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DISSERTACAO DE MESTRADO

Autora: Julia Teixeira de Paula

Titulo: Obtencao de extratos de folhas de Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.) Verlot
por extragcdo fracionada em leito fixo a alta pressdo usando diéxido de carbono

supercritico, etanol e 4gua como solventes.
Orientador: Prof. Dr. Fernando A. Cabral — EXTRAE/DEA/FEA/UNICAMP
Co-orientadora: Dra. Losiane Cristina Paviani — EXTRAE/DEA/FEA/UNICAMP

RESUMO

Extratos de folhas de Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.) Verlot foram obtidos
usando dioxido de carbono supercritico (scCQOy), etanol e agua como solventes.
Dois tipos de extracdo sequencial em leito fixo foram realizados: o primeiro tipo em
trés etapas, usando o scCOz na primeira etapa, o etanol na segunda e a agua na
terceira, nas temperaturas de 40 °C e 50 °C e pressdes de 300 bar e 400 bar; o
segundo tipo em duas etapas, usando o diéxido de carbono supercritico em uma
primeira etapa, seguida de uma segunda extragdo com uma mistura de
scCOy/etanol/agua em diferentes proporgées, a 40 °C e 300 bar. Para
comparacao, foram realizadas algumas extragcdes convencionais: uma extracao
convencional etandlica a temperatura ambiente, uma extracdo convencional
hidroalcodlica com uma mistura de etanol, dgua 70:30 (v:v) a temperatura
ambiente, uma extracdo hidroalcodlica com uma mistura de etanol, agua 70:30
(viv) a 40 °C e 300 bar e trés extracdes aquosas convencionais (40 °C, 50 °C e 80
°C). Todos os extratos foram caracterizados quanto ao rendimento global, as
respectivas cinéticas de extracdo, conteudo de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas monoméricas totais, carajurina e luteolina. A

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi empregada na determinacao



quantitativa de dois compostos selecionados: 6,7-dihidroxi-5,4"-dimetoxi flavilium
(carajurina) e luteolina, além do monitoramento qualitativo dos outros dois
pigmentos presentes na A. chica: pigmento (1) 6,7,3",4"- tetra-hidroxi-5-metoxi
flaviium e pigmento (2) 6,7,4’- trihidroxi-5-metoxi flavilium. Nos processos de
extracao em leito fixo em trés etapas, o rendimento total acumulado das trés
etapas, nas quatro condicées operacionais de temperatura e pressao, variaram
entre 22 % e 27 %, sendo o maior rendimento global alcangado na condi¢ao de 50
°C e 300 bar. O maior teor de compostos fendlicos totais (178,2 mg EAG/g extrato)
e flavonoides totais (373,2 mg EC/ g extrato) foi obtido pelo processo realizado
com a mistura 80,8 % scCO,, 19,2 % de etanol e 0 % de agua. Os extratos
etandlicos apresentaram maior teor de carajurina e a maior concentracdo de
luteolina foi obtida no extrato convencional hidroalcodlico com uma mistura de
etanol, agua 70:30 (viv). Na extragdo com scCO, puro, obteve-se o0 menor

rendimento de extracao e foi seletiva para extrair carajurina.

Palavras chave: Arrabidaea chica; carajurina; luteolina; extragcao supercritica.



MASTER DEGREE THESIS

Author: Julia Teixeira de Paula

Title: Obtaining extracts leaves of Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.) Verlot by
fractional extraction fixed bed high pressure using supercritical carbon dioxide,

ethanol and water as solvents.
Advisor: Prof. Dr. Fernando A. Cabral — EXTRAE/DEA/FEA/UNICAMP
Co-advisor: Dra. Losiane Cristina Paviani — EXTRAE/DEA/FEA/UNICAMP

ABSTRACT

Extracts from Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.) Verlot leaves were obtained using
supercritical carbon dioxide (scCOy), ethanol and water as solvents. Two types of
sequential extraction were carried out in a fixed bed: the first type in three stages,
using scCO: in the first step, the ethanol in the second step and water in the third
step at temperatures of 40 °C and 50 °C and pressures of 300 bar and 400 bar; the
second type in two steps, using supercritical carbon dioxide in a first step, followed
by a second extraction with a mixture of scCO./ethanol/water in different
proportions, at 40 °C and 300 bar. For comparison, some conventional extractions
were performed: an ethanolic extract conventional at room temperature, a
conventional hydroalcoholic extraction with a mixture of ethanol, water 70:30 (v: v)
at room temperature, a hydroalcoholic extraction with a mixture of ethanol, water
70:30 (v: v) at 40 °C and 300 bar and three extractions conventional aqueous (40
°C, 50 °C and 80 °C). All extracts were analyzed for global yield, the respective
kinetics of extraction, total phenolic compounds, total flavonoid, anthocyanins
monomeric total, carajurin and luteolin. The high performance liquid
chromatography (HPLC) was used for quantitative determination of two selected
compounds: 6,7-dihydroxy-5, 4'-dimethoxy flavilium (carajurina) and luteolin,

Xi



besides for monitoring qualitatively the other two pigments present in A. chica:
pigment (1) 6,7,3 ', 4'-tetrahydroxy-5-methoxy flavilium and pigment (2) 6,7,4' -
trinydroxy-5-methoxy flavilium. In the three stages extraction processes in fixed
bed, the global yield of the three steps accumulated in the four operational
conditions of temperature and pressure ranged between 22 % and 27 %, with the
highest overall efficiency achieved in the condition of 50 °C and 300 bar. The
highest content of total phenolic compounds (178.2 mg GAE / g extract) and total
flavonoid (373.2 mg CE / g extract) was obtained by the process performed with
the mixture scCO, 80.8 %, 19.2 % ethanol and 0 % water. The ethanol extracts
showed a high level of carajurin and the highest concentration of luteolin was
obtained in conventional hydroalcoholic with a mixture of ethanol, water 70:30 (v:
v). In pure scCO, extraction, the lowest extraction yield was achieved and it

selective to extract carajurin.

Keywords: Arrabidaea chica; carajurin; luteolin; supercritical extraction.
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1. Introdugéo

1. INTRODUCAO

Atualmente a crescente preocupacao com a saude humana e com 0 meio
ambiente faz com que a industria de alimentos necessite substituir aditivos
sintéticos por aditivos extraidos de fontes naturais. Além disso, é crescente a
necessidade de empregar processos alternativos de extragcdo, pois muitos
processos convencionais empregam solventes organicos nocivos a saude e ao
meio ambiente, produzindo extratos que podem conter tracos de solventes
indesejaveis e residuos que podem agredir 0 meio ambiente. Isto tem demandado,
no setor produtivo e no meio académico, a busca de novas fontes para extrair
substancias naturais e novas propostas de processos alternativos que atendam a
essa demanda. A extracao supercritica com diéxido de carbono é uma tecnologia
bem conhecida como alternativa para se produzir extratos naturais, € um processo
limpo, que nao gera residuos toxicos e apresenta a possibilidade de
aproveitamento de subprodutos de processos industriais. O CO, é atbxico, de
baixo custo e tem sido uma das opcoes de destaque para extrair substancias
naturais com diversas atividades funcionais a partir de matrizes de origem vegetal

ou animal.

Dentre as substancias naturais de grande interesse estdo os corantes,
como os carotenoides, porfirinicos e as antocianinas. As antocianinas sao
compostos fendlicos que se encontram largamente distribuidas na natureza e séo
responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e das tonalidades de vermelho
que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas
(MALACRIDA & MOTTA, 2005). Além de colorir os alimentos, estas substancias
possuem valor nutricional e acdo antioxidante. Antocianinas sdo pigmentos
polares que sdo tradicionalmente extraidos por métodos convencionais, tais como
extragdo solido-liquido, usando solventes aquosos, metandlicos e etandlicos
levemente acidificados. Dioxido de carbono pode ser usado em combinagao com
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etanol e 4gua para extrair componentes polares, tais como antocianinas (SEABRA
et al., 2010).

Tradicionalmente o0s corantes sdo extraidos com solventes orgéanicos
apresentando problemas bem conhecidos de seletividade e poluicdo. Além dos
corantes, as matrizes naturais e/ou os extratos podem conter outros componentes
com atividade biol6gica de interesse, como exemplo, compostos de natureza
fendlica, que sabidamente possuem atividade antioxidante. A atividade
antioxidante é muito estudada em vista de sua importancia na prevencao de
doencas degenerativas, porque estas substancias sequestram radicais livres
(MANACH et al., 2004).

A Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.) Verlot , popularmente conhecida como
crajirt € uma planta da familia Bignoniaceae, largamente encontrada na América
do Sul, sendo comum na Amazénia (VON POSER et al., 2000). As propriedades
tintoriais desta planta sdo devidas a trés pigmentos majoritarios antocianicos do
tipo 3-desoxiantocianidinas: pigmento (1) 6,7,3",4 - tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium,
pigmento (2) 6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) 6,7-dihidroxi-5,4"-
dimetoxi flavilium, conhecido popularmente por carajurina, que € o principal
pigmento (ZORN et al., 2001).

Segundo Barroso et al., (2010), a Arrabidaea chica é uma das 71 plantas
medicinais que poderdo ser utilizadas como medicamentos fitoterdpicos pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) e até o ano de 2012 foram depositadas pouco
mais de 20 patentes, o que identifica oportunidades para o desenvolvimento em

pesquisas para esta espécie.

O uso de co-solventes na extragdo supercritica (quantidades de solventes
organicos combinados com diéxido de carbono supercritico) tem sido empregado
para melhorar a eficiéncia de extracdo e modificar a seletividade do solvente. O
uso de co-solventes pode mudar algumas caracteristicas da mistura CO» + co-
solvente, tais como polaridade e interagdes especificas com o soluto, formando
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pontes de hidrogénio ou interagindo com sitios ativos da matriz sélida
(DALMOLIN, 2010).

Diante do exposto pretende-se neste trabalho, obter extratos usando o
didéxido de carbono supercritico em uma primeira etapa, o etanol e a agua ou uma
mistura de scCOy/etanol/agua em uma segunda etapa e analisar diferencas de
rendimentos de extracdo, de composicado e de concentracdo dos extratos e com
isso poder analisar a viabilidade de se fazer extragdes combinadas com agua,
etanol e diéxido de carbono supercritico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Obter extratos de folhas de Arrabidaea chica usando o CO, supercritico
puro como solvente em uma primeira etapa e o etanol e a agua a alta pressao
como solventes em outras duas etapas subsequentes ou ainda usar a mistura
scCOy/etanol/agua em diferentes proporcdes em uma segunda etapa. Avaliar a
composicao dos extratos.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar uma amostra de folhas de Arrabidaea chica quanto a umidade
e granulometria.

e Obter extratos fracionados usando CO, supercritico puro em uma primeira
etapa, seguida de etanol em uma segunda etapa e 4gua em uma terceira
etapa, nas temperaturas de 40 °C e 50 °C e pressdes de 300 e 400 bar.

e Obter extratos fracionados usando CO, supercritico puro em uma primeira
etapa e scCOy/etanol/agua em diferentes proporgcbes em uma segunda
etapa.

e Avaliar a cinética das curvas de extragao, plotando rendimento de extracao
em funcdo de S/F (massa de solvente / massa de matéria-prima).

e Obter extratos etandlicos, hidroalcodlicos e aquosos por métodos
convencionais.

e Empregar cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificar o teor da
antocianina carajurina (6,7-dihidroxi-5,4"-dimetoxi flavilium) e da flavona

luteolina além de monitorar as outras duas antocianinas majoritarias:
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[pigmento (1) 6,7,3",4 - tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (2) 6,7,4"-
trinidroxi-5-metoxi flavilium].

Caracterizar todos os extratos quanto aos teores de carajurina, luteolina,
compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu, flavonoides
totais pelo método desenvolvido por Zhishen e antocianinas pelo método do

pH diferencial.
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3.1. Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot

A espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (Figura 3.1), é uma
liana lenhosa, conhecida popularmente como puca-panga, coapiranga,
carapiranga, carajuru, carajeru, crejer, pariri (no Para), crajird (no Amazonas),
chica ou cipé-cruz e ocorre na América tropical desde o sul do México até o Brasil
central. Pertence a familia Bignoniaceae, que compreende 120 géneros com cerca
de 800 espécies (VON-POSER, 2000).

Figura 3.1 — Exemplar de A.chica cultivada no campo experimental do CPQBA.
Fonte: Taffarello, 2008.

Chapman et al. (1927) relataram pela primeira vez o pigmento 3-
desoxiantocianidina (carajurina) extraido de folhas, acreditando-se que a

ocorréncia deste raro pigmento em Bignoniacea era provavelmente restrita a
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Arrabidaea chica (SCOGIN 1980). Estudos posteriores relataram a ocorréncia de
antocianinas, fito-esterois, 7-4’-di-hidroxi-5-metaxoxiflavona, 6, 7, 3’, 4’-
tetrahidroxi- 5- metoxiflavona (carajuruflavona) (TAKEMURA et al., 1995). Devia et
al. em 2002, relataram o isolamento de duas 3-desoxiantocianidina, 6,7,3",4"-
tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium e 6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium.

No nordeste do Brasil, a A. chica é usada em tatuagens pelos indios devido
aos pigmentos carajurina e carajurona (CORREA, 1926; CHAPMAN et al, 1927;
ZORN et al, 2001). Algumas tribos preparam uma infusdo das folhas para o
tratamento de conjuntivite aguda, e uma pasta, na forma de cataplasma, contra
ataque de insetos. Sdo atribuidos a espécie A. chica capacidade antioxidante,
anti-ulcerogénica (JORGE, 2008), propriedades adstringentes, contra codlica
intestinal, diarréia com sangue, piodermites, corrimento vaginal (TERAN, 1997
citado por KALIL FILHO et al., 2000) e na recuperagao de tenddes (ARO et al.,
2012). Ha ainda relatos de eficacia como anti-inflamatério e contra céncer de
boca, de utero e leucemia (KALIL FILHO et al., 2000).

As antocianinas mais comuns identificadas na A. chica, sdo do tipo 3-
desoxiantocianidinas (Figura 3.2), 6,7,3-trihidroxi-5-dimetoxiflavilium (1), a
6,7,3’,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium (2) e a 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium (3)
(carajurina).

H

5

OME 3)MM =299

OME 2)MM. =285
OME 1M =301

Figura 3.2 — Agliconas isoladas das folhas de A. chica .
Fonte : Taffarello, 2008.
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Taffarello (2008) demonstrou que o tratamento enzimatico em folhas de
Arrabidaea chica previamente a extracdo favoreceu a obtencdo de extratos
enriquecidos em antocianidinas, enquanto que os extratos obtidos sem tratamento
enzimatico apresentaram maior teor de antocianosideos, o que evidencia que

xilanase promove a hidrélise enzimatica liberando as agliconas.

3.2. Compostos Fenodlicos

Os compostos fendlicos sédo definidos quimicamente como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais (SHAHIDI, 1995). Em relacdo a sua estrutura quimica, podem
ser classificados em duas classes: nao flavonoides (estilbenos, acidos fendlicos e
alcoois fendlicos) e flavonoides (flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas,
isoflavonoides e antocianidinas) (LEE et al, 2013; BURNS et al, 2001).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que frequentemente
sdo sintetizados pelas plantas. Encontram-se amplamente distribuidos nos
vegetais exercendo variadas fungdes como: na protecéo das plantas contra raios
UV, atrativo para polinizagéo e de agentes patdégenos (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Propriedades fisiolégicas, tais como antialergénica, antiarteriogénica, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antitromboética, cardioprotetiva e vasodilatadora séo
atribuidas aos compostos fendlicos, mas seu principal efeito esta relacionado a
sua acao antioxidante em alimentos (BALASUNDRAM et al., 2006). Por sua vez, a
capacidade antioxidante destes compostos estd diretamente relacionada a sua
estrutura quimica, a qual pode estabilizar radicais livres. Esses participam de
processos degenerativos celulares que provocam a aterosclerose, cancer e outras
doencas (MAMEDE & PASTORE, 2004).

Nos alimentos, os compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pela

qualidade nutricional e caracteristicas sensoriais tais como adstringéncia, amargor
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e aroma, além da estabilidade oxidativa dos produtos derivados de vegetais
(BRAVO, 1998). Frutas e bebidas, como cha e vinho tinto, constituem a principal
fonte de compostos fenélicos (MANACH et al., 2004).

Dentre os compostos fendlicos existentes destacam-se os flavonoides que
englobam um numeroso grupo de pigmentos naturais e possuem atividade
antioxidante que estdo ligados a redugao do risco de doencas cronicas graves
(BARROS et al., 2011). Sao responsaveis pelas cores amarelo e tons de azul,
vermelho de numerosas flores, frutos e folhas (BOBBIO & BOBBIO, 1995).

3.2.1. Flavonoides

Os flavonoides englobam uma classe muito importante de pigmentos
naturais e sdo 0s responsaveis pelo aspecto colorido das folhas e flores, podendo
estar presentes em outras partes das plantas. Possuem uma estrutura quimica
constituida de dois anéis aromaticos que sao ligados por uma cadeia de trés
atomos de carbono, que formam um heterociclo oxigenado, chamado de anel C
(Figura 3.3). O grau de oxidagao e o padrao de substituicado do anel C classificam
os flavonoides e, dentro destas classes, o padrao de substituicdo nos anéis A e B
definem especificamente cada composto (BRAVO, 1998; MANACH et al., 2004).
Estas substituicbes podem incluir oxigenacao, alquilagao, glicosilagédo, acilagao e
sulfatacdo (HOLLMAN & KATAN, 1999).
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Figura 3.3- Estrutura geral dos flavonoides.
Fonte: Beecher, 2003.

