de solventes em produtos acabados, a necessidade de etapas de
purificagdo em extracdes que utilizam solventes pouco seletivos e a degradacdo de
substancias, causadas por condicdes drésticas de operacdo com a utilizacdo de elevadas
temperaturas em processos de destilacao.

Por trés décadas, CO, supercritico tem sido usado para extracao e isolamento de
compostos de valor de produtos naturais (DEL VALLE e AGUILERA, 1999). LEAL et al.
(2003) estudaram as atividades antioxidantes dos extratos de vdrias plantas por SFE e LPSE
(low pressure solvent extraction), sendo que, extratos obtidos por SFE tém apresentado
maior atividade que os extratos obtidos por extracao por LPSE.

Segundo PEREIRA et al. (2004) a facil remogdo do solvente do extrato final, a
alta seletividade do processo e a possibilidade de utilizagdo de temperaturas moderadas sao

vantagens significativas da SFE. Além disso, restricdes legislativas sdo cada vez mais
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N

severas relacionadas a presenca de solventes organicos considerados téxicos em
determinados produtos (MENDES et al., 2003; DAUKSAS et al., 2002) voltados para o

consumo humano e podem representar uma vantagem competitiva ainda maior da SFE.

2.3. UTILIZACAO DE COSSOLVENTES OU MODIFICADORES

Devido ao seu comportamento ndo polar, o di6xido de carbono tem pouca
afinidade com compostos polares (POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007;
MCHUGH e KRUKONIS, 1994). Por isso o uso de cossolventes adequados tem sido
proposto para melhorar a solubilidade dos compostos (SERRA et al., 2010). A mistura do
CO, com uma pequena quantidade de cossolvente ou modificador, como a dgua, o etanol
ou o isopropanol, pode aumentar consideravelmente o poder de solvatacdo da mistura para
compostos polares (MENDES et al., 2003; GRIGONIS et al., 2005).

Os cossolventes polares interagem com os grupos funcionais do soluto
facilitando a extracdo do mesmo, embora o aumento desta propriedade dependa da
concentracdo do cossolvente (ZANCAN et al., 2002). O conceito de extracdo e separacao
da SFE, em que a dgua e o CO; supercritico fluem no sentido descendente do extrator pode
ser observado na Figura 2.4. Os compostos apolares sdo diretamente extraidos ou
dissolvidos a partir da superficie e no interior da matriz em CO,. Uma parte destes
compostos € inicialmente dissolvida na 4gua a partir da superficie ou no interior da matriz,
e em seguida, dissolvida em CO,. Os compostos apolares deverdo ser recolhidos na fase
CO,. Por outro lado, os compostos polares sdo dissolvidos em dgua e coletados na fase
aquosa.

Devido a necessidade de acrescentar uma etapa ao processo de extracdo, a
remo¢dao do solvente do extrato final, as quantidades de cossolvente utilizadas sdo
geralmente reduzidas. E de grande importancia que o solvente seja considerado um
totalmente seguro ou solvente GRAS'. Assim, todas as vantagens ambientais da extragcdo
supercritica sdo mantidas (BRAGA et al., 2003). Recentemente, a d4gua tem sido utilizada

como cossolvente, e empregada na extracdo de compostos utilizados na fabricacdo de

"GRAS = Generally Recognized as Safe
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nutracéuticos (KITADA et al., 2009) e em especial na aplicagio em alimentos
(MACHMUDAH et al., 2012). A utilizacdo de 4dgua como cossolvente apresenta como
vantagens um menor custo de processo e impacto ambiental, além de facilidade de

manuseio (MARKOM et al., 2007).

co,

<@ HoO

—> (®) CO,+apolar

© H,0+ polar

Figura 2.4. Extracdo e separa¢do do processo SFE com CO, + H,O0.

Segundo MENAKER et al. (2004), CATCHPOLE et al. (2004) e DE MARIA
et al. (1997) compostos polares sdo dificilmente extraidos por SFE usando somente CO,,
havendo a necessidade de adi¢cdo do modificador. CHIU et al. (2002) estudaram para vérias
condi¢cOes de temperatura e pressao a SFE de terpenos e flavonoides de folhas de Ginkgo
biloba L. usando CO, puro como solvente. De acordo com os resultados, somente o CO;
ndo foi suficiente para extrair estes compostos. No estudo realizado por PEREIRA et al.
(2004) na extragao a partir de folhas e galhos de leiteira de dois irmaos (Tabernaemontana
catharinensis) com cossolvente etanol, observou-se que, ao dobrar a porcentagem de
cossolvente (etanol), obteve-se ndo s6 maior rendimento de extrato, mas também maior
concentracdo dos compostos de interesse (alcaléides) no mesmo. Também, CASTRO-
VARGAS et al. (2010) mostraram que o rendimento do processo SFE em termos de fracao

fendlica foi menor quando comparado ao processo soxhlet com etanol. Porém, ao adicionar
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etanol como modificador na SFE, maiores rendimentos foram obtidos. Importante ressaltar
que a escolha do cossolvente dependerd do composto de interesse.

MACHMUDAH et al. (2011) utilizaram o sistema CO», + H,O a fim de extrair o
dcido clorogénico e a cafeina dos graos de café. Segundo estes autores, o aumento da
pressdo provocou uma melhora nas propriedades da dgua relacionadas com a taxa de
transferéncia de massa do soluto no solvente, como a densidade, o produto i6nico (Ky), € a
constante dielétrica, ocasionando um aumento na eficiéncia da extracdo. Adicionalmente,
um maior volume de dgua pode também inchar a matriz e favorecer a penetracio do CO;
supercritico favorecendo a difusdo do soluto para a superficie da matriz. Este mesmo
comportamento foi observado na extracdo da cafeina e epigalocatequina galato do cha
verde (KIM et al., 2008).

PARK et al. (2012) estudaram a desinfec¢do de graos de trigo contaminados
com esporos de Penicillium oxalicum com o sistema CO, + H,0. A inativagdo dos esporos
P. oxalicum foi significativamente aumentada pela adicdo da dgua como cossolvente.
Utilizando o mesmo sistema, KATAYAMA et al. (2012) desenvolveram um método para
modificar a superficie do tecido de algodao (criacdo de vincos) a fim de suportar fortemente
agentes funcionais e eliminar os agentes ligantes. De acordo com os autores, a 4gua no qual
0 CO; a alta pressao foi dissolvido infiltra no interior do algoddo dilatando-o, criando os

VINCos.

2.4. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (UAE)

Muitos paises estdo comegando a aplicar normas ambientais estritas em quase
todos os aspectos da vida humana devido as crescentes preocupagdes ambientais da
sociedade (SUNARSO e ISMADIJI, 2009). Nas ultimas décadas, a industria de alimentos
tem se adaptado as crescentes exigéncias do consumidor, que se tem mostrado mais
preocupado com a seguranca alimentar e mais exigente em relagdo aos niveis de qualidade
dos alimentos.

Os procedimentos de extracdo comuns utilizado no isolamento de compostos
organicos a partir de plantas medicinais sdo: hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo com

solvente a baixa pressdo (LPSE), entre outros. No entanto, estas técnicas geralmente
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requerem tempos de extracdo elevados e pouca eficiéncia. Além disso, a presenca de
compostos termoldbeis requer a utilizacao de técnicas a baixas temperaturas a fim de evitar
a hidrdlise, a solubilizacdo em dgua e a degradacio.

Além da extragdo supercritica, a extragdo assistida por ultrassom (UAE:
ultrasound-assisted extraction) é também considerada uma tecnologia limpa na industria de
alimentos e tem sido o topico de muita pesquisa e desenvolvimento. O efeito que as ondas
de ultrassom de alta poténcia tém sobre caracteristicas fisicas, bioquimicas e nas
propriedades dos alimentos tem atraido um grande interesse. Este interesse € devido a
possibilidade do ultrassom produzir uma variedade de efeitos, dependendo da combinagao
de caracteristicas entre as ondas de ultrassom e o produto. Esta nova tecnologia “verde”
também tem sido considerada em aplicagdes de sustentabilidade ambiental (CHEMAT et
al., 2011).

O desenvolvimento da tecnologia do ultrassom e seu potencial beneficio
desencadearam um interesse de sua aplicacio em uma ampla variedade de produtos
quimicos e em processos (MASON e LORIMER, 2002). Esta tecnologia pode oferecer uma
alternativa econdmica aos processos de extragcdo tradicionais que utilizam matérias-primas
de custo elevado (GARCIA-SALAS et al., 2010).

A extracdo assistida por ultrassom € um método eficaz na extracdo de
constituintes quimicos a partir de matrizes vegetais (PALMA e BARROSO, 2002;
HROMADKOVA e EBRINGEROVA, 2003; DOBIAS et al., 2010). A extracio pode ser
realizada em tempos mais curtos comparada a outras técnicas de extracdo, o que indica que
este método pode ser potencialmente utilizado na extracdo de compostos termossensiveis
utilizados em alimentos, produtos de saide, cosméticos, e produtos farmacéuticos (DONG
et al., 2010).

O ultrassom € um processo que utiliza a energia das ondas ultrassOnicas que sao
transmitidas em frequéncia superior a da capacidade auditiva humana, ou seja, acima de
20,0 kHz. As ondas de ultrassom se propagam na matéria, criando no meio em que se
propagam ciclos de expansdo e compressao no meio. Em um liquido, estas ondas criam um
ciclo de expansdo, o que produz uma pressdo negativa, podendo gerar bolhas ou cavitacdo

(LUQUE-GARCIA e DE CASTRO, 2003).
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Os principais efeitos do ultrassom na extragdo s@o o aumento da permeabilidade
das paredes celulares, a producio de cavitagdes, ou seja, formacao de bolhas em um liquido
abaixo do seu ponto de ebuli¢do, resultando em um forte estresse dindmico e,
consequentemente, o aumento do estresse mecanico das células, também chamado de
friccdo interfacial (CHEMAT et al.,, 2011). Desta forma, esta técnica pode facilitar a
dilatacdo e a hidratacdo do material, aumentando o tamanho dos poros da parede celular e
otimizando os processos de difusdo e de transferéncia de massa. Um aumento no tecido
celular ao dobro do seu volume pode, em alguns casos, quebrar a parede celular, o que
causa a saida de compostos celulares, além de aumentar a eficiéncia da extracdo e/ou
reducgdo do tempo de extragao (VINATORU, 2001).

A Figura 2.5 (a) mostra um estado de geracao de bolhas quando um ultrassom €
emitido em 4gua. Dentro de alguns segundos, as bolhas crescem, ficam instaveis
mecanicamente quando atingem um determinado tamanho e entram em contra¢do rapida
(BANKS, 2004). O processo pelo qual as bolhas se formam, crescem e sofrem colapso
implosivo é conhecido por "cavitacao". A Figura 2.5 (b) mostra uma bolha de cavitacdo em
uma superficie do elétrodo sofrendo um colapso assimétrico levando a um microjet em que

a solucdo € arrastada para fora em segundos.

us Ho us (a)
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Colapso da bolha
/Microjet

Figura 2.5. Mecanismo representando o colapso da bolha na superficie s6lida (adaptado de
CHEMAT et al., 2011; SEIDI e YAMINI, 2012).
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O mecanismo de extracdo envolve dois tipos de fendmenos fisicos: a difusdao
através da parede das células e a saida do contetido da célula, uma vez que as paredes estao
rompidas (GAETE-GARRETON et al., 2011). Ondas de ultrassom interagem com a matriz
a fim de alterar suas propriedades fisicas e quimicas; o efeito cavitacional dessas ondas
facilita a liberacdo de compostos extraiveis e aprimora o transporte de massa alterando as
paredes das células vegetais (CHEMAT et al., 2011; MASON et al., 1996; VINATORU,
2001; SHIRSATH et al., 2012). Melhora o inchamento da matriz, melhora a taxa de
transferéncia de massa, resultando em um aumento da efici€ncia e/ou reducdo no tempo de

extracdo (MELECCHI et al., 2006).

2.5. MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NO ESTUDO

Foram selecionadas plantas nativas brasileiras ricas em compostos fendlicos de
elevada capacidade antioxidante com elevado potencial econdmico e que ainda ndo foram

exploradas utilizando a extracdo com fluido supercritico (SFE).

2.5.1. HETEROPTERYS APHRODISIACA (NO-DE-CACHORRO)

A Heteropterys aphrodisiaca O Mach (N6-de-cachorro) (Figura 2.6) € uma
espécie semi-arbustiva conhecida pelas populacOes tradicionais do estado de Mato Grosso
por suas propriedades medicinais (COELHO et al., 2008). E tida como planta medicinal de
grande importancia devido ao poder curativo de enfermidades, principalmente devido a sua
capacidade estimulante de memdria e sexual, vasodilatacdo, revigorante fisico e
psicoldgico, antiulcerogénica, depurativo e antioxidante (POTT e POTT, 1994; MATTEI et
al., 2001). E usada ainda para agravos no sistema reprodutivo, circulatério, digestivo e
nervoso. A casca e a entrecasca da raiz sdo empregadas em solugdes alcodlicas,
principalmente contra debilidades nervosas e como afrodisiacas (MORAIS, 2003). As
raizes e as folhas jovens sao utilizadas para irritacdo e inflamagao ocular, assim como para
agravos na catarata (MACEDO et al., 2004). E também empregada na indiistria alimenticia

na fabricagio de geléias, licores, vinhos e molhos picantes (GALVAO et al., 1998).
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Figura 2.6. Raizes de né-de-cachorro (Heteropterys aphrodisiaca O Mach) (FLICKR,
2010).

COELHO e SPILLER (2008) comprovaram a presenga dos seguintes
compostos na raiz de né-de-cachorro: polifendis, taninos condensados e hidrossoliveis,
alcaléides, glicosideos flavonicos, glicosideos aromdticos simples, glicosideos
cardiotonicos e saponinas. Foram isoladas as substincias dihidroflavonoides como
astilbina, neoastilbina e isoastilbina (MARQUES et al., 2007).

O efeito farmacoldgico e toxicolégico do extrato das raizes de nd-de-cachorro
no sistema nervoso de ratos idosos foi comprovado em pesquisa realizada por GALVAO et
al. (2002). Este mesmo extrato apresentou propriedade antioxidante cerebral por inibir a
interacdo dos radicais livres com as biomoléculas presentes no cérebro de ratos jovens
(MATTEI et al., 2001).

Devido a sua importincia para bens medicinais, existem trés patentes no INPI,
duas referentes ao processo de obtencdo e outra devido a sua propriedade farmacoldgica de
acdo virucida, antifiingica e antibacteriana. PALAZZO et al. (2000) constataram o efeito
cicatrizante dos extratos das raizes de nd-de-cachorro em ratos ulcerados e SANTOS e
CARLINI (2000) verificaram efeito afrodisiaco e a melhoria na memoéria de ratos idosos
tratados com a dose de 50 mg/kg do extrato de raizes BST0298 (extrato liofilizado, cédigo
adotado pelo Laboratério Biosintética - Patente requerida, PI9803518-5). O extrato
BST0298 apresentou atividade antiviral e virucida. A atividade antibacteriana, antiftingica e
antiviral foi comprovada por ROMAN-JUNIOR et al. (2005) através do extrato BST0402

(extracdo por maceragdo com acetona, concentrado e liofilizado).
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2.5.2. INGA EDULIS (INGA-CIPO)

O Inga edulis Mart. (Leguminosae-Mimosoideae) (Figura 2.7) € uma &arvore
nativa das florestas tropicais da América, seus extratos t€ém sido usados na medicina
popular como antiinflamatério e diurético (SILVA et al., 2007a). O ingd destaca-se
principalmente devido ao sabor exético e aos componentes nutricionais como acticar e sais
minerais presentes na polpa (AREVALO-PINEDO et al., 2004).

Estudos prévios da espécie mostraram elevados valores de capacidade
antioxidante e conteddo fendlico em extratos de suas folhas (SOUZA et al., 2008; SILVA
et al., 2007b), e de acordo com seu perfil fitoquimico, compostos fendlicos como catequina,
epicatequina, miricetina-3-ramnopiranosideo, quercetina-3-ramnopiranosideo e quercetina-

3-glucopiranosideo foram revelados (SOUZA et al., 2007).

Figura 2.7. Folhas de Inga-cip6 (Inga edulis Mart) (FLICKR, 2010).

No estudo realizado por SOUZA et al. (2008), foi verificada a ocorréncia de
compostos com capacidade antioxidante significante nas folhas de ingé-cipé que podem ser
utilizados em aplicagdes farmacéuticas e medicinais. A capacidade antioxidante (AA) e os
polifendis do extrato das folhas de ingd-cip6é utilizando metanol-dgua foi medida por
SOUZA et al. (2007). O extrato bruto seco apresentou valores de AA igual a 11,16 mmol
equivalente trolox/g e 496,5 mg de catequina equivalente/g.

SILVA et al. (2007a) otimizaram as condicdes para extracdo dos compostos

fendlicos das folhas de ingéd-cip6, maximizando simultaneamente o rendimento em
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fendlicos totais (TP), flavonoides totais (TFA) e fendis totais (TFO). As condi¢des
otimizadas foram 86,8 % de etanol, 331 K e tempo de 46,8 min, contendo 134,6 mg de
dcido gélico equivalente/g (b.s), 26 mg de catequina equivalente/g (b.s) e 13,8 mg de rutina
equivalente/g (b.s) respectivamente para TP, TFA e TFO.

De acordo com DIAS et al. (2010), fracdes enriquecidas em polifendis de
folhas de ingé-cip6 foram obtidas a partir de extragcdes liquido-liquido e em fase sélida
(SPE-C;3). Também se observou uma importante elevacao da capacidade antioxidante desta
fracdo, mostrando a importancia dos compostos fendlicos como potentes agentes

antioxidantes.

2.5.3. PHASEOLUS VULGARIS L. (FEIJAO)

O feijao é uma leguminosa largamente consumida no mundo, estando-lhe
associadas diferentes propriedades nutricionais (BOATENG et al., 2008) (Figura 2.8). O
Brasil € um dos principais produtores € o consumo anual € em torno de 19,18 kg/hab/ano
existindo preferéncia de cor, tipo de grao e qualidade culindria em algumas regides do pais
(AGRIANUAL, 2010). E amplamente conhecido por ser fonte rica e relativamente barata
de proteinas (20-25 %), carboidratos (50-60 %) (RANILLA et al., 2009), fibras e minerais
(BOATENG et al., 2008).

Figura 2.8. Feijao (Phaseolus vulgaris L.) (FLICKR, 2010).

Além dos componentes nutricionais que o feijao apresenta, este € rico em uma
variedade de fitoquimicos como flavonoides (incluindo os flavondis, seus glicosideos,

antocianinas, proantocianidinas e isoflavonas) bem como alguns acidos fendlicos (4cido p-
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cumadrico, acido sindpico e dcido felirico) (SUTIVISEDSAK et al., 2010; APARICIO-
FERNANDEZ et al., 2005; LITHRIA e PASTOR-CORRALES, 2006). A semente do
feijdo contém uma série de compostos bioativos tais como inibidores da enzima (a-
amylase), lecitinas, fitatos, oligossacarideos e fibras soliiveis (RANILLA et al., 2007). As
proantocianidinas s@3o o grupo mais amplamente distribuido de flavonoides em feijao
(BENINGER e HOSFIELD, 2003; GUZMAN-MALDONADO et al., 1996), as quais sao
associadas a sua atividade antioxidante, principalmente nas cascas das sementes
(BENINGER e HOSFIELD, 2003; RANILLA et al., 2009).

O extrato etandlico do feijao guandu estudado por TSUDA et al. (1994)
apresentou intensa atividade antioxidante. Ainda, hoje em dia, o grdo de feijao é o mais
popular usado em prevenc¢do de doencas como cancer de colo de utero, reducao do risco de
diabetes, obesidade e doengas corondrias (ROSS et al., 2009). OOMAH et al. (2006)
mencionam que o efeito protetor do feijao na prevencdo de doencas como cancer pode nao
ser inteiramente associado a fibra dietética, mas aos compostos fendlicos e outros
compostos nutritivos. LIN et al. (2008) identificaram alguns flavonoides como o 3-O-
glicosideo, delfinidina, petunidina, malvidina, canferol, quercetina-3-O-glicosideo entre

outros em vdrias espécies estudadas.

2.5.4. PYROSTEGIA VENUSTA (CIPO-DE-SAO-JOAO)

Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (Figura 2.9) € conhecida popularmente
como cipd-de-sdo-jodo, € de ampla distribuicdo no Brasil, desde o sul ao nordeste, com
exce¢io do norte (LORENZI, 1991). E cultivada pelo aspecto vistoso e por suas
consideradas propriedades terapéuticas (DUARTE e JURGENSEN, 2007). Suas folhas e
caules sao utilizados na medicina tradicional como tdnico e no tratamento de diarreia,
disenteria (FERREIRA et al., 2000; KUMAR et al., 2012), tosses, gripes e resfriados e
bronquite (SCALON et al., 2008). As flores sdo utilizadas para o tratamento de manchas
brancas no corpo (vitiligo) (FERREIRA et al., 2000; KUMAR et al., 2012).
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Figura 2.9. Folhas de cip6-de-sdo-jodo (Pyrostegia venusta) (FLICKR, 2010).

A partir da casca de P. venusta é preparada uma infusdo muito utilizada no
tratamento de infeccdes uterinas e do trato genital feminino, erisipela e ictericia
(hiperbilirubinemia e deposi¢do de pigmentos biliares) em bebés recém-nascidos (SENS,
2002). Banho das folhas ajuda no controle de micoses, manchas brancas da pele e provoca
rejuvenescimento na pele (MARTINS et al., 2000).

Foram isolados e caracterizados a partir das folhas o [-sitosterol, n-
hentriacontano, acacetina-7-O--D-glicopiranosideo, mesoinositol, estigmasterol, $-amirin,
acido oleandlico (DUBEY e MISRA, 1976; KRISHNA et al., 2002), e rutina (BLATT et
al., 1998); das flores o [B-sitosterol, n-hentriacontano, 7-O-f-D-glicopiranosilacacetina e
meso-inositol (DUBEY e MISRA, 1976) e a partir do extrato etandlico das raizes a
alantoina, esterdides B-sitosterol e 3-B-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e a flavanona
hesperidina (FERREIRA et al., 2000). Além disso, de acordo com o estudo de PINHO et al.
(2009), a P. venusta apresentou altas concentragdes de 4cidos graxos insaturados,
principalmente o 4cido oléico, com 56,2 %, tendo um potencial significativo como
biocombustiveis e como recursos renovaveis para a industria quimica do 6leo. KUMAR et
al. (2012) relatam que as flores consistem de &acido galotanico e glicosideo, o qual €
amargo, picante, digestivel, e utilizado como laxante, antiinflamatério, contra asma e
bronquite, e dor de garganta.

Segundo estudo de TINOI et al. (2006), foram identificados os carotendides -
caroteno, luteina, B-criptoxantina, neoxantina, violaxantina, e zeaxantina nos extratos de

cipd-de-sdo-jodo. A partir da extragdo concentrada das folhas, DOS SANTOS e BLATT
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(1998) determinaram a presenca de classes diferentes de flavonoides e fendis. Os valores
obtidos foram 1,72 % e 1,87 % de fendis totais e, 0,62 % e 053 % de flavonoides para a

mata e cerrado, respectivamente.

2.5.6. HYMENAEA COURBARIL (JATOBA)

A Hymenaea courbaril L. (Figura 2.10), pertencente a familia Fabaceae, é
vulgarmente conhecida como jatobd (FERNANDES et al., 2005). E popularmente utilizada
como carminativa, sedativa e adstringente; o chd da casca € recomendado para diarreia,
disenteria e cOlicas intestinais (LORENZI e MATOS, 2002). Andlises quimicas de seus

extratos apontam sua importincia em compostos biologicamente ativos, incluindo

diterpenos, sesquiterpenos, flavonoides e oligossacarideos (NOGUEIRA et al., 2001).

~*.

Figura 2.10. Casca de jatoba (Hymenaea courbaril L) (FLICKR, 2010).

As folhas e cascas sdo ricas em terpenos e fendis com vdrias atividades
bioldgicas atuando como protecdo contra infec¢des e ataque de insetos (MARQUES et al.,
2007), acdo antimicrobiana (ROBBERS et al., 1997; MARTINS et al., 2010;
GONCALVES et al.,, 2005), atividade antifingica e antibacteriana e moluscidas
(FERNANDES, 2005). Além disso, sdo usados como adstringente nas afeccdes da bexiga e
prostata, bronquites, tosses e coqueluche (CHAVES et al., 2008).

Suas arvores sdo caracterizadas por suas resinas com alta proporcdo de dcidos
diterpénicos, antimicrobianos fortes (ABDEL-KADER et al., 2002). Os extratos da casca
de jatoba apresentam alta atividade inibitoria de S-lipoxigenase (BRAGA et al., 2000); e

também tem sido usado na industria cosmética, devido a poli catequinas, com efeitos
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hidratantes e de clareamento da pele (PETTIT et al., 2003). E sabido que o alto teor de
compostos fendlicos em extratos de jatobd € devido a presenca de taninos condensados,
sendo oligdbmeros e polimeros formados pela condensa¢do de duas ou mais unidades de
flavonoides, também conhecido como poliflavonoides e estd presente na maioria das
plantas superiores (GU et al., 2003).

Um estudo fitoquimico resultou no isolamento de uma série de flavonoides de
estruturas variadas (PETTIT et al., 2003). Alguns destes produtos quimicos, como &cido
copdlico, delta-cadineno, cariofileno e alfa-humuleno, teriam sido empregados como um
paliativo, anti-séptico, adstringente, expectorante, laxante, purgativo, estimulante, sedativo
e tonico na medicina popular (ABDEL-KADER, 2002; LORENZI e MATOS, 2002).
GRANATO et al. (2005) estudaram a caracterizacdo quimica qualitativa e avaliacdo
microbioldgica de residuos da casca de jatobd; os extratos de metanol obtidos por soxhlet
indicaram a presenca de compostos fendlicos e atividades antioxidante contra

microorganismos.

2.4. AUMENTO DE ESCALA

Nas ultimas décadas, a extracdo de produtos naturais utilizando a SFE tem sido
inserida em escala industrial, assim como o nimero de plantas industriais estd aumentando.
O aumento de escala ocorre geralmente em resposta ao aumento da demanda do produto, e
principalmente quanto aos elevados custos de producdo (BLOCK, 2005). Portanto, € de
grande importancia desenvolver e aplicar procedimentos para otimizacdo do processo de
extracdo, tendo a necessidade de desenvolvimento de métodos rdpidos e confidveis para
implementacdo das condi¢des operacionais de extracdo (BLOCK, 2005).

Informacdo preliminar como testes laboratoriais é fundamental para assegurar a
praticabilidade do processo e obter informacdo para validar o impacto econdmico do
processo em escala industrial (MUNOZ et al., 2007). Além disso, a obten¢io das condigdes
Otimas de extracdo, considerando a qualidade do produto, o rendimento e a economia do
processo sdo necessdrios para entdo implementacdo em escala industrial (BERNA et al.,

2000).
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O design de uma planta de extrac@o supercritica industrial € baseado geralmente
em experimentos de planta piloto. A planta piloto € utilizada primeiramente para
determinar as condi¢cdes 6timas de extragdo, realizando uma varredura em diferentes
pressdes, temperaturas e solventes, e em seguida a obtencdo de dados termodindmicos e
cinéticos (SOVOVA e SAJFRTOVA, 2005).

MARTINEZ (2005) afirma que o grande desafio estd na escolha dos critérios,
isto €, quais parametros e condicdes devem ser mantidos constantes, quais devem variar, e
como devem variar para reproduzir em grande escala curvas de extracdo. Diante disso, o
processo de extracdo SFE deve visar a otimizacdo das varidveis tempo de extracdo e
rendimento do processo, as quais afetam diretamente na viabilidade econdmica do processo
(AL-JABARI, 2002). Portanto, é importante que se encontre as melhores condi¢Oes
operacionais que maximizem a taxa de extracdo e a quantidade de extrato obtido de uma
matriz vegetal.

Segundo BRUNNER (2005), o conceito de larga escala refere-se a extratores
com volumes maiores de 20.000 litros, como por exemplo, o processo de descafeinacdo do
café. Atualmente, a maioria dos extratores € projetada para capacidade menor que 1.000
litros. Ainda assim, existe informagcao limitada na literatura de dados de aumento de escala
para grandes sistemas industriais de extracdo SFE. EGGERS e SILVERS (2003) estudaram
o aumento de escala (10 x) para um processo de produgdo do 6leo de primula utilizando a
SFE. Segundo os autores, os parametros como o tempo de residéncia do solvente e a
relacdo entre o indice de Oleo carreado com solvente e a altura do leito fixo foram
importantes no aumento de escala.

DEL VALLE et al. (2004) demonstraram que ocorrem diferencas no fendmeno
de transferéncia de massa ao mudar da escala analitica a piloto e que este comportamento
pode estar relacionado a heterogeneidade do escoamento do solvente no leito, a dispersao
de soluto entre o extrator e separador, e/ou no arraste de gotas do extrato no reciclo de
solvente. Além disso, segundo REVERCHON e MARRONE (1997) o mecanismo de
transferéncia de massa pode alterar entre as diferentes espécies e estruturas vegetais a

serem utilizadas na extracao.
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Dentro deste contexto, muitos critérios de aumento de escala para processo SFE
podem ser encontrados na literatura. Segundo PRADO et al. (2011), utilizando um simples
critério pode ajudar a desenvolver um método de aumento de escala facilmente aplicavel, o
que diminuiria o tempo e o custo empregado no desenvolvimento do processo SFE. O
simples critério de escala adotado por PRADO et al. (2011) consiste em manter constante a
proporcdo entre a massa de solvente e a massa de alimentac¢do para um tempo de residéncia
constante. Os autores estudaram o aumento de escala (15 x) para o residuo de cana-de-
acucar e cravo em escala laboratorial (0,29 L) e piloto (5,15 L). O rendimento foi
ligeiramente maior nos experimentos em escala piloto para o cravo, 20 % e para o residuo
de cana-de-agucar, 15 %. O mesmo critério foi mantido por PRADO et al. (2012) no estudo
do aumento de escala (17 x) para a semente de uva (Vitis vinifera L.). O rendimento em

escala piloto foi 6 % maior comparado a escala laboratorial.