Segundo Cao et al. (2013), ja foram identificados mais de 10000 estruturas
da familia dos flavonoides. Esse grande numero de compostos surge da ampla
variagdo de combinagbes de grupos metil e hidroxil como substituintes na
estrutura quimica basica dos flavonoides (Beecher 2003).

Podem ser encontrados em diferentes tipos de vegetais: as antocianidinas e
suas formas glicosiladas, as antocianinas, em flores, folhas, caules e frutos;
flavonas em ervas aromaticas e graos de cereais; as flavanonas sao encontradas
predominantemente em frutas citricas; as isoflavonas s&o encontradas
principalmente em legumes, incluindo grédos de soja, feijao preto e gréao de bico
(PIETTA, 2000). Os flavondis estdo presentes em diversas fontes, sendo
predominantes em vegetais e frutas. A quercetina é o principal representante da
classe (PETERSON & DWYER, 1998).

10
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3.2.1.1. Antocianinas

O termo antocianina é de origem grega (anthos, flores e kyanos, azul
escuro). Sdo o maior e mais importante grupo de pigmentos solUveis em agua
presente na natureza e contribuem para as cores atrativas de frutas, legumes e
flores, sendo responsaveis pelas coloracdes vermelho, laranja, roxo, violeta e azul
(KERIO et al., 2012)

As antocianinas sao um corante natural de crescente interesse devido as
suas diversas propriedades, que vao além da coloracao atrativa, como atividade
antioxidante, a qual desempenha uma grande relacdo na prevencao de doencas
cardiovasculares e neuronais, diabetes e cancer (KONCZAK & ZHANG, 2004).
Por esta razdo, as industrias de alimentos e medicinais estdo cada vez mais
interessadas em utilizar fontes naturais com contetdos elevados de antocianinas
para fabricacao de suplementos com finalidades nutricionais e terapéuticas (LEE &
CHOUNG, 2011).

Em alimentos industrializados, as antocianinas sdo empregadas como
corantes naturais, entretanto, sua utilizacdo ainda é restrita em vista da sua
relativa instabilidade e facil degradacao, onde sua cor é altamente afetada pelo
pH, temperatura, presenga de oxigénio, luz, enzimas e outras substancias tais
como agucares, acido ascorbico, ions metalicos, sulfatos entre outros, condigbes
bastante comuns durante o processamento e estocagem dos alimentos (FALCAO
et al., 2003; MARKAKIS, 1982, FRANCIS, 1989). Nos ultimos anos, a maioria das
investigacdes sobre antocianinas estdo focadas na solugcao dos problemas como
baixa estabilidade, baixo rendimento de extracdo, bem como na purificacdo e
identificacdo de antocianinas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

As antocianinas sdo muito sollveis em agua, sendo extraidas com
facilidade a partir do uso de agua, metanol e etanol. Com o intuito de prevenir a
oxidacao destes pigmentos, a extracao é realizada em meio acido (LEE & HONG,
1992).

11
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Solugdes de antocianinas apresentam coloracdo vermelha intensa em
valores de pH abaixo de 3,0 que tende a desaparecer entre pH 4,0 e 5,0. Préximo
de pH neutro ou alcalino, as antocianinas apresentam coloragao azulada e com o
tempo, tornam-se amareladas (OLIVEIRA, 2001).

Sabe-se que as antocianinas sdo termicamente estaveis até 60 °C (TERCI,
2004; ALASALVAR et al., 2005), por essa razao a temperatura de extracao deve

ser cuidadosamente controlada.

A estrutura geral das antocianinas é derivada do cation flavilium (Figura
3.4). A antocianina apés a perda de um acgucar por hidrélise acida é chamada de
antocianidina ou aglicona (OLIVEIRA, 2001).

Figura 3.4 — Estrutura do cation flavilium.

A cianidina € uma antocianidina encontrada na maioria das plantas. Outras
antocianidinas encontradas, em ordem decrescente de prevaléncia na natureza
incluem a pelargonidina, peonidina, petunidina e malvidina (KONG et al., 2003).
Na Arrabidaea chica sao encontrados trés pigmentos antocidnicos majoritarios do
tipo 3-desoxiantocianidinas: pigmento (1) 6,7,3",4 - tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium,
pigmento (2) 6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) carajurina 6,7-
dihidroxi-5,4"-dimetoxi flavilium que é o pigmento principal (Figura 3.5). A falta do

12
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grupo hidroxilico na posicdo C-3 as torna mais estaveis em solugdes acidas do
que as antocianinas encontradas na maioria das plantas (MAZZA &
BROULLIARD, 1987 citado por AWIKA et al., 2004).

Ry R,
- | OR
f\ HO. a0 A
Lj | --'F' J
L HO" \( .
OCH,
(B)
(A)
R1=0H, R=H - cianidina R1=H, R=CHzs - Carajurina
R1=R=H - pelargodina R1=H, R=H - 6,7 4'trihidroxi-5-metoxi flavilium
R1=R'= OCHs - malvidina R1=0H, R=H- 6,7 3' 4'-tetrahidroxi-5-metoxi flavilium

Figura 3.5. Antocianinas comumente encontradas na natureza (A) comparado com as 3-
desoxiantocianidinas encontradas na A. chica (B).

Antocianinas sdo soluveis em solventes polares, e sdao normalmente
extraidos de materiais vegetais usando metanol com pequena quantidade de
acido cloridrico ou acido formico (KONG et al., 2003).. No entanto como o acido
cloridrico e férmico sdo corrosivos e 0 metanol é téxico para o ser humano, os
pesquisadores que trabalham com alimentos preferem utilizar outros sistemas de
extracdo (LOPES et al., 2007). Portanto, busca-se a utilizacdo de acidos mais
fracos, como o acido citrico bem como a utilizacdo de solventes como etanol, CO

e agua para nao gerar residuos toxicos a saude.

13
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3.3. Extracao com Fluidos Supercriticos

Atualmente, a crescente preocupacao com a saude humana e com o0 meio
ambiente gera uma necessidade de se empregar processos alternativos de
extracdo, visto que muitos métodos convencionais de extracdo empregam
solventes organicos nocivos, produzindo extratos que podem conter tracos de

solvente indesejaveis e residuos que podem agredir o meio ambiente.

A extracao supercritica € uma tecnologia alternativa de extracao e tem sido
empregada para a obtencdo de extratos de alto valor agregado a partir de
matrizes vegetal e animal, especialmente para os setores de alimentos e de
cosméticos (SANCHEZ—CAMARGO et al., 2011; PAVIANI et al., 2010).

No processo de extracdo supercritica em matrizes sélidas, o fluido
supercritico escoa através do leito fixo de particulas sélidas, sendo que o fluido é
absorvido pela matriz sélida, fazendo com que a estrutura celular dilate e a
resisténcia ao transporte diminua. Em paralelo, os componentes sollveis sao
dissolvidos pelo solvente e transportados para superficie do sélido. A mistura
soluto/solvente deixa o extrator e passa pelo precipitador, onde finalmente os
componentes sdo separados (BRUNNER, 1994).

3.3.1. Fluidos Supercriticos

Uma substancia pura se torna um fluido supercritico quando sua
temperatura e pressdo sao maiores que os valores de suas propriedades criticas,
Tc e Pc, respectivamente (BRUNNER, 1994). A temperatura critica é considerada
a temperatura maxima na qual um gas pode ser convertido a um liquido pelo
aumento de pressao, dessa forma, a pressao critica é definida como a pressao
maxima na qual um liquido pode ser convertido a um gas pelo aumento da

temperatura. Sendo assim, acima do ponto critico, variagdes de pressdo e de

14
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temperatura ndo modificam a fase do fluido (RIZVI et al., 1986). A Figura 3.6
apresenta o diagrama de fases de uma substancia pura. A regiao critica tem sua

origem no ponto critico, e acima desta temperatura (Tc) e pressao (Pc) criticas, a
substancia é considerada fluido supercritico.

SUPCRCRITICA

LiQUIDO
SOLIDO

—_—

Presséao

Temperatura —l

Figura 3.6 — Diagrama de fases Pressao- temperatura de uma substancia pura.
Adaptado de Brunner, 1994.

As propriedades do fluido supercritico de maior importancia para a extracao
sdo a densidade, a viscosidade e o coeficiente de difusividade, os quais tomam
valores que se aproximam dos valores dos liquidos, no caso da densidade e que
se aproximam dos gases, no caso da viscosidade e do coeficiente de difusao
(Tabela 3.1). Nas proximidades do ponto critico é onde se produzem com
pequenas alteracbes de pressdo e temperatura, as maiores variacdes na

densidade do fluido supercritico e por consequéncia do seu poder solvente
(VELASCO et al., 2007).

15
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Tabela 3. 1 Propriedades fisicas associados a diferentes estados das substancias

Propriedade Liquido Supercritico Gas
P (1 atm, 15-30°C) (Tc, Pc) (1 atm, 15-30 °C)
Densidade (g/cm?) 0,6-1,6 0,2-0,9 (0,6-2,0) x 10°

Viscosidade (g/cms)  (0,2-3,0) x 10 (1,0-9,0) x 10 (0,6-2,0) x 10

Coeficiente de 5 3
o (0,2-2,0) x 10° (0,2-0,7) x 10° 0,1-0,4
difusividade (cm?/s)

Adaptado de Brunner (1994)

O solvente mais empregado na extracao supercritica é o didxido de carbono
supercritico (scCO3), o qual é um solvente ndo toxico e seguro (GRAS = Generally
recognized as safe), nao inflamavel e de baixo custo. As extragbes empregando
fluidos supercriticos sdo mais convenientes, devido a sua baixa temperatura e
pressao critica (31,2 °C e 73,8 bar, respectivamente), que o torna favoravel como
solvente de extragdo de compostos termosensiveis, além de ser uma tecnologia
limpa, livre de residuos no extrato e na matriz vegetal ap6s a extracao (UQUICHE
et al.,, 2004; BRUNNER, 2005) Além disso, o scCO, apresenta alta
compressibilidade, densidade semelhante aos liquidos, alta difusividade, baixa
viscosidade e tenséo superficial, propriedades que favorecem a penetragdo e
transporte do fluido supercritico na matriz vegetal quando comparado com
processos convencionais (DUNFORD et al., 2003).

Sendo apolar, o0 scCO; dissolve preferencialmtente compostos apolares e
de baixa polaridade. O aumento da pressao torna o scCO2 menos apolar e com
isso, consegue extrair substancias mais polares. No entanto, substancias de alta
polaridade também podem ser extraidas com o emprego de co-solventes, tais
como etanol e agua, ja que as propriedades de solvatacao dos fluidos supercritico
podem ser modificadas facilmente pela adicao de pequenas quantidades dessas
substancias (PELLERIN, 1991; VASAPOLLO et al., 2004).
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O comportamento de uma extracdo supercriica em leito fixo €
caracterizado por uma curva global de extracdo (OEC, do inglés, overall extraction
curve) obtida pela funcdo entre a massa de extrato acumulada em funcéao do
tempo de extracdo ou da quantidade de solvente utilizada, mantida constante a
vazdo do solvente (SOVOVA, 2005). As curvas tipicas de rendimento global
apresentam trés fases distintas (Figura 3.7). A primeira, onde retira-se o soluto
exposto na superficie da particula, a uma taxa aproximadamente constante, pelo
fenbmeno de conveccdo, denominado periodo de taxa constante de extracéo
(CER - constant extraction rate). Na segunda etapa, a camada superficial de
soluto na particula comeca a apresentar falhas e por isso menor quantidade de
soluto é solubilizada. Esta etapa é denominada etapa de taxa decrescente de
extragdo (FER - falling extraction rate period), neste periodo prevalecem tanto a
transferéncia de massa por convecg¢ao como por difusdo interna. Na terceira etapa
o soluto é retirado de dentro da particula, em um processo difusional lento (DC —
diffusion controlled rate period) (BRUNNER, 1994; QUISPE - CONDORI, 2005;
DIEHL, 2008).

—
——
— -
- —
- -

Etapa CER

Rendimento Global (%)

.......... Etapa FER

= = = Etapa Difusional

SIF - Razdo Massica entre Solvente e Alimentagio

Figura 3.7 Curva global de extracao apresentando as trés regides distintas.

Fonte: Adaptado de Farias - Campomanes, 2012.
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3.3.1.1. Processos de Extracao Sequencial com Fluido Supercritico

Poucos sdo os estudos que relatam o uso de extragcdo sequencial de
compostos bioativos. O CO, é apolar o que o restringe a extracao de substancias
apolares e/ou de baixa polaridade, por essa razdo a extracdo com etanol
(polaridade=5,2) e com &agua (polaridade=9,0) se tornam importantes para
extracdo de substancias polares. Além disso, alguns solventes (por exemplo, o
etanol ou agua ou ainda a mistura destes) podem ser usados como co-solvente do
scCO, em diferentes proporgcdes para se alterar a polaridade da mistura
scCOy/etanol/agua e extrair substancias nas faixas de polaridades desejadas, ou
ainda pode-se empregar uma extragdo sequencial, onde inicialmente o scCO;
extraira os compostos apolares e de baixa polaridade e em seguida uma extracao
etandlica e/ou aquosa podera resultar em extratos mais concentrados em
compostos polares de interesse.

O efeito de trés modificadores (etanol, agua e azeite de oliva) na extracao
supercritica com diéxido de carbono de licopeno de tomates foi estudado por Shi
et al., (2009). As condicbes de operacao foram divididas em sistemas Unicos
(etanol ou agua ou azeite de oliva variando de 5 % a 15 %), sistemas binarios
(etanol + agua (5 % ou 10 %)); agua + azeite de oliva (5 % ou 10 %); etanol +
azeite de oliva (5 % ou 10 %)) e sistemas ternarios (etanol, agua e azeite de oliva
(5 %)) nas temperaturas de 45 °C a 75 °C e pressdes de 250 bar a 350 bar. O
efeito dos trés modificadores aumentou a eficiéncia de extracdo de licopeno,
sendo que os melhores rendimentos foram obtidos na temperatura de 75 °C e
pressao de 350 bar, no sistema binario etanol 10 % + azeite de oliva 10 %. O
azeite de oliva comparado com os outros modificadores, na mesma condi¢cao de
temperatura e pressao, apresentou-se maior eficiéncia na extracao de licopeno.

Seabra et al., (2010), estudaram o efeito do solvente (COo/etanol/agua) na
extracdo de antocianinas a partir do bagaco de sabugueiro. Os experimentos
foram conduzidos a 40 °C e 210 bar utilizando a extracdo com scCO, e em
seguida com diversas misturas de solventes COz/etanol/H2O (0-90 %, 0,5-100 %,
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0-95 %, v/v da mistura etanol agua), com o intuito de obter fragdes ricas em
antocianinas. A extracao prévia com scCO; resultou em uma fragao lipofilica e as
diferentes misturas dos solventes COs/etanol/H>O tiveram uma grande influéncia
sobre o rendimento de extracdo e composi¢ao, em termos de compostos fendlicos
totais, flavonoides totais, antocianinas e rutina. A presenca de etanol e agua foi
importante para promover a extragao de antocianinas, mesmo que a sua presenca
nao esteve diretamente relacionada com a atividade antioxidante do extrato.
Martinez-Correa et al. (2012) obtiveram extratos de alecrim do campo
(Baccharis dracunfolia L.) em duas etapas, a 60 °C e 400 bar. A primeira etapa foi
realizada com scCO, e em seguida foi realizada uma extracao a partir do residuo
com etanol ou com agua. Foram analisados os compostos polifendlicos totais,
flavonoides totais e a concentracdo de Artepellin C nos extratos. Os autores
concluiram que a extracao sequencial em duas etapas permitiu a recuperacao dos
extratos com diferentes composicdes e funcionalidades e a utilizacdo da extracao
supercritica (primeira etapa) seguida da extracdo aquosa permitiu maximizar a
obtencdo de compostos fendlicos, enquanto que a extragdo com etanol apés a
extragdo supercritica produziu extratos mais concentrados em compostos

fendlicos e flavonoides.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matérias-Primas e Reagentes

Uma amostra de folhas de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot ja
trituradas (Figura 4.1) foi doada pelo Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA - UNICAMP), localizado no municipio de Paulinia (22° 45’ 00”
Sul e 47°10°21” Oeste), Estado de Sao Paulo, obtida do acesso 06 (germoplasma
oriundo de Manaus), cultivado no campo experimental do CPQBA cuja excicata
depositada sobre o nimero 1348, no herbarium, onde a Dra. Glyn Mara Figueira
foi a responsavel pela identificacao.

Figura 4.1 Amostra de Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.) Verlot seca e triturada.

A secagem das folhas foi realizada no CPQBA em secador com circulagao
forcada de ar (Fabber, modelo 170, Piracicaba, Brasil) a 40 °C durante 24 horas.
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A amostra foi classificada de acordo com tamanho usando peneiras
vibratérias da serie Tyler (tamanhos: 8, 12, 16, 24, 32 e 48 meshes) (Bertel, Brasil)
por 15 minutos. Apds, as amostras foram empacotadas em sacos plasticos,
envoltas em papel aluminio e estocadas em freezer doméstico (modelo 220,
Consul, Brasil) a—10 °C.

Diéxido de carbono 99,5 % w/w (White Martins Gases Industriais, Brasil),
etanol 99,5 %w/w (Exodo, SP, Brasil), 4gua ultra pura Milli-Q (Millipore direct-Q3
UV, Millipore Corporation, USA) foram empregados como solventes nos diferentes

processos de extragao.

4.2. Caracterizacao das Matérias-Primas

A matéria-prima foi caracterizada quanto as propriedades das particulas
(teor total de volateis + umidade, diametro médio das particulas e densidade real)
e propriedades do leito fixo de particulas (densidade aparente do leito de
particulas e porosidade). Essas propriedades sao importantes para a modelagem
matematica e influenciam na curva de extragdo e no rendimento global de

extragao.

4.2.1. Teor Total de Volateis e Umidade

O teor total de volateis + umidade (VU %) foi determinado por método
gravimétrico AOAC 930.04 (1997). O método emprega 2 g de amostra em uma
placa previamente tarada e pesada em balanga semi-analitica (BEL, modelo
U210A, SP, Brasil) e submetida a secagem em estufa (Marconi, modelo MA-
030/12, SP, Brasil) a 105 °C sob vacuo a 525 mmHg (bomba Marconi, modelo MA-
057-13, Brasil), tomando o peso a cada 2 horas ate que a variagao fosse menor ou

igual a 3 mg.
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Para o calculo da porcentagem de massa seca empregou-se a Equacgéao 4.1

a sequir:

VU = [mamostra_mamostra dessecada] x 100 4. 1

Mamostra

O teor de umidade (U %) foi quantificado pelo método de Karl-Fisher
(Metrohm 701 KF Titrino) equipado com forno (832 KF Thermoprep), a partir de
0,20 g de amostra e pré-tratando-a a 105 °C durante 20 minutos, e vazao de
nitrogénio de 50 mL/min (mililitros por minuto de nitrogénio a 1,01 bar e 0 °C
(A.0.C.S., 1998).

4.2.2. Diametro Médio das Particulas

O diametro médio das particulas foi calculado utilizando o método ASAE
(ASAE, 1997), onde a amostra foi colocada em um jogo de peneiras da série Tyler
de tamanho de 8 a 48 mesh e peneiradas durante 15 minutos com ajuda de um
agitador eletromagnético (Modelo 1868, Bertel, SP, Brasil). As diferentes fragbes
retidas nas peneiras foram pesadas em balanga semi-analitica (BEL, modelo
U210A, SP, Brasil).

Através da Equacéo 4.2, foi obtido o valor do diametro médio geométrico da
particula, que representa uma média ponderada dos didmetros médios

geométricos de cada fracdo (Equacéo 4.3).

_1 |2 (wilogdi)
dmg = log™ %} (4.2)
di = (d; .d;,1)"? (4.3)
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onde di é o didmetro médio geométrico, d; e di,s representam a abertura da

peneiraiei+1, e w; € a massa do material retido na peneira i.

4.2.3. Densidade Real do Material Triturado (das Particulas)

A densidade real (pr) foi determinada por picnometria de gas hélio utilizando

um picnométro automatico (modelo ULTRAPYC 1200e, QUANTACHROME,
Flérida, EUA) na central analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP. O
resultado expresso é a média de dez determinacgoes.

4.2.4. Densidade Aparente do Leito de Particulas

A densidade aparente (pa) do leito foi calculada a partir da massa de folhas

de crajird trituradas, requerida para encher um volume de 10 cm® (UQUICHE et
al., 2004).

4.2.5. Porosidade

A porosidade € do leito (ou fracdo volumétrica de vazios no leito) foi

calculada a partir dos dados experimentais de densidade aparente (pa) e real (pr)

do material moido, calculada pela Equagéo 4.4.

oo volume do leito —volume ocupado pelo material 1 Pa

volume do leito P, (4.4)

23



4. Material e Métodos

4.3. Tipos de Extratos e Sistema Experimental

Nesse trabalho, foram obtidos extratos através de um extrator em leito fixo e
com intuito de comparacdo de dados foram realizados extratos convencionais

etandlicos, hidroalcodlicos e aquosos.

4.3.1. Tipos de Extratos Obtidos em Extrator em Leito Fixo

Os experimentos para obtencédo dos extratos utilizando o extrator em leito
fixo foram conduzidos na unidade experimental do Laboratério EXTrAE,
UNICAMP, Brasil, esquematizada na Figura 4.2. A unidade consiste, basicamente,
de um cilindro de CO,, banho termostatizado, man6metros do tipo Bourdon,
trocador de calor (2), bomba de alta pressao (3), tanque pulméao (4), extrator (7),
frasco coletor do extrato (9), medidor de vazéo (11), totalizador de volume(12),

valvulas, bomba (13) para etanol ou agua.
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: Bormba de ata |
pressao | . 9 Barato
| |
g 1k % !
; 1 a4 | Solvente
| &
g 1| € | 8
© Banhode |2 I &
refrigeragio ! Bomd
—————————————— o omba
N A Banho termostatizad penistatica
13 Q% 14
1. Cilindro CO, 8. Bomba peristéaltica
2. Banho de Refrigeragao 9: Frasco (E)oletor
3. Bomba CO: 10. Adsorvente
4. Tangue Pulmao 11. Medidor de Vazao
5, 6 Mandmetros do tipo Bourdon 12. Totalizador de Volume
7. Extrator 13. Bomba para etanol ou dgua

Figura 4.2—- Esquema da unidade experimental de extracao.

O extrator com aproximadamente 50 mL de volume e didmetro de 20 mm
(7) foi empacotado manualmente com cerca de 5 g de folhas secas e trituradas,
formando um leito de particulas. O restante do volume do extrator foi completado
com esferas de vidro de 5 mm. O banho termostatizado foi ajustado na
temperatura de operacao (40 °C ou 50 °C) e a pressao foi ajustada bombeando
CO, até atingir a pressdao preestabelecida (300 bar ou 400 bar). Quando
alcancadas as condicOes estabelecidas, adotou-se um periodo estatico de 30
minutos como tempo para estabilizacdo do sistema e iniciou-se a extracao
escoando CO» supercritico através do leito e coletando-se extrato no coletor (9).
Por fim o CO; foi conduzido a um medidor (11) (Modelo 32908-69 Cole Parmer
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Instument Company) para o controle da vazao de CO, e um totalizador de volume
(12) para quantificar o diéxido de carbono usado.

Durante o processo de extragdo com CO, supercritico a tubulacao da linha
foi lavada com etanol com o auxilio de uma bomba peristaltica (8), para
recuperacao do extrato depositado na mesma, com uma vazao média de 0,3
mL/min (p=785 g/L, 25 °C)

Em uma primeira etapa, amostras de folhas de crajiri foram submetidas a
processos de extracdo em extrator de leito fixo em trés etapas, usando trés
solventes distintos. Na primeira etapa foi utilizado CO, supercritico com uma
vazao meédia de 1,65 g/min (1L/min), que foi lida na saida do sistema, nas
condicoes de temperatura e pressao local de 0,93 bar a 25 °C (p=1,65 g/L), a
segunda e terceira etapas, foram realizadas com etanol (p=785 g/L, 25 °C)
acidificado com &cido citrico 0,3 % e agua (p=1000 g/L, 25 °C) acidificada com
acido citrico 0,3% com vazao média de 0,39 g/min (0,5 mL/min) e 0,5 g/min (0,5
mL/min), respectivamente. A Figura 4.3 esquematiza as condi¢gdes experimentais
e nesse diagrama os mesmos estilos de hachuras representam 0 mesmo

processo a uma temperatura e pressao.

Durante a coleta das fragbes de extratos para construgdo da curva de
extracdo, foi observado um escurecimento das amostras na terceira etapa com
agua. Por essa razao, foi realizada uma modificagdo no processo e a terceira
etapa passou a ser feita por extracdo convencional aquosa do residuo 2, na
mesma temperatura de operacdo e na pressao ambiente, com isso obtendo o
terceiro extrato (EA/PESC).

Para obtencéo do terceiro extrato aquoso, o residuo 2 foi seco em estufa a
vacuo (Marconi, MA 030-12, Brasil) a 40 °C durante uma hora e meia. Em
seguida, pesou-se cerca de um grama de residuo adicionado a 20 mL de &gua
deionizada, acidificada com acido citrico 0,3 % e foram colocadas em um banho
previamente aquecido na temperatura de operacao, durante 10 minutos em

repouso. Apds a mistura foi centrifugada (centrifuga JOUAN, BR4i, Franca), por 20
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minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro e o filtrado foi
liofilizado (liofilizador modelo L101, LIOBRAS, SP, Brasil), obtendo um extrato
aquoso seco de crajird. As amostras armazenadas em frascos do tipo penicilina de
50 mL foram fechadas, lacradas e mantidas sob refrigeracdo para posterior

andlise. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5cC02 ETANOL AGUA

Matéria - Prima Residuo1 Residuo 2 Residuo3

—

Figura 4.3 — Esquema do processo de extracdo sequencial em leito fixo em trés etapas.

O etanol presente nos extratos obtidos foi evaporado em um
rotaevaporador (Marconi. MA-120, Brasil) acoplado a um banho a 40°C sob vacuo
de 700 mmHg em seguida colocados em estufa a vacuo (Marconi, MA 030-12,
Brasil) na temperatura de 40°C sob vacuo de 525 mmHg (bomba Marconi, MA
057-13, Brasil), até a obtencado do extrato seco. As amostras armazenadas em
frascos do tipo penicilina de 50 mL foram fechadas, lacradas e mantidas sob
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refrigeracdo para posterior andlise. A 4gua presente nos extratos foi evaporada

por secagem em liofilizador.

Em um segundo experimento, amostras de crajird foram submetidas a
processos de extracao em extrator de leito fixo em duas etapas, sendo que na
primeira etapa foi utilizado o CO, supercritico, a segunda etapa foi realizada a
extragdo por meio de uma mistura de CO. supercritico/etanol/agua em trés

diferentes proporgcdes massicas:

X 1° condicao experimental: 80,8 % scCOg, 19,2 % etanol, 0 % agua
(Petanol-agua=785 g/L, 25 °C);

o 2° condigao experimental: 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol, 6,1 % agua
(Petanol-agua=843,6 g/L, 25 °C);

o 3° condigao experimental: 78,4 % scCO,, 10,8 % etanol, 10,8 % agua
(Petano-agua=912 g/L, 25 °C);

As trés condigbes experimentais foram conduzidas a uma temperatura de

40 °C e pressao fixa de 300 bar, estabelecidas a partir de testes preliminares
realizados neste trabalho e estéo ilustradas na Figura 4.4.

O residuo 2 (residuo da extragdo etandlica) obtido nesse processo, foi seco
em estufa (Marconi, MA 030-12, Brasil) a 40°C durante uma hora e meia e
posteriormente foi submetido a uma extracdo convencional aquosa a 40°C e
pressao ambiente, obtendo um terceiro extrato. Esse processo so foi realizado nas
etapas posteriores a constru¢do de curvas de cinéticas de extragéo.

Todos os experimentos de extracdo foram realizados em triplicata.
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Matéria-prima

Residuo 1 Residuo 2

Figura 4.4 —Esquema do processo de extracao sequencial em leito fixo em duas etapas,

sendo a segunda etapa constituida de uma mistura.
*- Processo adicionado somente nas etapas posteriores a cinética de extracao.

O etanol presente nos extratos foi rotaevaporado (rotaevaporador Marconi.
MA-120, Brasil) acoplado em um banho a 50 °C sob vacuo de 700 mmHg, em
seguida colocado em estufa a vacuo (Marconi, MA 030-12, Brasil) a temperatura
de 50 °C sob vacuo de 525 mmHg (bomba Marconi, MA 057-13, Brasil), até a
obtencdo do extrato seco. Para a construgcao das curvas, em alguns pontos da
cinética, os frascos foram secos & 80 °C devido a dificuldade em secar agua a
baixa temperatura. Os extratos aquosos foram liofilizados (liofilizador modelo
L101, LIOBRAS, SP, Brasil). As amostras armazenadas em frascos do tipo
penicilina de 50 mL foram fechadas, lacradas e mantidas sob refrigeracéo para

posterior andlise.
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4.3.1.1. Extracao Convencional Etandlica

Os extratos convencionais etandlicos foram obtidos segundo a metodologia
descrita por Jorge (2008) com modificacbes. Um grama de folhas secas e
trituradas foram extraidas através de agitacao, trés vezes, sendo cada vez com 5
mL de etanol acidificado (0,3% acido citrico), com duragdo de uma hora e meia
cada, protegido da luz, em agitador magnético. O extrato foi filtrado sob vacuo e o
solvente foi evaporado em rotaevaporador (Marconi. MA-120, Brasil) acoplado a
um banho a 40 °C sob vacuo de 700 mmHg em seguida colocado em estufa a
vacuo (Marconi, MA 030-12, Brasil) a temperatura de 40 °C sob vacuo de 525
mmHg (bomba Marconi, MA 057-13, Brasil), até a obtencao do extrato seco. As
amostras armazenadas em frascos do tipo penicilina de 50 mL foram fechadas,
lacradas e mantidas sob refrigeracdo para posterior analise. Todos o0s
experimentos de extragcdo etandlica convencional dos extratos foram realizadas

em triplicata.

4.3.1.2. Extracao Convencional Hidroalcodlica

Os extratos convencionais hidroalcodlicos foram obtidos segundo a
metodologia descrita por Jorge (2008) com modificagdes. Dez gramas de folhas
secas e trituradas foram extraidas através de agitacao, trés vezes, sendo utilizada
em cada vez 50 mL de uma mistura de etanol e 4gua 70:30 (v:v) acidificada (0,3 %
acido citrico) com duracdo de uma hora e meia cada, protegida da luz, em
agitador magnético, nas condigbes ambientes. O extrato foi filtrado sob vacuo.
Todos os experimentos de extragdo hidroalcodlica convencional foram realizadas
em triplicata.

Com intuito de comparacéo, foi realizada uma extracdo hidroalcodlica com
uma mistura de etanol, dgua 70:30 (v:v) acidificada (0,3 % acido citrico) na
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unidade experimental de extrator em leito fixo, a 40 °C e 300 bar, com vazéo
média de entrada de solvente de 0,39 g/min (p=785 g/L, 25 °C) e 5 g de folhas.
Em um primeiro momento foi realizada a cinética de extracdo para determinacao
do tempo total de extracdo,que foi construida plotando rendimento global de
extracdo por tempo (minutos). Para determinagdo do rendimento global de
extracdo e para obtencdo de extratos para as demais analises o processo foi
realizado em triplicata. Em cada uma das extracdes, o extrator foi empacotado

com aproximadamente cinco gramas de amostra de A. chica.

O solvente presente nesses extratos foi evaporado em rotaevaporador
(Marconi. MA-120, Brasil) acoplado em um banho a 40 °C sob vacuo de 700
mmHg em seguida colocados em estufa a vacuo (Marconi, MA 030-12, Brasil) a
temperatura de 40 °C sob vacuo de 525 mmHg (bomba Marconi, MA 057-13,
Brasil), até a obtencédo do extrato seco. As amostras armazendas em frascos do
tipo penicilina de 50 mL foram fechadas, lacradas e mantidas sob refrigeracédo

para posterior analise.

4.3.1.3. Extracao Convencional Aquosa

Foram obtidos trés extratos convencionais utilizando trés temperaturas
diferentes (40 °C, 50 °C e 80 °C). Para realizagcdo da extracdo convencional
aquosa foi seguida a metodologia descrita por Cseke et al. (2006) com
modificacdes. Para as temperaturas de 40 °C e 80 °C, cerca de um grama de
amostra seca foi adicionada a 20 mL de agua deionizada, acidificada com acido
citrico 0,3 %, foram colocadas em um banho previamente aquecido na
temperatura de operacao e permaneceram durante 10 minutos em repouso, apds
a mistura foi centrifugada (centrifuga JOUAN, BR4i, Francga), por 20 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro e o filtrado foi liofilizado
(liofilizador modelo L101, LIOBRAS, SP, Brasil), obtendo um extrato aquoso seco
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de crajird. As amostras armazendas em frascos do tipo penicilina de 50 mL foram

fechadas, lacradas e mantidas sob refrigeracdo para posterior andlise.

O terceiro experimento foi conduzido seguindo a mesma metodologia a

50°C, porém o solvente nao foi acidificado.

Todos o0s experimentos de extracdo aquosa convencional dos extratos

foram realizadas em ftriplicata.

4.3.2. Curvas de extracao

Para a construcao das curvas de extracdo obtidas em extrator de leito fixo
foram adotados intervalos de tempo ou de massa de solvente utilizada. As curvas
foram construidas plotando rendimento de extracao em % por S/F (massa utilizada
do solvente/ massa inicial de matéria-prima).

No processo de extracdo sequencial em trés etapas, na primeira etapa,
utilizando como solvente o CO; supercritico, a cada 49,5 g (30L de CO, a 93 bar e
25 °C) de solvente utilizado foram retirados frascos com o exirato para a
construgdo da curva de extragdo, até se obter massa desprezivel. Na segunda
etapa com etanol, nos primeiros 90 minutos foram retirados frascos de 10 em 10
minutos, em seguida foram retirados frascos de 20 em 20 minutos, no intervalo de
uma hora, posteriormente foram retirados frascos de 30 em 30 minutos durante 4
horas e meia, apds de 40 em 40 minutos e em seguida de 50 em 50 minutos, até
obter massa desprezivel ou observagédo de coloragéo igual e bem mais clara dos
frascos. Na terceira etapa, usando agua como solvente, durante os primeiros 90
minutos foram retirados frascos de 10 em 10 minutos, em seguida foram retirados
frascos de 20 em 20 minutos, posteriormente foram retirados frascos de 30 em 30
minutos, até obter massa desprezivel. O tempo total de cada cinética variou nas
condicoes de trabalho e os dados estdo mostrados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 Condicbes experimentais, volume de CO, e tempo utilizados para

construcéo das cinéticas.