2.5. SIMULACAO DE PROCESSOS E CUSTO DE MANUFATURA

As ferramentas da simulacdo de processos tém sido utilizadas nas industrias
quimicas e petroquimicas desde 1960 (TOUMI et al., 2010). A simulacdo de processos
facilita a avaliacdo, o desenvolvimento e o aumento de escala a fim de estimar os custos do
processo. Adicionalmente, os simuladores permitem encurtar o tempo necessario para o
desenvolvimento do processo, comparar alternativas de processos, processando e
analisando interativamente um grande nimero de informacgdes; e estudar as interacdes
existentes entre as correntes de entrada e saida das vérias operagdes unitdrias integradas
(ROULF et al., 2001).

Geralmente, as maiores aplicacdes dos simuladores estdo em avaliar e otimizar
processos integrados. Este pode ser aplicado em diversos estdgios durante o processo da
comercializacdo, sendo também utilizados na selecdo do projeto baseado na andlise
econdmica ou em outra exigéncia critica do processo. Através do simulador € possivel o
ajuste do processo e das condi¢cdes operacionais permitindo que uma industria reduza os
custos (LEAL et al., 2006) e o tempo em laboratério e planta piloto (JULLY et al., 2004).

Desta forma, a simulacio de processos surge como uma alternativa interessante,

visando a diminui¢cdo dos custos com experimentagdo e otimizacdo do processo
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previamente a instalagdo de uma unidade industrial. Adicionalmente, o simulador facilita a
transferéncia da tecnologia assim como o projeto de novos processos, além de estimar todos
os custos exigidos no processo (VEGGI, 2009).

O simulador de processos SuperPro Designer® ¢ considerado um dos
simuladores mais completos e muito utilizado em processos tecnolégicos e de produtos
bioquimicos. E também empregado em modelagens bioquimicas, em inddstrias alimenticias
e farmacéuticas, assim como em outros processos continuo ou em batelada (ATHIMULA et
al., 2006). O software permite a criacdo de projetos diferenciados, dimensionando
equipamentos e estimando o custo preliminar do processo através da integracdo com
ferramentas de outros processos de engenharia e de modelagem de custo. Além disso, é
possivel avaliar o capital de investimento no inicio do projeto.

Desta forma, as principais vantagens deste simulador consistem em uma vasta
base de dados com compostos quimicos especificos e operacdes unitdrias, e a avaliacdao
econOmica do processo, além de fornecer o detalhamento dos resultados como relatérios de
avaliacdo econdmica e dos dados de entrada e saida (FLORA et al., 1999).

MISAILIDIS et al. (2009) obteve sucesso ao utilizar o software SuperPro
Designer® para analisar trés alternativas de bio-processamento para a co-produgdo de
arabinoxilano em uma operacdo de biorefinaria de trigo. Segundo os autores, a economia
foi melhorada com a co-produgdo de arabinoxilano e com a adi¢do de uma reciclagem para
outros componentes criticos do processo. KOTOUPAS et al. (2006) realizaram a avaliacao
econOmica e verificaram o impacto ambiental no tratamento de dguas residuais do soro do
queijo. Através da simulacdo foi demonstrado que procedimentos baseados em unidade de
membrana como ultrafiltragdo e osmose reversa podem ser facilmente modelados
utilizando o software.

PRADO et al. (2012) avaliaram a viabilidade econdmica do processo utilizando
o simulador SuperPro Designer® a fim de obter dados consistentes de forma a apoiar o
interesse de um potencial investimento na producdo de extratos obtidos por SFE em larga
escala.

MONTANES et al. (2012) estudaram o aumento de escala (1.000.000 x) e a

viabilidade econdmica para o isolamento de prebidticos utilizando SFE, utilizando o
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software AspenONE® V7.3. De acordo com os resultados, o processo foi considerado
rentdvel.

Apesar da utilizagao do software estar focado na industria de bioprocessos, este
tem sido bastante empregado no design e na simulag¢do do processo SFE, principalmente no
estudo do aumento de escala e na viabilidade econdmica do mesmo. Segundo PERRUT
(2000), apesar da tecnologia supercritica ser considerada uma técnica vidvel para a
obtencado de extratos de alta qualidade, ela é conhecida por produzir extratos de alto custo
devido a elevados investimentos relativos a operagao em alta pressdo. Em contrapartida, ao
comparar as propriedades e a qualidade dos extratos obtidos por diferentes processos, a
SFE se torna competitiva e um processo alternativo de extracdo (MEIRELES, 2003).

A viabilidade econdmica do processo SFE, ou seja, o custo de manufatura
(COM) do extrato estd diretamente relacionado com alguns fatores como o rendimento,
produtividade e a seletividade do processo (AL-JABARI, 2002; ROSA e MEIRELES,
2005). Desta forma, uma maior quantidade do extrato e/ou do composto alvo obtido em
menor tempo de extragdo resultard em um menor COM.

O grupo de pesquisa LASEFI/Unicamp vem estudando o aumento de escala e
alguns trabalhos foram publicados sobre simulacdo e estimativa da viabilidade econdmica
do processo SFE em escala industrial (ROSA e MEIRELES, 2005; MARTINEZ et al.,
2007; TAKEUCHI e MEIRELES, 2007; PRADO et al., 2011; PRADO et al., 2012). Os
estudos concluiram que o critério de aumento de escala mantendo S/F (razdo entre solvente
e massa de alimentacdo) em tempo de residéncia constante apresenta boa concordancia
entre os dados de escala piloto e laboratorial.

Portanto, o processo de aumento de escala permite simplificar o estudo do
processo SFE, sendo possivel uma previsdo do comportamento do processo em escala
industrial a partir de dados de laboratdrio sem necessidade de célculos complexos (PRADO
et al., 2011). Desta forma, dados em escala laboratorial podem ser usados para avaliar o

economicamente o processo SFE.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

As Figuras 3.1 e 3.2 apresentam o diagrama de fluxo das atividades realizadas.

As atividades encontram-se detalhada nas se¢des a seguir.

Cip6-de-sédo-joao
Inga-cipo
Matéria-Prima (MP) Feijao
No6-de-cachorro
l Jatoba

Preparacao da MP:
Moagem e Peneiragao

l Densidade real;
Caracterizagédo da MP Diametro Médio;
l Umidade

Extracao Supercritica (SFE)

L

Xg: CO, / CO, + EtOH / CO; + H,O
323 Ke 35 MPa

i

CCD / flavonoides /
polifendis / AA

|

Jatoba
IRG: CO; + H:0, Xp siFr=50 —
P (15, 25 e 35 Mpa),T (323 e 333 K)

s
CCD / polifendis /
taninos

!

OEC (323 K,15 MPa)

' J )

CCD/ | Aumento de | UPLC-MS/MS
taninos | escala IES-MS/MS

L
CcoMm

Figura 3.1. Diagrama de fluxo das atividades realizadas na etapa SFE.
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Matéria-Prima (MP)
Jatoba

Preparagédo da MP:
Moagem e Peneiragdo

Caracterizagdo da MP

L

Densidade real;
Didmetro Médio;
Umidade

Maceragéo
H,0, H,0 + EtOH, EtOH, tampao
SIF:20,10e 6,7

Polifendis

y

Extragdo assistida por ultrassom (UAE)
Banho: 60 W, 323 k, 40 min

y

v

Extragdo por agitagdo (AGE)
323 k, 40 min

Extragéo assistida por ultrassom (UAE)
Sonda (UP): 20 kHz, 323 K, 40 min

|

Polifendis / CCD / AA

|

Extracdo em trés

estagios (UAE, AGE)

L

Aumento de escala

y

(UAE)

|

Estudo cinético
(UAE, AGE)

l

CLAE/DAD

Polifendis / CCD / AA

Figura 3.2. Diagrama de fluxo das atividades realizadas na etapa UAE.
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3.1. MATERIA-PRIMA

3.1.1. ORIGEM E PREPARO DAS MATERIAS-PRIMAS

As matérias-primas nd-de-cachorro (raiz), jatobd (casca do tronco - Lote 1),
cip6-de-sdo-jodo (folhas), ingd-cip6 (folhas) foram adquiridas da empresa Superextra Brasil
(Sao Paulo, SP). O jatob4 (Lote 2) foi adquirido da empresa Nutry Brasil (Sdo Paulo, SP) e
o feijao (BRS grafite) utilizado neste trabalho foi doado pela Embrapa Arroz e Feijao
(Goias, GO).

As amostras foram moidas em moinho de facas (Marconi, modelo MA 340,
Piracicaba, SP) e fracionadas com o uso do jogo de peneiras Tyler (W.S. Tyler, EUA) de
16, 24, 32, 48 e 80 mesh, posicionado em um vibrador magnético (Bertel, Sdo Paulo, SP) e
deixado por 15 minutos no indicador 10. Cada fracdo da amostra foi pesada em balanca
semi-analitica (Marte, AS200, + 0,01g, Alemanha), acondicionada em sacos plasticos e

armazenada em freezer doméstico (Metalfrio, HC-4, Sao Paulo, SP) a 263 K.

3.1.2. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

3.1.2.1. UMIDADE

A umidade da matéria-prima foi determinada pelo método de destilacio com
solvente imiscivel xilol (JACOBS, 1973), método este recomendado para produtos que
contém Oleo volatil.

Para a determinacgdo, foram utilizados 0,025 kg do material moido e 100 cm’ de
xilol (P.A., Ecibra, lote 17463, Sao Paulo, SP) em balao de 250 cm’. O sistema foi levado 2
ebulicdo com auxilio da manta de aquecimento € mantido sob refluxo por 1 hora e 30
minutos. Apds o resfriamento, mediu-se o volume de dgua no tubo coletor. O experimento
foi realizado em duplicata.

A umidade do material, expressa em porcentagem (% em base umida) foi
calculada pela (Equagao 3.1).

U= (VHZO'.DHZO

mamostra

) X 100 (Equagao 3.1)
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Onde:

U: umidade;

Vio: volume de dgua extraida da amostra (m’);

p mo: densidade da dgua (996,51 kg/m3) nas condi¢des ambientais do laboratério (300 K);

m: massa da amostra (kg).

3.1.2.2. DENSIDADE REAL, DENSIDADE APARENTE E POROSIDADE DO LEITO

A densidade aparente (d ;) foi calculada usando-se o volume total da célula de

extracdo e a massa total das plantas necessdria para empacoté-la (Equacdo 3.2).
de=— (Equagao 3.2)

Onde: m = massa de matéria-prima seca e moida; V = volume; d , = densidade aparente.
A densidade real (d,) das particulas foi determinada por picnometria com gas
hélio na Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp. A porosidade total (leito +

particulas) (¢) foi calculada com as densidades aparente e real.

d 4 <
e=1—— (Equagao 3.3)
dyr

3.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para a obtenc¢ao dos extratos, foram utilizadas as seguintes unidades de extracao
SFE: i) SFE-II: sistema Spe-ed (Applied Separations, modelo 7071, Allentown, EUA) para
extracOes utilizando somente CO, como solvente da extragdo; ii) SFE-I: unidade de
cossolvente para extragcdes utilizando CO, + EtOH como solvente da extracdo; iii) SFE-Ii:
unidade de cossolvente para extragdes utilizando CO; + H,O como solvente da extracao; iv)
unidade piloto com dois extratores de 5 L (2x5L) (Thar Technologies, Pittsburgh, EUA)
(Figura 3.3). As dimensdes dos leitos das unidades podem ser verificadas na Tabela 3.1.

Para as extragdes utilizando CO;, + H,O (10 %, massa), a unidade SFE-I (Figura
3.3b) foi modificada apds algumas tentativas de extracdo em que foram encontrados alguns

problemas. Desta forma, o equipamento passou por uma alteracdo no funcionamento da
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bomba e do extrator durante um periodo de quatro meses aproximadamente. Os problemas
encontrados e as solu¢des foram:

e Problema: Retorno da dgua na bomba pneumdtica - booster (Maximator mod PP
111-VE MBR, Alemanha) e congelamento. Primeiramente, esta foi substituida por
uma bomba de alta pressio (Thermo Separation Products, Modelo 3200, P/F,
Fremont, EUA), assim, enquanto esta operava no modo pressdo, a outra operava no
modo vazdo de cossolvente. Porém, a pressdo de operacdo do sistema nio estava
sendo atingida. Solucdo: foi feito novamente uma substituicdo por outra bomba
pneumadtica disponivel, e a elevacdo desta para eliminar qualquer efeito da
gravidade, ja que esta ndo estava bombeando antigravidade, e a remocao da vélvula
back pressure que estava permitindo o retorno da d4gua na bomba de CO,. A vélvula
back pressure € utilizada em processos SFE como uma valvula de alivio de pressao,
possibilitando a recirculacdo de excesso de fluido. Esta foi substituida por uma
vdalvula reguladora de pressdo do ar comprimido ligando diretamente o compressor
a bomba;

e Problema: a dgua do sistema ndo estava sendo arrastada juntamente com o CO; na
corrente de saida do extrator. Solucdo: primeiramente aumentou-se a vazdo de
extracdo verificando que somente na despressurizacdo do sistema a dgua escoava;
em seguida, fol inserido um misturador elétrico (Thermo Separation Products, LC
mixer 1,0 cm3) na saida de dgua e CO,, ndo solucionando o problema.

e Problema: o sistema nao funcionou mesmo com as mudancas realizadas. Solugdo: o
extrator foi invertido, de forma que a alimenta¢cdo da mistura CO, + H,O ficasse na
parte superior e a saida na parte inferior do extrator.

e Problema: manuten¢do da vazao do sistema. Solu¢do: acoplamento de um rotdmetro
(Cole-Parmer, 150-mm Correlated Flowmeter, Fo-Y0-03227-30) para melhor

controle da vazdo durante a extracao.
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Figura 3.3. Unidades de extracdo supercritica utilizadas no estudo. SFE-II (a), SFE-I e SFE-
Ii (b) e piloto (c).
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Tabela 3.1. Caracteristicas das unidades de extragao e seus leitos (PRADO, 2010).

Unidade dy (cm) H, (cm) V (ecm?) 0 coz (kgfs)
SFE-I 3,41 46 415 1,0x 10™
SFE-II 5,42 12,54 290
e 2 2,09 6,57 5,5 % 10™
SFE-Ti 2 1,46 4,60
Piloto 10,34 61,4 2 x 5150 33x10°

dp, - diametro do leito; H, _altura do leito. V - volume do leito; Q¢¢; - vazao méxima de CO,.

3.2.1. RENDIMENTO GLOBAL (Xj)

Nesta etapa, foi determinada a quantidade total de material ou rendimento
global (Xp) solivel em CO,, CO;, + EtOH e CO, + H,O presente nas matérias-primas sob
condic¢do fixa de temperatura, pressdo e S/F (razdo entre a massa de solvente e sdlido). A
temperatura e pressao selecionada para extracdo foram de 323 K e 35 MPa, ja que em
condi¢des de pressdo elevada e temperatura moderada, o CO; supercritico apresenta alta
densidade, promovendo a solubilizagdo de diferentes compostos normalmente encontrados
nos extratos SFE.

Foram utilizadas 3+1 gramas de matéria-prima nas extracoes utilizando CO, e
101 gramas de matéria-prima nas extragdes utilizando CO, + EtOH e CO, + H;O,
mantendo constante a densidade aparente das matérias-primas. A relacdo S/F de 50 foi
fixada e mantida constante.

Considerou-se uma mistura dos solventes no misturador em uma propor¢ao
massica de 10 % (9:1) de CO,: EtOH e CO;: H,O. Desta forma, a vazdo média do solvente
(CO,) e dos cossolventes (EtOH e H,O) foi de 1,11 x 10 kg/s e 1,1 x 107 kg/s,
respectivamente. O tempo para as extragoes utilizando CO, supercritico puro como solvente
variou de 40+2 min e, CO, + EtOH e CO, + H,O em 77+2 min.

A quantidade total de material solivel em CO,, CO, + EtOH e CO, + H,O foi
calculada como a razdo entre a massa total do extrato e a massa total inicial de matéria-

prima (base seca), sendo os ensaios foram realizados em duplicata.
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3.2.1.1. EXTRACAO UTILIZANDO CO; SUPERCRITICO PURO COMO SOLVENTE

Foi utilizado o sistema de extracdo supercritica Spe-ed (Applied Separations,
Allentown, USA) equipado com uma célula de extracdo de 5 cm’ (Thar Designs,
Pittsburgh, USA). Um esquema simplificado do sistema estd representado na Figura 3.4.

Um banho termostatico (B-1) ajustado em 263 K garante que o CO, esteja
liquido antes de entrar na bomba. O sistema de pressurizacdo € formado por uma bomba
pneumdtica (P-1), onde o CO, é comprimido a pressdo de extracdo. Em seguida, o solvente
flui em um leito fixo (E) formado com a matéria-prima instalado dentro de um forno com
aquecimento elétrico. A temperatura do processo € controlada por um termopar na parede
exterior do extrator, sendo que esta temperatura € considerada ser igual a do interior do
extrator. O extrato € coletado apds a vdlvula de expansdo micrométrica (V-6) em um
separador, um frasco coletor de 50 cm’, A pressdo atmosférica, que age como um separador
flash, em intervalos de tempo predeterminados. Depois de passar através do rotametro
(RT), o solvente passa através de um totalizador de vazdo e é entdo liberado para o
ambiente.

Ao final do processo de despressurizagdo, o sistema passou por uma limpeza,
na qual circulou etanol (Synth, Pureza > 99,5 %, lote 75474, Diadema, SP) pela tubulacio
de saida da célula de extracdo. Para eliminacdo do solvente, foi utilizado o evaporador
rotativo (Laborota 4001, Heidolph, Viertrieb, Alemanha) para quantificar o extrato

removido na limpeza.
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B-1

CG (@ &

CG - Cilindro de CO, Valvulas

C - Compressor V-1 - de bloqueio CO,

B-1 - Banho de resfriamento de CO, V-2 - de retengdo

P-1 - Booster V-3 - de entrada de CO,

F - Forno de aquecimento V-4 - de alivio

E - Extrator V-5 - de saida CO, + extrato
FC - Frasco coletor V-6 - micrométrica

RT - Rotametro M - Man6metros

TV - Totalizador de vazao T — Termopar

Figura 3.4. Esquema simplificado da unidade de extracdo Spe-ed (SFE-II).

Procedimento operacional da unidade:

Ligou-se o banho de resfriamento (B-1) e esperou-se alcancar a temperatura entre
263 e 268 K;

Verificou-se se todas as valvulas (V-1, V-2, V-3, V-4 e V-5) estavam fechadas e
ligou-se o equipamento € o compressor (C);

Conectou-se a linha de saida do CO; no frasco coletor (FC), previamente tarado, e
depois se conectou o frasco coletor (FC) na linha de saida de CO; + extrato;
Abriram-se as valvulas de bloqueio (V-1) e de retencao (V-2) de COy;

Ligou-se a bomba de pressurizagdao do CO, (P-1);

Conectou-se o extrator (E), com a matéria-prima empacotada, no forno (F);
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Abriu-se lentamente a vélvula de entrada de CO, (V-3) para pressurizacdo do
sistema e verificou-se que nao havia vazamento, nem no extrator (E) nem na linha
do sistema;

Regulou-se vagarosamente a pressdo na bomba (P-1) até a pressdo de operacdo e
verificou-se novamente se ndo havia vazamento;

Configurou-se a temperatura do forno (F) para a temperatura de operacdo e a
temperatura da valvula micrométrica (V-6) e ligaram-se os botdes de temperatura
do forno (F);

Ajustou-se a pressao de operacdo (apds alcance das temperaturas de operacdo) na
bomba (P-1) e esperou-se 10 minutos para a estabilizacdo do sistema;

Colocou-se o frasco coletor (FC) em banho de gelo onde foi mantido parcialmente
1merso para evitar degradacdo do extrato durante a extracao;

Abriu-se vagarosamente a védlvula de saida de CO, + extrato (V-5) para iniciar a
extracao;

Ajustou-se a vazdao do CO, através da valvula micrométrica (V-6) que foi mantida
constante durante o periodo de extracdo e medida pelo rotametro (RT) e pelo
totalizador de vazao (TV);

Apos o tempo pré-estabelecido de extracdo, fechou-se a valvula de saida de CO, +
extrato (V-5) e fechou-se a valvula de entrada de CO, (V-3);

Diminuiu-se a pressdo da bomba (P-1) até pressdo do cilindro de CO, (CG) e
desligaram-se os botdes de temperatura do forno (F) e da védlvula micrométrica (V-
0);

Retirou-se o frasco coletor (FC) de extrato acoplou-se frasco de coleta de limpeza,
previamente tarado;

Abriu-se vagarosamente a vdlvula de saida (V-5) para a total despressurizacao do
sistema;

Desconectou-se o extrator (E) das linhas e lavou-se, com auxilio de seringa, a linha
de saida de CO, + extrato com alcool etilico, coletando-se no mesmo frasco da

despressurizacao;
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e Apés o procedimento de limpeza, retirou-se o frasco de coleta de limpeza;

e Acoplou-se outra célula de extracdo no forno (F) e abriu-se a vdlvula de entrada (V-
3) de CO,, para que fosse passada, na linha, corrente de CO, para retirada total de
residuo de solvente;

e Desconectou-se a célula, usada para limpeza, da linha; desligou-se o equipamento, o

banho ultratermostético (B-1) e compressor (C).

3.2.1.2. EXTRACAO UTILIZANDO COMO SOLVENTE A MISTURA CO, + ETANOL

As extragdes com a mistura CO, + EtOH (10 %, massa) foram realizadas em
uma unidade de extragdo supercritica com leito fixo.

O leito contém uma célula de extracao de aproximadamente 415 cm’ (didmetro
interno de 3,4 x 10? m e altura de 37,5 x 10> m e suporta pressdes de até 40 MPa. A
unidade é equipada com dois banhos termostiticos que controlam as temperaturas: i) do
CO; liquido (263 K) na entrada da bomba (Marconi, Modelo MA-184, Piracicaba, SP),
responsavel por manter o resfriamento e condensagdo do CO, e refrigerar o cabecgote da
bomba e; ii) do leito de extracdo (PolyScience, modelo 9510, Niles, EUA) responsével pela
manutencdo da temperatura do extrator de aco inox. O equipamento € provido de duas
bombas de solvente: 1) bomba pneumitica - booster (Maximator mod PP 111-VE MBR,
Alemanha), destinada a circulacdo do diéxido de carbono e; ii) do modificador (Thermo
Separation Products, ConstaMetric ®13200 P/F, Fremont, EUA). Em seguida, um totalizador
de vazao (LAO, modelo G0,6, + 0,001 m3, Sao Paulo, SP), termopares e trés mandmetros
(Record, 50 MPa + 0,5, Sao Paulo, SP).

Para a determinagdo do X, s/r=50, cada amostra foi empacotada em célula de
nylon e completada com esferas de vidro, nas mesmas medidas do extrator, resultando em
densidades aparentes diferentes para cada planta. Na base do extrator, foi inserida uma
coluna de teflon perfurada equivalente a aproximadamente 70 % do volume do extrator
com a finalidade de diminuir o seu volume, diminuindo o tempo de pressurizacdo e a perda
de carga do sistema (PEREIRA, 2005). Estas mesmas condi¢des foram estabelecidas para

as outras extragdes de rendimento global (Xy).
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O diéxido de carbono (99,0 % de pureza, Gama Gases Industriais, Campinas,
SP) passa pelo banho termostético (B-1) mantendo sua temperatura a 263 K antes de passar
pela bomba (P-1) garantindo assim que o CO, esteja liquido. O CO; e o etanol passam por
um misturador antes de sua entrada no extrator previamente acondicionado com a matéria-
prima. Desta forma, o solvente passa pelo leito de extracao (E) empacotado e é coletado
ap6s a expansdo na vélvula micrométrica (V-6) em um frasco coletor de 100 cm’ imerso
em banho de gelo a pressdo ambiente. Por fim, o solvente passa através de um totalizador
de vazdo (TV) e € entdo liberado para o ambiente (Figura 3.5). O cossolvente foi eliminado
em evaporador rotativo (Heidolph, Laborota 4001, Viertrieb, Alemanha) conectado a uma

bomba a vicuo (Heidolph, Rotavac, Viertrieb, Alemanha).

A

RC
CG - Cilindro de CO, Valvulas
C - Compressor V-1 - de bloqueio CO,
B-1 - Banho de resfriamento de CO, V-2 - entrada de CO,
P-1 - Booster V-3 - entrada de cossolvente
E - Extrator V-4 - de saida CO, + extrato
FC - Frasco coletor V-5 — micrométrica
RT - Rotametro M - Man6metros
TV - Totalizador de vazao MS - Misturador
RC - Reservatoério de cossolvente BC - Bomba de cossolvente

Figura 3.5. Diagrama da unidade SFE com cossolvente etanol (SFE-I).
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Procedimento operacional da unidade:

Liga-se o banho de resfriamento e aquecimento, e aguarda-se até que atinjam as
temperaturas de operacdo 263 K para resfriamento dos cabecotes da bomba B-1 e
temperatura de operacdo selecionada para extrator E);

Insere-se a amostra previamente empacotada em célula de nylon no extrator; no
caso de ser necessario o uso da coluna de teflon e/ou esferas de vidro para
completar o volume do leito, estes sdo inseridos na extremidade inferior do leito, na
entrada de CO»;

Verifica-se que todas as valvulas estejam fechadas;

Abre-se a vélvula V-1 do cilindro de CO, (CG) e 1é-se a pressao no mandmetro M-
L;

Abre-se a védlvula V-2 para regular a pressao do sistema;

Abre-se a védlvula V-3 para a utilizacao do cossolvente;

Atingida a pressao de trabalho, o que pode ser observado no mandometro M-3, opta-
se por realizar periodo estitico, mantendo as vdlvulas de saida fechadas durante o
mesmo, ou abrem-se as valvulas de saida V-4 e V-5 imediatamente;

Ajusta-se a vazdo do sistema através da valvula micrométrica (V-5) que € mantida
constante durante o periodo de extracdo e medida pelo rotametro (RT) e pelo
totalizador de vazao (TV);

O extrato é recolhido em frasco de vidro de 100 cm® (FC) imerso em banho de gelo;
Ap6s o fim da extracdo, fecham-se as valvulas V-2 e V-3, a do cilindro e desligam-
se as bombas;

Aguarda-se a despressurizacdo do sistema e desligam-se os banhos termostaticos;
Abre-se o extrator (E) retirando a célula;

Procede-se a limpeza da linha entre o extrator e o frasco de coleta utilizando etanol
como solvente e coletando em frasco de 50 cm® o extrato diluido em etanol. O

etanol € entdo evaporado, e o extrato recuperado.

43



Material e Métodos

3.2.1.3. EXTRACAO UTILIZANDO COMO SOLVENTE A MISTURA CO, + AGUA

Para determinacdo do X, s/r=s0 utilizando a unidade SFE-Ii (Figura 3.6), foram
mantidas as mesmas condi¢des e procedimentos das extragcdes com CO, + EtOH, exceto
que o etanol foi substituido por dgua. O diéxido de carbono (99,0 % de pureza, Gama
Gases Industriais, Campinas, SP) passa pelo banho termostiatico (B-1) mantendo sua
temperatura a 263 K antes de passar pela bomba (P-1) garantindo assim que o CO, esteja
liquido. O CO; e a 4gua passam por um misturador antes de sua entrada no extrator
previamente acondicionado com a matéria-prima. Desta forma, o solvente entra pela parte
superior do leito de extragcdo (E) empacotado e € coletado na parte inferior do extrator apos
a expansdo na valvula micrométrica (V-5) em um frasco coletor de 100 cm’ imerso em
banho de gelo a pressao ambiente. Por fim, o CO; passa através do rotametro (RT) onde sua

vazdo € medida, e por um totalizador de vazio (TV) sendo entdo liberado para o ambiente.
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S\

RC

FC
CG - Cilindro de CO, Valvulas
C - Compressor V-1 - de bloqueio CO,
B-1 - Banho de resfriamento de CO, V-2 - entrada de CO,
P-1 - Booster V-3 - entrada de cossolvente
E - Extrator V-4 - de saida CO, + extrato
FC - Frasco coletor V-5 — micrométrica
RT - Rotametro M - Man6metros
TV - Totalizador de vazao VR - Vilvula reguladora de pressao
RC - Reservatorio de cossolvente do ar comprimido

BC - Bomba de cossolvente

Figura 3.6. Diagrama da unidade SFE com cossolvente dgua (SFE-I1).

Procedimento operacional da unidade:

e Liga-se o banho de resfriamento e aquecimento, e aguarda-se até que atinjam as
temperaturas de operacdo (263 K para resfriamento dos cabegotes da bomba B-1 e
temperatura de operacao selecionada para extrator E);

e Insere-se a amostra previamente empacotada em célula de nylon no extrator; no
caso de ser necessdrio o uso da coluna de teflon e/ou esferas de vidro para
completar o volume do leito, estes sdo inseridos na extremidade inferior do leito, na
saida do CO, + extrato;

e Verifica-se que todas as valvulas estejam fechadas;
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e Abre-se a valvula V-1 do cilindro de CO, (CG) e Ié-se a pressdo no mandmetro M-
L;

e Abre-se a vdlvula V-2 e VR para regular a pressao do sistema;

e Abre-se a valvula V-3 para a utilizagao do cossolvente;

e Atingida a pressdo de trabalho, o que pode ser observado no mandémetro M-3, opta-
se por realizar periodo estitico, mantendo as védlvulas de saida fechadas durante o
mesmo, ou abrem-se as valvulas de saida V-4 e V-5 imediatamente;

e Ajusta a vazdo do sistema através da vdlvula micrométrica (V-5) que foi mantida
constante durante o periodo de extracdo e medida pelo rotametro (RT) e pelo
totalizador de vazio (TV);

e O extrato é recolhido em frasco de vidro de 100 cm® (FC) imerso em banho de gelo;

e Ap6s o fim da extracdo, fecham-se as valvulas V-2 e V-3, a do cilindro e desligam-
se as bombas;

e Aguarda-se a despressurizacdo do sistema e desligam-se os banhos termostaticos;

e Abre-se o extrator (E) retirando a célula;

e Procede-se a limpeza da linha entre o extrator e o frasco de coleta utilizando etanol
como solvente e coletando em frasco de 50 cm’ o extrato diluido em etanol. O

etanol € entdo evaporado, e o extrato recuperado.

3.2.2. ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL (IRG)

As isotermas de rendimento global foram determinadas para o jatobd (lote 2),
matéria-prima selecionada, nas temperaturas de 323 e 333 K e pressoes de 15, 25 e 35 MPa.
As extracOes foram realizadas com o sistema CO; + H,O, na unidade SFE-Ii. Para
determinacdo das IRG’s, foram mantidas as mesmas condi¢des de extracdo descritas na

secdo 3.2.1.3.