Condicao Volume CO0, Tempo (min) Tempo (min)

experimental(T-P) utilizado (L)* etapa etanol etapa agua
40 °C - 300 bar 360 590 362
40 °C - 400 bar 450 1100 390
50 °C - 300 bar 570 520 390
50 °C - 400 bar 150 590 420

* medidos a 0,93 bar e 25 °C.

Definido o volume de CO, utilizado na condicao de 40 °C e 300 bar, foi
entdo conduzida a cinética de extragdo em leito fixo em trés etapas, sendo a
segunda etapa constituida de uma mistura com CO,, etanol e agua, sendo que as
condi¢gbes experimentais podem ser observadas na Tabela 4.2. A primeira etapa,
a qual o solvente utilizado foi o CO. supercritico consistiu na retirada de trés
frascos a cada 30 litros de solvente. Na segunda etapa a qual utilizou uma mistura
de COg, etanol e agua, foram retirados frascos a cada 30 litros de CO» utilizados.
O volume total de CO» variou com as condi¢cdes experimentais conforme a Tabela
4.2.

Tabela 4.2 Condigdes experimentais e volume de CO; utilizado para construgcao
das cinéticas de misturas.

Condicao experimental Volume total C0,(L)*
(2° etapa do processo)

80,8 % CO,, 19,2 % etanol, 0 % agua 540
79,6 % CO,, 14,3 % etanol, 6,1 % agua; 330
78,4 % CO,, 10,8 % etanol, 10,8 % agua. 385

* medidos a 0,93 bar e 25 °C
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4.3.3. Determinacao do Rendimento Global de Extracao (Xo,)

O rendimento global de extracao foi calculado para comparacao entre os
diferentes métodos de extracdo e expressa a relacdo entre a massa de extrato
seco obtido e massa inicial colocada no extrator (base seca). Nos extratos, aos
quais foram utilizados solventes acidificados (extratos etandlicos, aquosos, exceto
misturas), para fins de caculo de rendimento global (X,), a massa de acido citrico
foi descontada.

4.4. Meétodos Analiticos

Com objetivo de caracterizar todos os extratos obtidos neste trabalho, foram
realizadas as analises: compostos fendlicos totais, flavonoides totais e
antoncianinas monomeéricas totais, carajurina e luteolina. Todas as analises dos

extratos sdo descritas a seguir.

4.4.1. Compostos Fendlicos Totais

A determinagcdo de compostos fendlicos totais foi realizada através do
método de Folin-Ciocalteu, segundo procedimento de SINGLETON et al. (1999) e
expresso em equivalente de acido galico (EAG)/ g. A curva padréao de acido galico
foi construida segundo o procedimento a seguir: dissolveu-se 0,5 g de acido galico
(pureza 99 %, Vetec, Brasil, lote 0806387) em 100 mL de agua deionizada em
baldo volumétrico de 100 mL. Em baldes volumétricos, colocou-se volumes de 0,0;
0,4; 0,8; 1,0; 1,4; 1,8 e 2,0 mL da solucdo estoque em 100 mL de agua
deionizada. Em seguida, coletou-se 1 mL de cada uma das solugbes em
diferentes concentracdes que foram previamente preparadas com acido galico e
colocadas em baldes de 25 mL. No mesmo baldo adicionou-se 9 mL de agua
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deionizada e 1 mL do reagente Folin-Ciocalteau (Dindmica, SP, Brasil, lote
35193), a mistura foi agitada e ap6s 5 minutos adicionou-se 10 mL da solugao
NaCOs 7 % (Exodo, SP, Brasil, lote CS5179RA) e o volume foi completado com
agua deionizada. Apdés permanecer por 90 minutos a temperatura ambiente e
protegido contra luz, a absorbancia foi determinada no comprimento de onda de
750 nm em espectrofotometro (UV-VIS lambda 40, Perkin EImer,USA). A solucao
referéncia utilizada como branco no espectrofotdmetro foi acondicionada da
mesma forma, com 1 mL de agua ultra pura (Milli-Q). A curva padrao esta
apresentada no Anexo B.

Para a medicao de fendis totais das amostras dos extratos secos de crajiry,
estes foram inicialmente diluidos em etanol (pureza 99,5 % v/v, Synth, Brasil) em
proporcao (20 mg/mL etanol), a partir do extrato diluido foi preparada a diluicdo
aquosa, tomando 1 mL do mesmo e depositada em um baldo volumétrico de 5mL,
completando o volume com &gua ultra pura (Milli-Q). Seguiu-se o mesmo
procedimento descrito para a construcdo da curva padrao, verificando que o valor
obtido de absorbéancia estivesse dentro da faixa de absorbancia da curva padrao.

Foram realizadas amostras em triplicata.

4.4.2. Flavonoides Totais

Para a quantificagdo dos flavonoides totais foi empregado o método
desenvolvido por ZHISHEN et al. (1999) e os resultados expressos em mg
equivalente de catequina (mg EC)/g. Para construgdo da curva padrao foi seguido
o procedimento a seguir: dissolveu-se 0,5 g de catequina (pureza 98%,Sigma
Aldrich, USA, lote 356B270) em 100 mL de agua deionizada em baldo volumétrico
de 100 mL. Em baldes volumeétricos colocou-se volumes de 0,0; 0,4; 0,8; 1,0; 1,4;
1,8 e 2,0 mL da solugédo estoque em 100 mL de agua deionizada. Em baldes de
10 mL foram colocados 1 mL de cada solucdo padréo de catequina, em seguida

foi adicionado 4 mL de 4gua deionizada e 0,3 mL de solucdo NaNO; 5 %(Ecibra,
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SP, Brasil, lote 17746); a mistura foi agitada e ap6s 5 minutos, adicionou-se 0,3
mL de solugédo AICI; 10 % (Ecibra, SP, Brasil, lote 17375). Esperados 6 minutos
adcionou-se 2 mL de NaOH (Exodo, SP, Brasil, lote HS6012RA) 1M e o volume foi
completado com &agua deionizada. Em espectrofotémetro (UV-VIS lambda 40,
Perkin Elmer,USA). A absorbacia foi lida em comprimento de onda de 510 nm. A
solucdo referéncia utilizada como branco no espectrofotometro foi preparada da
mesma forma, com 1 mL de agua ultra pura (Milli-Q). A curva padrao esta
apresentada no Anexo B.

Para a medicdo de flavonoides totais das amostras dos extratos secos de
crajirl, estes foram inicialmente diluidos em etanol (pureza 99,5% v/v, Synth,
Brasil) em proporgao (10 mg/mL etanol), a partir do extrato diluido foi preparada a
diluicdo aquosa, tomando 1 mL do mesmo e depositada em um baldao volumétrico
de 5mL, completando o volume com agua ultra pura (Milli-Q). Seguiu-se 0 mesmo
procedimento descrito para a construgao da curva padréo, verificando que o valor
obtido de absorbéancia estivesse dentro da faixa de absorbéancia da curva padrao.

Foram realizadas avaliagdes em triplicata.

4.4.3. Quantificacao de Antocianinas pelo Método do pH diferencial

A quantificagdo de antocianinas dos extratos de crajiru (A. chica), foi
realizada pelo método do pH diferencial (GIUSTI & WROLSTAD, 2001).
Aproximadamente 20 mg de extratos foram pesados e transferidos para baldes
volumétricos de 25 mL e avolumadas com dois sistemas tampéao: cloreto de
potassio/ acido cloridrico para o pH 1,0 (0,025M ) e cloreto de potassio/acetato de
sédio para o pH 4,5 (0,4M). Ap6és 30 minutos em repouso ao abrigo da luz, em
seguida foram efetivadas as medidas em maximos de absorgao na regiéo visivel a
510 nm e a 700 nm utilizando o espectrofotometro (UV-VIS lambda 40, Perkin
Elmer,USA). A absorbancia foi calculada a partir da Equacéao 4.5.
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A= (A/\max - A700nm)pH 1,0 — (A)\max - A700nm)pH 4,5 (4.5)

A concentragdo dos pigmentos antocianicos monoméricos foi calculada e

representada em cianidina-3-glicosideo através da utilizacao da Equacao 4.6

AM = AXMMXFD (46)

EXDb

Onde:

AM = concentragdo de antocianinas monomericas (g/L);

A = absorbéncia calculada pela equacéao 4.5;

MM = massa molar da cianidina-3-glicosideo (449,2 g.mol™);

€ =coeficiente de absortividade molar da cianidina-3-glicosideo (26.900
L.cm™.mg™);

FD = fator de diluicao;

b = caminho éptico da cubeta usada no espectrofotébmetro (cm);

4.4.4. Analise qualitativa e quantitativa por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A andlise quimica dos extratos foi realizada a fim de monitorar os trés
pigmentos antocianicos do tipo 3-desoxiantocianidinas: pigmento (1) 6,7,3",4'-
tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, pigmento (2) 6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium e
pigmento (3) carajurina 6,7-dihidroxi-5,4"-dimetoxi flavilium presentes na A. chica

Verlot, além da luteolina.

Como ndo ha padrbes disponiveis para os dois primeiros pigmentos
(1)(6,7,3",4"- tetra-hidroxi-5-metoxi flaviium e (2) 6,7,4’- trihidroxi-5-metoxi

flavilium) nao foi possivel a quantificacdo dos mesmos.
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As analises cromatograficas foram realizadas no CPQBA, Campinas, pela
quimica llza Maria de Oliveira Sousa. Foram utilizados padrées de luteolina
(Sigma-Aldrich, Cdédigo L9283-10MG, Lote 071M4048V, pureza 298 % TLC) e
carajurina (isolada no CPQBA) para a construcdo das curvas padrdoes que estao
dispostas no Anexo D.

Para analise qualitativa dos pigmentos 1 e 2 e quantitativa do pigmento (3)
carajurina foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por Devia et al.,
(2002). Acetonitrila (grau CLAE, Mallinckrodt), acido tri-fluoroacético (TFA) (Merck)
e agua ultrapurificada (Milli-Q, Millipore) com condutividade de 18 mQ foram
usados para o preparo da fase moével usada no desenvolvimento dos
cromatogramas. Para analise quantitativa da luteolina foi seguida a metodologia
descrita por Wang & Li, (2007). Metanol (grau CLAE) e acido fosférico (1M
ajustado a pH 2 com agua ultrapurificada) foram usados para o preparo da fase

movel.

Aliquotas de aproximadamente 10 mg de extratos brutos foram dissolvidas
em aproximadamente 2,0 mL de MeOH grau CLAE e submetidas ao processo de
limpeza por extracdo em fase sélida (EFS) para posterior analise em CLAE.

Para extracdo em fase sélida, as amostras foram solubilizadas e eluidas em
cartucho C-18 (STRATA Phenomenex, 100mg/3mL) acoplado em um Manifold
(J.T.BAKER) sob véacuo, condicionado com 6 mL de solugédo de H3PO4 (pH 2,0), e
fracdo de condicionamento foi descartada. Foram empregados aproximadamente
10,0 mL de MeOH grau CLAE para eluicdo de cada amostra e a fragao limpa por
EFS foi avolumada para 10 mL, em seguida filtrada em filtro de 0,45 um e

armazenada em frasco &mbar para analise por CLAE.

Para a analise cromatografica foi utiizado um cromatégrafo Shimatzu
sistema SCL-10A; LC-10AT; FCV-10AL; CTO-10AS, com detector de UV em
arranjo de diodos Shimatzu (modelo SPD-M10A) e coluna C-18 (Phenomenex

Gemine (4,6 mm x 250mm i.d. 3 pm)), com vazdo de 1 mL/min para a detecgéo a
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350 nm e 0,5 mL/min para a deteccao a 470 nm, para analise da luteolina e dos

pigmentos 1, 2, e 3, respectivamente, presentes nos extratos de A. chica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao da Materia-Prima

A Tabela 5.1. apresenta as propriedades que caracterizam a amostra de
folhas secas e trituradas da Arrabidaea chica.

Tabela 5.1 Caracterizagdo da matéria-prima

Propriedades A. chica
Volateis+Umidade (%VU) 6,11 £ 0,06
Umidade (%U) 53+0,3
Diametro médio das particulas (mm) 0,536
Densidade real das particulas (g/cm?3) 1,32 £ 0,01
Densidade aparente do leito (g/cm?3) 0,27 £ 0,02
Porosidade 0,797

Observa-se, na Tabela 5.1., uma diferenca de 0,8 % entre a umidade obtida
pelo método gravimétrico (%VU) e a obtida pelo método de Karl Fischer (%U),
sendo esta explicada pela evaporagdo de outras substancias volateis além da

agua durante a secagem em estufa.

A amostra de folhas de crajiru, seca e triturada, apresentou densidade real
e aparente de 1,32 e 0,268 g/cm? respectivamente, resultando em uma porosidade
de leito de 0,797. O diédmetro médio de particulas é de 0,536 mm, formado pela
média de material retido nas peneiras de meshes 8, 12, 16, 24, 32, 48 e fundo,
com as porcentagens de material de diametros médios geométricos distribuidos
como: 0,02 % (2,89 mm), 0,32 % (1,81 mm), 1,14 % (1,18 mm), 42,65 % (0,843
mm), 21,64 % (0,596 mm), 14,18 % (0,3873 mm) e 19,51 % (0,212 mm).
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5.2. Cinética de Extracao

5.2.1. Extracao Sequencial em Leito Fixo em Trés Etapas

Foram construidas quatro curvas de cinéticas de extracdo, com trés
diferentes solventes (scCO,, etanol e agua) nas condicoes de 40 °C e 300 bar
(Figura 5.1 a), de 40 °C e 400 bar (Figura 5.1 b), de 50 °C e 300 bar (Figura 5.2 c)
e de 50 °C e 400 bar (Figura 5.2 d). As curvas cinéticas de extracao foram
construidas com intuito de avaliar o comportamento da extracdo em termos de
massa extraida (ou rendimento de extragéo) em fungéo do tempo.
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Figura 5.1 (a) Cinética de extracdo a 40 °C e 300 bar de amostra A. chica. (b) Cinética de extracdo a 40 °C e 400 bar de
amostra de A. chica.
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Figura 5.2 (c) Cinética de extracdo a 50 °C e 300 bar de amostra A. chica. (d) Cinética de extracdo a 50 °C e 400 bar de
amostra de A. chica.
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Estas curvas mostram o rendimento acumulado de extrato seco
(descontando a massa de acido citrico incorporada) em funcao de S/F (massa de
solvente utilizada na extracao/ massa inicial de matéria-prima), indicando com isso
a facilidade ou a dificuldade com que os solutos sdo extraidos. Sdo parametros
determinantes para essas curvas: a solubilidade dos solutos no scCO», no etanol
ou na agua e a polaridade do solvente, uma vez que a diferenca de polaridade dos
solventes permite a extracdo de diferentes compostos desejados em etapas
distintas.

Os valores experimentais de rendimento de extracdo em funcdo da massa
de solvente sdo apresentados no Anexo C e representados nas Figuras 5.1, 5.2 e
Figura 5.3. Na primeira etapa da extracdo com scCO; (Figura 5.3) os rendimentos
globais variam entre 1,2 a 1,9 %. Na extracao etandlica e aquosa subsequentes,
os rendimentos de extracdo variaram entre 11,7 % a 13 % e entre 23 a 26 %,
respectivamente. O rendimento total acumulado das trés etapas, nas quatro
condi¢des operacionais de temperatura e pressao, variaram entre 37 % e 39 %,
nao diferindo entre si quanto ao rendimento global.
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Figura 5.3 Cinética de extracdo nas quatro condigbes de operacdo utilizando como

solvente o0 scCO..

Na primeira etapa (Figura 5.3) da extracao a 40 °C e 300 bar (Figura 5.1 a),
foi possivel a extracdo de 77,9 % em relacdo ao total obtido na primeira etapa,
com apenas 148,5 g (S/F=29,7) de solvente e duragdo média de uma hora e meia.
Na etapa utilizando o etanol, foi possivel a extracdo de 65,3 % do extrato desta
etapa, em 300 minutos de extragdo, utilizando cerca de 150 mL de etanol e na
etapa utilizando agua, obteve-se um rendimento total de 26,3 %. No entanto ao
decorrer da cinética foi visualizado o escurecimento das amostras, sendo
necessaria a modificagcdo do processo para uma extracdo convencional aquosa.
No processo utilizando a mesma temperatura, 40 °C e presséo de 400 bar (Figura
5.1b), extraiu-se 77,3 % do extrato total da primeira etapa, nos primeiros 148,5 g
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de scCO, utilizado (S/F = 29,7). A segunda etapa foi realizada durante 1100
minutos e foi possivel extrair 58,5 % do extrato nessa segunda etapa, durante os
primeiros 300 minutos de extracdo. Na ultima etapa do processo, usando agua
como solvente, foi obtido um rendimento total de 24,6 %. No entanto também foi
observado o escurecimento das amostras, sendo necessaria a modificagdo no

processo.

Na Figura 5.2 podem ser observadas as curvas de cinéticas de extragdo na
temperatura de 50 °C e pressbées de 300 bar e 400 bar. Observa-se que na
condicao de 50 °C e 300 bar (Figura 5.2a), nas primeiras 148,5 g (S/F=29,7) de
scCO; foi possivel a extracdo de 69,7% em relacdo ao total obtido na primeira
etapa, jA& na segunda etapa, utilizando o etanol, nos primeiros 300 minutos de
extracdo, obteve-se um rendimento de 73,59 % em relacdo ao total obtido nessa
etapa e na terceira etapa, usando dgua como solvente foi obtido um rendimento
total 22,9 %. Analisando o processo a 50 °C e 400 bar (Figura 5.2b), observa-se
que na primeira etapa, 98,8 % foi obtido nos primeiros 148,59 (S/F=29,7) de
scCO,. Obteve-se um rendimento de 71,3 % durante a etapa de etanol, nos
primeiros 300 minutos e na terceira etapa, utilizando a agua como solvente,
obteve-se um rendimento total de 23,5 % de extracdo. No entanto, conforme ja
descrito, a 50 °C também foi observado o escurecimento das amostras, sendo

necessaria a modificagdo no processo.

Considerando que nas extragbes supercriticas, usou-se uma proporcao S/F
entre 100 e 200 (100 a 200 gramas de CO; por grama de matéria-prima) e obteve-
se rendimentos maximos entre 1,2 a 1,9 % (massa de extrato por 100 g de
matéria-prima), e que na etapa inicial da extragdo, com S/F= 30 iniciais extrai-se
aproximadamente 80 % do total de extrato, e com S/F=170 restantes, extrai-se
aproximadamente os outros 20 %. Adotou-se entdo S/F =30 para esta primeira
etapa (90 minutos de extracdo ou 148,5 g de CO, em aproximadamente 5 g de

matéria-prima).
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Fazendo-se a mesma andlise para a extracdo etandlica, usou-se uma
proporcao de S/F entre 42 a 86 (42 a 86 gramas de etanol por grama de matéria-
prima) observa-se que o etanol extrai aproximadamente 70 % do total de extrato
em 300 minutos iniciais de extracdo com S/F = 23,5, e os 30% restantes com S/F
entre 18,5 a 16,5 finais. Adotou-se entdo o tempo de 300 minutos para extragao

etandlica.

Na extracdo aquosa, usou-se uma proporcao S/F entre 38 a 47 (38 a 47
gramas de agua por grama de matéria-prima) com rendimentos entre 23 a 26 % e
pode-se observar pelas Figuras 5.1 e 5.2 que a extracdo é muito rapida, com
apenas S/F=10 iniciais se extrai mais de 70 % do total de extrato. No entanto foi
observado também o escurecimento das amostras, devido provavelmente a acao
enzimatica, sendo necessaria a modificacdo no processo. Optou-se por fazer a
ultima etapa (extragdo aquosa) por processo convencional na mesma temperatura

do processo.

Depois de estabelecidos os intervalos de extracao, foram realizados mais
dois experimentos de cada condicao experimental para o célculo de rendimento

global de extragéo.

5.2.2. Extracao Sequencial em Leito Fixo em Duas Etapas

Através das cinéticas obtidas nas quatros condigbes experimentais e com
base em testes preliminares cromatograficos, foi escolhida a condicéo de 40 °C e
300 bar para a realizagdo das cinéticas de extracdo em duas etapas (Figuras 5.4;
5.5 e 5.6). A primeira etapa consistiu em uma extragdo prévia com scCOy,
utilizando 148,5g de solvente (S/F=30) e a segunda etapa foi realizada com
mistura de scCO,, etanol e agua em diferentes propor¢cées conforme descrito na

secao de material e métodos 4.3.1.
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As Figuras 5.4; 5.5 e 5.6 mostram as curvas de extracdo correspondentes a
extracao em leito fixo em duas etapas, onde a primeira etapa foi feita com scCO..
Observa-se aumento no rendimento global de extragdo a medida que aumenta-se
a proporcao de agua na mistura, sendo obtido um baixo rendimento (3,56 %) na
cinética com mistura 80,8 % de scCO,, 19,2 % etanol e 0 % agua (Figura 5.4). Ja
nas misturas com 79,6 % scCOy, 14,3 % etanol, 6,1 % agua (Figura 5.5) e 78,4 %
scCO,, 10,8 % etanol, 10,8 % agua (Figura 5.6) os rendimentos obtidos foram de
31,7 % e 36,36 %, respectivamente.

Dificuldades no controle operacional foi encontrado no decorrer da cinética
de extracdo, usando a mistura 78,4 % scCO;, 10,8 % etanol, 10,8 % agua. Isso
provavelmente se deu devido a ocorréncia de duas fases no sistema de extracao
(SEABRA et al., 2010). Por essa razao, optou-se pela retirada dessa condi¢do
experimental nos processos seguintes.
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Figura 5.4 Cinética de extracdo a 40°C e 300 bar de amostra A. chica em duas etapas.
segunda etapa: 80,8 % scCO,, 19,2 % etanol, 0 % agua
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Figura 5.5 Cinética de extragéo a 40 °C e 300 bar de amostra A. chica em duas etapas:
segunda etapa: 79,6 % CO,, 14,3 % etanol, 6,1 % agua
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Figura 5.6 Cinética de extracdo a 40 °C e 300 bar de amostra A. chica em duas etapas.
segunda etapa: 78,4 % scCO,, 10,8 % etanol, 10,8 % agua.
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5.3. Rendimento de Extracao

A Tabela 5.2 apresenta os valores de rendimento global de extracéo, de
concentragdo e de rendimento de compostos fendlicos totais e de flavonoides

totais obtidos dos extratos de A. chica.

Tabela 5.2 Rendimentos de extracdo, compostos fendlicos totais e flavonoides
totais nos diferentes extratos de amostra de A. chica obtidos por meio da extracao

sequencial em leito fixo em trés etapas.

Condicao . - - . . .
Experimental Extrato Xo(%) Yo (%) Fendlicos Totais Flavonoides Totais
C1 R C2 R
scCO, 0,7+0,1 - 69,3+1,5 0,5 131,1£0,9 0,9
40 °C - 300 bar Etandlico  8,2+1,3 17,2+1,3 1071 18,4 101,1£2,6 17,4
40°C - P amb Aquoso™* 13,6123 19,5£24 60,2+1,1 11,74 22+4 43
scCO, 0,8+0,3 - 64,7+0,87 0,5 219,9+0,4 1,8

40°C-400 bar FEtandlico 9,5+2,1 18,5+2,1  758+13 140  853+1,7 158
40°C —Pamb Aquoso™ 13,1+26 18,9+0,0 40,508 7,65 17,9¢3,0 34

scCO,  0,840,16 - 39,8£15 03 1258802 1,0
50 °C- 300 bar FEtandlico 10,8+1,8 19,8+1,8 1150:0,5 228 72301 14,3
50°C —Pamb Aquoso™ 152:0,8 21,1:0,1 428079 90  169#0,1 3,6

scCO,  1,5:0,3 - 33,0t15 05  892+1,8 13
50 °C - 400 bar Etandlico 10,8+1,5 19,6+1,9 126,9+05 249  487+32 9,6
50°C - Pamb Aquoso™ 13,6:0,9 19,509  27,8:02 54 9,740 1,9

*Xo: Rendimento global de extragéo (%, b.s.), descontando o &cido citrico adicionado ** Y,: Rendimento total
de extragdo, ndo descontando a massa de acido citrico adicionada *** extrato aquoso convencional obtido a
partir do residuo 2 (residuo da extracdo etandlica). Cq: concentragdo (mg EAG/g extrato), C»: concentragao
(mg EC/g extrato), R: rendimento (mg/g mp).

Na Figura 5.7 comparam-se os rendimentos globais dos extratos obtidos por
extracdo com scCOz na primeira etapa, extragdo com etanol em uma segunda

etapa e a extracdo aquosa convencional do residuo 2 (residuo da extragcao
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etandlica) em um terceira etapa. Os resultados foram calculados a partir das

médias dos experimentos conduzidos em triplicata.
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Figura 5.7 Valores médios dos rendimentos obtidos na extracdo sequencial em leito fixo
em trés etapas da amostra de A. chica. As barras representam valor da média + DP dos
ensaios em triplicata, letras diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (Teste de Tukey a nivel de 5 % de significancia).

Através da Tabela 5.2 e Figura 5.7 observa-se que os maiores valores de
rendimento foram obtidos quando utilizou-se a 4gua como solvente, indicando que
a polaridade do solvente influi sobre o rendimento de extracdo. As condigcbes 40
°C e 300 bar, 40 °C e 400 bar, 50 °C e 400 bar, apresentaram um rendimento em
torno de 13% e na condicao de 50 °C e 300 bar, de aproximadamente 15 %,
valores superiores quando comparado as extragcbes com etanol (solvente menos
polar do que agua) e scCO- (solvente apolar). Quando comparadas as diferentes
condicoes experimentais, os rendimentos de extracdo na etapa aquosa néo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
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No processo de extragédo utilizando scCOg, foi observado um aumento de
rendimento de extragdo com aumento da temperatura e da pressdao, mas nao
apresentaram diferencas significativas nas diferentes condicbes experimentais.
Porém, quando comparado com os outros solventes das outras duas etapas,
etanol e agua, respectivamente, houve diferenca estatisticamente significativa. Na
segunda etapa, utilizando etanol, os rendimentos dos processos também
apresentaram um aumento de rendimento de extragdo com aumento da
temperatura e da pressdao, mas nao diferiram significativamente quando
comparados nas diferentes condicdes experimentais. No entanto, na condicdo de
40 °C e 300 bar, o extrato etandlico diferiu-se estatisticamente dos extratos
aquosos de todas as condicdes de temperatura e pressao estudadas. O extrato
etandlico obtido na condicdo 40 °C e 400 bar apresentou também diferenca
significativa do extrato aquoso obtido na condi¢cao de 50 °C e 300 bar.

Em outras palavras os resultados, demonstraram que as condicdes de
temperatura e pressédo influenciam pouco no rendimento global obtido nos
diferentes extratos. Por outro lado, a polaridade do solvente exerceu uma forte
influéncia no rendimento global, uma vez que o CO; é apolar, e a polaridade vai
aumentando de acordo com o carater do solvente: etanol (polaridade=5,2) e agua
(polaridade=9,0) (BYERS, 2013).

A Tabela 5.3 apresenta os valores de rendimento global de extragéo,
concentragdo e rendimento de fendis totais e concentracdo e rendimento de
flavonoides totais dos extratos de A. chica obtidos em extracao sequencial em leito
fixo em duas etapas a 40 °C e 300 bar, com extracdo prévia com scCO. na
primeira etapa, uma mistura em diferentes proporgdes de scCOy, etanol e agua na
segunda etapa, seguido de extracdo aquosa convencional do residuo 2 (residuo
da extracdo etandlica). Os resultados foram calculados a partir das médias dos

experimentos conduzidos em triplicata.
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Tabela 5.3 Rendimentos de extracdo, compostos fendlicos totais e flavonoides
totais nos diferentes extratos de amostra de A. chica obtidos em duas etapas da
amostra de A. chica a 40 °C e 300 bar, com extracdo prévia com scCO; na
primeira etapa, uma mistura em diferentes proporcdes de scCO,, etanol e agua na
segunda etapa, seguido de extracdo aquosa convencional do residuo 2.

Condicéao Flavonoides

Experimental Extrato Xo (%) Y, (%) Fendlicos Totais Totais
C1 R Cz R
scCO, 0,7+0,1 - 69,3%1,5 0,5 131,1x0,86 0,9
80,8% CO,,
19,2% etanol, Mistura 2,4+0,2 - 178,2£0,8 4,3 373,2+1,2 9,1
0% agua
Aquoso*™™*  17,9+2,1 23,921 60,3£1,3 144 2411032 5,8
scCO, 0,7%0,1 - 69,3%1,5 0,5 131,1x0,86 0,9
79,6% CO,,
14,3% etanol, Mistura  50,2+19,6 - 62,1£t0,6 31,2 31,5#¢32 15,8
6,1% agua

Aquoso™** 1,6£0,2  7,48+0,3 13,1£1,4 1,0 12,5+0,0 0,9
*Xo: Rendimento global de extragao (%, b.s.), descontando o acido citrico adicionado ** Y,: Rendimento total

de extragdo, ndo descontando a massa de 4cido citrico adicionada *** extrato aquoso convencional obtido a
partir do residuo 2 (residuo da extragédo etandlica). C1: concentragdo (mg EAG/g extrato), Cz: concentragao
(mg EC/g extrato), R: rendimento (mg/g mp).

Na Figura 5.8 comparam se os rendimentos globais dos extratos obtidos na
segunda etapa (misturas constituidas de scCOj/etanol/dgua) e na extragcéo
aquosa. Observa-se novamente que o carater do solvente utilizado influenciou
significativamente no rendimento global de extracdo. Na proporcdo empregada
(80,8:19,2:0) scCO,, etanol, agua, respectivamente, obteve-se um rendimento
aproximadamente de 2,4 % * 0,2, rendimento inferior (exceptuando-se o extrato
supercritico) a todos os rendimentos obtidos nesse trabalho. A medida que
aumentou-se a quantidade de agua presente na mistura de 0 % para 6,1 %, o
rendimento aumentou de 2,4 % para 50,2 %. Porém, essa condicdo experimental
foi obtida com um alto desvio padrédo, reflexo da dificuldade encontrada na

estabilizacdo do sistema, provavelmente devido a presenga de duas fases (L-V)
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geradas. Comparando os dados referentes ao extrato aquoso convencional a
partir do residuo 2 (residuo da extracao etandlica), observamos um esgotamento
do leito na proporcao (79,6:14,3:6,1) scCO,, etanol, agua, respectivamente, com
rendimento de 1,61 % evidenciando que a maioria dos compostos extraives foram

obtidos na segunda etapa do processo.
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Figura 5.8 Valores médios dos rendimentos obtidos na extragdo sequencial em leito fixo
em duas etapas da amostra de A. chica a 40 °C e 300 bar, com extragao prévia com
scCO, na primeira etapa, uma mistura em diferentes proporgdes de scCO,, etanol e agua
na segunda etapa seguido de extracdo aquosa convencional do residuo 2 (residuo da
extragcdo etanolica). As barras representam valor da média + DP dos ensaios em triplicata,
letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (Teste de Tukey a
nivel de 5 % de significancia).

Com o intuito de comparacao de dados, foram realizadas seis extragdes
convencionais de amostras de A. chica, sendo uma etandlica utilizando somente

etanol acidificado com &cido citrico 0,3 %, duas extragdes hidroalcodlicas 70:30
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(v/v) acidificadas com &cido citrico 0,3 %, sendo uma realizada a temperatura e
pressdo ambiente e a outra realizada a 40 °C e 300 bar na unidade de extragédo
em leito fixo descrita na sec¢éao 4.3.1 deste trabalho, e trés extragdes aquosas: 40
°C com agua acidificada com &cido citrico 0,3 % , 50 °C e 80 °C com &agua
acidificada com acido citrico 0,3 %. Os dados de rendimentos de extragao,
fendlicos totais e flavonoides totais nos diferentes extratos convencionais estao

mostrados na Tabela 5.4 e Figura 5.10.

Para a obtencéo do extrato hidroalcodlico 70:30 (v/v) acidificado com &cido
citrico 0,3 % a 40 °C e 300 bar na unidade de extracdo em leito fixo, em uma
primeira etapa foi obtido a curva de cinética de extragao, plotando rendimento

global por tempo (Figura 5.9).
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Figura 5.9 Cinética de extragdo convencional hidroalcodlica 70:30 (v:v) acidificada com

acido citrico 0,3 % a 40 °C e 300 bar na unidade de extragcdo em leito fixo.
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Analisando a Figura 5.9, observa-se que logo nos primeiros 20 minutos de
extragdo obteve-se um rendimento superior a 26 % e ao fim dos 360 minutos
estudados o leito ndo foi esgotado. Uma vez que, para a obtencdo dos demais
extratos convencionais etandlicos ou hidroalcoolicos, o tempo de extracdo € em
média de 270 minutos e para obtencdo dos extratos etandlicos em leito fixo foi
estabelecido o tempo de 300 minutos, adotou-se para essa condicdo um tempo
total de extracdo também de 300 minutos.

Durante a realizacao desta cinética foi observada nos dois primeiros frascos
de amostragem uma grande quantidade de material sélido no fundo, e com a
realizagdo da duplicata desse processo esse fato nao foi observado, evidenciando
que possivelmente tenha ocorrido alguma falha operacional no processo. Sendo
assim, a curva de cinética foi desconsiderada para os calculos de rendimento de
extracdo global para esse processo.

Na Tabela 5.4 verifica-se um baixo rendimento de 3,0% na extracao
convencional etandlica. No entanto, a medida que usa-se uma mistura
hidroalcodlica com 70 % de etanol esse rendimento aumenta para 29 % e 22,9 %,
valores observados para as exiragOes realizadas a temperatura ambiente e
pressédo atmosférica e para a extragdo realizada em extrator de leito fixo a 40 °C e
300 bar, respectivamente.
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Tabela 5.4 Rendimentos de extracdo, compostos fendlicos totais e flavonoides

totais nos diferentes extratos convencionais da amostra de A. chica.

Extrato Condicao . - - . L. .
convencional Experimental Xo (%) Y, (%) Fendlicos Totais Flavonoides Totais
C1 R Cz R
Etanélico 100 % 3,0+0,5 7,4840,5 112,9+10,6 8,4 108,4+1,8 8,1

7030 290423 335:23 12241 409  82.6:01 277
Hidroalcoodlico .
ar ' 7030N0 559409 31909 1002:05 320 96,6+22 30,8

extrator
40°C 17,5£2,3 23,4+2,3 39,2+1,7 9,2 21,4+1,3 5,0
Aquoso 50°C 18,8+x1,6 18,8+1,6 119,3x1,2 224 43,3£3,3 8,1
80°C 18,6+0,6 24,4+0,5 67,5+1,7 16,5 33,240,8 8,1

*Xo: Rendimento global de extragdo (%, b.s.), descontando o acido citrico adicionado ** Y,:
Rendimento total de extracdo, ndo descontando a massa de &cido citrico adicionada. Ci:

concentragao (mg EAG/g extrato), C,: concentragdo (mg EC/g extrato), R: rendimento (mg/g mp).