3.2.2.1. LIOFILIZACAO

A remocdo da dgua dos extratos aquosos foi realizada através da liofilizacao em
liofilizador de bancada (Liotop L101, Liobras, Sao Carlos, SP). Apds seu completo

congelamento, as amostras eram encaminhadas ao liofilizador, onde permaneciam até a

46



Material e Métodos

completa sublimacdo da dgua (aproximadamente 48 horas). As amostras liofilizadas foram
acondicionadas em frascos plasticos opacos e armazenadas em freezer (Metalfrio, HC-4,

Sédo Paulo, SP) a 263 K.

3.2.3. DETERMINACAO DA CINETICA DA EXTRACAO

Os experimentos de cinética da extracdo foram realizados para o jatobd (lote 2)
na condicdo selecionada de temperatura (T) e pressdao (P) otimizada nos experimentos de
IRG’s.

Para a determinacdo da cinética de extragdo, foi utilizada a unidade SFE-Ii
equipada com uma célula de extracdo de aproximadamente 415 cm’ (didmetro interno de
3,40 cm e altura de 37,5 cm). A amostra foi acondicionada na célula através de pequenas
aliquotas e empacotadas com a ajuda de um bastdo cilindrico para se evitar a formacao de
caminhos preferenciais. A parte superior da célula foi completada com esferas de vidro.

A coluna de extracdo foi preenchida com 50 g de matéria-prima, que resultou
em uma densidade aparente igual a 404,0 kg/m’. A relacio prolongou-se até um S/F de 60.

ApOs a pressurizacdo e um periodo estdtico de 10 min, a mistura CO, + H,0O foi
admitida no sistema a uma vazao de 1,11 x 107 kg/s de CO, e 0,66 cm’/min de agua. A

temperatura da valvula micrométrica foi mantida em 373 K.

3.2.3.1. AJUSTE DA CURVA GLOBAL DE EXTRACAO

Os dados experimentais das curvas globais de extragdo foram ajustados a um
spline usando trés linhas retas. O ajuste foi realizado usando os procedimentos PROC REG
do software SAS® Learning Edition 8.024 seguido pelo procedimento PROC NLIN do
mesmo software, segundo RODRIGUES et al. (2002).

3.2.4. UNIDADE P1LOTO (2x S5 L)

O aumento de escala foi estudado na unidade Piloto (Thar Technologies,
modelo SFE-2xSLLF-2-FMC, Pittsburgh, EUA), atualmente instalada no LASEFI e
adquirida no ambito do projeto PITE-FAPESP (05/60485-1). Na Figura 3.7 encontra-se o

fluxograma da unidade de extracdo. O sistema consiste em dois extratores (LE1 e LE2)
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com volume de 5 L cada, envoltos por uma manta de aquecimento de 2000 W de poténcia.
Os extratores operam de forma alternada simulando um processo continuo, assim, enquanto
um extrator estd em uso, o outro extrator passa pelo processo de despressurizardo, retirada
da matriz vegetal, empacotamento e pressurizagdo. O sistema possui duas bombas: B1
(bomba de CO,), com capacidade mdxima de bombeamento de 200 g/min, e B2 (bomba de
cossolvente), com capacidade mixima de 50 g/min. O CO; ¢ resfriado (previamente a
entrada em B1) a 271 K em banho com etileno glicol e 4gua, e em seguida passa por um
medidor de vazao (TV) (Siemens, modelo Sitrans F C Mass 6000, Munique, Alemanha).
Quando se utiliza cossolvente, este é misturado ao CO, no misturador estatico (MI). A
mistura de CO, + cossolvente (quando este é utilizado) € entdo aquecida no trocador de
calor (TC2) até a temperatura de operacdo antes de sua entrada no extrator. A matéria-
prima encontra-se empacotada dentro do extrator em célula de nylon de abertura 80 mesh
(abertura 0,177 mm) e mesmas dimensdes do extrator. Apds a passagem pelo extrator o
sistema solvente + extrato passa pelos trés separadores (S2 a S3) que estdo conectados em
série, os quais podem ser operados em diferentes temperaturas e pressdes de operacdo, com
o objetivo de haver uma separacdo fracionada.

Todo o sistema de controle de pressdo, vazdo e temperatura € automatizado,
com excecdo das valvulas V1, V2 e V4. A vdlvula automdtica (V3) é responsavel pelo
controle de pressao do sistema, enquanto as bombas B1 e B2 controlam a vazdo, e um
sistema de termopares controla as temperaturas. Todos estes equipamentos estdo
conectados a um computador que controla os parametros a partir dos valores definidos pelo
usudrio. O banho de resfriamento do CO; e o medidor de vazdo devem ser manipulados a
parte do computador.

No entanto, como se trata de extragdo com CO, + H,0, o sentido do
escoamento também foi invertido apds a verificacdo de que mesmo o sistema operando
com vazdo elevada de cossolvente, este ndo conseguiu alcancar a saida do extrator. Desta
forma, a alimentacdo da mistura CO, + H,O passou a ser na parte superior e a saida na

parte inferior do extrator.
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B1 — bomba de CO, T — termopares
B2 — bomba de co-solvente TC — trocador de calor
LE — leitos de extracdo TV — totalizador de vazdo
M — mandmetros V1 — vdlvulas de bloqueio
MI — misturador V2 — valvulas de seguranca
R1 - reservatoério de CO, V3 — valvula micrométrica automatica
R2 —reservatorio de co-solvente V4 — valvulas reguladoras de pressao

S — separadores

Figura 3.7. Diagrama da unidade SFE Piloto (PRADO, 2010).

Procedimento operacional da unidade:

Conecta-se o cabo USB de comunicac¢ao entre os equipamentos e o computador;
Liga-se o banho de resfriamento do CO; a 271 K;

Insere-se a célula de extracdo previamente empacotada com a matéria-prima no
interior do extrator LE1 (ou LE2), sendo que no caso de empacotamento parcial do
leito, esferas de vidro sdo inseridas para completar seu volume;

Certifica-se que as védlvulas Vla, V1b, Vlc, VId (ou Vle) e VIf (ou V1g) estejam
abertas e as demais valvulas fechadas;

Inicia-se no computador o programa de controle do processo, determinando as
condi¢Oes operacionais (vazdo das bombas, temperatura no TC, temperatura e

pressdo de extracdo, temperatura da V3 e temperaturas de S1, S2 e S3);
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e Inicia-se o processo de pressurizacdo pelo computador;

e Aguarda-se a estabilizacdo do sistema para entao iniciar a extragao;

e Ao atingir a pressdo de operacdo, a V3 abre automaticamente, liberando o
escoamento para S1; abre-se entdo V4a regulando a pressao em S1, de maneira que
a pressdo em S1 seja menor do que no extrator;

e Procede-se da mesma maneira para regular a pressdo em S2 e S3, utilizando V4b e
V4c, respectivamente, de forma que a pressdo em S2 seja menor do que em S1 e em
S3 menor do que em S2;

%+ Caso se deseje operar a unidade em modo continuo, ao findar o processo em
um dos extratores, B1 e B2 devem ter seu funcionamento interrompido pelo
computador;

» O extrator LE2 deve estar previamente empacotado e conectado ao
equipamento;

¢ Fecha-se V1d e V1f, enquanto abre-se Vle e Vlg;

< Bl e B2 s3o novamente ligadas através do computador, e regula-se o
processo novamente;

» O extrator LE1 deve ser despressurizado utilizando V2a, para ser entdao
descarregado, novamente empacotado e conectado ao equipamento;

¢ Este processo pode ser repetido quantas vezes forem necessdrias;

e Ao findar o processo, despressurizam-se os separadores utilizando a regulagem
manual de V4,

e Abrem-se os separadores utilizando V1h, V1i e V1j para coletar o extrato;

e Desliga-se o sistema;

e Procede-se a limpeza do equipamento, utilizando dgua. A dgua € entdo liofilizada, e

o0 extrato recuperado.
Para o estudo de aumento de escala, teve-se como referéncia a cinética de

extracdo realizada com vazao de 1,12 x 1074 kg/s, 323 K, 15 MPa e alimentagao de 0,05 kg,

seguindo o critério de aumento de escala em que se mantém constante a propor¢do entre a
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massa de solvente e a massa de matéria-prima mantendo o tempo de processo constante €

apresentada na Equacdo 3.4 (PRADO, 2010; ZABOT et al., 2012).

Qzco, _F2 _S2

= Equacio 3.4
Orco, B 5 (Equagdo 3.4)

Onde:
Qj.co,, € a vazdo mdssica do solvente nas unidades 1 e 2;
F; € a massa de alimentacdo de matéria-prima nas unidades 1 e 2;

S; € a massa de solvente nas unidades 1 e 2.

Para a determinacdo da cinética de extragcdo, apenas uma coluna de extracdo foi
utilizada e empacotada com 1,5 kg de matéria-prima, resultando em uma densidade
aparente de 404 kg/m3. De acordo com a equagdo acima, a vazdo utilizada foi de 3,33 x 10
3 kg/s (200 g/min) de CO; e 3,33 x 10 kg/s (20 g/min) de cossolvente, resultando em um
aumento de escala de 30 vezes. A temperatura da valvula foi de 333 K referente a méxima
permitida.

Foram selecionadas as seguintes condi¢des de operacdao: S1 (10 MPa/323 K);
S2 (7 MPa/313 K) e S3 (4 MPa /303 K). Para o estudo do aumento de escala na unidade
piloto, foram selecionados quatro tempos de processo: 40, 80, 110 e 140 minutos
correspondente a um S/F de 50; assim em cada tempo da cinética o processo era
interrompido, o extrator era mantido pressurizado e os separadores despressurizados para

coleta de extrato.

3.2.5. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (UAE)

3.2.5.1. MACERACAO

Um estudo preliminar foi realizado para determinar as condi¢Oes Otimas de
extragdo em relacdo a eficiéncia dos solventes e a razdo massa de solvente/massa de
alimentacao (S/F), utilizando como resposta, o teor de polifendis totais (PT).

Foram avaliados a eficiéncia dos solventes: H,O, H>O + EtOH (1:1, v/v), EtOH

e tampao citrato-fosfato (pH 3,0); e a razdo S/F: 20, 10 e 6,7, utilizando 1,5 ¢ 2 g de
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material seco em cada extracdo. Os experimentos foram realizados em agitador de placa
magnética RT-10 (IKAMAG, Staufen, Alemanha) equipado com agitadores magnéticos
durante 3 horas no escuro. As amostras foram filtradas em filtros de 0,45 um antes das

analises.

3.2.5.2. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (UAE)

Esta etapa do trabalho foi realizada na Universidade de Avignon na Franga, no
periodo de margo a julho de 2011, no laboratério GREEN (Groupe de Recherche em Eco-
Extraction de produits Naturels).

As extragdes foram conduzidas em reator PEX 1 (R.E.U.S., Contes, Franca). O
reator consiste em um vaso de aco inox de forma cilindrica, com dimensdes internas de 10
cm de diametro e 14 cm de altura com méximo de capacidade de 1 L, equipado com um
transdutor na base do vaso operando a uma frequéncia de 25 kHz, com maximo de poténcia
de entrada (poténcia de saida do gerador) de 150 W (Figura 3.8).

De acordo com a Figura 3.8, o vaso de a¢o inox € constituido de duas camadas
com circulagdo de dgua que permite o controle da temperatura de extracdo através do
sistema aquecimento/resfriamento. A poténcia mdxima dissipada no meio, medida por
calorimetria, foi aproximadamente 60 W. Para o procedimento de extracdo, 300 cm’ de
dgua e 0,015 Kg de casca de jatobd seca foram misturados e extraidos sob pressao
atmosférica. A fim de prevenir a degradacdo dos compostos fendlicos todos os
experimentos foram conduzidos a 323 K.

A poténcia maxima e minima do ultrassom, 60 e 20 W, foi utilizada na extragao
de fendis durante 40 min. Os extratos aquosos foram previamente congelados e liofilizados;
as amostras submetidas para andlises de polifendis foram filtradas em filtros de 0,45um
antes de serem analisadas. Os experimentos foram realizados em duplicata. O rendimento
do extrato foi calculado a partir do peso inicial da matéria-prima e expresso em

porcentagem em base seca (%, b.s).
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cooling/heating system

Figura 3.8. Dispositivo de ultrassom laboratorial usado para a UAE.

A fim de determinar a viabilidade do aumento de escala (E/US) para o processo
de extragdo com ultrassom, os experimentos foram conduzidos em reator PEX 3 Sonifier
(R.E.U.S., Contes, Franca) composto por um vaso de aco inox de forma cilindrica, com
dimensodes internas de 13,7 cm de didmetro e 23 cm de altura com maximo de capacidade
de 3 L, e um transdutor na base do vaso operando a uma frequéncia de 25 kHz com
mdximo de poténcia de entrada (poténcia de saida do gerador) de 150 W2. Estes
experimentos foram conduzidos da mesma forma descrita anteriormente com equipamento
de 1 L.

A fim de determinar a efici€éncia do ultrassom na extra¢do de polifendis de
cascas de jatobd, extragdes por agitacdo (AGE - agitated bed extraction) foram realizadas
sob as mesmas condi¢des, porém sem o uso do ultrassom, a fim de comparar os resultados
obtidos nas extragdes com UAE.

Ao mesmo tempo, outro tipo de equipamento foi utilizado como método
comparativo, a sonda de ultrassom (UP). Uma microsonda de titdnio de 6 mm de ponta
(Ultrasonic Processor, Fisher Bioblock Scientific, Franca) operando a 20 kHz (poténcia

maxima de 140 W) foi utilizada nos experimentos. Uma vez que este equipamento estd em

2 . . 2 .
Ambos os reatores apresentam uma intensidade de 1W/cm”, de forma a garantir a

homogeneidade da difusdo da energia do ultrassom em ambos os reatores de 1L e 3L.
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contato direto com o meio de extracdo, os resultados da extracdo através da UP foram

comparados com os de UAE realizados em 1 L e 3 L de capacidades.

3.2.5.3. EXTRACAO EM CORRENTE CRUZADA EM TRES ESTAGIOS

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de enriquecer o extrato de jatobd com o
subproduto residual de uma extracdo anterior, foram realizadas extragdes em trés estigios
em corrente cruzada.

Nesta extracdo, tanto a alimentacdo, no primeiro estagio, e o residuo, nos estagios
seguintes sdo tratados em estdgios sucessivos com solvente fresco (TAKEUCHI et al.,
2009). No primeiro estdgio, a solucdo € a mesma que a extragdo em uma sO fase. Na
segunda etapa, a alimentacdo € R, contendo o sélido inerte, o soluto nao solubilizado e o

solvente retido. A extracdo foi realizada como mostrado na Figura 3.9.

Sl'l
Rn
- o Stage n
En

Figura 3.9. Esquema utilizado na extracao de trés estdgios co-corrente para UAE e AGE.

3.2.5.4. ESTUDO CINETICO

Para estudar a cinética de extracdo de polifendis da casca do jatobd, faz-se uso
da Teoria Difusional baseado na Segunda Lei de Fick, onde o fluxo de massa é
proporcional ao gradiente de concentracio dentro do sélido. Logo, a segunda lei de Fick € a
equacdo de transporte de massa que enfatiza a variagdo da concentragdo em funcdo do
tempo em determinado local.

Desta forma, um estudo comparativo foi realizado entre os processos de
extracdo convencional por agitacdo (AGE) e com ultrassom (UAE), apds a otimizagdo das

condi¢Oes. Os resultados obtidos foram analisados utilizando um modelo matematico
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derivado de segunda lei de Fick (HERODEZ et al., 2003). O modelo ¢ baseado nas
seguintes premissas:

e As particulas sélidas sdo consideradas como placas planas com espessura de 2 L;

e O composto ativo inicialmente ¢ homogeneamente contido no sélido;

e O conteudo do composto ativo no s6lido varia com o tempo e a distancia;

e A extragdo do composto ativo ocorre em duas etapas: estdgio de fluxo constante e

estdgio de fluxo decrescente;
e Na interface, o equilibrio termodinamico € estabelecido;

e O solido poroso € considerado como um meio pseudo-homogénio.

A extracdo de polifendis dos extratos de jatobd seguiu a cinética de primeira
ordem (SPIRO e JAGO, 1982) e pode ser representada por:
Coo ~
In (—) =K Xt (Equacao 3.5)
Onde C; é a concentracdo de polifendis totais no tempo ¢, C, € a concentracdo final de
polifendis (determinada em t = 40 min para UAE e AGE) e k é a constante de velocidade
aparente de primeira ordem da extracdo. A teoria também mostra que a taxa constante k

pode ser representada por:

k

(1)<A+K)_ 1 +KL+ o) N K§”? (Equacio 3.6)
V L) K1 2D ' Dsol 2DsollL quagdo >.

onde A € a drea total superficial e V é o volume de solvente. K € o coeficiente de particao do
composto extraido entre o solvente e a matéria-prima. K e K~1 sdo as taxas constantes de
primeira ordem para a transferéncia do composto através da interface da matéria-prima para

a solucdo e vice-versa, respectivamente. O ultimo termo a direita da Equacdo 3.6
. . , 8
geralmente pode ser negligenciado, uma vez que serd sempre menor que o termo Dol Os

outros trés termos correspondem a trés etapas que regulam o processo: infusdo de superficie
controlada, difusdao do composto solivel através da matéria-prima com um coeficiente de
difusdo D, e a difusdo do composto através da espessura da camada de Nernst (3) com o

coeficiente de difusdo D). Se a segunda etapa € a unica determinante da velocidade, entdo:
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L2 A K i
XL (V I) (Equagdo 3.7)

Uma equacdo semelhante pode ser derivada pela aplicacdo da segunda lei de

Fick (CRANK, 1985):

9%Cj| acj
j[ ]]— J (Equacao 3.8)

axz | ot

Considerando uma distribui¢do inicial uniforme, quando C indica a

concentracdo dentro de uma placa plana, as condi¢des iniciais € de contorno sao:

t=0 —L<x<L  C=C

ve>0 x=tL C=C=0 (Concentragio constante na interface)
ac . . .

vt >0 x=0 (E) =0 (Simetria do sistema)

A solugdo geral da Equacao 3.8, dada por CRANK (1975), é dada por:

_ = n ) 2.2
C COzl_éz( 1) 2n+ Drm xexp((2n+1) n)Dt]

m+1 7 2l 412 (Equagdo 3.9)

Onde C € a concentracdo em qualquer momento dado a uma distancia x do centro da placa
(x = £L). Integrando a concentra¢io ao longo da espessura, a massa transferida a partir da
placa em qualquer tempo (M) pode ser calculada (HERODEZ et al., 2003). A massa
transferida no tempo t em relag@o a quantidade total transferida ap6s o tempo infinito (M,,)

é expressa como:

< LR
Z 2n + 1)2 B 412 t (Equacao 3.10)

Depois de um curto periodo de tempo, todos os termos exceto o primeiro
tornam-se negligencidveis. Assim, considerando que a massa transferida de uma placa no

tempo t € igual a concentracdo na solucio ((), a seguinte equagado é obtida (SPIRO, 1988):
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9,87Dt

Coo
In (m) = 0,210 + e (Equacdo 3.11)

Quando a Equagao 3.5 € plotada em fun¢ao do tempo, os pontos se interceptam
em duas linhas retas. A primeira linha é relativamente inclinada, enquanto a segunda linha
possui uma inclinag¢do suave. Os pontos de intersec¢do de In (Cy/ [Cy - Ct]) vs. t plotados
para as etapas rapida e lenta foram denominados pontos de transicao (KANDIAH e SPIRO,
1990; SPIRO e KANDIAH, 1989; SPIRO et al., 1990), e sabendo-se que dois processos de
difusdo paralelos ocorrem no interior do sélido, a rdpido e a lento. Estas andlises podem ser

bem aplicadas em extracdes a partir de particulas planas.
3.3. ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

3.3.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A andlise de cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com a
finalidade de verificar as possiveis classes de compostos presentes nos extratos das plantas

selecionadas para o estudo.

3.3.1.1. CCD DOS EXTRATOS OBTIDOS UTILIZANDO OS SOLVENTES CO, PURO E
CO, + ETANOL

O perfil da composi¢ao dos extratos foi determinado qualitativamente através
da técnica de separagdo por cromatografia em camada delgada (CCD), seguindo a
metodologia de WAGNER e BLADT (1996) com algumas modificagdes. Esta técnica
consiste na separagdo dos componentes de uma mistura através da migracdo diferencial
sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. E considerada
de facil compreensio e execucdo, com separacdes em breve espaco de tempo, versatilidade,
grande reprodutibilidade e baixo custo.

Para a verificacdo do perfil de composicdo dos extratos obtidos utilizou-se
cromatofolhas de aluminio com fase estaciondria de silica gel F2s4 (CCF-C/25, Merk
KGaA, Darmstadt, Alemanha), a fase movel foi composta de hexano (Merk, lote

K38169674, Darmstadt, Alemanha) e acetato de etila P.A. (Merck KGaA, Lote:
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K38466423, Darmstadt, Alemanha) na propor¢do de 80:20. Utilizou-se solucdo reveladora
de flavonoides (2-aminoetil-difenilborinato - NP), terpendides (solu¢cdo de anisaldeido -
AS), alcaldides (AL - reativo de Dragendorff) e de antioxidante (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila - DPPH).

Foram utilizados extratos diluidos em acetato de etila na concentracdo de 10
mg/cm3. O padrdo 4cido galico (Sigma Aldrich Inc, lote 023K01171, St. Louis, EUA),
quercetina (Sigma Aldrich Inc, lote 034K3482, St. Louis, EUA) e B-sistoserol (Sigma
Aldrich Inc, lote 107K3798, St. Louis, EUA) os quais foram diluidos em concentracao de 2
mg/cm’ também em acetato de etila e aplicados na placa correspondente ao revelador NP, e
codificados em AG, Q e B-S respectivamente. As placas cromatogréficas foram colocadas
em cuba contendo a fase mével. Ao fim deste processo e apds a secagem das placas, foram
aplicados os reveladores. A revelacdo das substiancias submetidas ao revelador de
flavonoides e alcaldides foi realizada através da exposi¢do a irradiagcdo ultravioleta (UV)
em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm); as submetidas ao revelador de terpendides
foram submetidas ao aquecimento a 373 K até a completa revelacdo dos compostos. Para o
revelador DPPH, a placa permaneceu 30 minutos sob luz natural a fim de verificar a
presenca de manchas amarelas contra fundo puirpura, que indicam a presenca de compostos

antioxidantes na amostra.

3.3.1.2. CCD DOS EXTRATOS OBTIDOS UTILIZANDO COMO SOLVENTE A MISTURA
CO, + AGuA

O perfil de composi¢do dos extratos obtidos com CO; + H,O foi determinado
diluindo os extratos liofilizados em metanol na concentracdo de 10 mg/cm’. Os seguintes
sistemas de solventes foram empregados: cloroférmio (Merck KGaA, Lote: K38554545,
Darmstadt, Alemanha), metanol (Merck KGaA, Lote: K39405609, Darmstadt, Alemanha) e
dgua na propor¢ao de (60:30:10) em cromatofolhas de aluminio com fase estaciondria de
silica gel Fas4 (CCF-C/25, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Utilizou-se solucdo
reveladora de flavonoides (NP), terpendides (solu¢do de anisaldeido (AS)), antioxidante
(DPPH), alcal6ides (AL - reativo de Dragendorff) e taninos (T - FeCls 1%). Foi utilizado o
padrao de acido gélico (AG) (Sigma Aldrich Inc, lote 023K01171, St. Louis, EUA) diluido
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em concentragio de 2 mg/cm’ em metanol, nas placas com solucio reveladora de taninos e
DPPH.

O mesmo procedimento de preparo e revelacdo das placas descrito na secao
3.3.1.1 foi adotado. Porém, a revelacdo das substincias submetidas ao revelador de
terpendides (AS) foi submetida ao aquecimento a 373 K por 10 min, as placas foram
submetidas a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm).
Com finalidade de intensificar a coloracdo das placas apds a revelagdo das mesmas, foi
borrifado o revelador PEG (solu¢do etandlica com 5 % de polietilenoglicol) na placa de
flavonoides, solucdo de é4cido sulfiirico 10% na placa de alcaldides, FeCl; 1 % na placa de

terpendides e vanilina 1 % na de taninos.

3.3.1.3. CCD DOS EXTRATOS OBTIDOS POR UAE®

Para a determinacdo do perfil de composi¢do dos extratos obtidos por UAE, o
mesmo procedimento da se¢do 3.3.1.2 foi seguido. Porém, utilizando somente solugdo
reveladora de antioxidantes (DPPH) e taninos (T - FeCl; 1%), e comparada aos padrdes
acido gélico (AG) (Sigma Aldrich Inc, lote 023KO01171, St. Louis, EUA) e rutina (R)
(Sigma Aldrich Inc., lot 086K1245, St. Louis, EUA).

3.3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos SFE e UAE foi determinada utilizando o
método do radical DPPH conforme descrito por RUFINO et al. (2007). O método esta
baseado na capacidade do DPPH em reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de
substincias antioxidantes o mesmo recebe H™ sendo entdo reduzido, resultando na
porcentagem da atividade antioxidante (% AA), e a quantidade necessdria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50 % € denominada concentracdo inibitdria (ICs).
Portanto, quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serd seu ICsy e maior
serd sua atividade antioxidante.

O DPPH (Sigma Aldrich Co, Steinheim, Alemanha) foi dissolvido inicialmente

em metanol e completado volume com etanol até a concentragao final de 0,06 mM. A curva

? Etapa realizada no LASEFI/UNICAMP, Brasil.
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padrdo de calibragdo foi preparada em diferentes concentracdes de DPPH: 0, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 uM. As solugdes referentes aos antioxidantes padrao (BHT e quercetina) foram
preparadas nas concentracdes de 0,05, 0,1 € 0,2 mg/cm3 partindo-se da concentracao de 0,5
mg/cm3. Os extratos foram preparados nas mesmas concentragdes, porém partindo da
concentracdo inicial de 1 mg/cm3 para os extratos das plantas obtidos com CO; e CO, +
EtOH (diluidos em etanol ) e CO, + H,O (diluidos em metanol). Em ambiente escuro, uma
aliquota de 0,1 cm’ de cada diluicao dos extratos foi adicionada a 3,9 cm® do radical DPPH
e homogeneizado em agitador de tubos. No preparo da solucdo de calibracdo, o mesmo
procedimento foi empregado, porém utilizando-se 0,1 cm’ do solvente (etanol ou metanol)
utilizado nas dilui¢cdes dos extratos. A reducdo da absor¢do foi medida a 517 nm
imediatamente (0 min) e a cada 30 min até a estabilizacdo da absorbancia (90 min).

Todas as andlises foram realizadas em duplicata. A queda na leitura da
densidade otica das amostras, BHT e quercetina foram correlacionadas com o controle,
estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdo do radical DPPH, conforme a Equacgdo
3.12. Calculou-se também o valor ICsy (concentracdo da amostra necessaria para inibir 50

% do radical).

% de protegﬁo = (Abscontrole - Absamostra) / Abscontrole (Equagﬁo 3. 12)

3.3.3. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

3.3.3.1. EXTRATOS OBTIDOS POR SFE

Para determinar a quantidade de fendis totais nos extratos utilizou-se o método
do reagente Folin-Ciocauteau descrito por SINGLETON e ROSSI (1965), com algumas
adequacdes para extratos vegetais sugeridas por SINGLETON, ORTHOFER e
LAMUELA-RAVENTOS (1999).

Uma solucdo estoque foi preparada em baldo volumétrico de 100 cm’
dissolvendo 0,5 g de 4cido galico (Sigma-Aldrich, lote 023K01171, EUA) em 10 cm’ de
etanol e depois completando o volume com dgua destilada. Em seguida, foram preparadas

as solucdes de calibracdo para a construg@o da curva padrao em baldes volumétricos de 10

3 ger . , . - - . ~
cm’, diluindo com dgua destilada fracdes da solugdo estoque para conseguir concentragdes
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de 4cido gélico iguais a 0,05, 0,10, 0,15, 0,25 e 0,50 rng/cm3. As amostras foram diluidas
em etanol nas concentracoes de 0,1 mg/cm3 para as andlises envolvendo extratos obtidos
com CO; e CO; + EtOH, e em metanol nas concentragdes de 1 mg/cm3 para os extratos
com CO; + H,O, com exce¢do do extrato de jatobd, mantida a diluicao final de 0,1 mg/cm3.
Também foi feita uma diluicdo 1:10 do reagente Folin-Ciocauteau (Dinamica, lote 35193,
Diadema, SP) em dgua destilada. Para a solug¢do de carbonato de sddio anidro (Ecibra, lote
18560, Sao Paulo, SP), a diluicdo foi feita com 4gua destilada até uma concentracdo final
de 75 mg/cm’. A dgua destilada foi utilizada como branco.

Previamente ao inicio das reacdes, novas dilui¢cdes (1:10) das solucdes de
calibragdo foram feitas. As reacdes foram conduzidas misturando 2 cm’ destas novas
diluicdes de calibracdo, das amostras e branco com 10 cm’ da solugdo do reagente Folin-
Ciocauteau. Transcorrido 1 min e antes de 8 min adicionaram-se 8 cm® da solucdo de
carbonato de sdédio. Deixou-se em banho térmico (Marconi modelo MA 127/BO,
Piracicaba, SP) a 323 K por 5 min e imediatamente depois a absorbancia foi lida em
espectrofotometro UV-vis (Hitachi, modelo U-3010, Téquio, Japao) usando comprimento
de onda de 760 nm. O conteudo de fendis totais nos extratos € calculado em equivalentes de

acido galico (EAG).

3.3.3.2. EXTRATOS OBTIDOS POR UAE?

O total de polifendis foi medido utilizando um kit (SEPPAL, Isitec-lab, Franca)
que inclui um reagente A (reagente de Folin-Ciocalteu modificado), reagente B (tampao
alcalino) e uma solugdo de 4cido galico (3 g/L). Um pequeno volume (20 pL) de H,O
(branco), solucdo de dcido gélico (padrdao) ou extrato (amostra) foram misturados com
reagente A (2 cm’). Depois de 1 min, 1 cm’ do reagente B foi adicionado em cada mistura.
As misturas permaneceram em repouso durante 30 min no escuro a temperatura ambiente
antes de suas absorbancias serem medidas a 760 nm. Os polifendis totais das amostras

foram calculados usando a seguinte Equacao 3.12:

* Etapa realizada no Laboratério GREEN/Universidade de Avignon, Franca.
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TP = 3 x (absorbancia da amostra — absorbéncia do branco) / (Equacao 3.13)

(absorbancia do padrao — absorbancia do branco)

As andlises foram realizadas em triplicatas, e os valores médios, expressos em

equivalentes de dcido gilico (EAG).