Na Figura 5.10 observa-se que os extratos hidroalcodlicos obtidos diferiram
estatisticamente entre si, 0 que demonstra que para esse caso, a temperatura e

pressao influenciaram estatiscamente para o rendimento global de extracéo.
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Figura 5.10 Valores médios dos rendimentos obtidos nas extragdes convencionais de
amostra de A. chica. As barras representam valor da média + DP dos ensaios em
triplicata, letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (Teste de
Tukey a nivel de 5 % de significancia).

Os extratos aquosos ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, sendo que o maior rendimento obtido foi 18,8 %, na extracdo a 50
°C sem adicao de acido citrico.

5.4. Compostos Fendlicos Totais e Flavonoides Totais

A Figura 5.11 apresenta os dados das Tabelas 5.2, 5.3 e 5.4 para a
concentracdo de compostos fendlicos totais nos extratos obtidos em extracao

sequencial (processos sequenciais em trés ou duas etapas) e dos extratos obtidos
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por processos convencionais. Observa-se que os extratos etandlicos obtidos tanto
de forma convencional quanto no extrator em leito fixo apresentaram conteudos de
compostos fendlicos totais superiores aos conteidos com outros solventes, sendo
que o processo realizado com a mistura 80,8 % scCO,, 19,2 % de etanol e 0 % de
agua foi o que apresentou maior concentracao de compostos fendlicos (178,2 mg
EAG/g extrato). Tal fato foi observado também por Correa (2010), que estudou o
conteudo de compostos fendlicos nos extratos da Curcuma longa e Bindens pilosa
e verificou uma alta concentracao de compostos fendlicos tanto nos extratos que
envolviam o etanol em uma etapa quanto no extrato com scCO; e etanol, em duas

etapas.

Nos extratos aquosos ou no extrato da mistura que contém uma fragao de
agua (79,6 % scCO,, 14,3 % etanol e 6,1 % de agua), a concentracdo dos
compostos fendlicos foi inferior comparada aos demais solventes. Porém, o
extrato obtido convencionalmente a 50 °C sem adicao de acido citrico apresentou
um teor de 119,3 mg EAG/g de extrato, bem superior aos demais extratos

aquosos.

Todos extratos obtidos com scCO, apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Observou-se uma diminuicdo dos compostos
fendlicos com o0 aumento da temperatura e pressédo, sendo a maior concentracao

(69,3 mg EAG/g extrato) obtida na condi¢do de operacao 40 °C e 300 bar.
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Figura 5.11 Teor de compostos fendlicos totais para os diferentes extratos obtidos em leito fixo (em duas ou trés etapas), com

0s respectivos extratos aquosos convencionais e 0s extratos convencionais. As barras representam os valores médio dos

ensaios, letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05).
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Na Figura 5.12, estdo representados os dados da Tabela 5.2, 5.3 e 5.4
para a concentracdo de flavonoides totais nos extratos obtidos em extracao
sequencial (processos sequenciais em trés ou duas etapas) e dos extratos obtidos

convencionalmente.

Em geral, os extratos obtidos com scCO, apresentaram concentracao de
flavonoides totais superiores quando comparados com 0s outros solventes, sendo
que a maior concentracdo obtida foi de 373,2 mg EC/ g extrato no processo
realizado com a mistura 80,8 % scCO2, 19,2 % de etanol e 0 % de agua. Os
extratos obtidos com scCO, na condicdo de 40 °C e 300 bar e 50 °C e 300 bar,
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas, o que demonstra que
a temperatura nado influenciou na concentracdo de flavonoides totais nesses
extratos. O extrato obtido com scCO; na condicdo de 50 °C e 400 bar nao
apresentou diferenca estaticamente significativa no teor de flavonoides totais
quando comparado aos dois extratos convencionais hidroalcodlicos.

Os extratos etandlicos obtidos nos processo em extrator em leito fixo, em
trés etapas, apresentaram diferencas estatisticamente significativas. No entanto, o
extrato etandlico obtido na condi¢cdo de 50 °C e 300 bar ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao teor de flavonoides totais, quando

comparado com o extrato etandlico convencional.

A concentragdo de flavonoides nos extratos obtidos no processo de
extracdo em leito fixo em trés etapas, diminuiu com o aumento da pressao e
temperatura. Os extratos aquosos obtidos convencionalmente apresentaram
diferencas estatisticamente significativas, o que evidencia a influéncia da
temperatura no teor de flavonoides totais.
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Figura 5.12 Teor de flavonoides totais para os diferentes extratos obtidos em leito fixo (em duas ou trés etapas), com os

respectivos extratos aquosos convencionais e os extratos convencionais. As barras representam os valores médio dos

ensaios, letras diferentes representam diferengas significativas (p<0,05).
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Port's (2011) estudou o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides
totais em uma infuséo feita com 0,5 gramas de folhas de A. chica e agua destilada
a 98 °C £ 2 °C por 10 minutos e obteve um teor de 266,94 mg EAG/g de
compostos fendlicos totais e 9,61 mg EC/g de flavonoides totais. Observa-se que
o valor de compostos fendlicos relatado por Port's (2011) € bem superior aos
encontrados neste trabalho, porém o valor de flavonoides totais € inferior a todos
relatados neste trabalho. Esse fato pode ser explicado pela diferenca de
metodologias utilizadas.

Observou-se que o teor de flavonoides totais nos extratos supercriticos foi
superior ao teor de compostos fendlicos totais (Tabelas 5.2 e 5.3), ndo sendo
observado nos extratos etandlicos e aquosos. Estes valores mostraram um perfil
diferente dos valores que se esperava, pois os flavonoides estdo incluidos na
classe dos compostos fendlicos totais. Correa (2010), apresentou valores
praticamente iguais entre teores de flavonoides e compostos fendlicos totais nos
extratros supercriticos. Isto se deve a alguma classe especifica de fendlicos que
sao extraidos com scCOs..

Silva et al., (2007) obtiveram um extrato misto de amostra de A. chica com
metanol, etanol, agua destilada e acido cloridrico (69:20:10:1) sob agitagéo
magnética por 24 horas. O extrato obtido apresentou rendimento de 10,2 mg
EAG/g de folhas secas e 0,06 mg EC/g de folhas secas, para compostos fendlicos
totais e flavonoides totais, respectivamente, valores inferiores ao encontrado neste
trabalho. No entanto, os autores utilizaram matéria-prima fresca (resultado em
base umida), e neste trabalho foram utilizadas amostras secas, o que pode ter
resultado na concentracao destes compostos, tanto para compostos fendlicos
totais como para flavonadides.
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5.5. Quantificacao de Antocianinas pelo Método do pH Diferencial

Testes preliminares para quantificacdo de antocianinas monoméricas pelo
método de pH diferencial foram realizados com os diferentes extratos de A. chica.
No entanto, quando colocadas em solucdo tampao pH 1,0 apresentaram uma
coloragdo amarelada enquanto em solugdo tampao pH 4,5 apresentaram uma
coloragao laranja (Figura 5.13).

Figura 5.13 Solugcbes em diferentes valores de pH, utilizados para analise de pH
diferencial nos extratos de A. chica (a) mistura 80,8% de scCO,, 19,2 % etanol e 0 %
agua, (b) extrato convencional aquoso 50 °C

O principio usado para quantificacdo de antocianinas monoméricas pelo
método de pH diferencial para maioria das frutas ndo apresentam absorbancia
significativa em pH 4,5 (GIUSTI & WROLSTAD, 2001) e em solugbes acidas
apresentam coloracao do avermelhada ao violeta (AWIKA et al., 2004). No entanto
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as 3-desoxiantocianidinas presentes na A. chica mostraram absorbancia
significativa em pH 4,5, sendo assim o método pH diferencial para quantificacao
de antocianinas nao € apropriado para A. chica.

Awika et al. (2004) estudaram as propriedades das 3-desoxiantocianidinas
provenientes do sorgo e verificaram a producdo de um pigmento amarelo
(apigeninidina) e laranja (luteolinidina) em solventes &cidos, indicando que o
método de pH diferencial ndo é o mais apropriado para estimar as antocianinas
monomeéricas no sorgo.

O mais importante € mostrar que as 3- desoxiantocinidinas apresentam
maior estabilidade em valores de pH maiores do que as antocianinas
monomeéricas (AWIKA et al., 2004).

5.6. Analise Qualitativa e Quantitativa por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Todos os extratos obtidos neste trabalho foram codificados e encaminhados
para o CPQBA para analise cromatografica qualitativa e quantitativa. A
concentragdo do pigmento 6,7-dihidroxi-5,4"-dimetoxi flavilium (carajurina) e da
flavona (luteolina) presentes nos exiratos de A. chica foram obtidas através da
curva de calibragdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de UV em arranjos de diodos. Além disso foram monitorados os
pigmentos 6,7,3",4°- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, 6,7,4"- trihidroxi-5-metoxi

flavilium, pigmentos 1 e 2, respectivamente.

A Tabela 5.5 apresenta os picos dos quatro marcadores analisados por
CLAE (componente, tempos de retencédo, massa molar e metodologia utilizada).
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Tabela 5. 5 Picos e tempos de retencdo dos marcadores utilizados

Pico Componente TR MM Metodologia
(min) (g/mol)

1* 6,7,3’ 4" — tetrahidroxi-5-metoxi-flavilium 22 301 Devia et al.,
2002

2* 6,7,4’-trihidroxi-5-metoxiflavilium 24 285 Devia et al.,
2002

3*  6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium (Carajurina) 30 299 Devia et al.,
2002

4**  2-(3,4-Dihidroxiphenil)-5,7-dihidroxi-4-chromenona 16 286 Wang & Li,

(Luteolina) 2007

TR: tempo de retengdo; MM: massa molar, * 470 nm ** 350 nm

Os cromatogramas obtidos por CLAE estao representados nas Figuras
5.14,5.15 e 5.16. A Figura 5.14 (2° etapa: mistura 80,8 % scCO, 19,2 % etanol e
0 % agua) e Figura 5.15 (2°etapa: mistura: 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol e 6,1 %
agua) mostram o efeito da mistura utilizada na segunda etapa do processo (40 °C
e 300 bar). Observa-se que a presenca da agua na mistura (Figura 5.15)
ocasionou uma diminuicdo na concentracdo dos compostos extraidos. Na Figura
5.16 observa-se os cromatogramas a partir dos extratos obtidos por scCO», etanol,
agua na condicao de 40 °C e 300 bar e mostram qualitativamente uma diferenga
de composicao entre os extratos. Os extratos com scCO, foram mais seletivos,
pois extrairam uma menor quantidade de compostos diferentes quando

comparados com os extratos etandlicos e aquosos (Figura 5.16).
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Figura 5.14 Cromatograma do extrato da mistura 80,8 % scCO,, 19,2 % etanol e 0 %
agua 40 °C e 300 bar (EM1) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5
mL/min. Pico 1: 6,7,3,4-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-
metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura 5.15 Cromatograma do extrato 2° etapa: mistura 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol,
6,1% agua (EM7) a 40 °C e 300 bar de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm,
fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-

metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura 5.16 Cromatograma dos extratos de A. chica a 40 °C e 300 bar em trés etapas (a)
scCO, (C43) (b) etanol (E43) (c) aquoso residual (A43). Coluna C18 Gemini a 35°C,
A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3",4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-
trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Na Tabela 5.6, reinem-se os valores dos rendimentos globais de todos os
extratos e as respectivas concentracées de carajurina e luteolina, que foram
obtidas pela analise cromatografica, cujos cromatogramas encontram-se nos
Anexos E e F. A concentracao de carajurina e de luteolina foi apresentada em
porcentagem massica (grama de soluto por 100 gramas de extrato) e o
rendimento de extracdo foi calculado considerando o rendimento global e a
concentracao no extrato, obtendo-se o rendimento de extracdo em mg de soluto
extraido por grama de amostra de folhas de A. chica. Como nado existem padrdes
dos outros dois pigmentos antocianicos (1) 6,7,3",4"- tetra-hidroxi-5-metoxi
flavilium e pigmento (2) 6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium, as concentragdes nao
puderam ser calculadas. Dessta forma a concentragéo foi calculada utilizando-se a
curva padrao da carajurina e a concentracao foi expressa como equivalente de
carajurina.
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Tabela 5.6 Concentragao e rendimento de extracao da carajurina e luteolina presentes no extratos de A. chica

Carajurina (3) Luteolina (1)* (2)* 3ICE
Cédigo Amostra Yo(%) C (%) R C R CE CE CE

C43  1° etapa: scCO,, 40 °C e 300 bar 0,65* 3,28 0,213 0 0 0 0 3,28
E43 2°etapa: etanol acidificado, 40 °C e 300 bar 17,2 8,13 6,66 0,225 0,184 2,05 6,40 16,6
A43 3°etapa: aquosa acidificada convencional residual, 40 °C 19,5 0,49 0,956 0 0 0,28 0,77 1,54
C44  1° etapa: scCO,, 40 °C e 400 bar 0,82* 3,68 0,302 0 0 0 0 3,68
E44 2° etapa: etanol acidificado, 40 °C e 400 bar 18,5 8,15 15,1 0,19 0,180 1,78 6,04 16,0
Ad44  3°etapa: aquosa acidificada convencional residual, 40 °C 18,9 0,36 0,680 0 0 0197 0,558 1,14
C53  1° etapa: scCO,, 50 °C e 300 bar 0,83* 3,82 0,317 0 0 0 0 3,82
E53 2°etapa: etanol acidificado, 50 °C e 300 bar 19,8 7,38 146 0,224 0,241 1,59 54 144
A53 3°etapa: aquosa acidificada convencional residual, 50 °C 21,1 0,38 0,802 0 0 0,25 0,705 1,34
C54  1° etapa: scCO,, 50 °C e 400 bar 1,5% 0,34 0,051 0 0 0 0 0,34
E54 2°etapa: etanol acidificado, 50 °C e 400 bar 19,6 9,27 18,2 0,151 0,163 1,72 5,84 16,8
A54 3°etapa: aquosa acidificada convencional residual, 50 °C 19,5 0,5 0,975 0 0 0.292 0,850 1,64
C43  1° etapa: scCO,, 40 °C e 300 bar 0,65* 3,28 0,213 0 0 0 0 328
EM1 2°etapa: 80,8 % scCO,, 19,2 % etanol, 0 % agua, 40 °C e 300 bar 2,44* 7,71 1,88 0611 0,149 0,526 3,53 11,8
AM1 3°etapa: aquosa acidificada convencional residual, 40 °C 23,9 0,43 1,03 0,090 0,161 0,260 0,70 1,39
C43 1° etapa: scCO,, 40 °C e 300 bar 0,65* 3,28 0,213 0 0 0 0 3,28
EM7 2°etapa: 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol, 6,1 % agua, 40 °C e 300 bar 50,2* 2,52 12,7 0,209 1,049 0971 2,29 5,78
AM7 3°etapa: aquosa acidificada convencional residual, 40 °C 7,48 0 0 0 0 0 0 0
ECE7 hidroalcolica convencional no extrator etanol agua (70:30) (v:v) acidificada 31,9 7,09 226 0515 1,178 190 6,01 150
EC7 hidroalcolica convencional etanol agua (70:30) (v:v) acidificado 33,5 5,78 194 0,901 2611 1,90 5,00 12,7
EC1 etandlica convencional etanol 100 % - acidificado 7,48 10,01 748 0,228 0,068 1,82 6,24 18,1
A40 aquosa acidificada convencional, 40 °C 23,4 0,6 1,40 0 0 0,324 0915 1,84
A50 aquosa convencional, 50 °C (n3o acidificada) 18,8* 1,02 1,92 0,147 0,276 0,536 1,29 2,85
A80 aquosa acidificada convencional, 80 °C 24,4 0,73 1,78 0,107 0,199 0,570 1,19 2,49

* Yo = Rendimento (%, b.s.), extratos sem adigao de acido citrico C = concentragéo (% massica); R= rendimento (mg/g de folhas); Y, = rendimento global
de extragao (excluindo &cido citrico adicionado) (1)* e (2)* = compostos (1) e (2) do crajiri. CE = concentragdo em equivalente de carajurina.
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Na Figura 5.18. comparam-se as concentracbes de carajurina nos
diferentes extratos obtidos de A. chica. Em geral, os extratos etandlicos
apresentaram uma maior concentracao de carajurina quando comparados com
outros solventes. Além disso, observa-se que a extracdo prévia com scCO;
melhora a concentracdo dos extratos etandlicos nos processos sequenciais em
trés etapas. Porém, como mostrado pelos cromatogramas, os extratos
supercriticos apresentaram apenas a carajurina, uma vez que o CO. supercritico
foi mais seletivo, fato que pode ser explicado pela polaridade da carajurina [menor
quantidade de grupos OH comparado aos pigmentos (1) 6,7,3",4"- tetra-hidroxi-5-
metoxi flavilium e pigmento (2) 6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium (Figura 5.17).
Nos extratos obtidos com scCO,, observa-se que na temperatura de 50 °C, o
aumento da pressdo ocasiona uma diminuicAo consideravelmente da
concentragdo de carajurina. A maior concentracdo de carajurina nos extratos
obtidos por scCO, foi obtido na condi¢do de 50 °C e 300 bar (C53). Nos extratos
etandlicos obtidos a maior concentracdo de carajurina foi obtida no extrato
convencional etandlico (EC1), no entanto esse extrato possui um baixo rendimento
de extracao, consequentemente obtém se um baixo rendimento de carajurina no
extrato. Os extratos aquosos apresentaram baixa concentragcdo de carajurina,
sendo a maior concentragéo obtida no extrato convencional a 50 °C (A50).

OH H H

OH O OH OCH,
HO o, O HOO\ HOOO\ O
%
HO O % HO HO 7

OCH, OCH, OCH,
(a) (b) (€)

Figura 5.17 Estrutura molecular (a) 6,7,3",4"- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium (b) 6,7,4"-

trihidroxi-5-metoxi flavilium, (c) carajurina (6,7-dihidroxi-5,4"-dimetoxi flavilium)
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Figura 5.18 Concentragao de carajurina nos diferentes extratos obtidos de A. chica

A Figura 5.19 mostra a estrutura molecular da luteolina. A presenca de 4
grupos hidroxil torna a luteolina uma molécula com insoluvel no didéxido de
carbono. Esse fato, explica a auséncia de luteolina nos extratos de A. chica
obtidos com scCOa.

OH
OH

HO O

OH O

Figura 5.19 Estrutura molecular da luteolina
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A concentracao de luteolina obtida nos diferentes extratos de A. chica pode ser
observada pela Figura 5.20. A maior concentragdo obtida foi no extrato
convencional hidroalcoolico 70:30 (v:v) (EC7). Nos processos sequenciais em
etapas, o maior rendimento de luteolina obtido foi no extrato da mistura 80,8%
scCO,, 19,2% etanol e 0% de agua (EM1), uma vez que o etanol como co-
solvente é capaz de formar interacbes do tipo dipolo-dipolo com os fendis,

facilitando a extragéo de luteolina.

Os extratos aquosos obtidos ndo apresentaram concentracado de luteolina ou
apresentaram baixa concentracdo de luteolina como por exemplo, os extratos
convencionais a 50 °C (A50), 80 °C (A80) e o aquoso residual da mistura 80,8 %
scCOy, 19,2 % etanol e 0 % de agua (AM1).

Concentragdo de Luteolina % (p/p)

0,147

,107

T T T
C43 E4A3 A43 C44 EA4 A44 (53 E53

T T T
A53 (54 E54 A54 EM1 AM1EM7 AM7 ECE7 EC7 EC1 A40 A50 AS80

Amostras Codificadas

Figura 5.20 Concentragao de luteolina nos diferentes extratos obtidos de A. chica
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6. CONCLUSOES GERAIS

No processo de extragdo sequencial em trés etapas, nas quatro condicoes
operacionais de temperatura e pressao (40 °C - 300 bar; 40 °C -400 bar; 50 °C —
300 bar; 50 °C- 400 bar), na primeira etapa utilizando-se como solvente 0 scCO,
e na segunda etapa utilizando o etanol como solvente, foi observado um aumento
de rendimento de extracdo com o0 aumento da temperatura e da pressao, porém
nao de forma estatisticamente significativa. Na terceira etapa, utilizando agua
como solvente, os extratos obtidos ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, sendo assim conlui-se que as condicbes de temperatura e pressao
estudadas neste trabalho pouco influenciaram no rendimento global. No entanto, o
maior rendimento global alcancado foi na condicdo experimental de 50 °C e 300
bar.

Na extracao sequencial em trés etapas a 40 °C e 300 bar, onde a segunda
etapa consiste na mistura scCOj/etanol/agua, observou-se que o carater do
solvente utilizado influenciou significativamente no rendimento global de extragéo,

sendo o maior rendimento de extragao alcangado com a mistura contendo agua.

Nos extratos hidroalcélicos obtidos de forma convencional, observou-se que
a temperatura e pressao influenciou estatisticamente no rendimento global de
extragdo. Ja o extrato etandlico obtido de forma convencional apresentou um
baixo rendimento global de extracdo. Em relagdo aos extratos aquosos obtidos de
forma convencional, as temperaturas estudadas nao influenciaram no rendimento

global de extragéo.

Em termos de compostos fendlicos totais e flavonoides totais, o processo
realizado com a mistura 80,8 % scCOy, 19,2 % de etanol e 0 % de agua foi o que
apresentou maior concentracao tanto de compostos fendlicos como de flavonoides
totais.
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Os extratos etandlicos apresentaram uma maior concentracdo de carajurina
quando comparado com outros solventes. Além disso, observou- se que a
extragdo prévia com scCO2 melhorou a concentragdo dos extratos etandlicos nos
processos sequenciais em trés etapas. Mas os extratos obtidos por scCO:
apresentaram extratos sé contendo carajurina, uma vez que o CO; supercritico foi
mais seletivo para este composto de menor polaridade. Ja em relagao ao teor de
luteolina a maior concentragdo obtida foi no extrato convencional hidroalcoolico
70:30 (v:v).
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Sugestoes para Trabalhos Futuros

Diante dos resultados apresentados e conlusdes sugere-se:

% Fracionar compostos antocianicos em extratos hidroalcodlicos de folhas de
crajiry (Arrabidaea chica) usando o diéxido de carbono supercritico (scCOy)
como anti-solvente com o intuito de avaliar as trés antocianinas majoritarias
[pigmento (1) - 6,7,3",4"- tetra-hidroxi-5-metoxi flavilium, pigmento (2) -
6,7,4 - trihidroxi-5-metoxi flavilium e pigmento (3) - carajurina (6,7-dihidroxi-
5,4 -dimetoxi flavilium)];

% Testar novas propor¢des etanol/dagua na extragdo convencional e na
fracionada com scCO:..
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Anexo A

ANEXO A - Caracterizacao da Matéria-Prima

Tabela A.1. Valores de Volateis + Umidade determinados pelo método
gravimétrico das amostras de A. chica.

Ensaio Amostra umida (bu) Amostra seca (bs) Umidade (%)
(8) (g)
1 2,0052 1,8827 6,109
2 2,0036 1,8798 6,179
3 2,0005 18795 6,048
Média 6,112 £ 0,06

Tabela A. 2. Teor de agua determinado pelo método de Karl Fischer para amostra
de A. chica

Ensaio Amostra (g) Umidade (%)
1 0,2056 5,181
2 0,2078 5,042
3 0,2022 5,666
Média 5,296 + 0,32
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Tabela A.3 Dados para calculo do diametro médio das particulas das folhas da A.

chica
Mesh di  di+1 (didi+1)*® Wi logd wi.log d %
(mm) massa (g)
6 3,54 - - - - - -
8 2,36 3,54  2,89040 0,17 0,46096 0,07836  0,0177
12 1,4 236  1,81769 3,04 0,25952 0,78894 0,317
16 1,0 1,4 1,18322 10,94 0,07306 0,79932 1,140
24 071 1,0 0,84261 409,14 -0,07437  -30,42808 42,65
32 05 071  0,59582 207,6 -0,22489  -46,68630 21,64
48 03 05 038730 141,14 -0,41195  -58,14324 14,71
Fundo* 0,15 0,3  0,21213 187,16 -0,67339  126,03237 19,51

* Adotou-se que para o produto retido no fundo o didametro seria 0,15 mm (média aritmética entre 0

e 0,3 mm).

Tabela A. 4 Densidade aparente das folhas secas, trituradas e peneiradas da A.

chica.
Ensaio Massa (g) Densidade aparente (g/cm3)
1 2,9414 0,2941
2 2,6013 0,2601
3 2,6656 0,2666
4 2,4928 0,2493
MEDIA 2,6753 0,268 £ 0,0191
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Anexo B

ANEXO B - Curva de Calibracao para Determinacao de Compostos Fenolicos

Totais e Flavonoides Totais

Tabela B. 1. Valores de absorbancia para determinacao da curva de calibracdo de acido

galico

Concentragao diluigdo (mg/mL) Absorbancia Média Desvio Padrdo
0,0934
0,02 0,0938 0,0940 0,0008
0,0949
0,1995
0,04 0,2008 0,1998 0,0009
0,199
0,2394
0,05 0,24 0,2396 0,0003
0,2394
0,3316
0,07 0,3342 0,3329 0,0013
0,333
0,4181
0,09 0,42 0,4194 0,0011
0,42
0,4816
0,1 0,4817 0,4822 0,0009
0,4832

Curva de calibracdo de acido galico

0,6 -
0,5 -
= 0,4 -
=]
=
<o
2 0,3 -
o
w
=
< 0,2 -
0,1 - y =4,7429x+ 0,0019
R2 = 0,9989
O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentragdo (mg EAG/mL)

Figura B. 1. Curva de calibragéao de acido galico
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Tabela B. 2. Valores de absorvancia para determinacdo da curva de calibracdo de

catequina
Concentragao diluigdo (mg/mL) Absorbancia Média Desvio Padrao
0,0621
0,02 0,062 0,0618 0,0004
0,0614
0,1327
0,04 0,1322 0,1322 0,0004
0,1319
0,1636
0,05 0,1632 0,1635 0,0002
0,1636
0,2348
0,07 0,2348 0,2344 0,0007
0,2335
0,2953
0,09 0,2947 0,295 0,0004
0,3248
0,1 0,3261 0,3254 0,0007
0,3252
Curva de calibragao de cateqquina
0,35
0,3
0,25
8
& 0.2
2
2 0,15
=
<
0,1
0,05 y = 3,2878x- 0,0006
R% =0,9995
0 T T T T T 1
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentragdo mg EC/mL)

Figura B. 2. Curva de calibracdo de catequina
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Anexo C

ANEXO C - Dados Experimentais Obtidos nas Extracoes da Amostra de A.

chica.

Tabela C.1 Corrida 1: Cinética de extracéo 40 °C e 300 bar da amostra A. chica

Massa inicial da amostra: 5,0043 g

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente (g) pontual (g) acumulada (%)
(g)
0 0 0 0 0 0 0
1 30 49,5 9,891 0,0507 0,0507 1,013
2 60 99 19,783 0,0119 0,0626 1,251
3 90 148,5 29,674 0,0090 0,0716 1,431
4 120 198 39,566 0,0050 0,0766 1,531
5 150 247,5 49,457 0,0052 0,0818 1,635
6 180 297 59,349 0,0030 0,0848 1,695
7 210 346,5 69,240 0,0021 0,0869 1,737
8 240 396 79,132 0,0015 0,0884 1,766
9 270 445,5 89,023 0,0013 0,0897 1,792
10 300 495 98,915 0,0011 0,0908 1,814
11 330 544,5 108,806 0,0020 0,0928 1,854
12 360 594 118,698 0,0006 0,0934 1,866
le 370 597,925 119,482 0,0382 0,1316 2,630
2e 380 601,85 120,267 0,0327 0,1643 3,283
3e 390 605,775 121,051 0,0313 0,1956 3,909
4e 400 609,7 121,835 0,0234 0,2190 4,376
5e 410 613,625 122,620 0,0180 0,2370 4,736
6e 420 617,55 123,404 0,0162 0,2532 5,060
7e 440 625,4 124,973 0,0291 0,2823 5,641
8e 460 633,25 126,541 0,0231 0,3054 6,103
9e 480 641,1 128,110 0,0217 0,3271 6,536
10e 500 648,95 129,678 0,0194 0,3465 6,924
1le 520 656,8 131,247 0,0195 0,3660 7,314
12e 540 664,65 132,816 0,0186 0,3846 7,685
13e 570 676,425 135,169 0,0247 0,4093 8,179
14e 600 688,2 137,522 0,0234 0,4327 8,647
15e 630 699,975 139,875 0,0231 0,4558 9,108
16e 660 711,75 142,228 0,0205 0,4763 9,518
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17e 690 723,525 144,581 0,0193 0,4956 9,903
18e 720 735,3 146,934 0,0184 0,5140 10,271
19e 750 747,075 149,287 0,0167 0,5307 10,605
20e 790 762,775 152,424 0,0683 0,5990 11,970
21e 830 778,475 155,561 0,0285 0,6275 12,539
22e 870 794,175 158,699 0,0198 0,6473 12,935
23e 910 809,875 161,836 0,0163 0,6636 13,261
24e 950 825,575 164,973 0,0158 0,6794 13,576
la 960 830,575 165,972 0,0074 0,6868 13,724
2a 970 835,575 166,971 0,1514 0,8382 16,750
3a 980 840,075 167,871 0,1513 0,9895 19,773
4a 990 845,075 168,870 0,1114 1,1009 21,999
5a 1000 850,575 169,969 0,1003 1,2012 24,003
6a 1010 855,575 170,968 0,0834 1,2846 25,670
7a 1020 860,575 171,967 0,0842 1,3688 27,352
8a 1030 865,575 172,966 0,0722 1,4410 28,795
9a 1040 870,575 173,965 0,0658 1,5068 30,110
10a 1060 881,075 176,064 0,1180 1,6248 32,468
11a 1080 891,575 178,162 0,0959 1,7207 34,384
12a 1100 901,575 180,160 0,0688 1,7895 35,759
13a 1120 912,075 182,258 0,0595 1,8490 36,948
14a 1140 922,575 184,356 0,0257 1,8747 37,462
15a 1160 933,075 186,455 0,0244 1,8991 37,949
16a 1190 949,075 189,652 0,0204 1,9195 38,357
17a 1220 965,075 192,849 0,0330 1,9525 39,016
18a 1250 981,575 196,146 0,0171 1,9696 39,358
19a 1280 997,575 199,344 0,0114 1,9810 39,586
20a 1312 1015,075 202,841 0,0123 1,9933 39,832

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao

Tabela C.2. Corrida 2: Extracdo a 40 °C e 300 bar da amostra A. chica

Massa inicial da amostra: 5,0027 g

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) Solvente (g) pontual acumulada (%)
(g) (g)
1 90 148,5 29,684 0,0375 0,0375 0,749
le 390 384 76,758 0,3636 0,4011 8,018

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao
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Tabela C.3. Corrida 3: Extracao a 40 °C e 300 bar da amostra A. chica

Massa inicial da amostra: 5,0048 g

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente (g) pontual acumulada (%)
(g) (g)
1 90 148,5 29,671 0,024 0,024 0,4795
le 390 384 76,728 0,4836 0,5076 10,14266

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.4. Corrida 4: Cinética de extracao a 40 °C e 400 bar da amostra A. chica

Massa inicial de amostra: 4,9961 ¢

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente (g) pontual acumulada (g) (%)
(8)
0 0 0 0 0 0 0
1 30 49,5 9,908 0,037 0,037 0,741
2 60 99 19,815 0,0182 0,0552 1,105
3 90 148,5 29,723 0,0044 0,0596 1,193
4 120 198 39,631 0,0036 0,0632 1,265
5 150 247,5 49,539 0,0027 0,0659 1,319
6 180 297 59,446 0,0015 0,0674 1,349
7 210 346,5 69,354 0,0011 0,0685 1,371
8 240 396 79,262 0,0013 0,0698 1,397
9 270 445,5 89,170 0,0009 0,0707 1,415
10 300 495 99,077 0,0009 0,0716 1,433
11 330 5445 108,985 0,0018 0,0734 1,469
12 360 594 118,893 0,0015 0,0749 1,499
13 390 643,5 128,800 0,0012 0,0761 1,523
14 420 693 138,708 0,0005 0,0766 1,533
15 450 742,5 148,616 0,0003 0,0769 1,539
le 460 746,425 149,402 0,0577 0,1346 2,694
2e 470 750,35 150,187 0,0268 0,1614 3,231
3e 480 754,275 150,973 0,0237 0,1851 3,705
de 490 758,2 151,758 0,0187 0,2038 4,079
5e 500 762,125 152,544 0,017 0,2208 4,419
6e 510 766,05 153,330 0,0153 0,2361 4,726
7e 520 769,975 154,115 0,014 0,2501 5,006
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8e
9e
10e
1lle
12e
13e
14e
15e
16e
17e
18e
19e
20e
2le
22e
23e
24e
25e
26e
27e
28e
29%e
30e
31le
32e
33e
34e
35e
1a
2a
3a
4a
5a
6a
7a
8a
9a
10a
11a
12a

530
540
560
580
600
630
660
690
720
750
780
810
850
890
930
970
1010
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1560
1570
1580
1590
1600
1610
1620
1630
1640
1660
1680
1700

773,9
777,825
785,675
793,525
801,375

813,15
824,925

836,7

848,475
860,25
872,025

883,8

899,5

915,2

930,9

946,6

962,3

978
997,625
1017,25

1036,875

1056,5
1076,125
1095,75
1115,375

1135

1154,625
1174,25
1180,25
1185,65
1191,25
1195,65
1201,65
1206,25
1211,25
1216,25
1221,25
1232,25
1242,25
1252,25

154,901
155,686
157,258
158,829
160,400
162,757
165,114
167,471
169,827
172,184
174,541
176,898
180,040
183,183
186,325
189,468
192,610
195,753
199,681
203,609
207,537
211,465
215,393
219,321
223,249
227,177
231,105
235,033
236,234
237,315
238,436
239,317
240,518
241,438
242,439
243,440
244,441
246,642
248,644
250,646

0,0123
0,0105
0,0212
0,0203
0,0163
0,0235
0,0216
0,0192
0,0234
0,0153
0,0143
0,0129
0,0157
0,0114
0,0165
0,0111
0,0133
0,0361
0,0263
0,0121
0,0085
0,0079
0,009
0,0116
0,011
0,0124
0,0115
0,011
0,0584
0,2656
0,2296
0,128
0,1416
0,084
0,072
0,048
0,0312
0,0525
0,03
0,021

0,2624
0,2729
0,2941
0,3144
0,3307
0,3542
0,3758
0,395

0,4184
0,4337
0,448

0,4609
0,4766
0,488

0,5045
0,5156
0,5289
0,565

0,5913
0,6034
0,6119
0,6198
0,6288
0,6404
0,6514
0,6638
0,6753
0,6863
0,7447
1,0103
1,2399
1,3679
1,5095
1,5935
1,6655
1,7135
1,7447
1,7972
1,8272
1,8482