3.3.4. DETERMINACAO DOS FLAVONOIDES

Os flavonoides totais foram determinados através do método colorimétrico
desenvolvido por ZHISHEN, MENGCHENG e JIANMING (1999), descrito por KIM et al.
(2003).

As amostras foram diluidas em etanol nas concentracdes de 0,1 mg/cm3 para as
andlises envolvendo CO; e CO; + EtOH, e em metanol nas concentragdes de 1 mg/cm3 para
os extratos CO; + H;0, com excecdo do extrato de jatobd, mantida a dilui¢do final de 0,1
mg/cm’. Uma aliquota de 1 cm’ de amostra adequadamente diluida era adicionada a um
baldo volumétrico de 10 cm® contendo 4 cm® de agua destilada. Foi preparado um branco
substituindo-se a amostra por dgua destilada. Os reagentes foram adicionados na seguinte
ordem: i) inicialmente adicionava-se 0,3 cm® de NaNO, (Ecibra, 99,9 %, Lote 16.999,
Santo Amaro, SP); ii) apés 5 minutos adicionava-se 0,3 cm’ de AICl; (10 %) (Ecibra, 99,9
%, Lote 17.439, Santo Amaro, SP); iii) depois de 1 minuto adicionava-se 2 cm’ de NaOH
(1M) (Ecibra, 99,9 %, Lote 17.439, Santo Amaro, SP) e iv) imediatamente completava-se o
volume do baldo volumétrico com dgua destilada (2,4 cm3) € a mistura era vigorosamente
agitada. A absorbancia das amostras foi lida a 510 nm. O teor de flavonoides foi expresso

em equivalente de quercetina (EQ). As amostras foram analisadas em duplicata.

3.3.5. TANINOS TOTAIS

Devido a relatos na literatura quanto a presenca de taninos nos extratos de

jatobad, foi adotada a metodologia de identificagdo e determinacdo de taninos.
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3.3.5.1. IDENTIFICACAO DE TANINOS DOS EXTRATOS DE JATOBA OBTIDOS
UTILIZANDO CO; + AGUA

A confirmagdo quanto a presencga de taninos nos extratos da casca de jatobd foi
realizada primeiramente por meio de reacOes qualitativas. Estes ensaios sdo realizados
quase sempre em solucdes extrativas aquosas, compreendem reagdes de identificagdo geral
e reagdes para identificagdo de grupos especificos. Desta forma, realizaram-se duas reagdes
de caracterizagdo:

e Reacgdo com sais de ferro: 2 cm’ da solugdo de extrato foram adicionados a 10 cm’
de agua destilada e 2-4 gotas de solucdo de FeCl; (Synth, Lote 70399, Diadema, SP)
a 1 % em metanol. Foi necessario que se observasse a formacdo de um precipitado
ou o aparecimento de coloracdes: preta, verde, azul, conforme o tipo de estrutura
quimica (SIMOES et al., 1999).

e Reagdo com vanilina cloridrica: 2 cm® da solugdo de extrato foram adicionados a
0,5 cm’® da solucdo de vanilina (Synth, Lote 79588, Diadema, SP) a2 % e 1 cm’® de
HCl (Synth, Lote 33566, Diadema, SP). Foi necessdrio que se observasse a
formacdo de cor vermelha intensa o que indica a presenca de taninos condensados

(catequinas) (BARBOSA, 2004).

3.3.5.2. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS DOS EXTRATOS DE JATOBA
OBTIDOS UTILIZANDO CO, + AGUA

Os teores de polifendis totais dos extratos de jatobd, foram determinados
empregando o método colorimétrico de Folin-Denis descrito por CAMPOS et al. (2005).
Esta metodologia foi aplicada nos extratos obtidos nos experimento de rendimento global
(Xp) como método de avaliagdo na selecdo da melhor condi¢cdo de temperatura e pressao de
extracgdo.

Este método baseia-se na redugdo do acido fosfomolibdico-fosfotingstico pelas
hidroxilas fenolicas, produzindo um complexo de coloragdo azul que absorve entre 620 e
740 nm com um comprimento de onda maximo em 725 nm. A reacdo ocorre em meio

alcalino com uma solucdo saturada de carbonato de sédio.
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Uma solucdo estoque foi preparada em baldo volumétrico de 100 cm’

dissolvendo 0,2 mg de 4cido tanico (Sigma-Aldrich, lote 06817CJ, St. Louis, EUA) em 1
cm’ de dgua destilada e depois completado o volume. Em seguida, para construc¢do da curva
padrdo, foram preparadas as solucdes de calibracdo em baldes de 10 cm?, diluindo com
dgua destilada fracdes da solucdo estoque para conseguir concentragdes de dcido tanico
iguais a 0,004, 0,01, 0,02, 0,04, 0,1 ¢ 0,2 mg/cm3.

A solucdo de carbonato de sddio saturado (Ecibra, lote 18560, Sao Paulo, SP)
foi preparada dissolvendo aproximadamente 34 g em 100 cm’ de dgua destilada, até se
formasse uma solugdo saturada. Os extratos liofilizados foram diluidos em metanol (Merck
KGaA, Lote: K39405609, Darmstadt, Alemanha) até uma concentracdo final de 0,5
mg/cm3. O branco do sistema foi preparado da mesma forma, porém sem a aliquota da
amostra de extrato.

Para determinacdo dos polifendis, em aliquotas de 0,4 cm’ de cada amostra, foi
adicionado a 7 cm’ de dgua destilada e 0,5 cm’ de reagente Folin-Denis (Sigma-Aldrich,
lote BCBC3042, St. Louis, MO, EUA) em tubos de ensaio. A mistura foi agitada em
agitador de tubos (Phoenix, modelo AP56, Araraquara, Sdo Paulo) e deixada em repouso
por 3 minutos. Exatamente apds este tempo, adicionou-se 1 cm’ da solucdo de carbonato de
sédio saturado e o volume final foi ajustado para 10 cm’ adicionado 4gua destilada. A
absorbéncia foi lida em espectrofotometro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japdao) em
730 nm exatamente 30 minutos apOs a adicdo da base. A determinacdo foi realizada em
duplicata para cada amostra.

O teor de polifendis totais foi calculado com base na curva de calibragio,
previamente construida, de dcido tanico (AT) sendo expressos em mg de dcido tanico

equivalentes (ATE).

3.3.5.3. DETERMINACAO DE TANINOS TOTAIS DOS EXTRATOS DE JATOBA
OBTIDOS UTILIZANDO CO; + AGUA

O teor de taninos foi determinado baseado no método descrito por MARTINS
(1998) e na FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (2002), e validada por BOTT (2008). O

método baseia-se na precipitacdo de taninos com a caseina e na medida da colorag¢do azul
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devido a redugdo do reagente Folin-Denis pelos polifendis. Apds a separacdo do complexo
precipitado, determina-se a absor¢do da solugdo a 730 nm. O teor de taninos totais €
calculado de forma indireta, pela subtracdo da fragdo ndo-tanante (polifendis nao
precipitados pela caseina) da fracdo de polifendis totais (sem caseina).

A curva de calibragdo foi determinada tendo o pirogalol como substincia de
referéncia. Cinquenta miligramas de pirogalol foram diluidos em 100 cm’ de agua
destilada. As concentracdes finais foram 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 3,5 ug/cm3. Ap6s 30
min de descanso no escuro desta solucdo, 0,5 cm’ do reagente Folin-Denis foram
adicionados a 0,5 cm’ da solugdo padrdo e posteriormente 4 cm® de uma solugdo saturada
de carbonato de sddio. A absorbancia da solugdo foi lida em espectrofotometro em 730 nm
exatamente 2 min ap0s a adi¢do da base. A dgua foi utilizada como branco.

Para a determinagdo dos polifendis totais, 0,5 cm’ do extrato previamente
diluido em uma concentracdo de 0,1 mg/cm3 em metanol, foi adicionado em um tudo de
ensaio, sendo adicionados 0,5 cm’ do reagente Folin-Denis e posteriormente 4 cm’® de uma
solucdo saturada de carbonato de s6dio. A absorbancia da solugdo foi lida em
espectrofotometro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao) em 730 nm exatamente 2
min apds a adi¢do da base. A dgua foi utilizada como branco.

Para a determinacio da fracdo ndo-tanante, uma suspensio formada de 20 cm’
da solucido de extrato diluido com 0,3 g de caseina foi mantida em agitacdo durante 60 min.
ApOs este tempo, suspensao foi mantida em repouso para que houvesse a precipitacdo do
complexo caseina-tanino e filtrada posteriormente em papel de filtro. 0,5 cm’ deste filtrado
foi adicionado em um tubo de ensaio, sendo adicionados 0,5 cm’ do reagente Folin-Denis e
posteriormente 4 cm’ de uma solucdo saturada de carbonato de sédio. A absorbincia da
solugdo foi lida em espectrofotdmetro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao) em 730
nm exatamente 2 min apds a adicdo da base. A dgua foi utilizada como branco.

Os teores de polifendis e taninos totais foram calculados de acordo com as
equacoes:

As x 10

Al% —
C

(Equacdo 3.14)
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pr =12 X4 Equacio 3.15
= o) X AT (Equacao 3.15)
Nt = 2 X 42 Equagdo 3.16
= G x AT (Equagao 3.16)
TT = PT —FNT (Equacdo 3.17)
Em que:

A% = Absorbancia especifica da solugio de referéncia;
Az = Absorbancia medida para a substincia de referéncia;
C = Concentragdo (mg/cm3);

PT = Polifendis totais (%, p/p);

FD = Fator de dilui¢ao;

A, = Absorbancia medida para taninos precipitdveis;

A, = Absorbancia medida para taninos nao precipitaveis e;

TT = Taninos totais (%).
3.4. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS POR SFE

3.4.1. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE MASSAS EM SERIE (UPLC-MS/MS)

A andlise de identificacdo dos extratos da casca de jatobd foi realizada na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp para os extratos obtidos por SFE. Foi
avaliado o perfil de composi¢do de uma amostra contendo uma mistura de extratos obtidos
a partir de experimentos de IRG”s, OEC’s e piloto.

A metodologia analitica utilizou um cromatografico liquido de ultra eficiéncia
(UPLC - Ultra Performance Liquid Chromatography), com coluna Waters (Acquity UPLC
BEH C18 1,7 um) acoplado a um espectrometro de massas Waters (Quattro Micro API). A
metodologia utilizada estd de acordo com ORTEGA et al. (2010).
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A amostra foi dissolvida em metanol e injetada no UPLC-MS/MS, nas
seguintes condi¢des cromatogréficas: Vazao de 1 cm’/min. Eluicdo por gradiente com fase
movel bindria composta por dgua/dcido acético 2,5 % (v/v) (solvente A) e acetonitrila
(solvente B). Programacdo do gradiente: 3 -9 % de B (0 - 0,6 min); 9 - 16 % de B (0,6 - 2,6
min); 16 - 50 % de B (2,6 - 8,6 min); 50 - 90 % de B (8,6 - 9,2 min); 90 % de B (9,2 - 10,0
min); 90 - 3 % de B (10,0 - 10,6 min), 3 % de B (10,6 - 15 min). T = 303 K. A inser¢do
direta, no modo positivo e negativo foi dissolvida em metanol e inserida diretamente no

MS/MS.

3.4.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR ELETROSPRAY
(IES - MS/MS)

As andlises de identificacdo dos extratos da casca de jatoba foram realizadas no
Laboratério Thomson do Instituto de Quimica da Unicamp para os extratos obtidos por
SFE. Foi avaliado o perfil de composi¢do dos extratos de todas as condicdes trabalhadas
nos experimentos de IRG’s, OEC’s e piloto.

Para a andlise por espectrometria de massas, as amostras foram diluidas em
1000 pL de metanol com 0,1 % de 4cido féormico para a obtencdo dos espectros no modo
positivo e com 0,1% de hidréxido de amonio para a obten¢do dos espectros no modo
negativo.

As amostras foram analisadas usando a primeira geragdo do Synapt HDMS
(High Definition Mass Spectrometry; Waters Corp., Manchester, Inglaterra), sendo
constituido de uma fonte de ionizacdo por electrospray e um analisador de massas hibrido
do tipo Q-0aTOF (quadrupole and orthogonal acceleration time-of-flight geometry). Para a
aquisi¢ao dos espectros de massas foi utilizado o software MassLynx 4.1 (Waters Corp.,
Manchester, Inglaterra). Para ambos os modos, as condi¢des de andlise foram: voltagem do
capilar: 3,0 kV; voltagem do cone: 30 V; voltagem extrator: 3,0 V; temperatura da fonte:
373 K; temperatura de dessolvatacdo: 373 K. As solu¢des foram injetadas por insercao
direta em com vazdo de 10 pL min™. Os espectros de full scan foram adquiridos na faixa de

m/z de 50 a 2000.
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Para as andalises de ESI-MS/MS, os ions de interesse foram selecionados no
analisador quadrupolo e transferidos para o trap, na qual a energia de colisdo foi ajustada
entre 10 e 60 eV, dependendo da fragmentagdo do fon de interesse. No oa-TOF, a varredura
de fons produtos foi realizada a partir de m/z 50 até um valor acima do fon em estudo.

Para a obtencdo da massa molecular exata dos fons de interesse, as amostras
foram também analisadas por espectrometria de massas por ressonancia ciclotronica de fons
com transformada de Fourier, que apresenta altissima resolucdo e exatidao. As andlises
foram realizadas em um equipamento LTQ FT Ultra (Thermo Scientific, Bremen,
Alemanha) equipado com um magneto supercondutor de 7,0 T e uma bomba de seringa
para a injecdo. Para a aquisicdo dos espectros de massas foi utilizado o software Xcalibur
2.0 (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). As condi¢des de andlise utilizadas sdo as

mesmas citadas anteriormente.
3.5. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS POR UAE

3.5.1. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
ASSOCIADA A UM DETECTOR DE ARRANJO DE D10DOS (CLAE/DAD)

A metodologia analitica para identificacdo dos compostos dos extratos da casca
de jatoba obtidos na extragcdo assistida por ultrassom (UAE) utilizando cromatografia de
alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos (CLAE/DAD - High-Performance
Liquid Chromatography with Diode-Array Detection) foi realizada na Franca. Os polifendis
foram avaliados por CLAE ap6s a tioaciddlise, como descritos por LE BOURVELLEC et
al. (2012).

O grau médio de polimerizagdo (n) das procianidinas foi medido através do
calculo da razdo molar de todas as unidades de flavan-3-ol (adutos de tioéter mais unidades
terminais) de (-)-epicatequina e (+)-catequina correspondentes a unidades terminais. As
andlises de CLAE/DAD foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido ultrarrapido
Shimadzu Prominence system (Kyoto, Japdo) incluindo duas bombas LC-20AD, um
desgaseificador DGU-20A5, um amostrador automatico SIL-20ACHT, um forno para
colunas CTO-20AC, um detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A, um
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controlador de sistemas CBM-20A e controlados pelo software LC Solution (Shimadzu,
Kyoto, Japan). As separagdes foram conseguidas usando coluna Licrospher PR-18 5 pm
(250 x 4 mm i.d.; Merck, Darmstadt, Alemanha) com uma coluna de guarda (Licrospher
PR-18 5 wm column, Merck, Darmstadt, Alemanha) em 303 K.

A fase moével composta por uma mistura dgua/dcido acético 2,5 % (v/v)
(solvente A) e acetonitrila (solvente B). A vazao foi de 1 cm’/min, com programacao do
gradiente: 3 - 9 % de B (0 - 5min); 9 - 16 % de B (5 - 15 min); 16 - 50 % de B (15 -
45 min); 50 - 90 % de B (45 - 48 min); 90 — 90 % de B (48 -52 min); 90 - 3 % de B (52 -
55 min); 3 - 3 % de B (55 - 60 min). Os extratos de jatoba obtidos em UAE, AGE, E/US e
UP, assim como a casca do jatobd, foram analisados. Amostras com 20 ul foram injetadas
no sistema. O efluente da coluna foi monitorado em 280, 320 e 350 nm. A quantificacao foi
realizada por meio de solu¢des-padrao de concentragdes conhecidas.

Os resultados sdo apresentados como os valores médios, e a reprodutibilidade
dos resultados sdao expressos como o desvio padrdo combinado (pooled). Os desvios
padrées combinados foram calculados para cada série de repeti¢cdes usando a soma dos
desvios individuais ponderados pelos graus de liberdade individuais (LORIMER et al.,
2001).

A variabilidade da composi¢do entre os extratos foi expresso pela média dos
valores médios para cada extrato e o desvio padrio da média. Andlise de varidncia

(ANOVA) foi realizada utilizando o pacote Excelstat do Microsoft Excel.

3.6. AVALIACAO ECONOMICA

O custo de manufatura do extrato (COM) foi estimado para os extratos obtidos
nos experimentos de rendimento global (Xy) nos trés processos estudados, CO,, CO, +
EtOH e CO, + H;0O; e para os extratos obtidos na cinética de extracdo da condicdo
otimizada, utilizando o processo de extragdo SFE com CO; + H,0O.

O COM foi obtido utilizando o simulador SuperPro Designer®. A metodologia
desenvolvida por PRADO (2009) foi empregada para estimar o COM dos processos

utilizando CO;, e CO, + EtOH (Figuras 3.10 e 3.11) como solventes da extragdo. Porém,
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para o processo SFE utilizando CO, + H,O, foi adicionada a etapa de remoc¢do da dgua, a
liofilizacdo (Figura 3.12).

Os processos consistem de etapas de extragdo, separacdo, recuperacdo do
extrato, reciclo de solvente (CO;) e do cossolvente (EtOH ou H,O quando aplicado) do
sistema contendo dois extratores trabalhando em modo semi-continuo. Os parametros
econOmicos de entrada do programa estdo apresentados na Tabela 3.2.

Os custos de manufatura foram estimados para trés escalas com volume de
extratores de 5, 50 e 500 L. O preco das unidades SFE utilizadas foram de fabricantes
chineses devido ao menor prego, e portanto mais vidveis para o mercado brasileiro.

A unidade industrial foi considerada operando 24 h em trés turnos durante 330
dias por ano, totalizando 7920 h de operagdo por ano; os outros 30 dias serdo destinados a
manuten¢do da planta (ROSA e MEIRELES, 2005). O numero de operadores foi calculado
de acordo com a capacidade da planta SFE (Tabela 3.2). Os gastos com matéria-prima se
referem a matriz vegetal, ao CO, e ao cossolvente (EtOH e H,O quando aplicado) perdidos
durante o processo de extragdo. A perda de CO, se deve principalmente a despressurizagao
do extrator ao final de cada batelada (PERRUT, 2007). Os custos de pré-processamento
envolvem secagem e cominui¢do da matéria-prima.

Os custos de utilidades envolvem a produgdo de agentes trocadores de calor e a
energia elétrica utilizados no processo. As utilidades necessdrias para o funcionamento de
cada equipamento foram estimadas pelo balanco de energia realizado pelo simulador.

O custo de tratamento de residuos pode ser desprezado, uma vez que o residuo
do processo SFE € uma matriz vegetal sdlida seca que pode ser incorporada ao solo ou
ainda comercializada como subproduto (LI et al., 2008). O mesmo acontece com o

cossolvente etanol, ja que se trata de um solvente GRAS.
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Tabela 3.2. Parametros econdmicos utilizados para estimar o COM.

Unidades industriais de SFE * Mercado Chinés
2 extratores de 5 L US$ 95,000
2 extratores de 50 L US$ 380,000
2 extratores de 500 L US$ 1,500,000
Taxa de depreciacao 10 %/ano
Liofilizadores industriais * - Area secagem (m?) Mercado Chinés
20 US$ 38,000
200 US$ 150,000
300 US$ 192,000
1500 US$ 500,000
2000 US$ 590,000
3000 US$ 750,000
Operadores ” US$ 4.00/h
2 extratores de 5 L 1 operador
2 extratores de 50 L 2 operadores
2 extratores de 500 L 3 operadores
Matéria-prima
Cip6-de-sdo-jodo © US$ 20.70/kg
Ingé-cip6 ¢ US$ 50.00/kg
Feijao ¢ US$ 2.20/kg
N6-de-cachorro © US$ 26.00/kg
Jatobd US$ 13.00/kg
Pré-processamento US$ 40.00/ton
CO; (2 % perda) * US$ 2.30/kg
Etanol US$ 0.716/L
Agua US$ 0.04/kg
Salmoura (CaCl,) US$ 200.00/ton
Utilidades
Eletricidade & US$ 0.091/kWh
Agua de resfriamento US$ 5.15/ton
Vapor US$ 20.00/ton

" quotagio direta; ° PRADO et al. (2009); © SUPEREXTRA BRASIL (2012); © AGROLINK (2012), ©
SANTOSFLORA (2012), ' ERVAS-BRASIL (2012), ¢ CPFL (2011).
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Figura 3.10. Fluxograma do processo SFE (CO,) montado pelo simulador SuperPro Designer® (Adaptado de PRADO, 2009).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

Os valores de umidade, didmetro médio das particulas, densidade real e

aparente para as matérias-primas podem ser observados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Caracterizacdo da matéria-prima.

C~ip6.-d~e- Inga-cipé Né-de- Jatoba Jatoba Feijio
sao0-joao cachorro (lote 1) (lote 2)
Umidade (%) 9,55 10,62 12,62 9,21 10,26 13,29
dmg (M) 9,97x10* 9,96x10™* 9,97x10™ 9,92x10*  9,92x10*  9,91x10™
Pr (kg/m3) 1240 1420 1200 1540 1400 1450
Pa (kg/m3) : 426,20 506,90 490,10 619,15 619,15 845,00
pa (kg/m’) ® 352,26 370,30 414,15 404,00 404,00 721,30

dp - didmetro médio geométrico das particulas; p, - densidade real das particulas; P, - densidade aparente das
particulas; * CO,; ® CO,+ EtOH ¢ CO,+ H,0.

4.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

4.2.1. RENDIMENTO GLOBAL (X))

Os valores de rendimento global (Xo, s/r=50) obtidos na condi¢do de 323 K e 35
MPa, expressos em média de dois experimentos + amplitude para as cinco plantas
estudadas utilizando CO,, CO, + EtOH e CO, + H,0 podem ser observados na Tabela 4.2.

As condi¢des operacionais fixadas de temperatura e pressdo tiveram como
finalidade avaliar a potencialidade do diéxido de carbono supercritico puro e associado a
cossolventes em extrair compostos fendlicos de elevado potencial antioxidante das cinco
plantas selecionadas, j& que ndo era conhecido nenhum dado até entdo na literatura
utilizando esta tecnologia. Normalmente o CO; supercritico a uma temperatura moderada
(cerca de 323 K) e pressdo elevada (cerca de 35MPa), devido a sua alta densidade como
solvente da extragcdo, pode promover a solubilizacao de diferentes compostos normalmente

encontrados nos extratos SFE (BRUNNER, 1994).
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Tabela 4.2. Rendimento global (X, s/r=s0. 323 K; 35 MPa), obtido por SFE das matérias-
primas pré-selecionadas.

Matéria-prima Rendimento (%, b.s.)
CO, CO, + EtOH CO;+ H,O
Cip6-de-sdo-jodo 1,18+0,08 2,39+0,06 18+2
Inga-cip6 1,51+0,01 2,7540,02 1,31+0,02
No6-de-cachorro 0,78+0,02 2,44+0,02 12+2
Jatoba (lote 1) 0,28+0,04 0,58+0,03 2443
Feijao 0,53+0,01 1,54+0,01 2,67+0,09

O comportamento da solubilidade de cada composto especifico presente no
extrato nio é o mesmo (SALDANA et al., 1999). Desta forma, apés a etapa de
caracterizacdo dos extratos quanto aos compostos fendlicos e flavonoides totais e atividade
antioxidante, para a matéria-prima selecionada foram realizados outros experimentos a fim
de avaliar o efeito das condi¢bes operacionais na composi¢do do extrato.

Nas extracdes envolvendo o CO, puro como solvente, os rendimentos foram
inferiores aos obtidos para as extracdes com a adi¢do de cossolvente. Nesta condi¢cdo, o
jatoba apresenta o menor rendimento (Xo, sr=50 = 0,28 %, b.s.) enquanto que o ingi-cipd
apresenta maior rendimento (X, s/p=s0 = 1,51 %, b.s.). Portanto, pode-se dizer que h4d maior
quantidade de compostos extraiveis no extrato das folhas de inga-cipd, seguido dos extratos
de cipd-de-sdo-jodo, n6-de-cachorro, feijdo e jatoba.

Os extratos obtidos utilizando CO, + EtOH e CO, + H,O como solventes da
extracdo apresentaram maiores rendimentos, com exce¢do do ingd-cipé quando extraido
com CO; + H,O. Ainda para este solvente, os extratos de jatobd, cipd-de-sdo-jodo e nd-de-
cachorro apresentaram rendimentos bastante elevados. Segundo MARQUES et al. (2007) a
dgua foi o melhor liquido extrator das substancias presentes nas raizes de n-de-cachorro
no que se refere ao teor de sélidos extraiveis, demonstrando a presenga de substancias de
alta polaridade em grande quantidade em suas raizes.

Comparando os cossolventes dgua e etanol, a dgua possui maior constante

dielétrica comparada a outros cossolventes geralmente utilizados na extra¢do supercritica,
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apresentando assim maior polaridade, o que pode ter causado o aumento no rendimento
global dos extratos.

A mudanga no sentido do fluxo do processo de extragao CO, + H,O para
descendente (sec¢do 3.2.1.3) influenciou na recuperacao dos extratos. Este comportamento
foi discutido por CASAS et al. (2007). Quando compararam a extracdo SFE em escala
analitica (fluxo descendente) e piloto (ascendente), os autores descreveram que no fluxo
descendente, a dgua é forcada a deixar o extrator aumentando o arraste das substancias e,
portanto, o rendimento. Por outro lado, a passagem do solvente sendo ascendente, grande
parte da dgua nao solubiliza no CO; e permanece no extrator.

Segundo alguns estudos, a 4gua tem sido muito utilizada como cossolvente para
isolamento de compostos polares. No estudo realizado por IHEOZOR-EJIOFOR e
ESTERA SZWAIJCER (2009) o uso da d4gua como cossolvente da extracdo resultou em
maior rendimento do composto de interesse devido a habilidade da dgua interagir com as
partes polares localizadas nas extremidades da molécula. Além disso, a 4gua pode aumentar
a densidade da mistura fluida (DE LUCAS et al.,, 2007) ou até mesmo amolecer, €
posteriormente inchar a matriz alterando o processo de difusdo matriz-analito favorecendo
a penetracdo do CO,; supercritico, provocando uma melhor solubilizacdao (LI et al., 2003).
MARTINEZ-CORREA et al. (2012) encontraram maiores concentracdes de flavonoides
quando a 4gua foi utilizada como cossolvente na extracdo de folhas de alecrim do campo.
No estudo de SANTOS et al. (2012) a mistura CO, + EtOH resultou em maior teor de
polifendis, rendimento global e atividade antioxidante. Portanto, devido a polaridade dos

polifendis, € de se esperar maior recuperagdo destes com a adi¢do do cossolvente.

4.2.1.1. CCD DOS EXTRATOS OBTIDOS POR SFE UTILIZANDO CO; PURO COMO
SOLVENTE

Com o objetivo de avaliar a composi¢cdo quimica dos extratos das plantas
obtidos nos ensaios de rendimento global utilizando somente CO,, foram realizados
andlises por CCD (cromatografia em camada delgada) dos extratos. A Figura 4.1 mostra o
comportamento das cromatofolhas em relacdo a composi¢do dos extratos apds o uso do

revelador de DPPH, ocorrendo uma mudanca da coloracdo violeta (caracteristica do
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radical) para a amarela. Na Figura 4.1-A € possivel observar o aparecimento de algumas
bandas amarelas apds 10 minutos da revelacdo da placa. Ja na Figura 4.1-B, somente apds 1
hora de revelacdo da placa, foi possivel observar as bandas amarelas completas indicando a
presenca de compostos antioxidantes nos extratos. O extrato de inga-cipé foi o que
apresentou maior concentracdo de antioxidantes, seguido dos extratos de cipd-de-sao-joao,
feijao, n6-de-cachorro e jatobd. Ainda, a fase mével escolhida foi adequada para a anélise,

uma vez que permitiu uma boa resolucao e consequente separagdo de diversas substancias.

Fl IC CS NC 1B F_IC_CS NC B
Figura 4.1. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cipd-de-sdo-joao (CS), nd-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), apds 10 minutos de revelacdo (A) e ap6s 1 hora de revelacdo
(B) utilizando revelador DPPH e CO; como solvente.

Na Figura 4.2 € possivel detectar a presenca de alcaldides nos extratos de inga-
cip6 e cipd-de-sdo-jodo. De acordo com WAGNER e BLADT (2001), a presenga de bandas
amarelas na Figura 4.2-A caracteriza os alcaldides, e na Figura 4.2-B, as bandas amarelas
fluorescentes, violeta-vermelho escura e fluorescente, também caracterizam os alcaldides.
Ainda, de acordo com estudo realizado por GRANATO et al. (2005), ndo foi possivel
detectar a presenca de alcal6ides no extrato da casca de jatoba na andlise com CCD.

O perfil de composicdo dos extratos quanto a presenca de terpendides
(revelador de anisaldeido) pode ser observado na Figura 4.3. Na Figura 4.3-A, bandas das

cores azuis forte, violeta-azul e cinza sdo caracteristicas de alcodis terpenos e éster
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terpenos. Ainda, sabe-se que a presenca das cores cinza-azul e violeta-azul podem ser
caracteristicas de saponinas glicosiladas. Ja na Figura 4.3-B, podem ser observadas bandas
fluorescentes das cores vermelho-marrom, violeta e violeta-azul caracteristico de alcodis
terpenos e também de saponinas glicosiladas. De acordo com estudo de ABDEL-KADER
et al. (2002), as resinas de jatobd sdo caracterizadas pela elevada fracdo de dacidos
diterpénicos.

Utilizando o revelador de flavonoides (Figura 4.4) foram detectadas bandas
amarelas ap6s a revelacao da placa no visivel (A) e bandas azuis e vermelhas fluorescentes
sob luz UV de 365 nm (B). Pode-se observar que para o extrato do feijio nenhum composto
foi detectado. O extrato de jatoba apresentou fluorescéncia intensa na cor azul, de acordo
com estudo de PETTIT et al. (2003) mostrando a presenca de estruturas variadas de
flavonoides no extrato metandlico desta planta. No extrato de n6-de-cachorro, a banda em
azul destacada refere-se a mesma daquela detectada na Figura 4.1 com revelador DPPH,
comprovando a atividade antioxidante do composto fendlico. O mesmo comportamento
pode ser observado para os extratos de inga-cipo, cipo-de-sdo-jodo e jatobd, em que as
mesmas bandas azuis e vermelhas sdo as apresentadas na Figura 4.1. As bandas azuis
fluorescentes sdo caracterizadas pelos dcidos carboxilicos fendlicos. Nao foi detectada
nenhuma banda para o padrdao de quercetina como o identificado por SOUZA et al. (2007)
para o extrato de ingd-cipd e P-sitosterol no extrato de cipd-de-sdo-jodo obtido por
KRISHNA et al. (2002). Portanto, sob luz UV-254 (C) as manchas pretas destacadas,
principalmente para os extratos de feijao, ingd-cipd, cipd-de-sdo-jodo e no-de-cachorro,
confirmam a presenca de flavonoides. O comportamento observado contradiz o sugerido
por MENAKER et al. (2004), CATCHPOLE et al. (2004) e de DE MARIA et al. (1997) em
que compostos polares como flavonoides sdo dificilmente extraidos utilizando somente

COzno processo SFE, havendo a necessidade de adicao do modificador.
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Figura 4.2. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cipd-de-sdo-joao (CS), no-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), depois de revelado (A) e em UV-365 nm (B) utilizando
revelador alcaldides e CO, como solvente.

Figura 4.3. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cipd-de-sdo-joao (CS), nd-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), no visivel depois do aquecimento em 373 K (A) e em UV-365
nm (B) utilizando revelador de terpendides e CO, como solvente.
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JB

Figura 4.4. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cip6-de-sdo-joao (CS), nd-de-
cachorro (NC), jatoba (JB); padrdes quercetina (Q), acido galico (AG) e B-sitosterol (BS),
no visivel (A), em UV-365 nm (B) e em UV-254 nm (C) utilizando revelador de
flavonoides e CO, como solvente.

4.2.1.2. CCD DOS EXTRATOS OBTIDOS POR SFE UTILIZANDO COMO SOLVENTE A
MISTURA CO; + ETANOL

A Figura 4.5 mostra o comportamento das cromatofolhas em relagdo a
composi¢do dos extratos apds aplicacdo do revelador DPPH, ocorrendo uma mudanca da
coloragdo violeta (caracteristica do radical) para a amarela. Foi possivel observar o
clareamento das bandas indicando a presenca de compostos antioxidantes nos extratos de
ingd-cip6 e cipd-de-sdo-jodo com maior intensidade seguido do extrato de jatoba e feijao.
Ainda, a fase movel escolhida foi adequada para a andlise, uma vez que permitiu uma boa
resolucdo e consequente separacdo de diversas substincias. Porém, detectaram-se maior
intensidade de clareamento nas placas caracteristicas de compostos antioxidantes para os

extratos obtidos com CO, (Figura 4.1) quando comprado aos obtidos com CO; + EtOH.
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FJ IC CS NC

Figura 4.5. CCD dos extratos de feijao (FJ), ingd-cip6 (IC), cip6-de-sdo-joao (CS), né-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), apds 30 minutos de revelacio utilizando revelador DPPH e
CO; + EtOH como solvente.

N

O perfil de composi¢cdo dos extratos quanto a presenca de terpendides
(revelador de anisaldeido) pode ser observado na Figura 4.6. Na Figura 4.6-A, bandas das
cores azuis forte, violeta-azul, verde, marrom e cinza s@o caracteristicas de alcodis terpenos
e éster terpenos. Ainda, sabe-se que a presenga das cores cinza-azul e violeta-azul podem
ser caracteristicas de saponinas glicosideos. J4 na 4.6-B, podem ser observadas bandas
fluorescentes das cores laranja-marrom e vermelho-marrom caracteristico de alcodis
terpenos e também de saponinas glicosideos. De acordo com estudo de ABDEL-KADER et
al. (2002), as resinas de jatobd sdo caracterizadas pela elevada fracdo de 4cidos diterpenos.
Apesar das bandas obtidas para as placas dos extratos de CO, + EtOH apresentarem perfil
diferente daquela observada na Figura 4.2, as coloragdes sdo caracteristicas da mesma

classe de compostos.
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Figura 4.6. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cipé-de-sdo-joao (CS), né-de-
cachorro (NC) e jatobd (JB), no visivel depois do aquecimento em 373 K (A) e em UV-365
nm (B) utilizando revelador de terpendides e CO, + EtOH como solvente.

Utilizando o revelador de flavonoides (Figura 4.7) foram detectadas bandas
amarelas e cinzas apds a revelacdo da placa no visivel (A) e bandas azuis, vermelhas e
verdes fluorescentes sob luz UV de 365 nm (B). Pode-se observar um comportamento
diferente do observado para os extratos obtidos somente com CO,; para o extrato do feijao,
foi detectada uma fluorescéncia verde clara. O extrato de jatoba apresentou fluorescéncia
intensa nas cores azul, verde e violeta. De acordo com estudo de PETTIT et al. (2003), a
cor azul € caracteristica de 4cidos carboxilicos fendlicos. Os autores detectaram a presenca
de estruturas variadas de flavonoides no extrato metandlico do jatobd. A cor verde
caracteriza a presenca do flavondide canferol glicosilados, € uma banda violeta forte entre
as duas bandas azuis, que de acordo com WAGNER e BLADT (2001) e com a literatura
caracteriza o flavonol quercetina. No entanto, neste caso o padrdo apresentou coloragdo
amarela. O mesmo comportamento pode ser observado para os extratos de ingd-cip6 e cip6-
de-sdo-jodo, porém, para este ultimo foi observado uma banda verde no inicio
caracterizando o canferol. As bandas azuis fluorescentes sdo caracterizadas pelos acidos
carboxilicos fendlicos e as vermelhas por flavonoides agliconas.

No extrato de né-de-cachorro, podem-se observar inflorescéncias nas cores

azuis e verde. A banda em azul é a mesma daquela detectada na Figura 4.5 com revelador
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DPPH, comprovando a atividade antioxidante do composto fendlico. Nao foi detectada
nenhuma banda para o padrdo de quercetina (laranja) como o identificado por SOUZA et
al. (2007) para o extrato de ingd-cipd, e de B-sitosterol no extrato cipd-de-sdo-jodo como o
obtido por KRISHNA et al. (2002). Ainda, as bandas encontradas nas cromatofolhas de
CO; + EtOH foram as mesmas das obtidas com CO,. As bandas nas cores azul e vermelha
dos extratos de ingd-cipd, cipd-de-sdo-jodo e nd-de-cachorro apresentam o mesmo perfil e
ainda, no extrato de jatobd, a coloracdo verde observada refere-se a azul obtida com CO,,
sendo a cor azul acima aparecendo somente nesta placa.

Na cromatofolha correspondente ao revelador de alcaldides pode-se observar o
mesmo comportamento para os extratos de inga-cipd e cipd-de-sdo-joao como apresentado
anteriormente para extracoes somente com CO,. Ainda, foi detectada uma banda de cor
violeta fluorescente para o extrato da casca de jatobd, a mesma observada com revelador de
flavonoides, confirmando a presenca de alcaldides de acordo com estudo realizado por
GRANATO et al. (2005), o que ndo ocorreu para extratos obtidos somente com CO,. De
acordo com WAGNER e BLADT (2001), a presenca de bandas amarelas fluorescentes e

violeta-vermelho escura caracterizam os alcaldides.

IC° G Fl IC CS NCJB Q AG

Figura 4.7. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cipé-de-sao-joao (CS), né-de-
cachorro (NC), jatoba (JB); padrdes quercetina (Q), acido galico (AG) e B-sitosterol (BS),
no visivel (A) e em UV-365 nm (B) utilizando revelador de flavonoides e CO, + EtOH
como solvente.
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4.2.1.3. CCD DOS EXTRATOS OBTIDOS POR SFE UTILIZANDO COMO SOLVENTE A

MISTURA CO, + H,0

N

O comportamento das cromatofolhas em relacio a composicdo dos extratos
ap6s aplicacao do revelador DPPH pode ser observado na Figura 4.8. Foi possivel observar
o clareamento das bandas indicando a presenca de compostos antioxidantes, principalmente
no extrato de jatobd. Além disso, nos extratos de feijao, cipd-de-sdo-jodo e ingd-cipé foram
observadas manchas amareladas, porém, de menor intensidade. Comparando o
comportamento dos trés extratos (CO,, CO, + EtOH e CO; + H,0) para o revelador DPPH,
pode-se verificar um intenso clareamento da banda do extrato de jatobd, confirmando a
elevada AA deste quando a 4gua € empregada como cossolvente.

Na Figura 4.9 pode-se observar o perfil das cromatoplacas quanto a presenga de
alcaldides. No visivel, nd-de-cachorro e jatobd apresentaram bandas laranja-marrom
caracterizando os alcal6éides. A mancha azul para o feijdo observada sob luz UV-365 ¢é

também caracteristica de alcaldides.

FJ CS IC NC B

Figura 4.8. CCD dos extratos de feijao (FJ), ingd-cip6 (IC), cipé-de-sao-joao (CS), né-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), ap6s 30 minutos de revelagdo utilizando revelador DPPH e
CO; + H>,0O como solvente.
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Figura 4.9. CCD dos extratos de feijao (FJ), inga-cip6 (IC), cipd-de-sdo-joao (CS), no-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), depois de revelado (A) e em UV-365 nm (B) utilizando
revelador alcaléides e CO, + H>O como solvente.

Na placa de flavonoides (Figura 4.10) € possivel observar sob luz UV-365 em
A, a presenca de uma banda azul fluorescente para o feijdo e uma amarela fluorescente para
o cipd-de-sdo-jodo. No visivel, para o jatobd € possivel observar uma mancha amarela,
caracteristica de flavonoides. O perfil de composicdo para os extratos de CO, + H,O foi
bem diferente ao observado para CO, e CO, + EtOH, ndo sendo possivel a caracterizacdo
de grande variedade de compostos nestes extratos.

Na cromatoplaca A da Figura 4.11 para terpendides, pode-se observar as cores
fortes cinza, verde e marrom no visivel. Quando submetidas em UV-365 nm, estes
compostos desenvolvem fluorescéncia nas cores marrom e violeta forte caracterizando os
terpenos. Também, foi feito uma cromatoplaca de antocianinas, porém, ndo foi possivel a

visualiza¢do de bandas que caracterizassem as antocianinas.
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Figura 4.10. CCD dos extratos de feijao (FJ), cip6-de-sdo-jodo (CS), inga-cip6 (IC), né-de-
cachorro (NC) e jatobd (JB) em UV-365 nm (A) e no visivel (B) utilizando revelador de
flavonoides e CO, + H,O como solvente.

Figura 4.11. CCD dos extratos de feijao (FJ), cip6-de-sdao-jodo (CS), ingd-cip6 (IC), n6-de-
cachorro (NC) e jatoba (JB), no visivel depois do aquecimento em 373 K (A) e em UV-365
nm (B) utilizando revelador de terpendides e CO, + H,O como solvente.

4.2.1.4. POLIFENOIS TOTAIS

A Figura 4.12 apresenta as concentracdes de polifendis totais nos extratos de
SFE obtidos com CO,, CO; + EtOH e CO, + H,0, em rela¢do ao rendimento global (Xo) nas
condic¢des de 323 K e 35 MPa.
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Figura 4.12.Concentracido dos compostos fendlicos totais nos extratos SFE obtidos a 323 K
e 35 MPa com CO,, CO, + EtOH e CO, + H,O.

Em relacdo ao comportamento do extrato de jatobd obtido com CO, + H,0, a
metodologia adotada pode ndo ter sido adequada para determinagdo dos teores de fendis.
De acordo com a literatura, € possivel a existéncia de fendis que ddao origem aos taninos,
substancias polifendlicas que possuem atividades antioxidantes (FERNANDES, 2005). Os
taninos sdo compostos soluveis em dgua com elevada massa molecular (300 a 3000 Dalton)
e apresentam habilidade de formar complexos insoliveis em dgua. Segundo BRAVO et al.
(1998), essa insolubilidade € fonte de erros na quantificagdo de polifendis de plantas em
alguns métodos empregados, pois os extratos negligenciam a fragdo insoldvel. Os extratos
de jatoba obtidos com CO, + EtOH, apresentaram alto indice de fendis. Neste caso, um
extrato com mistura complexa de compostos pode ter sido extraido com a adicao do etanol,
conduzindo a um falso resultado.

De acordo com os resultados, pode-se verificar que para os extratos de inga-
cip6 e né-de-cachorro, o teor de fendis diminuiu com o uso dos cossolventes etanol e dgua.
Foi constado na literatura a presenca de taninos condensados em ingd-cipé (ARCURI et al.,
2003; DIAS et al., 2010), porém neste estudo, o comportamento dos extratos em relacao
aos fendis nao foi eficiente na presenga de cossolventes. Possivelmente, classes diferentes

de compostos podem ter sido extraidas quando adicionado os cossolventes. No estudo
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realizado por DIAS et al. (2010), fracdes enriquecidas em polifendis nas folhas de ingé-
cip6 foram obtidas a partir de extragdes liquido-liquido e em fase sélida (SPE-C;g) com
acetona, dgua e 4cido acético em diferentes polaridades. O mesmo comportamento foi
observado por SILVA et al. (2007a) e SILVA et al. (2007b) avaliando os teores de fendis
das folhas de inga-cip6. MARQUES et al. (2007) avaliaram o teor de fendis das raizes de
né-de-cachorro com diferentes liquidos extratores em extracdo a baixa pressao. Segundo os
autores, a dgua foi o que levou a maior rendimento (média de 45 %) e maior teor de
polifendis totais (10,2 %), contrario do obtido nesse estudo.

Para o extrato de feijdo, o sistema CO, + H,O (338,21 mg EAG/g de extrato)
mostrou-se mais eficiente comparado ao CO, + EtOH (93,1 mg EAG/g de extrato) e CO,
(163,41 mg EAG/g de extrato). O alto teor de fenois encontrado no feijao utilizando dgua
também pode ser explicado pela presenca de taninos condensados. Segundo RANILLA et
al. (2007), cascas de feijdo de cores escuras como o utilizado neste estudo, tendem a ter
niveis mais elevados de compostos fendlicos totais e taninos condensados do que outros
grupos de cores claras.

Comportamento similar pode ser observado para o extrato de cipd-de-sdo-jodo.
Os teores de fendis foram superiores quando empregado cossolvente etanol e dgua, 273,77
e 277,38 mg EAG/g de extrato respectivamente. DOS SANTOS e BLATT (1998)
reportaram a andlise quantitativa de fendis totais, flavonoides e taninos origindrios das
folhas de cipd-de-sdo-jodo da mata e do cerrado; os teores de fendis obtidos foram
considerados baixos devido a auséncia de taninos e baixo teor de flavonoides.

Muitos trabalhos descrevem a influéncia dos métodos de extracdo na obtencao
de compostos fendlicos. PAREJO et al. (2004) compararam o teor de compostos fendlicos
analisadas por CLAE com o método de FC. Medindo o teor de compostos fendlicos do
funcho, os valores obtidos pelo método de FC foram superestimados devido a interferéncia
de substancias ndo fendlicas, e também da falta de especificidade na medicdo
espectrofotométrica do método de FC.

WU et al. (2004) relatam que o conteudo de fenodlicos totais medidos pelo
procedimento de Folin-Ciocalteu ndo dao um quadro completo da qualidade e da

quantidade de compostos fendlicos nos extratos. Dentro deste contexto, a utilizacdo do
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método FC possibilitou a verificagdo do comportamento dos extratos das diferentes

matérias-primas quanto ao emprego de diferentes solventes.

4.2.1.5. FLAVONOIDES

As concentracdes dos flavonoides dos extratos obtidos por SFE com CO,, CO,
+ EtOH e CO, + H»0, em relac@o ao Xy, s/r=50 nas condi¢des de 323 K e 35 MPa podem ser

observadas na Figura 4.13.
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Figura 4.13.Concentracio dos flavonoides nos extratos SFE obtidos a 323 K e 35 MPa com
CO,, CO, + EtOH e CO;, + H,0.

Da mesma forma como descrito para os polifendis, a metodologia adotada para
flavonoides nao foi adequada para o extrato de jatobd obtido com CO; + H,O; o emprego
da 4gua pode ter levado a precipita¢ao de alguns compostos insoldveis em dgua.

Pode-se observar que menores teores de flavonoides foram obtidos quando
empregado cossolventes, etanol e dgua. Dos extratos obtidos, o de cipd-de-sdo-jodo foi o
que apresentou menor variacdo na quantidade de flavonoides. O extrato de feijdo ndo
apresentou diferenca significativa entre o CO, e CO, + EtOH, apenas para CO, + H,O
(249,44 mg de EQ/g de extrato).

Para os extratos de ingd-cipé e nd-de-cachorro, essa diferenca foi bem

perceptivel. Em relagdo ao CO; puro, com o emprego do cossolvente etanol a quantidade de
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flavonoides para o extrato de inga-cipd caiu pela metade (598,40 para 298,94 mg de EQ/g
de extrato), enquanto para o extrato de nd-de-cachorro esta diferenca foi praticamente trés
vezes menor (305,88 para 110,42 mg de EQ/g de extrato). Quando se empregou a dgua
como cossolvente, estas quantidades foram ainda mais reduzidas. Para o extrato de ingd-
cip6 e n6-de-cachorro, o teor de flavonoides obtidos foi de 132,54 e 31,3 mg de EQ/g de
extrato, respectivamente, com CO, + H,O. Sabe-se que os flavonoides s@o uma classe de
fendis, portanto, seria coerente que os teores de flavonoides fossem menores que os obtidos
nos fendis. Porém, nao foi o observado para as plantas estudadas. A tnica excecao foi para
o extrato de feijao utilizando CO; + H,O (338,21 mg de EAG/g de extrato para fendis e
249,44 mg de EQ/g de extrato para flavonoides).

RANILLA et al. (2007) constataram a presenga dos flavonoides quercetina,
canferol e antocianinas nos extratos de feijdo extraidos com metanol e 4gua. PADILHA et
al. (2007) cita a presenca dos flavonoides glicosilados (astilbina, neoastilbina e isoastilbina)
no extrato de né-de-cachorro obtidos com 4gua e etanol.

A escolha da substancia de referéncia para construcao da curva padrdo e calculo
do teor de flavonoides pode ter influenciado nos resultados. Desta forma, se a capacidade
de reducdo da substancia selecionada como padrdo nio € precisamente a mesma do extrato
analisado, a concentracdo calculada a partir da curva padrao nao refletird, obviamente no
teor de flavonoides da amostra, sendo os valores sub ou superestimados (APPEL et al.,

2001).

4.2.1.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A partir da curva de calibracdo obtida por regressdo linear dos valores de
concentracdo do radical DPPH e de suas absorbéncias a 517 nm, foi determinado o 1Cs
(mg de extrato/cm’), ou seja, a porcentagem de amostra necessaria para reduzir em 50 % a

concentracdo inicial de DPPH (Figura 4.14).
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Figura 4.14.Atividade antioxidante nos extratos SFE obtidos a 323 K e 35 MPa com COa,,
CO, + EtOH e CO; + H,0.

Considerando-se que quanto menor o valor de ICsp maior serd a atividade
antioxidante do extrato analisado, pode-se observar que com o uso da dgua como
cossolvente foi possivel obter uma maior AA (atividade antioxidante) para os extratos de
jatoba (0,20 mg/cm3) e feijao (0,72 mg/cm3). Este comportamento pode ser explicado
devido ao alto poder antioxidante das proantocianidinas (taninos), altamente soldveis em
agua, sendo estas maiores que todos os compostos fendlicos naturais (SHAN et al., 2005).
SUZUKI et al. (2008) obtiveram resultado similar quando analisaram a AA do extrato da
casca de jatobd, ICsp de 0,22 mg/cm3. Menores AA dos extratos de jatobd e feijdo foram
obtidos com CO, (7,08 e 4,00 mg/cm3) e CO, + EtOH (3,58 ¢ 1,24 mg/cm3). Os resultados
obtidos por RANILLA et al. (2007) indicam que os principais compostos fenélicos nas
cascas do feijao sdo taninos condensados, e estes seriam responsdveis pela capacidade
antioxidante. Comparando os resultados obtidos para fendis, flavonoides e AA deste
extrato, € possivel verificar uma relagcdo direta quando empregado CO; + H>O.

Os extratos de ingd-cip6 e nd-de-cachorro apresentaram maiores AA quando o
etanol foi utilizado como cossolvente (0,64 e 0,44 mg/cmS). Porém, com o emprego da
agua, o extrato de nd-de-cachorro apresentou menor AA comparado as outras plantas (7,2

mg/cm’). Os extratos de né-de-cachorro apresentaram menores teores de flavonoides,
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fendis e AA utilizando o sistema CO; + H,O. Segundo MATTEI et al. (2001), os extratos
hidroalcdlicos de né-de-cachorro apresentaram fortes propriedades antioxidantes. Em
relacdo ao ingé-cipd, o extrato de suas folhas € considerado fonte de antioxidantes (SILVA
et al., 2007b).

Para o extrato de cip6-de-sdao-jodo, maior AA foi obtida na extragdo com CO,
(1,54 mg/cm3), e menor AA foi obtido com CO, + EtOH (10,41 mg/cm3 ).

Sabe-se que a utilizacdo do método DPPH para avaliagdo da capacidade
antioxidante dos extratos estd diretamente relacionada com a capacidade de doacdo de
prétons da amostra. Desta forma, extratos mais polares tendem a possuir maior capacidade
de captacdo do radical livre (MENSOR et al., 2001). Por este motivo, a aplicagdo deste
método pode ndo ter sido vidvel para determinagdo da atividade antioxidante dos extratos
obtidos com o solvente CO,, devido a sua baixa polaridade. Ainda, segundo GORDON et
al. (2001) a polaridade ndo consiste em um Unico parametro que influencia na atividade
antioxidante. As caracteristicas estruturais dos antioxidantes s@o mais importantes que a
polaridade dos extratos, sendo também influenciado pela composi¢cdo complexa dos
extratos.

Apesar de o estudo estar focado no potencial de polifendis da planta de
interesse, trata-se de cinco plantas possuindo compostos fendlicos de diferentes classes.
Portanto ndo cabe a comparacdo entre as matérias-primas. O comportamento dos cinco
extratos perante todas as andlises realizadas e sob influéncia da adi¢do de cossolvente foi
importante para avaliar a relagdo entre os conteudos de flavonoides, fendis e a atividade
antioxidante destes. Observou-se que nem sempre uma matéria-prima de elevado

rendimento necessariamente serd rica nos compostos de interesse.

4.2.1.7. IDENTIFICACAO DE TANINOS

Diante de relatos na literatura da presenga de taninos nos extratos de jatoba,
realizaram-se testes quimicos de identificacdo deste grupo. Desta forma, foi avaliada a
presenca de taninos condensados e hidrolisdveis. Para isto, selecionaram-se dois métodos

para identificagdo e a verificacdo da classe presente no tanino, se identificado.
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A Figura 4.15 mostra o resultado dos testes quimicos as quais os extratos da
casca de jatobd foram submetidos. Em 1, pode-se observar a coloracdo vermelha,
correspondente a andlise com vanilina cloridrica. No momento que o HCI foi adicionado,
ocorreu a formagdo instantanea de coloracdo vermelha, caracteristica de taninos
condensados. Quando o extrato foi submetido a andlise com sais de ferro, ao serem
adicionadas as gotas de FeCls (1 % em metanol), a solu¢@o foi precipitando e tornando-se
esverdeada (2 e 3). A reagdao com o cloreto férrico baseia-se na mudanca de cor, pela reacao
dos taninos com este reagente. Segundo a literatura, a formacdo de precipitado e/ou
aparecimento das coloragdes preta, verde ou azul caracterizam os taninos (MOUCO et al.,
2003; DA SILVA et al., 2010). O resultado € positivo para taninos condensados em caso de
formacdo de coloragdo verde (COSTA e CHAVES, 2001). Portanto, os experimentos
confirmam a presen¢a de taninos no extrato de jatobd, o que pode interferir nas demais
andlises. O proximo passo foi caracterizar os extratos por CLAE para a identificacdo dos

compostos.

1 2 3

Figura 4.15. Identificag¢do de taninos nos extratos de jatobd obtidos por SFE com CO; +
H,0: reacdo com vanilina cloridrica (1), reacdo com sais de ferro (2) e (3).

4.2.2. ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL (IRG)

Os experimentos de rendimento global utilizando CO, + H,O variando duas
temperaturas e trés pressoes foram refeitos para o lote 2 de jatobd (Figura 4.16). Desta
forma, foi possivel visualizar o comportamento do extrato diante as condi¢des empregadas,

facilitando a sele¢do das condi¢des operacionais de extragao.
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Figura 4.16. Isotermas de rendimento global dos extratos de jatob4 utilizando CO, + H,O
(lote 2).

A densidade da mistura do solvente de extracdo (CO, + H,0) € uma das
propriedades que mais afetam no rendimento global. Comparando-se as duas isotermas
obtidas, € evidente um ponto de inversdo nas proximidades de 25 MPa. Esta caracteristica
indica que na pressdo acima deste ponto (35 MPa), a influéncia da pressdo de vapor dos
compostos extraidos é predominante sobre a influéncia da densidade. Desta forma, em 35
MPa, o rendimento global aumentou (10 %) com a temperatura devido ao aumento na
pressao de vapor do soluto.

Pode ser observado que sob temperatura constante de 323 K, o aumento na
pressdo provocou uma diminui¢do no rendimento da extragdo. O rendimento para esta
temperatura nas pressdes de 25 e 35 MPa apresentou pequena diferenca, 8,2 e 7,9 %
respectivamente; € o maior rendimento foi em 15 MPa (11,5 %). Este comportamento se
deve a modificacdo da matriz da planta e a maior dessor¢do dos compostos menos polares
com a presenca de agua. Além disso, nessa mesma pressao (15 MPa), o aumento da
temperatura acarretou na diminuicdo da solubilidade no solvente, induzindo ao menor
rendimento em 333 K (9,8 %).

A isoterma a 333 K mostra que houve uma reducdo na recuperacdo do extrato
quando a pressdo foi aumentada de 15 MPa (9,8 %) para 25 MPa (8,0 %), e voltou a
aumentar quando se elevou a pressdo a 35 MPa. Portanto, pode ter ocorrido diminuicao da

solubilidade de parte dos compostos extraiveis a 15 MPa com CO; + H,0 ao se aumentar a
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pressdo para 25 MPa, passando a aumentar novamente em pressdes mais elevadas. Seria
importante avaliar além da composicao dos extratos, a sua solubilidade em uma mistura de
CO; + H,0, porém, trata-se de uma mistura complexa, ou seja, sistema pseudo-quartenario
(CO,, 4gua, material celuldsico inerte e extrato).

MARKOM et al. (2007) ressalta que uma das maiores vantagens de se utilizar
CO; + H,O € que os compostos menos polares como flavonoides, volateis, lipideos e
clorofila podem ser extraidos e fracionados antes dos taninos. O rendimento da extragao, no
entanto, ndo € apenas influenciado pelo tipo de solvente (caracteristicas quimicas), mas
também pela forca de diluicdo, relacdo solvente/sélido (S/F), tempo de contato
(caracteristicas fisicas) em diferentes condi¢des de extracdo e até da granulometria do
material (MARKOM et al., 2007).

LEAL et al. (2008) avaliaram o efeito da quantidade de cossolvente (1, 10 e 20
% (w/w)) utilizando o sistema CO, + H,O na obten¢do de compostos antioxidantes de
manjericdo. Segundo estes autores, utilizando 10 % de cossolvente em 303 K e 10 e 15

MPa foi obtido maior rendimento (21 %).

4.2.2.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

O comportamento das cromatofolhas em relacdo a composicdo dos extratos
ap6s revelador de taninos pode ser observado na Figura 4.17(A). Pode-se confirmar a
presenca de substincias fendlicas da classe dos taninos devido a coloracdo azul escura.
Apos serem reveladas com DPPH (B) foi possivel observar em todas as condigdes de
extracdo a intensidade de bandas amarelas sobre fundo violeta, conforme o padrdao 4cido
gdlico, indicando a presenca de compostos antioxidantes. Todos os extratos apresentaram
manchas amarelas referentes as manchas de derivados de taninos reveladas anteriormente,
confirmando a elevada AA deste extrato quando o sistema CO;, + H,O é empregado como
solvente. O mesmo comportamento foi obtidos no estudo de SOUZA et al. (2007) e
LIONCO et al. (2001).

A presenca de manchas alaranjadas na placa pulverizada com o reagente de

Dragendorff confirma a presenga de alcaldides (C) (WAGNER e BLADT, 2001).
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Na cromatoplaca A da Figura 4.18 para terpendides, pode-se notar a cor
marrom no visivel. Quando submetidas em UV-365 nm (B), estes compostos desenvolvem
fluorescéncia nas cores marrom e violeta forte caracterizando os terpenos. E na placa de
flavonoides (Figura 4.19) observou-se sob luz UV-365 nm (A) a presenca de bandas azuis

fluorescentes. Em UV-254 nm (B), as bandas pretas confirmam a presencga de flavonoides.

’”

R
1 2 3 4 5

Figura 4.17. CCD dos extratos de jatobd obtidos do rendimento global a 323 K (15 MPa
(1), 25 MPa (2), 35 MPa (3)) e a 333 K (15 MPa (4), 25 MPa (5), 35 MPa (6)) e padrao
acido galico (AQG) utilizando revelador taninos (A), DPPH (B) e alcaléides (C).
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Figura 4.18. CCD dos extratos de jatobd obtidos do rendimento global a 323 K (15 MPa
(1), 25 MPa (2), 35 MPa (3)) e a 333 K (15 MPa (4), 25 MPa (5), 35 MPa (6)) utilizando
revelador terpendides no visivel (A) e em UV-365 nm (B).
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Figura 4.19. CCD dos extratos de jatoba obtidos do rendimento global a 323 K (15 MPa
(1), 25 MPa (2), 35 MPa (3)) e a 333 K (15 MPa (4), 25 MPa (5), 35 MPa (6)) utilizando
revelador flavonoides em UV-365 nm (A) e em UV-254 nm (B).

4.2.2.2. POLIFENOIS TOTAIS

Os extratos obtidos a partir dos experimentos de rendimento global da casca de
jatoba utilizando CO, + H,0O foram analisados quanto a presenca de polifendis totais. A
Figura 4.20 apresenta o comportamento do extrato quanto a presenga de polifendis ao variar

pressdo (P) e temperatura (T).
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Figura 4.20. Concentragdo de polifendis totais nos extratos de jatoba obtidos por SFE com
CO; + H,O0 para as diferentes condicoes de T e P.
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Pode-se observar que o comportamento do teor de polifendis com a T e P foi
andlogo ao obtido no rendimento global (Figura 4.16). Os resultados indicaram que para a
temperatura de 333 K, a variacdo de polifendis ndo foi significativa em 15 e 35 MPa
(322,26 e 323,27 mg de ATE/g de extrato). Na pressdo de 25 MPa os polifendis
apresentaram menor solubilidade em CO, + H,0O; e maior teor de polifendis foi obtido
quando se trabalhou a 323 K com pressao de 15 MPa (335,00 mg de ATE/g de extrato).

Sabe-se que a solubilidade da dgua em CO, € baixa, desta forma, duas fases
podem coexistir e resultar em um fracionamento, a fase vapor governada principalmente
por CO; que extraiu os compostos menos polares e fase liquida governada principalmente
por dgua que extraiu os polifendis (taninos) (MARKOM et al., 2007).

Segundo REIS et al. (2012), os extratos de bagaco de maca extraidos com dgua
apresentaram grandes quantidades de compostos fendlicos com elevada capacidade
antioxidante. CAM e HISIL (2010) avaliaram o total de polifendis de cascas de roma
obtidos por extracdo com dgua pressurizada e na extracdo convencional com metanol.
Foram determinados teores de 264,3 e 258,2 mgATE/g de extrato, respectivamente,

menores que o obtido com SFE neste estudo.

4.2.2.3. TANINOS TOTAIS

A Figura 4.21 apresenta o comportamento dos extratos quanto a presenca dos
taninos totais ao variar pressao (P) e temperatura (T).

De acordo com os resultados, foram observados maiores teores de taninos nos
extratos obtidos a 15 MPa 1,8 % e 1,76 % em 323 e 333 K. O mesmo comportamento foi
observado para os extratos obtidos a 25 MPa também nas duas temperaturas de extragao,
com teores de 1,66 % e 1,62 % em 323 e 333 K. Na condi¢do de 35 MPa, nota-se maiores
diferencas dos teores de taninos nas duas temperaturas, 1,57 % e 1,22 % em 323 e 333 K.

Como pode ser observado, maior contetido de taninos foi obtido para a
condicdo onde se apresentou maior recuperacdao de extrato no rendimento global (Xy), 15
MPa e 323 K. O mesmo comportamento € observado a 25 MPa nas duas temperaturas
estudadas, e contrario ao ocorrido a 35 MPa. A maior massa de compostos extraiveis na

condi¢do de 35 MPa a 333 K (Figura 4.16), pode ser formada de um novo grupo de
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compostos, apresentando deste modo uma menor fragdo de taninos. O aumento da
temperatura com a pressdo constante em 35 MPa, provocou uma menor recuperacdo de

taninos, o que € provavelmente, devido a degradacio destes compostos.
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Figura 4.21. Concentragdo de taninos totais nos extratos de jatoba obtidos por SFE com
CO; + H,O para as diferentes condicdes de T e P.

A relagdo entre a variacdo da pressdo e a recuperacdo de taninos neste estudo
foi contrario ao observado por MURGA et al. (2000), YILMAZ et al. (2011) e BERNA et
al. (2001). Segundo estes autores, a solubilidade no solvente aumentou com o aumento da
pressdo, o que ocasionou maior recuperacao de taninos em pressoes mais elevadas.

MARKOM et al. (2007) mostram a eficiéncia da SFE mediante as extragdes por
soxhlet e dgua pressurizada na extracdo de taninos de Phyllanthus niruri L. Segundo os
autores, apesar da SFE apresentar maior tempo de extracdo, houve uma menor demanda de
solvente (S/F) e obteve-se maior recuperacdo dos compostos de interesse.

Dentro desse contexto, alguns estudos mostram ainda a eficiéncia na extracao
de taninos em diferentes tipos de solventes. Segundo TERRIL et al. (1990) o solvente mais
eficiente na extracdo de taninos foi a acetona (70 % em meio aquoso), principalmente das
proantocianidinas. J4 para os taninos de baixa massa molecular, o metanol é reportado
como melhor solvente. Em relag@o aos taninos hidrolisaveis, 4gua e metanol mostraram-se

melhores que a acetona (MUELLER-HARVEY, 2001). Porém, no trabalho realizado por
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MARKOM et al. (2007), semelhante ao rendimento de extracdo, o maior teor de taninos
totais foi encontrado nos extratos obtidos com dgua e etanol aquoso. O mesmo foi
observado por COSTA et al. (2011), em que a dgua foi a solucdo extratora que apresentou
maior quantidade de taninos. PANSERA et al. (2004) estudaram a obtencao de taninos da
casca de Acacia mearnsii utilizando a SFE com adi¢do de cossolventes e avaliando as
melhores condi¢des de temperatura e pressao de operagdo. A dgua (5 %) mostrou ser mais
eficiente em 333 K e 20 MPa. Segundo RONDEAU et al. (2013), os taninos condensados
representam um valor quantitativamente importante da composi¢cdo de bagaco de uva, em
torno de 21 - 52 % quando extraidos em meio aquoso. CHAVAN et al. (2001) estudaram o
efeito de diferentes solventes na extracdo de taninos condensados de vérios tipos de
ervilhas. O sistema acetona-dgua acidificada serviu como um eficiente sistema de
recuperagdo de taninos condensados de diferentes tipos de ervilhas. Este comportamento
confirma também o trabalho de outros autores, em que a dgua e os solventes a base de dgua
sdo preferencialmente usados na extracdo de taninos e polifenéis (CHOI et al., 2002;
YANG et al., 2002).

Como se trata de matéria-prima rica em taninos, a temperatura tem grande
efeito sobre o processo de extracdo. Muito embora temperaturas elevadas sejam necessarias
para superar as interacdes soluto-matriz (PALMA e TAYLOR, 1999), os taninos sdo
instaveis em altas temperaturas e podem facilmente sofrer reacdes de oxidacao e perder sua
atividade antioxidante (MURGA et al., 2000). Como as cascas de jatobd sdo ricas em
taninos, se pode dizer que o aumento da temperatura foi evidente apenas na condi¢ao de 35
MPa, podendo ter ocasionado a degradagao de alguns destes compostos. Segundo YILMAZ
et al. (2011), devido a instabilidade das proantocianidinas em temperaturas elevadas, nao é
indicado que se trabalhe com temperaturas superiores a 323 K.

E importante destacar que os taninos sio quimicamente muito heterogéneos.
Desta forma, é possivel que haja diferencas considerdveis no conteido do tanino relatado
de um trabalho cientifico para outro, tanto entre plantas de géneros diferentes quanto entre
plantas de mesma espécie. Principalmente porque esta variacdo estd diretamente ligada a
sua composicao, método de andlise, periodo de colheita, localizacdo, condi¢des climaticas

dentre outros fatores (PALICI et al., 2005). Tem-se como exemplo o estudo de
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MONTEIRO et al. (2005) mostrando que em individuos de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, os teores de taninos nas cascas variam de acordo com o local de origem da
amostra. Ainda, alguns taninos sdo extraidos facilmente com 4guas e solventes aquosos,

enquanto outros sdo ligados firmemente as fibras ou as proteinas (SANTOS et al., 2010;

SANTOS-BUELGA e SCALBERT, 2010).

4.2.3. CINETICA DE EXTRACAO

Ap6s os experimentos de X e as andlises dos extratos foi possivel selecionar a
melhor condi¢do operacional para producao de extrato do jatoba. Desta forma, a cinética de
extracdo (OEC) foi construida a 323 K e 15 MPa.

A Figura 4.22 apresenta a OEC do jatob4d em funcdo do rendimento e do tempo
da extracdo. Em 450 min, 18 % (b.s) de extrato foram recuperados. Pode-se observar que
para o Xo nesta mesma condicao, o rendimento foi menor (11,5 %).

Uma vez que a extracdo de solutos a partir de matrizes vegetais com fluidos
supercriticos ndo € uma funcao linear do tempo de extracdo, a OEC apresenta trés periodos
de extracdo caracteristicos da SFE (FERREIRA et al, 2002): as etapas CER (periodo de
taxa de extragdo constante), FER (periodo de taxa de extragdo decrescente) e DC (periodo
difusional). Através da constru¢cdo da OEC, além de descrever o comportamento cinético da
extracdo, € possivel obter informagdes necessdrias para o cdlculo de parametros cinéticos,
os quais serdo utilizados na modelagem matemdtica e para o cdlculo do custo de
manufatura.

A inclinacdo da primeira reta representa a taxa de transferéncia de massa da
etapa CER. O tempo que corresponde a intersecdo das duas primeiras retas € o tcgr, que,
em geral, representa o tempo minimo de duracdo de um processo SFE; o tempo de
intersecdo entre a segunda e a terceira retas € o tpgr, que em geral, representa a duragdo
maxima que um processo SFE pode ter para manter a viabilidade econdmica do processo
(MEIRELES, 2008). Rcgr € o rendimento da extracdo obtida na etapa CER; e Ycgr

corresponde a razdo madssica de soluto na fase solvente na saida do extrator.

102



Resultados e Discussdo

18 ~
16 -
14 -
12 -
10 ~

Rendimento (%, b.s)

o N B~ O
1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tempo (min)

Figura 4.22. OEC da casca do jatoba com CO, + H,0 a 323 K/15 MPa em fun¢do do tempo
de extracdo.

Os parametros cinéticos ajustados para os trés periodos foram: tcgr (64 min),
trer (310 min), Regr (4,93 %), Mcgr (5,42 x 10 7 kg extrato/s) e Ycer (4,48 x 10 ~ kg
extrato/CO;). A fracdo de extrato recuperado no periodo CER de extracdo foi baixa (27,5
%), apresentando maior resisténcia a transferéncia de massa, o que caracteriza um processo
mais lento, provavelmente devido a baixa solubilidade do extrato no solvente. No tggr a
quantidade de extrato recuperado chega a 82,5 %. Para o ajuste com trés retas, pode-se
ainda definir o tcgro, sendo este o ponto de intersecdo entre a primeira € a terceira retas.
Assim, quando o tcgr € curto, este pode ndo ser um tempo de processo vidvel, sendo que
apenas 27,5 % do extrato foi recuperado. Neste caso, um tempo de processo igual a tcgro de
135 minutos e 7,8 %, pode ser mais adequado, tendo em vista que neste periodo cerca de
43,5 % do extrato é recuperado.

E importante ressaltar que o tempo de processo referente ndo é determinado
considerando-se unicamente sua duracdo, mas também a composicdo do extrato, que € uma
varidvel de igual importancia na otimizacdo do processo. Desta forma, apds a anélise de
custo serd possivel verificar a viabilidade do processo através do tempo de processo,
permitindo assim estabelecer uma melhor relacdo entre o menor custo de manufatura, maior

rendimento de extracdo e composto de interesse.

103



Resultados e Discussdo

4.2.3.1. TANINOS TOTAIS

A cinética de extragdo dos taninos totais é mostrada na Figura 4.23. O
comportamento foi similar ao da OEC para o rendimento (Figura 4.22), as linhas paralelas
fazem referéncia ao tcgr (64 min) e tcgra (135 min) ajustados na OEC. Observando a
inclinagdo da curva, € notdvel uma baixa recuperacdo de taninos no periodo CER. Se
consegue extrair 26,8 % (0,717 mgPE/gMP, b.s) e 45,5 % (1,22 mgPE/gMP, b.s) do total

de taninos extraidos nos periodos tcgr € tcgra respectivamente.
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Figura 4.23. Taninos Totais (mg PE/g MP, b.s) e OEC (%) da casca de jatobd obtido a 323
K/15 MPa em fun¢ao do tempo de extracao.

Na Figura 4.24 sdo apresentados os teores de taninos totais (%) e a massa de
extrato obtida em relacdo a OEC a cada tempo durante o processo. Nota-se que até o tcgra
(135 min), o comportamento do teor de taninos totais em relagdo a massa de extrato
recuperado a cada ponto varia da mesma forma, deste modo, nos tempos que se
apresentaram maior quantidade de extrato recuperado, se obteve maiores quantidades de
taninos. Considerando o tempo total de extracdo (450 min), o total de taninos recuperados
antes e ap0s o tempo tcgro sd0 equivalentes. Além disso, a partir de 270 min a quantidade
de taninos recuperados torna-se decrescente. Desta forma, justifica-se o tempo de extragdao
de taninos até a etapa tpgr, tempo necessdrio para manter a viabilidade econdmica do

Pprocesso.
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SAAD et al. (2012) determinaram os teores de polifendis e taninos obtidos em
meio aquoso para diferentes cultivares de roma. Os polifendis variaram de 77,5 a 174,5 mg
EAG/g, b.s, e os teores de taninos de 1,5 a 7,7 mg CE/g, b.s, em equivalentes de catequina.
Porém, CAM e HISIL (2010) utilizando a extracdo com 4gua pressurizada na extracdo de

roma, obtiveram maiores teores de taninos (9,5 mg CE/g b.s).
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Figura 4.24. Taninos Totais (mg PE/g MP, b.s) e Massa de extrato (g) da casca de jatoba
obtido a 323 K/15 MPa em funcao do tempo de extracao.

4.2.4. ESTUDO DO AUMENTO DE ESCALA

A curva global de extragdo obtida na unidade piloto para o estudo do aumento
de escala estd apresentada na Figura 4.25. O valor médio da massa de extrato para os
ensaios realizados nas unidades SFE Ii e piloto foram apresentados.

Inicialmente, a primeira extracdo na unidade piloto foi realizada na
configuracdo original do equipamento, ou seja, entrada de CO, + H,O no sentido
ascendente, respeitando um periodo estitico de 15 min. Porém, foi notado que mesmo
aplicando a vazdo méixima do equipamento, a mistura de solventes ndo superava o leito
empacotado com a matriz vegetal. Diante deste comportamento, o sentido do fluxo de
solvente do equipamento foi alterado para descendente.

Portanto, a curva de extracdo foi construida na condicao selecionada na cinética

de extracdo, 15 MPa e 323,15 K, com vazdo de CO, de 200 g/min e H,O de 20 g/min. O
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N

aumento de escala correspondeu a um aumento de 30 vezes em relacdo a escala de
laboratério. Os experimentos foram realizados em duplicata, e o rendimento médio das
extracdes na unidade piloto foi de 12,8 %. De acordo com os resultados, em apenas 140
min de extracdo, houve um amento de 62 % no rendimento da extracdo em relacdo a OEC.
O critério de aumento de escala aplicado por PRADO (2010) foi eficiente, ja
que foi observado um incremento no rendimento em escala piloto em extracdes envolvendo
apenas o solvente CO; puro. Porém, com o uso de cossolvente, este comportamento foi
modificado. Por este motivo, o critério de aumento de escala ndo pode ser usado para

prever o comportamento do processo quando a dgua é usada como cossolvente da extragao.
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Figura 4.25. Curvas de aumento de escala obtidas no equipamento de laboratdrio e na
unidade piloto.

A Figura 4.26 apresenta o rendimento para o separador S1, condi¢do em que
praticamente todo o extrato foi recuperado (aproximadamente 99 %). Na condicdo de S1
(10 MPa e 313 K) a solubilidade dos compostos presentes nos extratos da casca de jatoba
foi menor na mistura de CO;, + H,0, provocando a separacdo dos compostos pesados,
caracteristicos de taninos. A sucessiva queda de pressdao nos demais separadores pode nao
ter sido significativa para que ocorresse a precipitacdo de compostos pesados, apenas dos
mais leves. Além disso, provavelmente, 40 min de extracao nao foram suficientes para que

a matriz vegetal conseguisse absorver toda a dgua, ou seja, encharcar o leito.
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Deste modo, as condi¢des de separacdo podem ser otimizadas a fim de
promover o fracionamento do extrato de acordo com caracteristicas fisico-quimicas
desejadas para as amostras. Segundo PRADO (2010), o estudo da etapa de separagdo ¢é
complexo, e esta etapa deve ser estudada e otimizada de maneira independente da etapa de
extragdo, ja que devido aos diferentes sistemas envolvidos, as etapas de extragdo e
separacdo se comportam de maneira diferente. Embora, neste estudo, a complexidade é

aumentada devido a mistura CO, + H,O.
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Figura 4.26. Rendimento do separador S1 obtido na unidade piloto.

Na Figura 4.27 pode-se observar a coloragdo dos extratos da casca de jatobd
obtidos em 80 e 110 min de extracdo nos trés separadores. Os extratos obtidos em 180 min
apresentaram a mesma coloragdo dos extratos obtidos em 110 min. Durante a extracao,
todos os extratos coletados apresentaram colora¢do marrom, exceto para o extrato de S2 em
80 min de extracdo, com coloragdo amarela clara. A coloracdo marrom € caracteristica dos
taninos de alta massa molar, e a amarela é caracteristica de 6leo volatil. Em S3, houve
somente dgua em pequena quantidade. Importante ressaltar que apesar das coloracdes fortes
dos extratos, os obtidos em S1 apresentaram maior viscosidade, ou seja, com alto teor de
sOlidos em relacdo aos extratos obtidos em S2. Este comportamento justifica a maior
recuperagdo de extratos apds o processo de liofilizacdo em S1, e consequentemente, maior

rendimento da extracao.
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Figura 4.27. Extratos aquosos da casca de jatobd obtidos ao longo da cinética em unidade
piloto em 80 min (A) e 110 min (B) de extracdo.

4.2.4.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Com o objetivo de avaliar a composi¢ao quimica dos extratos de jatoba obtidos
durante a cinética de extracdo e no aumento de escala, foi realizada andlise CCD dos
mesmos. Na Figura 4.28 pode-se confirmar a presenca de substincias fendlicas da classe
dos taninos devido a coloracdo azul escura. E na Figura 4.29 confirma-se a presenca de
compostos antioxidantes devido a intensidade das bandas amarelas sobre fundo violeta,
conforme padrdo de dcido gédlico. Como discutido anteriormente, o emprego da 4gua como
cossolvente permitiu a extracdo de taninos com elevada atividade antioxidante, conforme os
estudos de SOUZA et al. (2007) e LIONCO et al. (2001).

Utilizando o revelador de flavonoides (Figura 4.30) sob luz UV-254, as
manchas pretas destacadas, confirmam sua presenga. Ainda, sua presenca € esperada, por se
tratar de compostos mais pesados. Na Figura 4.31 apds revelagdo com anisaldeido para
deteccao de 6leos essenciais, a presenca da coloracdo vermelho-marrom clara na parte
superior da banda P2.2 (extrato obtido em S2 em 80 min de extragdo) e azul clara confirma
a presenca de terpenos (sesquiterpenos e diterpenos) (NOGUEIRA et al., 2001; CASTRO
et al., 2004).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 AG P2.1 P2.2 P3.1P3.2P4.1P4.2 AG

Figura 4.28. CCD dos extratos de jatoba obtidos na cinética de extracdo (1 a 13), na
unidade piloto (P2.1 a P4.2) em 323 K e 15 MPa utilizando revelador taninos.

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 AG P21 P2.2 P3.1P3.2 P4.1 P42 AG

Figura 4.29. CCD dos extratos de jatoba obtidos na cinética de extracdo (1 a 13), na
unidade piloto (P2.1 a P4.2) e padrdo 4cido gélico (AG) em 323 K e 15 MPa utilizando
revelador DPPH.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 4.30. CCD dos extratos de jatoba obtidos na cinética de extracdo em 323 K e 15
MPa utilizando revelador de flavonoides em UV-254 nm.

P2.1 P2.2 P3.1 P3.2 P4.1 P42 AG

Figura 4.31. CCD dos extratos de jatobd obtidos na cinética de extracdo em 323 Ke 15
MPa utilizando revelador de terpendides em UV-365 nm.

4.2.4.2. TANINOS TOTAIS

O teor de taninos totais obtidos na unidade piloto nos separadores S1 e S2 em
relac@o ao tempo de extracdo estd apresentado na Figura 4.32.

Maior concentracio de taninos foi alcancada em S1, na mesma condicdo onde
houve praticamente todo o extrato recuperado, como discutido anteriormente. Em apenas
80 min de extragdo, conseguiu-se extrair 60 % do total de 99 % dos taninos presentes em
S1. Ao abrir os separadores no final da extracdo, na etapa de limpeza (SI_L e S2_L), foi

observada menor quantidade de extrato com menor viscosidade. Estes extratos
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apresentaram baixissimos teores de taninos totais. Os teores de taninos presentes nestes
extratos foram os mesmos obtidos em S2, ou seja, 1 %. Com base nestes resultados, a
extracdo em equipamento piloto utilizando o sistema CO, + H,O foi mais eficiente na

recuperacgdo dos extratos e na obten¢do de taninos a partir da casca do jatoba.
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Figura 4.32. Concentragdo de taninos totais nos extratos de jatoba obtidos na unidade piloto
com CO; + H,O nos separadores S1 (2: 80 min, 3: 110 min, 4: 140 min, L: limpeza) e S2
(3: 110 min, 4: 140 min, L: limpeza).

4.2.3. EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (UAE)

z

Uma observagdo comum da literatura € a maneira em que os fabricantes
referem o quanto de energia é fornecido ao sistema. No entanto, devido a perda de energia
de ultrassons durante seu trajeto, a poténcia real dissipada (Pgs) no meio ndo € a mesma
que a poténcia referida e raramente € reportada.

Um dos métodos mais comuns para medir a Py, foi apresentado por
LORIMER et al. (1991). O método baseia-se na calorimetria e assume que toda a poténcia

fornecida ao sistema € dissipada na forma de calor, como mostrado na seguinte equagao:
daTr o
Paiss = o7 Z mi Cpi (Equagio 3.17)

Onde mi e Cpi sdo a massa e a capacidade calorifica do solvente, respectivamente, e dT/dt é
a variagdo da temperatura durante 900 segundos de exposicdo ao ultrassom. Graficando

Piss contra AT verificou-se que a poténcia dissipada no sistema foi de 60 W (Figura 4.33).

111



Resultados e Discussdo

—~ 60 1 .
2

!-a -

&50 3

S 40

"g *

A

=}

= 20 - ¢

'S

S 10 1

R

=]

G‘ 0 T T T T T T T T T 1

34 5 6 7 8 9 1011 12 13
AT (°C)

Figura 4.33. Poténcia dissipada do ultrassom em fun¢do da variagdo de temperatura.

4.2.3.1. MACERACAO

Experimentos preliminares foram realizados a fim de avaliar a influéncia de
alguns fatores durante a extracdo das cascas de jatobd. Para determinar a melhor relacdo de
matéria-prima/solvente (S/F) e o solvente mais eficiente da extracdo, foi considerado o total
de polifendis (TP). A Figura 4.34 mostra o rendimento (% b.s) e o total de polifendis (mg
EAG/g MP, b.s) dos extratos. Maiores rendimentos foram obtidos na maior proporcao de
S/F. Desta forma, maior volume de solvente permitiu a transferéncia do extrato da matriz
vegetal aumentando a eficiéncia da extracdo. Comparando os efeitos do solvente no
rendimento da extracdo, o tampao (pH 3.0) (T_20) foi o mais eficiente, seguido da dgua
(w_20), etanol + dgua (1:1, v/v) (Ew_20) e etanol (E_10).

No entanto, quando se considera o teor de fendis, a 4gua parece ser o solvente
mais eficiente em extrair esses compostos. Assim, a 4gua ndo somente aumenta a eficiéncia
da extracdo de compostos fendlicos, mas também € o solvente mais adequado por ser
ecologicamente seguro e ter baixo custo. Os polifendis totais diminuiram em menores S/F,
semelhante ao rendimento. Portanto, levando em consideracdo o maior teor de polifendis

extraidos, o melhor solvente da extrac@o foi a 4gua em uma razao S/F igual a 20.
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Figura 4.34. Rendimento da extracdo (% b.s) e compostos fendlicos totais (mg EAG/g
matriz seca) dos extratos de jatobd obtidos por macerac¢do utilizando: w (H,0), E (etanol),
Ew (etanol+H,0) e T (tampao, pH 3.0) em S/F iguais a 20, 10 e 6,7.

4.2.3.2. COMPARACAO ENTRE UAE EAGE
De acordo com os resultados, a quantidade de compostos fendlicos totais (TPC)
extraidos em 60 W foi aproximadamente 20 % maior quando utilizado 20 W no mesmo
tempo e temperatura de extracdo. Deste modo, de acordo com as condi¢des estudadas para
UAE, a temperatura de 323 K, poténcia de 60 W e tempo de extracdo de 40 min foram
selecionados. As mesmas condi¢des foram aplicadas nas extragdes por AGE (Figura 4.35)
Nos primeiros 15 minutos de extracdo foi obtido elevado teor de TPC devido ao
efeito do gradiente de concentracdo de polifendis entre o solvente e a matriz vegetal
Adicionalmente, o maior teor de TPC na superficie das particulas facilitou a liberagao
destes compostos, diminuindo em seguida devido ao menor gradiente de concentracio
sendo os polifendis remanescentes localizados no interior das particulas. Adicionalmente, a
intensidade de cavitacdo do ultrassom foi maior devido ao emprego da 4gua como solvente
A 4gua desempenhou um papel importante na extragdo de polifendis, especificamente os
taninos, permitindo a alargamento da matriz vegetal e aumentando a eficiéncia de extracao

Além disso, o ultrassom facilitou o processo de hidratacdo da matriz seca (VINATORU,

2001).
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Figura 4.35. Estudo cinético da UAE e AGE. Teor de polifendis totais (mg EAG/g b.s) dos
extratos de jatoba.

O total de polifendis no extrato obtido por UAE foi 15,12 % maior que o obtido
por AGE (81,42 e 71 mg EAG/g MP, b.s), devido a cavitagdao do ultrassom ocasionando
efeitos mecanicos nas paredes das células. Adicionalmente, o UAE produziu maiores
rendimentos de extracio em periodos mais curtos de tempo, reduzindo a energia
consumida. A comparacdo mostra uma clara melhoria da extracdo, o que € atribuido a
cavitacdo ultrassOnica, uma vez que esta € a unica varidvel que difere de tratamento em
ambos os processos. O rendimento da extracdo foi de 15,8 + 0,7 % e 13,9 £ 0,5 % para a
UAE e AGE, respectivamente, indicando uma melhora significativa no desempenho da
extragdo devido a aplicacdo de ultrassom. Outros estudos apontaram a eficiéncia do
ultrassom frente as extragdes convencionais (JERMAN et al., 2010; VIROT et al., 2010;
VALACHOVIC et al., 2001; CARRERA et al., 2012; D’ALESSANDRO et al., 2012;
PINGRET et al., 2012).

A UAE tem sido empregada na extragdo de taninos, uma classe de polifendis
largamente presente nos extratos de jatobd. ALEXE et al. (1964) relatou um aumento na
extracdo de taninos de um material usado em tingimento utilizando o ultrassom a uma
frequéncia de 8.000 kHz, durante 15 min em comparagdo com agitagdo a 1400 rpm, durante

8 h. SIVAKUMAR et al. (2007) também utilizou o ultrassom para a extracdo de taninos da

114



Resultados e Discussdo

fruta de mirobalano (Terminalia chebula) e observaram uma melhora no rendimento de (3 a
5 vezes mais elevada), com niveis de poténcia de 20 a 100 W. RAO et al. (1984) estudaram
a influéncia da frequéncia de ultrassom, tempo e intensidade na extragdo de taninos de torta
desengordurada da semente de sal (Shorea robusta) empregando diferentes solventes.
Segundo estes autores, o rendimento da extracdo foi superior em baixas frequéncias (43
kHz, 30 min).

A extragdo por ultrassom acelera o processo de hidratagdo e inchamento da
matriz, acarretando uma dilatacdo dos poros das paredes celulares vegetais, resultando em
uma maior transferéncia de massa do soluto a partir de constituintes do material da planta
para o solvente, melhorando assim o rendimento da extracdo e a recuperacdo de compostos
fendlicos. O rompimento das células da planta apos o colapso da bolha de cavitacdo por
microjet pode ter aumentado a velocidade de entrada do solvente no tecido da planta
(TOMA et al., 2001). Além disso, o elevado rendimento da extracdo assistida por ultrassom
pode ser atribuida a sonica¢do, conduzindo a ruptura das paredes das células e a coleta de
seu conteido (VINATORU, 2001).

Para confirmar a eficiéncia do UAE, uma comparagdo com outro equipamento
de ultrassom foi realizada. Os experimentos foram feitos utilizando uma sonda de ultrassom
(UP) seguindo a mesma cinética como na UAE. De acordo com os resultados, 40 min foi
suficiente para obter um rendimento de 14,2 £ 0,5 %, com 79,49 mg EAG/g MP (b.s),
valores inferiores aos obtidos por UAE. Este equipamento funciona a uma frequéncia mais
baixa do que os reatores PEX1(1 L) e PEX3 (3 L) utilizados na UAE, o que poderia

explicar a diferenca nos rendimentos obtidos.

4.2.3.3. EXTRACAO EM CORRENTE CRUZADA EM TRES ESTAGIOS

Foi avaliado o efeito da extragdo em série em trés estdgios no rendimento da
extragdo das cascas de jatoba para o processo de UAE e AGE. Os pardmetros anteriormente
otimizados foram mantidos constantes, e as extragcdes em corrente cruzada foram realizadas
utilizando o mesmo material, extraindo novamente o sélido apés filtragao e adicionando
solvente fresco nas mesmas condi¢des de extragdo a cada etapa. O teor de polifendis e o

rendimento foram avaliados apos cada etapa para os extratos de UAE e AGE (Figura 4.36).
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Comparando os processos, a diferenca no teor de polifendis entre os dois extratos no
primeiro e segundo estdgio foi 15 % e 10 %, respectivamente, e similares no terceiro
estdgio. O rendimento variou da mesma forma, apresentando uma diferenca de 12 % entre
os extratos dos dois processos obtidos na primeira etapa, provando a reprodutividade das
extracdes. O rendimento dos dois processos foi similar no segundo e terceiro estigio. No
primeiro estdgio, as vibragdes do ultrassom podem ter aumentado o nimero de células
rompidas, acelerando a remo¢dao do soluto dessas células pelo solvente

(BALACHANDRAN et al., 2006).
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Figura 4.36. Extracdo em corrente cruzada em trés estagios do jatoba por UAE e AGE: (A)
teor de polifendis totais (mg EAG/g MP, b.s) e (B) rendimento (% b.s).

ADAM et al. (2012) estudaram a morfologia dos extratos das células de N.
oculata extraidas ou nao com ultrassom. As células se mostraram similares, sendo nitido o
rompimento da parede celular apds o tratamento com ultrassom. Em contrapartida, as
células ndo extraidas permaneceram intactas.

JERMAN et al. (2010) estudaram o efeito da extracdo em série no rendimento
da extracdo de fendis da azeitona. Segundo estes autores, trés estagios foram suficientes na
recuperagdo dos principais fendis da azeitona, ja que somente a rutina (2 % do total) foi
detectada no quarto estdgio. ASPE e FERNANDEZ (2011) utilizaram trés estigios na
extracdo de taninos de Pinus radiate. De acordo com os resultados, foi pequeno o

incremento no rendimento no segundo e no terceiro estidgios da extragao.
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4.2.3.4. AUMENTO DE ESCALA

As condigdes otimizadas anteriormente foram empregadas no experimento de

aumento de escala para a UAE em extrator de 3 L.

A Figura 4.37 mostra o teor de polifendis e o rendimento obtido no
experimento de aumento de escala. O aumento de trés vezes no volume (1 L para 3 L) para
uma planta semi-piloto produziu o rendimento (15,8 £ 0,7 e 15,5 + 0,5 % em escala
laboratorial e semi-piloto, respectivamente) e teor de polifendis foram similares para os
extratos (81,42 e 81,37 mg EAG/g MP, b.s). Além disso, os polifendis totais dos extratos

do extrator piloto foi 15 % maior do que aquele obtido no processo de extracdo por
agitacdo (AGE).
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Figura 4.37. Cinética de extrag@o para o extrator de 3L. Polifendis totais (mg EAG/g MP,
b.s) dos extratos de jatobd em funcdo do tempo de extracao.

Estudando o aumento de escala (30 L) para o residuo da mac¢a, PINGRET et al.
(2012) obtiveram um total de polifendis utilizando a extragdo por ultrassom comparavel aos
resultados obtidos em escala laboratorial e 15 % maior do que o obtido na extracdo
convencional por maceracdo. O mesmo comportamento foi observado por ACHAT et al.
(2012) utilizando o mesmo aumento de escala (30 L) e o mesmo extrator. Os autores

acharam teores de polifendis similares para os extratos obtidos em escala piloto e

laboratorial.
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A extragdo por ultrassom tem demonstrado ser uma tecnologia de
processamento de alimentos que possui aplicagcdes em larga escala com retorno em
potencial de investimento de capital sendo promissora em extragdes em escalas industriais.
Portanto, o aumento de escala usado neste estudo pode ser empregado para estimar dados a
partir de experimentos em escala laboratorial. Ainda, a extracdo assistida por ultrassom
pode ser utilizada para tratar grandes quantidades de matéria-prima, utilizando
equipamentos ja existentes em escala industrial de ultrassom nas inddstrias quimicas e

alimenticias.

4.2.3.5. ESTUDO CINETICO

Os dados equivalentes da funcdo In (C./ [C, - Ct]) contra o tempo de extracio
para as etapas rdpida e lenta dos processos de extracdo por ultrassom e agitacdo sao

mostrados na Figura 4.38.
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Figura 4.38. Cinética e constantes de extraco obtidas com agitacio (K*F) e ultrassom
A
(KYAP).

A concentragdo dos compostos extraiveis aumentou com o tempo para ambos

os processos devido a interacdo da dgua com soluto ao longo do tempo. A extracdo dos

UAE

compostos fendlicos com o ultrassom foi mais rapida (k; = 0,3953 min") comparada 2

AGE

agitacao (k; = 0,2549 min") na etapa de extracdo rdpida (de 0 a 10 min) devido 2
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cavitacdo do ultrassom. No entanto, na etapa lenta (de 10 a 40 min), como observado pela

AGE _ 0,0684 min'l) comprada com o

inclinacdo, a extracdo com agitacao foi mais rapida (k;
ultrassom (szAE =0,0280 min'l).

Durante as etapas de extrac¢do rdpida da UAE e AGE, os valores do coeficiente
de difusdo foram de uma ordem de magnitude mais elevada em comparagdo com os
determinados na etapa lenta da extracdo. Os coeficientes de difusdo correspondentes as
etapas de taxa de extracdo constante e decrescente, D; e D,, respectivamente, foram
determinados para UAE e AGE. Para a extra¢cdo com ultrassom, os valores de DlUAE e
D, foram 2,63 x 10” e 1,86 x 10™° m?/s, respectivamente; para extracdo com agitacdo,
os valores de DlAGE e DQAGE foram 1,69 x 107 e 4,54 x 1071 mz/s, respectivamente. O
maior coeficiente de difusdo foi registrado na etapa rdpida da extragdo assistida por
ultrassom. Em contrapartida, a agitacdo aumentou a transferéncia de massa do soluto,
particularmente durante a etapa lenta da extragdo.

SLOBODAN et al. (2012) compararam os coeficientes de difusdo para a
extracdo com fluido supercritico (SFE), extracdo com ultrassom (UAE) e soxhlet para o
timol. O maior coeficiente de difusdo foi relatado na fase inicial do processo SFE, enquanto

o ultrassom particularmente afetou a transferéncia de massa durante a etapa lenta da

extracao.

4.2.3.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os potenciais antioxidantes dos extratos de UAE e AGE sdao mostrados na
Figura 4.39. Os testes de DPPH forneceram informacdes sobre as atividades dos compostos
com radicais livres estaveis, o efeito DPPH € assumido como sendo sua habilidade em doar
hidrogénio. Os valores mais elevados ICs significam menor atividade antioxidante e vice-
versa.

As atividades antioxidantes dos extratos obtidos com UAE em poténcia
maxima (condicao otimizada) e minima foram avaliadas. De acordo com os resultados, os
extratos obtidos com UAE mdx (60 W) apresentaram maiores AA em comparacdo com 0s
de AGE e UAE min (20 W), e ligeiramente menor do que os extratos de UP. Além disso, a

AA do extrato obtidos com UAE min (20 W) foi ligeiramente melhor do que os extratos
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obtidos por AGE. Comparando somente os extratos obtidos por UAE, o extrato referente ao
aumento de escala (E/US) apresentou maior AA. Logo, os resultados provam que a UAE ¢é

um método eficiente para obter extratos ricos em AA e compostos fendlicos.
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Figura 4.39. Valores de ICsy determinados por DPPH dos extratos de jatoba obtidos por:
UAE max (poténcia mdxima, 60 W) e UAE min (poténcia minima, 20 W); AGE (extracao
por agitacdo); UP (ultrassom com sonda); UAE1, UAE2, UAE3 e AGEI, AGE2, AGE3
(extracdo em trés estidgios) e E/US (aumento de escala).

Comparando os dados de TPC e AA para os extratos obtidos através da
extragdo em corrente cruzada em trés estagios para UAE e AGE, pode-se observar que a
AA foi inversamente proporcional ao TPC (Figura 4.36). Este resultado estd de acordo com
os estudos realizados por TAN et al. (2011) e CONFORTT et al. (2009), em elevados teores
de compostos fendlicos nao necessariamente apresentam elevada capacidade antioxidante.
De acordo com CHEW et al. (2011), a capacidade antioxidante depende ndo s6 da
quantidade de antioxidantes presentes no extrato, mas também da estrutura e das interagdes
entre os antioxidantes. A estrutura dos compostos fendlicos € um determinante na atividade
antioxidante (TAN et al., 2011). Maiores teores de AA foram obtidos na segunda e terceira
etapa da extracdo em trés estidgios para UAE e AGE. Isto sugere que outras classes de

compostos podem ter sido extraidas.
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4.2.3.7. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Através da CCD foram identificados compostos antioxidantes e taninos nos
extratos. De acordo com a Figura 4.40 (B), as placas pulverizadas com 1 % de cloreto
férrico em metanol confirmaram a presenca de substancias fendlicas derivadas da classe
dos taninos através do aparecimento da cor azul escura tipica de acido gédlico (AG), o
padrdo de taninos. Quando as placas foram pulverizadas com DPPH (Figura 4.40 (A)),
manchas amarelas apareceram no fundo violeta da mesma forma que o 4cido gilico e
rutina, padroes reagidos. Esta atividade antioxidante € provavelmente devido a presenca de
compostos fendlicos, nos quais os taninos estdo presentes em todos os extratos, ja que as
bandas correspondem aos extratos polares sdo as mesmas bandas relacionadas com
derivados de taninos. Este mesmo comportamento foi confirmado por LIONCO et al.

(2001) e SOUZA et al. (2007).

UAEmax AGE UAEmin UP AGE1 AGE2 AGE3 UAE1 UAE2 UAE3 EUS

UAEmax AGE UAEminUP AGE1 AGE2 AGE3 UAE1 UAE2 UAE3 EUS AG

Figura 4.40. (A) DPPH e (B) taninos presentes no extrato do jatobd obtidos por: UAE méx
(poténcia mixima) e UAE min (poténcia minima); AGE (extracdo por agitagdo); UP
(ultrassom com sonda); UAEI, UAE2, UAE3 e AGE1, AGE2, AGE3 (extracdo em trés
estagios) e E/US (aumento de escala) com padrao AG (4cido gélico) e R (rutina).
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4.3. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS POR SFE

4.3.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR ELETROSPRAY
(IES - MS/MS)

A Figura 4.41 mostra o perfil de procianidinas representativo dos extratos
obtidos da casca do jatobd. Neste estudo, as fracdes foram injetadas em IES-MS e
examinadas os espectros de massa tanto em modo positivo como negativo. Compostos de

elevada massa molecular foram encontrados, tipicos de procianidinas.
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Figura 4.41. Espectro de massas IES-MS (-) dos extratos em 20 min da cinética de
extracdo, ilustrando a identificacdo de uma série de procianidinas baseadas na unidade
monomérica do flavondide catequina ou epicatequina.

O mesmo perfil foi observado em todos os espectros dos extratos obtidos nos
experimentos de rendimento global e cinética da extracdo. Na unidade piloto, apenas o
extrato obtido no segundo separador (S2) em 80 min apresentou perfil de compostos
caracteristicos de Oleos essenciais. O perfil do extrato obtido na limpeza do segundo
extrator foi possivel verificar a presenca de procianidinas e glicosideos, porém, com

intensidade relativa menor comparada ao extrato recuperado neste separador.
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O espectro de massas apresentado na Figura 4.41 ilustra a presenca de um ion
de m/z 289, o qual representa uma unidade monomérica do flavondide catequina ou
epicatequina, ambos apresentam mesma m/z (SASAKI et al.,, 2009). Ainda, pode ser
observada nos espectros das amostras a presenca de fons de m/z referentes a oligdbmeros
que vao desde dimeros até nonameros. As procianidinas apresentam uma série de fons [M-
H] que se distanciam em 288 unidades de m/z, assim os fons 289, 577, 865, 1153, 1441 e
1729 representam o mondmero, dimero, trimero, tetrimero, pentdmero e hexamero,
respectivamente. Ainda, podem ser observados fons duplamente carregados que apresentam
Am/z de 144, tais como: 1008, 1152 e 1296, que representam o heptamero, octimero e
nonamero, respectivamente. Desta forma, os espectros deste estudo apresentam 0 mesmo
perfil encontrado por SASAKI et al. (2009).

A confirmagdo das estruturas das procianidinas foi realizada por meio de
andlises de MS/MS (varredura de fons produtos), onde a fragmentacdo de cada oligdmero
foi estudada para caracterizd-los. As fragmentacdes mais caracteristicas para cada

composto identificado estdo apresentadas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Fragmentacdes observadas nas andlises de MS/MS para a unidade monomérica
(flavondide) e para os oligdmeros de procianidinas.

Composto  ion observado “:2::;::; m/z fons produtos
Mondmero [M-H] Ci5H1306 289 245, 161, 137, 125
Dimero [M-H] C30H»501, 577 289, 125
Trimero [M-H] CysH37045 865 289, 577
Tetramero [M-H] CooHa9024 1153 289, 577, 865
Pentamero [M-H] Cy5H610350 1441 289,577, 865, 1153
Hexamero [M-H] CooH73036 1729 289,577, 865, 1441
Heptdmero [M-2H]* Ci05Hg504 1008 289,577, 865, 1153, 1441
Octamero [M-2H]* C120H97048 1152 289, 577, 865, 1153, 1441, 1729
Nondmero [M-2H]* Ci35H109054 1286 289,577, 865, 1153, 1441, 1729

Conforme exposto na Tabela 4.3, cada oligdmero fragmenta-se perdendo uma

unidade monomérica e, portanto, forma o fon [M-288]". Conforme se aumenta a energia de
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colisdo, observa-se que cada oligdbmero fragmenta-se aos seus similares de menores
unidades monoméricas e, em dltimo estdgio, a propria unidade de flavonéide. No caso dos
oligbmeros que formam fons [M-2H]*, observa-se no espectro de MS/MS também ions de
m/z maiores que o fon precursor. Isto ocorre devido ao fon precursor duplamente carregado
fragmentar-se a um fon produto monocarregado e, portanto, de m/z maior. Além da
fragmentacdo das procianidinas, a massa molecular exata dos compostos, obtida por IES-

FT-ICR MS, corroborou com a identificac@o correta das estruturas.

4.3.2. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM SERIE (UPLC-MS/MS)

A Figura 4.42 mostra o perfil de procianidinas representativo dos extratos

obtidos da casca do jatoba.
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Figura 4.42. Espectro de massas da infusdo direta MS (-) dos extratos da casca de jatoba,
ilustrando a identificacdo de uma série de procianidinas baseadas na unidade monomérica
do flavonéide catequina ou epicatequina.

O espectro de massas apresentado na Figura 4.42 ilustra a presenca dos mesmos
compostos obtidos nas analises anteriores (secdo 4.3.1). Foi identificado o ion de m/z 289, o
qual representa uma unidade monomérica do flavondide catequina ou epicatequina, com a

mesma m/z (SASAKI et al., 2009). As procianidinas também apresentaram uma série de
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fons [M-H] com m/z de 289, 577, 865 que representam o mondmero, dimero, trimero,

respectivamente.

4.4. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS POR UAE

4.4.1. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ASSOCIADA A UM
DETECTOR DE ARRANJO DE D10DOS (CLAE/DAD)

A tioaciddlise, clivagem catalisada por dcido das ligacOes interflavanil de
procianidinas na presenca de um reagente nucledfilo tal como o tolueno-a-tiol seguido por
CLAE em fase reversa, foi empregado para calcular o grau de polimerizacdio médio das
procianidinas e para caracterizar e quantificar os compostos fendlicos dos extratos

(GUYOT etal., 2001).

A composi¢do e a concentragdo dos principais compostos fendlicos encontrados
na casca e nos extratos de jatoba estdo apresentadas na Tabela 4.4. O perfil de compostos
fendlicos da casca de jatoba foi extremamente simples: dois grupos fendlicos majoritarios
com o total de dois compostos identificados e quantificados. No cromatograma final da
casca do jatobd, quatro compostos desconhecidos foram observados. Estes compostos
foram designados como sendo do grupo dos flavonoides devido a seu espectro ultravioleta,
com o maximo de absorbancia em 280 nm, e foram quantificados como (-)-epicatequinas
equivalentes. O cromatograma representativo da casca do jatobd estd mostrado na Figura
4.44.

A soma dos compostos fendlicos identificados na casca do jatoba, determinados
por CLAE, foi 118,5 mg/kg (b.s); os polifendis foram essencialmente compostos de flavan-
3-ols. Entre os dois compostos identificados, a classe das procianidinas foi a predominante,
que representaram 96,6 % dos compostos fenodlicos identificados (Tabela 4.4). As
procianidinas da casca do jatobd constituiram de (+)-catequina a partir da unidade terminal
e (-)-epicatequina a partir das unidades terminais e de extensao (Tabela 4.5). Este resultado
estd em contradicdo com os de SASAKI et al. (2009). Os autores acharam que as
procianidinas consistiam apenas de (-)-epicatequina. A diferenca observada entre os

resultados de SASAKI et al. (2009) e este estudo pode ser devido a variabilidade da
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espécie, i.e., genética, ano, € meio ambiente. Além disso, a (+)-catequina quantificada na
casca do jatoba pode ser resultado da epimerizacdo da (-)-epicatequina apds a abertura do
heterociclo C sob as condi¢gdes de tiodciddlise (GUYOT et al., 2001; KIATGRAIJAI et al.,
1982; MCGRAW et al., 1982). O grau de polimerizacdo (DPn) das procianidinas da casca
do jatoba foi 11,4, tal como estimado pelo método de tidlise sendo maior que os de
SASAKI et al. (2009). Além das procianidinas, o segundo composto identificado foi o

mondmero de flavan-3-ol, i.e., (-)-epicatequina (Tabela 4.5).

Tabela 4.4. Composi¢ao de polifendis, teor (mg/kg, b.s) e DPp dos diferentes extratos.

Extrato EC PCA DPn unkl unk2 unk3 unk4
Jatoba 4,0 114,5 11,4 1,4 5,5 0,3 1,6
AGE 11,2 3544 8,6 6,5 29,0 2,0 9,0
UAE 16,4 411,7 9,7 7,3 25,1 3,0 7,5
Aumento de escala 12,6 3554 6,8 6.4 20,8 2,0 6,7
Sonda de ultrassom 1,16 22,37 0,12 0,45 0,42 0,22 0,13

EC: (-)-epicatequina, PCA: procianidinas, DPn: grau médio de polimerizacdo dos flavondis (catequinas +
procianidinas), unk: composto desconhecido, SD: desvio padrdo, n

= 8, a: quantificados como (-)-

epicatequina.
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Figura 4.43. Perfil de CLAE dos extratos aquosos da casca do jatoba obtidos com ultrassom

a 280 nm. A: (1) (+)-catequina; (2) (-)-epicatequina; (3) unkl; (4) unk2; (5) unk3; (6) unk4;

(7) (-)-epicatequina benzil-tioéter; B: (1) (-)-epicatequina; (2) unkl; (3) unk2; (4) unk3; (5)
unk4.
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Tabela 4.5. Caracteristicas estruturais das procianidinas.

Extrato CAT % EC %
Jatoba 1,2 98,8
AGE 1,7 98,3
UAE 1,8 98,2
Aumento de escala 2,2 97,8
Sonda de ultrassom 0,08 0,08

CAT: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; SD: desvio padrdo, n= 8.

A casca do jatobd foi entdo submetida aos métodos de extracdo por agitacao,
ultrassom e ao aumento de escala utilizando dgua como solvente da extracdo. Através da
ANOVA observou-se que o método de extracdo (agitacdo, ultrassom e aumento de escala)
ndo influenciou significativamente no rendimento da extragdo (mg/kg, b.s) (F=0,919e P =
0,449). Os trés extratos foram essencialmente compostos também por flavan-3-ol. Em
comparacio com a casca do jatobd, a procianidina (DPn) foi significantemente reduzida nos
trés extratos. Durante a extragdo, os polifendis foram envolvidos em interagdes fisico-
quimicas especificas com a parte sélida da casca, especialmente a parede celular (LE
BOURVELLEC e RENARD, 2012). A parede celular seletivamente absorveu as
procianidinas com um alto grau de polimeriza¢ido, o que resultou em uma diminui¢do do
DPn do extrato (LE BOURVELLEC e RENARD, 2012).

A ANOVA foi realizada também para avaliar a influéncia do método de
extracdo sobre a composi¢do de fendis, onde ndo foram observados efeitos significativos
(Tabela 4.6). O método utilizado na extracdo da casca do jatobd quer por agitacdo,

ultrassom ou aumento de escala, ndo influenciou a composi¢ao de polifendis nos extratos.
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Tabela 4.6. Valores F de Fisher e p-valor associados com a ANOVA realizadas na
composi¢do do extrato fendlico (mg/kg, b.s) em funcdo do método da extracdo.

Método de extracao

Variavel F p

(-)-epicatequina 4,2 0,07
Procianidina 1,9 0,23
DPn 2,7 0,14

unk1 0,9 0,44
unk?2 8,2 0,02
unk3 5,3 0,05
unk4 7,0 0,03

DPn: grau médio de polimerizagdo dos flavondis (catequinas + procianidinas); unk: composto desconhecido,
n=_8.

4.5. AVALIACAO ECONOMICA

A Figura 4.44 apresenta as estimativas dos custos de manufatura dos extratos
(COM) obtidos nos experimento de rendimento global (Xo) utilizando os solventes CO,,
CO; + EtOH e CO; + H,0 respectivamente em trés tamanhos de extratores (5, 50 e 500 L).
Os maiores COM de extratos foram obtidos seguindo a seguinte ordem: CO,, CO, + EtOH
e CO;, + H,O. Os valores dos rendimentos foram apresentados juntamente as figuras para
melhor entendimento do comportamento do COM.

O tempo de processo das extracdes inseridos no simulador foi fixado de acordo
com os tempos dos experimentos. Para o processo utilizando somente CO, como solvente,
o tempo do processo foi de 40 min, resultando em 5940 bateladas anuais. Para os extratos
obtidos com CO, + EtOH, o tempo de processo foi de 75 min, resultando em 3168
bateladas anuais. Entretanto, apesar do tempo de ciclo das extragdes com CO; + H,O serem
o mesmo do processo anterior (75 min), com a adi¢do da etapa de liofilizacdo no processo,
o tempo total do processo aumentou para 24 horas. Por este motivo, ocorreu uma reducao
do numero de bateladas anuais para 330.

Normalmente, o COM ¢ estimado apds a etapa de otimizacdo do processo, ou
seja, apds a estimativa do melhor tempo de processo e juntamente com as informagdes da

composi¢do quimica dos extratos. Porém, para este estudo, a estimativa do COM para os
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extratos obtidos no rendimento global (X() foi realizada a fim de verificar seu
comportamento utilizando os trés sistemas de solventes diferentes. Principalmente, avaliar
o impacto no custo de manufatura dos extratos quando a dgua foi utilizada como
cossolvente da extragdo.

Os valores das matérias-primas e o preco de venda de extratos (exceto para o
feijao e cipd-de-sdo-jodao) foram cotados no mercado brasileiro. Ndo foi encontrado no
mercado nenhum valor de venda para o extrato de ingd-cip6. Mesmo assim, para as plantas
estudadas ndo foi possivel uma discussdo baseada no tempo de retorno, ja que os valores de
COM obtidos foram maiores que os valores de venda dos extratos obtidos no mercado.

De acordo com a Figura 4.44 o COM dos extratos estd diretamente relacionado
com a densidade aparente do leito, o custo da matéria-prima, rendimento da extracdo e

tempo de ciclo dos processos.
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Figura 4.44. Custo de manufatura (COM) estimado para o extrato de jatobd obtido no
rendimento global (Xo) utilizando CO, CO; + EtOH e CO, + H,O em extratores de 5, 50 e
500 L.
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De uma forma geral, os extratos obtidos utilizando somente CO, apresentaram
maiores custos, principalmente devido ao menor rendimento, ji que estes extratos foram
obtidos em menor tempo de processo. Os menores valores de custo dos extratos obtidos
com CO; + EtOH e CO; + H,O se deve sobretudo ao aumento no rendimento da extracao
quando adicionado cossolvente, mesmo em maior tempo de ciclo.

O feijao possui densidade de leito elevada, o que implicaria na maior demanda
de matéria-prima, portanto, devido a seu baixo custo US$ 2,20/kg (AGOLINK, 2012),
menor COM foi estimado para seus extratos. Também, o incremento no rendimento da
extracdo causado pelo uso da dgua como cossolvente ndo foi o suficiente para que a
produtividade anual do extrato superasse o efeito do tempo de processo da extracao.

Para os extratos de jatobd, € notdvel o impacto do rendimento da extragdo nos
COM estimados. Apesar de ser uma matéria-prima que também apresenta densidade
aparente elevada quando comparada as outras, possui baixo custo, o que levou ao menor
COM de seus extratos, principalmente os obtidos com dgua. Para estes extratos, o
rendimento teve um alto impacto na produtividade anual de extrato, demonstrando a
viabilidade deste processo. Comportamento similar foi obtido no COM estimado para os
extratos de cip6-de-sdo-jodo e nd-de-cachorro, porém, com menor COM nos processos
utilizando CO, e CO, + EtOH, devido ao maior rendimento em relacdo aos extratos do
jatoba.

Em relacdo ao extrato de ingéd-cipd, o menor rendimento da extragdo e o
elevado custo de matéria-prima, US$ 50,00/kg (SANTOSFLORA, 2012), tiveram grande
influéncia no COM final, afetando diretamente a viabilidade econdmica. Foram estimados
COMs altissimos dos extratos no processo com agua.

Portanto, para maioria das plantas avaliadas, menores COM foram estimados
utilizando CO; + H,O como solvente da extragdo, com destaque para o extrato de jatoba,
cipd-de-sdao-jodo e né-de-cachorro, apresentando COM de US$ 119.00/kg, US$ 206.50/kg
e US$ 346.04/kg de extrato respectivamente em extrator de 500 L.

Dentro deste contexto, para os trés sistemas de solventes, o processo torna-se
economicamente vidvel quando se aumenta a escala, para extratores de 50 L e 500 L. Desta

forma, a operacdo em extrator de 5 L para comercializagdo do produto é economicamente,
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invidvel. Este comportamento pode ser observado nos COMs estimados para os extratos de
ing4-cipd, né-de-cachorro e feijdo. Além disso, os valores dos equipamentos utilizados para
estimativa dos processos foram de fabricantes chineses, apresentando menores valores de
unidades SFE do mercado, e consequentemente aumentando a viabilidade do processo.
Desta forma, o investimento em uma unidade de 500 L é totalmente vidvel, mesmo com o
processo de extracao utilizando CO, + H,O operando em 24 horas.

Os demais parametros econdmicos avaliados estdo (Tabela 4.7 a Tabela 4.11).
Pode-se observar o aumento no custo de matéria-prima (CRM) para cada solvente com o
aumento de escala diluindo os demais. O mesmo pode ser observado para o custo de
utilidades (CUT). O custo fixo de investimento (FCI) diminui com o aumento de escala, o
que justifica a viabilidade de se operar com extratores de maiores capacidades. Ao contréario
para o feijdo, matéria-prima de baixo preco, o CRM apresentou a menor parcela dos custos,
sendo o FCI predominante. O FCI dos extratos obtidos com CO, + H,O apresentaram maior
impacto, devido ao alto custo de investimento do liofilizador, que variou de acordo com a

quantidade de dgua a ser removida de cada processo.
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Tabela 4.7. Andlise economica da produgdo de extrato de cipd-de-sdo-jodo obtido por SFE.

C Produtividade | Custode com CRM COL CUT FCI  CQC
Matéria-prima (kg/ano) ((;?Se;;.zfr?g) (US$/kg extrato) (%) (%) (%) (%) (%)
Cip6-de-sao-
jodao
CO,
SL 270,13 629.000,00 2328,56 57,21 8,70 4,29 25,03 4,77
SOL 2.702,05 5.759.000,00 2131,47 74,17 2,12 5,18 16,40 2,13
500 L 27.020,47 52.198.000,00 1931,78 80,63 0,37 6,01 12,06 0,92
CO, + EtOH
SL 243,53 356.000,00 1459,91 37,70 13,11 5,28 35,15 8,74
S50 L 2.468,02 2.679.000,00 1085,59 60,82 4,23 8,46 22,37 4,11
500 L 24.681,73 24.620.000,00 997,5 72,73 0,76 10,12 14,69 1,69
C02 + HZO
SL 188,89 363.000,00 1923,74 3,86 27,02 21,75 36,32 11,05
S0L 1.854,63 757.000,00 407,99 14,36 10,67 12,78 50,20 11,99
500 L 18.926,03 3.908.000,00 206,5 30,65 2,36 12,44 45,07 9,47

COM: custo de manufatura; CRM: custo de matéria-prima; COL: custo de mao-de-obra; FCI; custo de investimento; CQC; custo com
controle de qualidade; CUT: custo de utilidades.
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Tabela 4.8. Andlise economica da produgdo de extrato de ingd-cip6 obtido por SFE.

C produtividade | CUstode COM CRM COL CUT FCI  CQC
Matéria-prima (kg/ano) (%)Se ;Zfr?(?) (US$/kg extrato) (%) (%) (%) (%) (%)
Inga-cipé
Co,
5L 406,31 1.536.000,00 3781,22 7396 399 388 1597 219
50L 4.063,68 14.228.000,00 3501,36 8377 091 264 1177 0091
500 L 40.637,30  140.114.000,00 3447,92 8701 0,14 273 976 035
CO, + EtOH
5L 294,22 677.000,00 2300,06 5833 8,11 344 2478 533
50L 2.941,88 5.848.000,00 1987,77 76,04 211 444 1534 2,06
500 L 2942000  56.306.000,00 1913,88 82,69 034 483 1121 093
CO, + H,O
5L 14,31 397.000,00 27718.55 906 2537 2059 3460 1038
50L 143,09 1.089.000,00 7608,58 2006 861 1052 42,14 967
500 L 1.430,80 7.219.000,00 504556 51,42 158 877 3210 6,13

COM: custo de manufatura; CRM: custo de matéria-prima; COL: custo de mao-de-obra; FCI; custo de investimento; CQC; custo com
controle de qualidade; CUT: custo de utilidades.
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Tabela 4.9. Andlise econdmica da produgdo de extrato de nd-de-cachorro obtido por SFE.

Custo de

Matéria-prima Produtividade operaciio COM CRM COL CUT FCI CQcC
(kg/ano) (US$/ano) (US$/kg extrato) (%) (%) (%) (%) (%)
No-de-
cachorro
CO,
5L 198,30 822.000,00 414524 63,65 6,97 3,91 21,66 3,82
50 L 1.984,12 7.692.000,00 3876,59 77,68 1,62 4,56 14,50 1,63
500 L 19.841,59 71.844.000,00 3620,89 82,90 0,27 5,08 11,07 0,68
CO; + EtOH
5L 282,74 449.000,00 1588,03 45,40 11,04 5,21 30,98 7,36
50 L 2.827,38 3.580.000,00 1266,18 66,66 3,25 7,65 19,24 3,20
500 L 28.653,64 34.098.000,00 1189,99 76,39 0,56 8,78 13,02 1,25
CO, + H,O
5L 143,35 374.000,00 2609,26 5,33 26,46 21,65 35,74 10,82
50 L 1.434,31 863.000,00 601,72 19,02 9,91 12,72 47,22 11,13
500 L 14.342,33 4.963.000,00 346,04 38,09 2,06 12,61 39,27 7,98

COM: custo de manufatura; CRM: custo de matéria-prima; COL: custo de mao-de-obra; FCI; custo de investimento; CQC; custo com

controle de qualidade; CUT: custo de utilidades.

135



Resultados e Discussdo

Tabela 4.10. Anélise econdmica da produ¢do de extrato de feijao obtido por SFE.

Matéria-prima  FProdutividade fp‘:f;’g‘;f) (s /EOMtr | CRM o coL  cur  FCI o cCQC
(kg/ano) (US$/ano) g extrato (%) (%) (%) (%) (%)
Feijao
CO,
5L 230,64 290.000,00 1257,78 2260 1557 1514 3817 853
50L 2.306,69 2.046.000,00 887,19 36,84 514 2494 2790 518
500 L 23.066,86  18.300.000,00 793,34 4670 098 31,65 1822 245
CO; + EtOH
5L 316,55 226.000,00 714,06 1125 1785 1467 4450 1174
50L 3.165.56 1.341.000,00 423,76 2280 733 3002 3263 713
500 L 31.656,61  11.243.000,00 355,17 3191 1,53 4187 2125 344
C02 + HzO
5L 55,10 352.000,00 6393.46 089 2755 2343 3685 1127
50 L 551,08 678.000,00 1230,06 309 10,88 1840 5453 13,10
500 L 5.510,75 3.033.000,00 550,4 735 2,67 27,06 5174 11,17

COM: custo de manufatura; CRM: custo de matéria-prima; COL: custo de mao-de-obra; FCI; custo de investimento; CQC; custo com
controle de qualidade; CUT: custo de utilidades.
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Tabela 4.11. Andlise econdmica da producio de extrato de jatobd obtido por SFE.

Custo de
L. . Produtividade 5 COM CRM COL CUT FCI CQcC
Materia-prima =~ o /ano) (‘{§’§§7§§§) (US$/kg extrato) (%) (%) (%) (%) (%)
Jatoba
Co,
5L 93,54 608.000,00 6497,15 5423 896 638 2552 491
50 L 935,45 5.547.000,00 5930,15 71,10 219 783 1667 221
500 L 9.354,57 50.382.000,00 5385,81 7743 038 904 1219 096
CO, + EtOH
5L 73,81 307.000,00 415942 3065 1472 685 38,10 9,68
50 L 728,32 2.118.000,00 2907,95 5291 507 1162 2540 5,00
500 L 7.380,89 19.280.000,00 2612,17 66,06 095 1456 1631 2,12
C02 + HzO
5L 290,51 352.000,00 1211,52 287 2742 2151 3692 1129
50 L 2.905,06 708.000,00 243,77 10,78 11,05 1405 51,71 1241
500 L 29.050,56 3.463.000,00 119,22 2337 249 1502 4873 1040

COM: custo de manufatura; CRM: custo de matéria-prima; COL: custo de mao-de-obra; FCI; custo de investimento; CQC; custo com
controle de qualidade; CUT: custo de utilidades.
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Na Figura 4.45 estdo apresentados as estimativas de custo (COM) dos extratos
de jatobd utilizando CO, + H,O baseados na cinética de extracdo em extrator de 500 L. E
possivel observar um decréscimo do COM até o tempo de 100 minutos (US$ 359,04/kg). O
COM para o extrato de jatoba variou de US$ 148,88/kg a US$ 2596,69/kg de extrato
dependendo do tempo de processo. A estimativa do custo de manufatura em tcgr (64 min) e
tcerz (135 min) foi de US$ 456,48/kg ¢ US$ 298,70/kg de extrato respectivamente; € o
COM estimado em relagdo aos teores de taninos obtidos em tcgr (64 min) € tcgr2 (135 min)

foi de US$ 8,54/g e US$ 4,30/g respectivamente.

18 - #®Rendimento (%) MCOM (US$/kg) ® 2800
| . Q)
_ 16 - 2400 £
< 14 - teera < 2
2 L »
S 2000 -
g 10 - PN - 1600 ':0
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Figura 4.45. Custo de manufatura (COM) estimado para os extratos obtidos na cinética de
extracdo (OEC) utilizando CO;, + H,O como solvente em extrator de 500 L.

O COM estimado apdés a otimizacdo dos parametros operacionais foi
significativamente reduzido. Do ponto de vista econdmico, o emprego de extratores de
maiores capacidades impacta diretamente na maior produtividade de extrato, viabilizando a
aplicacdo industrial do processo.

A Tabela 4.12 apresenta a variacdo dos pardmetros econdmicos estimados em
funcdo do tempo de extragcdo dos extratos de jatoba utilizando CO, + H,O. Observa-se que
o FCI é predominante e o dobro do CRM. Como comentado antes, a adi¢dao do liofilizador
aumentou o custo de investimento do processo. O COM estimado para o teor de taninos em

cada tempo da extragdo também estd apresentado.
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Baseando nos COMs estimados para os taninos, pode-se dizer que o tcgrz € uma
boa estimativa de tempo de ciclo, pois apresenta melhor relacdo entre rendimento e custo.
Porém, uma andlise detalhada da composicao quimica dos extratos de jatoba auxiliaria na
determinagao do tempo economicamente vidvel para o processo.

A anélise do custo de manufatura dos extratos demonstra que a SFE ndo é uma
técnica de alto investimento e pode ser competitiva com processos tradicionais de extracdao

desde que seja realizada a andlise econdmica vidvel.
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Tabela 4.12. Anélise econdmica da producdo de extrato de jatoba obtido na cinética de extragdao por SFE.

Tempo Produtividade oo oe COM — ~COMfaninos  p\ coL  CcUT  FCI QC
(min)  (kg/ano) S8/, (US$/ke (USS/e %) %) (%) (%) (%)
(US$/ano) extrato) extrato) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

500 L
20 102633 2.665.00000  2596.69 34.66 2683 258 400 5469 1190
60 548392 271900000 49587 0,58 2656 276 463 5423 11.82
100 771924 277200000 359,04 5.98 2631 293 524 5380 1172
180 1167671  2.879.00000  246.55 2.84 2584 327 644 5299 1146
270 1613430  3.001.000.00  185.97 248 2526 365 773 5198 1138
450 2174434 323700000 14888 2.18 2426 434 1010 5025  11.05

COM: custo de manufatura; CRM: custo de matéria-prima; COL: custo de mao-de-obra; FCI; custo de investimento; CQC; custo com
controle de qualidade; CUT: custo de utilidades.
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5. CONCLUSAO

O estudo de diferentes matrizes vegetais na obtencdo de compostos fendlicos
através de experimentos de rendimento global (X s/r=50), permitiu avaliar o comportamento
destas empregando 3 tipos de solventes: CO,, CO, + EtOH e CO, + H,O. As plantas
avaliadas foram: Cip6-de-sdo-jodo (Pyrostegia venusta), N6-de-cachorro (Heteropteris
aphrodisiaca O. Mach), Ingd Cipd (Inga edulis), Jatobd (Hymenaea courbaril var.
stilbocarpa) e Feijao (Phaseolus vulgaris L.). De acordo com os resultados, os rendimentos
obtidos variaram de 0,28 a 1,51 % utilizando CO, puro, 0,58 a 2,75 % utilizando CO, +
EtOH e 1,31 a 24 % utilizando CO; + H,0. Portanto, com o emprego do sistema CO, +
H,O houve maior incremento no rendimento global das plantas, exceto para o inga-cipo.
Ainda, este solvente apresentou Otima relacdo entre rendimento global e atividade
antioxidante para o extrato de jatoba, 24 % e 0,20 mg/cm3, respectivamente.

As isotermas de rendimento global (IRG’s) para o jatobd mostraram que na
condi¢cdo de 323 K e 15 MPa houve maior recuperacdo de extrato (11,5 %), juntamente
com maior teor de polifendis (335,00 mg de ATE/g de extrato) e taninos totais (1,8 %).
Ainda, as analises de CCD dos extratos confirmaram elevada atividade antioxidante
atribuida a classe dos taninos presente nos extratos.

A cinética da extracdo construida sob condicdo de 323 K e 15 MPa durante 450
min de extracdo, resultou em um rendimento de 18 % (b.s). Segundo os parametros
cinéticos ajustados para os trés periodos de extracdo, na etapa de taxa constante tcgr (64
min) foram extraidos 27,5 % do extrato, enquanto em tcgra (135 min), 43,5 % do extrato
foi recuperado. O teor de taninos em tcgr2 foide 1,22 mgPE/gMP (b.s).

O estudo do aumento de escala de 30 vezes utilizando o critério em que se
mantém constantes a razdo entre massa de solvente e massa de matéria-prima ndo foi
eficiente para o jatobd utilizando CO, + H»O, ja que as curvas de extracdo nao apresentaram
formatos similares para as escalas piloto e laboratorial. O rendimento total em escala piloto
foi de 12,8 % em 140 min de extracdo, com 99 % do extrato recuperado no primeiro

separador (S1); o total de taninos foi de 2,57 mgPE/gMP (b.s).
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Através do célculo do custo de manufatura dos extratos (COM) obtidos por
SFE em Xj,s/r=50, verificou-se que com o emprego do CO, + H,O como solvente, foram
obtidos menores valores de COM, principalmente quando se trabalhou com extratores de
maiores capacidades (50 e 500 L). Este comportamento foi diferente somente para o Ingé-
cip6, matriz vegetal de custo elevado. A estimativa do COM para os extratos de jatobd no
processo otimizado em tcgr (64 min) e tcgrz (135 min) foi de US$ 456,48/kg e USS$
298,70/kg de extrato respectivamente em extrator de 500 L. Portanto, do ponto de vista
econdmico, o emprego de extratores de maiores capacidades impacta diretamente na maior
produtividade de extrato, viabilizando a aplicac@o industrial do processo.

Em relacdo aos extratos obtidos com ultrassom (UAE), a dgua foi o solvente
mais adequado na recuperacdo dos polifendis, a uma razdo de S/F igual a 20. Operando
com uma potencia de 60 W durante 40 min a uma temperatura de 323 K, obteve-se o maior
rendimento (15,8 £ 0,7 %) e maior teor de polifendis (81,42 mg EAG/g MP, b.s). O teor de
polifendis foi 12 % maior que o obtido na extracdo com agitacdo (AGE), com 13,9 + 0,5 %
de rendimento. Além disso, as andlises de CCD dos extratos obtidos por UAE e AGE
também confirmaram a atividade antioxidante dos extratos de jatobd atribuida a classe dos
taninos. O mesmo comportamento foi obtido estudando a extracdo de polifendis em
corrente cruzada em trés estdgios, em que maiores rendimentos e teores de polifendis foram
alcancados por UAE.

Os rendimentos totais e os teores de polifendis obtidos para experimentos de
aumento a escala (1 L para 3 L) mostraram-se similares: 15,8 + 0,7 % e 15,5 £ 0,5 % e,
81,42 e 81,37 mg EAG/g MP (b.s) em escala laboratorial e semi-piloto, respectivamente.

Segundo o estudo cinético, a extracdo de polifendis utilizando o ultrassom
mostrou-se mais rdpida na primeira etapa, devido a cavitagdo do ultrassom; enquanto que
na segunda etapa, a extracdo por agitacdo mostrou-se mais rapida. Os coeficientes de
difusdo determinados foram 2,63 x 107 e 1,86 x 101 m?/s para a extracdo com ultrassom e
1,69 x 10”7 e 4,54 x 10" m?/s para extracdo com agitacdo.

Os compostos obtidos da casca do jatobd por SFE e UAE apresentaram perfil

de procianidinas de elevada massa molecular.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

N

O aprofundamento dos estudos em relacdo a identificacio dos compostos
majoritdrios dos extratos de jatoba (tanto por SFE quanto por UAE) possibilitaria avaliar
empregos mais objetivos para os produtos obtidos;

Otimizacdo do processo SFE na extra¢do da casca do jatobd em termos de
proporcao de cossolvente;

Avaliacdo do custo de manufatura para o processo de extracdo assistida por

ultrassom (UAE) como forma de comparacdo com os custos obtidos no processo SFE.
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7. APENDICE

7.1. EXPERIMENTOS ENVOLVENDO O LOTE 1 DE JATOBA.

ApOs a etapa de determinagdo das isotermas de rendimento global (IRG’s) para
a matéria-prima jatobd (lote 1), foi selecionada a condi¢gdo de melhor condi¢do de
temperatura e pressdo (35 MPa e 323 K) de extragdo. Esta condi¢ao foi selecionada
juntamente com resultados das andlises dos extratos quanto aos polifendis totais e atividade
antioxidante.

Porém, foi observada uma alteracdao no rendimento da extracdo durante a etapa
de determinacdo da cinética da extragdo (OEC) na condi¢do selecionada. O novo
rendimento obtido foi praticamente a metade do obtido na IRG na mesma condicdo. Este
comportamento pode ser devido a alteracdes da planta no periodo o qual esta estava
estocada o que ocasionou uma variabilidade em nivel de rendimento e composi¢do quimica ao
longo do estudo.

Desta forma, a fim de evitar qualquer alteragdo nos experimentos nas etapas
posteriores, optamos por obter um novo lote da matéria-prima (lote 2) e novos experimentos
foram necessdrios para realizagdo da otimizacdo do processo (determinagdo das isotermas de
rendimento global (Xosr=s50) € determinacdo da cinética de extracdo). Os experimentos
realizados com a matéria-prima de lote 2, sdo os apresentados no corpo da tese. Os topicos a

seguir descrevem os experimentos de IRG e andlises realizadas com a matéria-prima de lote 1.

7.1.1. ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL (IRG) PARA O JATOBA (LOTE 1)

Apos as etapas de andlises, identificacdo e caracterizacdo dos extratos, foi
selecionada a casca de jatoba para dar continuidade ao estudo, ja que os extratos obtidos
com CO; + H,O apresentaram elevada atividade antioxidante destes extratos. Ainda, estes
extratos sdo ricos em taninos condensados (proantocianidinas), demonstrado ser a classe
mais eficaz em atividade antioxidante quando comparado aos flavonoides.

Foram realizados experimentos de rendimento global utilizando CO, + H,O

variando duas temperaturas e trés pressdes (Figura 7.1). A selecdo das condi¢cdes de
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operacdo foi baseada no poder de solvatacdo do solvente com a pressdo, ou seja, na
variacdo da densidade do solvente com pressdo e temperatura.

Pode ser observado que sob pressio de 15 MPa, os rendimentos nao
apresentaram diferencga significativa para 323 K (10,59 %) e 333 K (10,82 %). Quando a
pressdo foi aumentada para 25 MPa, a recuperacdo do extrato foi 1,5 % maior quando
utilizou-se temperatura de 323 K. Porém, quando a pressdo foi aumentada para 35 MPa,
houve um aumento significativo na quantidade de extrato recuperado a 323 K. Este
comportamento ocorreu devido ao aumento da solubilidade dos soliiveis no solvente (CO, +
H,0), com o aumento da pressdo. Nesta condi¢do, houve uma recuperacao de 22,21 % do
extrato, enquanto que nas pressdes de 15 e 25 MPa esta recuperacdo foi de 10,59 % e 10,08
% respectivamente, sendo os rendimentos similares. Para a temperatura de 333 K, para as
trés pressoes, ndo foi possivel observar grandes variacdes. Os rendimentos referentes a essa

temperatura foram de 10,82; 8,57 e 10,74 %, respectivamente, para 15, 25 e 35 MPa.
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Figura 7.1. Isotermas de rendimento global dos extratos de jatoba utilizando CO, + H,O.

A utilizag@o de alta temperatura pode ter provocado uma perda na recuperacao
de alguns compostos presentes no extrato. Porém, o efeito da varidvel pressdo foi
importante para que se observasse o comportamento da recuperacdo do extrato com a
variacdo de densidade do CO, em 4gua, ja que esta aumenta com o aumento da pressdo a

uma temperatura constante (TENG e YAMASAKI, 1997).
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E importante destacar que se comparados os dados experimentais de IRG’s
obtidos com lotes diferentes de jatobd, lote 1 e lote 2 (Item 4.2.2), pode-se observar que a
natureza da matéria-prima influencia no rendimento de extragdo. A influéncia da pressao e
vazao dependeu da origem da matéria-prima na SFE de pimenta-do-reino (Piper nigrun L.)
(FERREIRA et al., 2002), e comportamento similar também foi observado nos estudos de

PRADO (2010) e MARTINEZ (2005).

7.1.2. DETERMINACAO DOS POLIFENOIS TOTAIS

Os extratos obtidos a partir dos experimentos de rendimento global da casca de
jatoba utilizando CO, + H,O foram analisados quanto a presenc¢a de polifendis totais. Na
Figura 7.2 pode ser analisado o comportamento do extrato quanto a presenga de polifendis

ao variar pressao (P) e temperatura (T).
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Figura 7.2. Concentracdo de polifendis totais nos extratos de jatoba obtidos por SFE com
CO,+ H,0a323 e 333 K.

Os resultados indicaram que para a temperatura de 333 K, a variacdo de
polifendis ndo foi significativa para as trés pressdes estudadas. Nesta condicdo, o total de
polifendis obtido para as trés pressdes foram de 36,87; 35,09 e 37,80 mg de ATE/g de
extrato respectivamente para 15, 25 e 35 MPa.

Pode-se observar um maior teor de polifendis quando se trabalhou a 323 K e
pressdao de 15 MPa (41,74 mg de ATE/g de extrato) e 35 MPa (40,18 mg de ATE/g de

extrato). O menor teor de polifendis recuperado aconteceu para 323 K e 25 MPa (33,45 mg
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de ATE/g de extrato). Pode-se dizer que nas condicdes de temperatura e pressao utilizadas,
nao houve grandes variagdes nos teores de polifendis analisados.

Como se trata de matéria-prima rica em taninos (proantocianidinas), a
temperatura tem grande efeito sobre o processo de extragdo. Muito embora temperaturas
elevadas sejam necessdrias para superar as interagdes solutos-matriz (PALMA e TAYLOR,
1999). Como as cascas de jatoba sdo ricas em taninos, se pode dizer que o aumento da
temperatura foi evidente apenas na condi¢cdo de 15 MPa, podendo ter ocasionado a
degradacdo de alguns destes compostos.

No estudo realizado por MURGA et al. (2000) foi avaliada a solubilidade de
trés tipos de fendis complexos (incluindo taninos) com diferentes massas molares em CO;
supercritico utilizando ou nao cossolventes. Foi avaliada também a temperatura de
extracdo, quantidade de cossolvente (2, 5, 10 e 15 % v/v) e pressdo de operagdo (20 e 30
MPa). Devido a instabilidade a altas temperaturas dos solutos, e para evitar oxidacdo e
polimerizacdo, a temperatura foi mantida constante, 313 K. Desta forma, sob uma pressio
de 20 MPa foi possivel obter maior quantidade de fendis de alta massa molar com 10 % de
etanol. Porém, a recuperacdo dos complexos de sementes de uva concentrada foi maior
utilizando 15 % de etanol a 30 MPa.

E importante destacar grande variagdo da composi¢io quimica de taninos e
fendis totais entre plantas de géneros diferentes e entre plantas de mesma espécie, podendo
causar diferencas considerdveis nas concentragdes em termos de extracao.

Comparando os resultados de polifendis obtidos para os extratos de jatoba do
lote 1 e lote 2 (Item 4.2.2.2), é perceptivel observar grande diferenca nos resultados. Este
mesmo comportamento foi observado por PRADO et al. (2009) avaliando os teores de
fendis, atividade antioxidante e taninos de 3 lotes de casca de noz-peca. Segundo os
autores, as fragdes de taninos condensados mostraram grande diferenca entre os lotes,

enquanto que os teores de polifendis ndo apresentaram diferencas significativas.

7.1.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)

Os resultados das atividades antioxidantes dos extratos obtidos pelo método de

DPPH expressos em ICs (mg/cm3) podem ser observados na Figura 7.3.

174



Apéndice

0,7 -

04 -
0,3
0,2
0,1
0,0 -

5\,,;5”3 6\,53"3 5\,,;):’) (L ,,;),") \,-,;):5

1

IC;) (mg/mL)

1

1

qf)

Figura 7.3. Atividade antioxidante (ICso) correspondente as IRG nas diferentes condi¢des
de P (MPa) e T (K) dos extratos de jatobd utilizando CO, + H,O.

7z

Considerando que quanto menor o valor do ICsy, maior é a atividade
antioxidante do extrato, podemos observar que sob pressio de 35 MPa nas duas
temperaturas (323 e 333 K) obteve-se um menor ICsg (0,37 mg/cm3) levando a concluir que
sob estas condicdes os extratos apresentam maior atividade antioxidante. O valor de ICsg
encontrado sob pressdo de 15 MPa nas duas temperaturas (323 e 333 K) também foram
similares, 0,39 mg/cm3, levando a concluir que a temperatura pareceu ndo influenciar na
variacdo da AA dos extratos. A 25 MPa e 323 K obteve-se um comportamento anémalo,
ndo sendo possivel a determinag¢do da AA para esta condi¢do, enquanto a 25 MPa e 333 K
foi observado um maior ICsy Ainda, estes resultados estdo de acordo com os valores de
polifendis totais (sec@o 7.1.2) obtidos, em que as melhores condicdes de extragcao polifendis
foram as que apresentaram maiores valores de AA. Este mesmo comportamento foi
observado no estudo de WEI et al. (2010), ocorrendo um aumento na AA de diferentes
partes de Acacia confusa com o aumento da concentracdo de polifendis.

FREGONESI et al. (2009) estudaram a AA dos extratos da casca e das folhas
de jatoba obtidos por maceracdo dindmica, ultrassom e soxhlet. Maior AA foi encontrada
utilizando polietilenoglicol a 70 % (ICso de 0,89 mg/cm3).

Assim, neste trabalho a AA pode ser atribuida aos taninos (compostos

fendlicos). Segundo RIVIERE et al. (2009) os taninos sdo conhecidos por possuir atividade
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antimicrobiana e antioxidante, confirmando o relatado por MAILLARD e BERSET (1995)
sob a forte interrelacdo entre atividade antioxidante de extratos vegetais e compostos
fendlicos. De acordo com estudos de HAGERMAN et al. (1998), taninos condensados e
hidrolisdveis de alto peso molecular sdo antioxidantes eficazes com atividade ainda maior
do que os compostos fendlicos simples, como exemplo, os mondmeros flavonoides.
Portanto, o extrato de jatobd obtido por SFE utilizando CO; + H,O pode ser utilizado como

fonte potencial de novos farmacos devido a sua eficiente capacidade antioxidante.
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7.2. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

7.2.1. RENDIMENTO GLOBAL

Tabela 7.1. Dados dos experimentos de rendimento global do jatoba (lote 1).

T P Massa de Rendimento Rendimento Média
(K) (MPa) extrato (g) (%, b.u) (%, b.s) (%, b.s)
w s e
SR v AR e l0s2
I
R . N sl 557
W B om0 't 221
m s el e

Tabela 7.2. Dados dos experimentos de rendimento global do jatobd (lote 2).

T P Massa de Rendimento Rendimento Média
(K) (MPa) extrato (g) (%, b.u) (%, b.s) (%, b.s)
L '™ S e 1150
L
2% ohe 7w 750 527
S I
2B gewm e 756 192
R
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7.2.2. CINETICA DE EXTRACAO

Tabela 7.3. Dados da cinética 1 e 2: T =323 K, P = 15 MPa, M = 50 g (b.u), Qco2,1 = 1,10
x 10 " kg/s e Qcoza= 1,12 x 10 * kg/s.

Ten-lpo S/F 1 (b.s) 2:?:;:‘0(_1: Rendimento_1 S/F_2 2:?:;?0(_12 Rendimento_2
(min) (@) (%, b.s) (b.s) (@) (%, b.s)
0 0,00 0,0000 0,00 0,00 0,0000 0,00
20 2,26 0,3039 0,68 3,84 0,3244 0,72
40 4,85 1,3342 2,98 6,21 1,3414 2,99
60 7,35 1,9503 4,35 8,82 1,9771 4,41
80 991 2,4443 5,46 11,19 2,4949 5,57
100 12,47 2,8632 6,39 13,86 2,9427 6,57
120 15,00 3,2185 7,18 16,54 3,3208 7,41
150 18,91 3,7042 8,27 20,44 3,8174 8,52
180 23,19 4,1346 9,23 24,49 4,2830 9,56
210 27,06 4,5663 10,19 28,46 4,7309 10,56
270 35,22 5,8319 13,02 36,68 6,2086 13,86
330 42,97 6,6965 14,95 43,73 7,0750 15,79
390 51,16 7,3108 16,32 52,55 7,6820 17,15
450 59,35 7,8718 17,57 60,23 8,2005 18,30

7.2.3. ESCALA PILOTO

Tabela 7.4. Dados do experimento 1 e 2: T =323 K, P =15 MPa, M = 1346 g (b.u), Qcoz =
3,33 x 10™ kg/s e Quao= 3,33 x 107 kg/s.

Tempo (min) S/F Rendimento acumulado (%, b.s) Rendimento total
(b.s) S1 S2 S3 (%, b.s)
Cin. 1
40 6,51 3,05% 10 7,43 x 10° 6,69 x 107 3,79 x 10
80 12,47 6,81 1,75 x 10 3,71 x 107 6,82
110 17,00 3,84 2,20 % 102 5,94 x 107 3,86
140 21,56 2,03 3,93 x 107 4,09 x 10™ 2,07
Cin. 2
40 6,38 2,85 % 10™ 6,92 x 10° 7,12 x 107 3,63 x 10™
80 12,58 6,36 2,05 % 107 3,01 x 107 6,36
110 17,22 4,05 2,60 x 102 6,50 x 107 4,07
140 21,30 2,38 4,30 x 10 448 x 10™ 2,43

178



Apéndice

7.2.4. ESPECTROS DOS EXTRATOS DA CASCA DO JATOBA OBTIDOS NA CINETICA DE EXTRACAO

O mesmo perfil de composi¢cao foi obtido nos tempos restantes da cinética de

extragdo (C5: 100 min a CI13: 450 min) e nos extratos obtidos nos experimentos de

rendimento global (IRG"s).

23-Sep-2012 ThoMSon Lab AMOSTRA C2 metanol (-), capilar 3.0, cone 35 e extrator 3.0.
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Figura 7.4. Cromatograma obtidos na andlise por IES-MS dos extratos da casca de jatoba
na cinética de extracao (C1: 20 min; C2: 40 min; C3: 60 min; C4: 80 min) a 323 Ke 15

MPa na unidade SFE I.
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23-Sep-2012 ThoMSon Lab AMOSTRA C2 metanol (-), capilar 3.0, cone 35 e extrator 3.0.
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Figura 7.5. Cromatograma obtidos na andlise por IES-MS dos extratos da casca de jatoba
na cinética de extracao (C1: 20 min; C2: 40 min; C3: 60 min; C4: 80 min) a 323 Ke 15
MPa na unidade SFE Ii.
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Figura 7.6. Cromatograma obtidos na analise por IES-MS dos extratos da casca de jatoba
em escala piloto a 323 K e 15 MPa.

181



Apéndice

16-Oct-2012 ThoMSon Lab
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Figura 7.7. Cromatograma obtidos na andlise por IES-MS dos extratos da casca de jatoba

em escala piloto a 323 K e 15 MPa.
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7.3. EXEMPLO DE ROTINA DE PROGRAMACAO UTILIZADA NO SAS SYSTEM

8.02 PARA AJUSTE DE TRES RETAS.

Ajuste linear

Options [s=80 ps=50;

Title 'JB a 502C e 150 bar, cin.1 - 3 retas';
data OEC1;

input tmin rend;

AL1 = max (tmin-90,0);

AL2 = max (tmin-200,0);

Cards;

20 0.678348214
40 2.978125000
60 4.353348214
80 5.456026786
100 6.391071429
120 7.184151786
150 8.268303571
180 9.229017857
210 11.19263393
270 13.01763393
330 14.94754464
390 16.31875000
450 17.57098214
20 0.724107143
40 2.994196429
60 4.413169643
80 5.568973214
100 6.568526786
120 7.412500000
150 8.520982143
180 9.560267857
210 10.56004464
270 13.85848214
330 15.79241071
390 17.14732143
450 18.30468750
Proc Reg;

Model rend = tmin AL1 AL2;
Output out = a p=rendi r=Mrend,;
Proc print;

Axis1 order = (0 to 20 by 0.3);
Proc gplot; Plot Mrend * rendi;
Proc gplot;
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Symbol1l value = diamond color = black; Symbol2 value = star color = red;
Plotl rend*tmin/legend overlay vaxis = axis1; Plot2 rendi*tmin/legend overlay vaxis = axis1;
Run;

Ajuste nao linear

options Is=120 ps=70;

Title 'JB a 502C e 150 bar, cin.1 - 3 retas';
data OEC1;

input tmin rend;

AL1 = max (tmin-90,0);

AL2 = max (tmin-200,0);

Cards;

20 0.678348214
40 2.978125000
60 4.353348214
80 5.456026786
100 6.391071429
120 7.184151786
150 8.268303571
180 9.229017857
210 11.19263393
270 13.01763393
330 14.94754464
390 16.31875000
450 17.57098214
20 0.724107143
40 2.994196429
60 4.413169643
80 5.568973214
100 6.568526786
120 7.412500000
150 8.520982143
180 9.560267857
210 10.56004464
270 13.85848214
330 15.79241071
390 17.14732143
450 18.30468750
Proc Nlin;

parms

b0 = -0.28079

b1l =0.07166

b2 = -0.03036

b3 = -0.01018

knotl =90
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knot2 = 200;

AL1 = max(tmin-knot1,0);

AL2 = max(tmin-knot2,0);

Model rend = b0 + b1*tmin + b2*AL1 + b3*AL2;
Output out = a p=rendi r=Mrend,;

Axis order = (0 to 20 by 0.3);

Proc print;

Proc gplot;

Plot Mrend*rendi;

Proc gplot;

Symbol1 value = diamond color = black;
Symbol2 value = star color = red;

Plot1 rend*tmin/legend overlay vaxis = axis1;
Plot2 rendi*tmin/legend overlay vaxis = axis1;
Run;
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