5,252
5,462
5,887
6,293
6,619
7,090
7,522
7,906
8,375
8,681
8,967
9,225
9,539
9,768
10,098
10,320
10,586
11,309
11,835
12,077
12,248
12,406
12,586
12,818
13,038
13,286
13,517
13,737
14,906
20,222
24,817
27,379
30,214
31,895
33,336
34,297
34,921
35,972
36,573
36,993
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13a 1720 1263,25 252,847 0,006 1,8542 37,113
14a 1740 1274,25 255,049 0,018 1,8722 37,473
15a 1760 1286,25 257,451 0,0045 1,8767 37,563
16a 1790 1303,25 260,853 0 1,8767 37,563
17a 1820 1320,25 264,256 0,014 1,8907 37,844
18a 1850 1337,25 267,659 0 1,8907 37,844
19a 1880 1355,25 271,262 0,006 1,8967 37,964
20a 1910 1372,25 274,664 0,006 1,9027 38,084
21a 1940 1389,25 278,067 0,014 1,9167 38,364

* S/F = razao massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.5. Corrida 5: Extragédo a 40 °C e 400 bar da amostra A. chica

Massa inicial da amostra: 4,9917 g

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min)  solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 90 148,5 29,749 0,0276 0,0276 0,553
le 390 384 76,928 0,4962 0,5238 10,493

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao

Tabela C.6. Corrida 6: Extracao a 40 °C e 400 bar da amostra A. chica

Massa inicial da amostra: 5,0011 g

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 90 148,5 29,635 0,0367 0,0367 0,734
le 390 384 76,783 0,5652 0,6019 12,035

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao
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Tabela C.7.Corrida 7: Cinética de extracdo a 50 °C e 300 bar da amostra A. chica

Massa inicial da amostra: 4,9951 g

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente (g) pontual acumulada (g) (%)
(g)
0 0 0 0 0 0 0
1 30 49,5 9,910 0,0315 0,0315 0,631
2 60 99 19,819 0,0063 0,0378 0,757
3 90 148,5 29,729 0,0047 0,0425 0,851
4 120 198 39,639 0,0027 0,0452 0,905
5 150 247,5 49,549 0,0016 0,0468 0,937
6 180 297 59,458 0,0027 0,0495 0,991
7 210 346,5 69,368 0,0024 0,0519 1,039
8 240 396 79,278 0,0018 0,0537 1,075
9 270 445,5 89,187 0,0002 0,0539 1,079
10 300 495 99,097 0,0001 0,054 1,081
11 330 544,5 109,007 0,0006 0,0546 1,093
12 360 594 118,917 0,0006 0,0552 1,105
13 390 643,5 128,826 0,0005 0,0557 1,115
14 420 693 138,736 0,0016 0,0573 1,147
15 450 742,5 148,646 0,0001 0,0574 1,149
16 480 792 158,555 0,0013 0,0587 1,175
17 510 841,5 168,465 0 0,0587 1,175
18 540 891 178,375 1E-04 0,0588 1,177
19 570 940,5 188,285 0,0022 0,061 1,221
le 580 944,425 189,070 0,0704 0,1314 2,631
2e 590 948,35 189,856 0,0403 0,1717 3,437
3e 600 952,275 190,642 0,0421 0,2138 4,280
4e 610 956,2 191,428 0,0332 0,247 4,945
5e 620 960,125 192,213 0,0248 0,2718 5,441
6e 630 964,05 192,999 0,0203 0,2921 5,848
7e 640 967,975 193,785 0,0167 0,3088 6,182
8e 650 971,9 194,571 0,0152 0,324 6,486
9e 660 975,825 195,356 0,0134 0,3374 6,755
10e 680 983,675 196,928 0,026 0,3634 7,275
1le 700 991,525 198,500 0,0327 0,3961 7,930
12e 720 999,375 200,071 0,0222 0,4183 8,374
13e 750 1011,15 202,428 0,0275 0,4458 8,925
14e 780 1022,925 204,786 0,0271 0,4729 9,467
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15e
16e
17e
18e
19e
20e
2le
22e
25e
24e/a
1a
2a
3a
4a
5a
6a
7a
8a
9a
10a
11a
12a
13a
14a
15a
16a
17a
18a
19a
20a
21a

810
840
870
900
930
970
1010
1050
1090
1120
1130
1140
1150
1160
1170
1180
1190
1200
1210
1230
1250
1270
1290
1310
1330
1360
1390
1420
1450
1480
1510

1034,7
1046,475
1058,25
1070,025
1081,8
1097,5
1113,2
1128,9
1144,6
1156,375
1161,875
1167,075
1172,675
1177,975
1183,175
1188,775
1194,375
1199,875
1205,375
1217,375
1229,375
1240,375
1252,375
1263,375
1275,375
1293,375
1310,375
1328,875
1347,375
1365,375
1383,375

207,143
209,500
211,858
214,215
216,572
219,715
222,858
226,001
229,145
231,502
232,603
233,644
234,765
235,826
236,867
237,988
239,109
240,210
241,311
243,714
246,116
248,318
250,721
252,923
255,325
258,929
262,332
266,036
269,739
273,343
276,946

0,0248
0,021
0,0197
0,0195
0,0198
0,0244
0,0263
0,0232
0,0202
0,0379
0,0098
0,0091
0,0084
0,0119
0,0707
0,2198
0,14
0,1113
0,0882
0,159
0,1275
0,0945
0,0075
0,036
0,003
0,018
0,01
0,008
2,28E-15
0,006
0,004

0,4977
0,5187
0,5384
0,5579
0,5777
0,6021
0,6284
0,6516
0,6718
0,7097
0,7195
0,7286
0,737

0,7489
0,8196
1,0394
1,1794
1,2907
1,3789
1,5379
1,6654
1,7599
1,7674
1,8034
1,8064
1,8244
1,8344
1,8424
1,8424
1,8484
1,8524

9,964
10,384
10,779
11,169
11,565
12,054
12,580
13,045
13,449
14,208
14,404
14,586
14,754
14,993
16,408
20,808
23,611
25,839
27,605
30,788
33,341
35,233
35,383
36,103
36,163
36,524
36,724
36,884
36,884
37,004
37,084

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao
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Tabela C.8. . Corrida 8: Extracao a 50 °C e 300 bar da amostra A. chica

Massa inicial de amostra: 4,9972 g.

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente pontual (g) acumulada (g) (%)
(g)
1 90 148,5 29,717 0,0333 0,0333 0,666
le 390 384 76,843 0,4938 0,5271 10,548

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.9. Corrida 9: Extracao a 50 °C e 300 bar da amostra A. chica

Massa inicial de amostra: 4,9971 g.

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente pontual (g) acumulada (g) (%)
(8)
1 90 148,5 29,717 0,0492 0,0492 0,985
le 390 384 76,844 0,6423 0,6915 13,838

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao

Tabela C.10. Corrida 10: Cinética de extracdao a 50 °C e 400 bar da amostra A.

chica

Massa inicial da amostra: 4,9939 g.

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min)  solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
0 0 0 0 0 0 0,000
1 30 49,5 9,912093 0,0499 0,0499 0,999
2 60 99 19,82419 0,0152 0,0651 1,304
3 90 148,5 29,73628 0,0021 0,0672 1,346
4 120 198 39,64837 0,0008 0,068 1,362
5 150 247,5 49,56046 0 0,068 1,362
le 160 251,111 50,28355 0,067 0,135 2,703
2e 170 254,722 51,00663 0,0401 0,1751 3,506
3e 180 258,333 51,72971 0,0321 0,2072 4,149
4e 190 261,944 52,45279 0,026 0,2332 4,670
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5e
6e
7e
8e
9e
10e
1lle
12e
13e
14e
15e
16e
17e
18e
19e
20e
21e
22e
23e
24e
25e
1a
2a
3a
4a
5a
6a
7a
8a
9a
10a
11a
12a
13a
14a
15a
16a
17a
18a
19a

200
210
220
230
240
260
280
300
330
360
390
420
450
480
510
550
590
630
670
710
740
750
760
770
780
790
800
810
820
830
850
870
890
910
930
950
980
1010
1040
1070

265,555
269,166
272,777
276,388
279,999
287,221
294,443
301,665
312,498
323,331
334,164
344,997
355,83
366,663
377,496
391,94
406,384
420,828
435,272
449,716
460,549
465,349
470,349
475,549
480,749
485,749
490,649
495,649
500,849
506,049
518,049
529,049
540,049
551,049
563,049
575,049
592,049
608,049
624,049
641,049

53,17587
53,89896
54,62204
55,34512
56,0682
57,51437
58,96053
60,4067
62,57594
64,74519
66,91444
69,08368
71,25293
73,42218
75,59142
78,48375
81,37608
84,26841
87,16074
90,05306
92,22231
93,18348
94,18471
95,22598
96,26725
97,26847
98,24966
99,25089
100,2922
101,3334
103,7364
105,939
108,1417
110,3444
112,7474
115,1503
118,5544
121,7583
124,9623
128,3664

0,0234
0,0178
0,0172
0,0163
0,0151
0,0273
0,0231
0,0227
0,0301
0,0271
0,0255
0,0222
0,0234
0,0199
0,0199
0,0251
0,025

0,0197
0,0188
0,0168
0,0382
0,0105
0,0077
0,0091
0,0238
0,112

0,0973
0,0735
0,0609
0,056

0,0885
0,0765
0,078

0,069

0,054

0,0555
0,076

0,058

0,066

0,034

0,2566
0,2744
0,2916
0,3079
0,323

0,3503
0,3734
0,3961
0,4262
0,4533
0,4788
0,501

0,5244
0,5443
0,5642
0,5893
0,6143
0,634

0,6528
0,6696
0,7078
0,7183
0,726

0,7351
0,7589
0,8709
0,9682
1,0417
1,1026
1,1586
1,2471
1,3236
1,4016
1,4706
1,5246
1,5801
1,6561
1,7141
1,7801
1,8141

5,138

5,495

5,839

6,166

6,468

7,015

7,477

7,932

8,534

9,077

9,588

10,032
10,501
10,899
11,298
11,800
12,301
12,695
13,072
13,408
14,173
14,384
14,538
14,720
15,197
17,439
19,388
20,859
22,079
23,200
24,972
26,504
28,066
29,448
30,529
31,641
33,162
34,324
35,645
36,326
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20a 1100 657,049 131,5703 0,036 1,8501 37,047
21a 1130 673,049 134,7742 0,014 1,8641 37,328
22a 1160 689,049 137,9781 0,016 1,8801 37,648

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.11. Corrida 11: Extracao a 50 °C e 400 bar da amostra A. chica

Massa inicial de amostra: 5,0007 g.

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min) solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 90 148,5 29,696 0,0888 0,0088 1,776
le 390 384 76,789 0,5609 0,6497 12,992

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.12. Corrida 12: Extracao a 50 °C e 400 bar da amostra A. chica

Massa inicial de amostra: 5,0062 g.

Amostra Tempo Massa S/F* Massa Massa Rendimento
(min)  solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 90 148,5 29,663 0,0266 0,0266 0,531
le 390 384 76,705 0,6024 0,629 12,564

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao

Tabela C.13. Corrida 13: Cinética de extragdo 40°C e 300 bar em duas etapas.
Segunda etapa: 80,8 % scCO,, 19,2 % etanol, 0 % agua.

Massa inicial de amostra: 5,0025 g

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
0 0 0 0 0 0
1 49,5 9,895 0,0265 0,0265 0,530
2 99 19,790 0,0065 0,033 0,660
3 148,5 29,685 0,0038 0,0368 0,736
4 209,775 41,934 0,0399 0,0767 1,533
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5 271,05 54,183 0,042 0,1187 2,373
6 332,325 66,432 0,0185 0,1372 2,743
7 393,6 78,681 0,0113 0,1485 2,969
8 454,875 90,930 0,0084 0,1569 3,136
9 516,15 103,178 0,0066 0,1635 3,268
10 577,425 115,427 0,0067 0,1702 3,402
11 638,7 127,676 0,0053 0,1755 3,508
12 699,975 139,925 0,0028 0,1783 3,564

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.14. Corrida 14: Extracdo 40 °C e 300 bar em duas etapas. Segunda
etapa: 80,8 % scCO,, 19,2 % etanol, 0 % agua.

Massa inicial de amostra: 4,9934 g.

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 148,5 29,739 0,0322 0,0322 0,645
im 761,25 152,451 0,1187 0,1509 3,022

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao

Tabela C.15. Corrida 15: Extracdo 40 °C e 300 bar em duas etapas. Segunda
etapa: 80,8 % scCO;, 19,2 % etanol, 0 % agua

Massa inicial de amostra: 4,9958 g.

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 148,5 29,725 - - -
Im 761,25 152,378 0,1149 0,1149 2,298

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao
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Tabela C.16. Corrida 16: Cinética de extracado 40 °C e 300 bar em duas etapas.
Segunda etapa: 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol e 6,1 % agua.

Massa inicial de amostra: 5,0001 g.

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)

0 0 0 0 0 0

1 49,5 9,900 0,0242 0,0242 0,484
2 99 19,800 0,0079 0,0321 0,642
3 148,5 29,699 0,0051 0,0372 0,744
4 210,654 42,130 0,0138 0,051 1,020
5 272,808 54,561 0,5068 0,5578 11,154
6 334,962 66,991 0,4009 0,9587 19,170
7 397,116 79,422 0,2446 1,2033 24,061
8 459,27 91,852 0,1769 1,3802 27,598
9 521,424 104,283 0,1472 1,5274 30,542
10 583,578 116,713 0,0377 1,5651 31,296
11 645,732 129,144 0,0201 1,5852 31,698

* S/F = razéo massica entre solvente e alimentagédo

Tabela C.17. Corrida 17: Extracdo 40 °C e 300 bar em duas etapas. Segunda
etapa: 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol e 6,1% agua.

Massa inicial de amostra: 4,9973 g.

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente pontual (g) acumulada (g) (%)
(8)
1 148,5 29,716 0,0224 0,0224 0,448
im 770,04 154,091 3,4829 3,5053 70,144

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao
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Tabela C.18. Corrida 18: Extracdo 40 °C e 300 bar em duas etapas. Segunda
etapa: 79,6 % scCOy, 14,3 % etanol e 6,1 % agua.

Massa inicial de amostra: 5,0053 g.

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)
1 148,5 29,668 0,0395 0,0395 0,789
im 770,04 153,845 2,5209 2,5604 51,251

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentacao

Tabela C.19. Corrida 19: Cinética de extragao 40 °C e 300 bar em duas etapas.
Segunda etapa: 78,4 % scCO,, 10,8 % etanol e 10,8 % agua.

Massa inicial de amostra: 5,0025 g

Amostra Massa S/F* Massa Massa Rendimento
solvente (g) pontual (g) acumulada (g) (%)

0 0 0 0 0 0

1 49,5 9,895 0,0344 0,0344 0,687
2 99 19,790 0,0095 0,0439 0,876
3 148,5 29,685 0,004 0,0479 0,956
4 211,68 42,315 0,0005 0,0484 0,966
5 274,86 54,945 1,4828 1,5312 30,565
6 338,04 67,574 0,1294 1,6606 33,148
8 357,255 71,415 0,0582 1,7188 34,310
9 420,435 84,045 0,0323 1,7511 34,955
10 483,615 96,675 0,0188 1,7699 35,330
11 546,795 109,304 0,0181 1,788 35,691
12 609,975 121,934 0,0202 1,8082 36,095
13 673,155 134,564 0,0131 1,8213 36,356

* S/F = razdo massica entre solvente e alimentagao
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Tabela C.20.Dados experimentais das extragcdes convencionais aquosa obtidos a
partir dos residuos 2.

Condicao Massa do Massa extraida Rendimento
experimental Ensaio residuo 2 (g) (g) (%) Média
2.1 1,0013 0,1067 10,656
2.2 1,0073 0,1194 11,853
2.3 1,0124 0,1323 13,068
40 °C - 300 bar 3.1 1,0728 0,1589 14,811 13,62 +£2,3
3.2 1,0128 0,1803 17,802
3.3 1,0088 0,1367 13,551
2.1 1,0011 0,1035 10,339
2.2 1,0098 0,1374 13,607
2.3 1,0098 0,152 15,052
40 °C - 400 bar 3.1 1,0062 0,0945 9,392 13,05+ 2,6
3.2 1,0129 0,1463 14,444
3.3 1,0483 0,1623 15,482
2.1 1,0014 0,1423 14,210
2.2 1,0004 0,1589 15,884
2.3 1,0023 0,1505 15,015
50 °C - 300 bar 3.1 1,0013 0,1602 15,999 15,16 £ 0,77
3.2 1,0142 0,1573 15,510
3.3 1,0043 0,1439 14,328
2.1 1,0081 0,0318 3,154*
2.2 1,0043 0,0426 4,241*
2.3 1,0062 0,044 4,373*
50 °C - 400 bar 3.1 1,0164 0,1483 14,591 13,57 £ 0,93
3.2 1,0051 0,1344 13,372
3.3 1,0248 0,1308 12,763
2.1 1,0065 0,1829 18,172
40 °C - 300 bar 2.2 1,0058 0,1604 15,947
2° etapa: 2.3 1,009 0,1771 17,552
Mistura: 80,8 % 3.1 1,0028 0,2008 20,024 17,93 +2,1
5cCO,, 19,2 % 3.2 1,005 0,2056 20,457
etanol e 0% agua 3.3 1,0032 0,1551 15,460
2.1 1,0057 0,0163 1,620
40°C - 300 bar 2.2 1,006 0,0167 1,660
Mi:t;‘:;?';;’ls% 2.3 1,0033 0,0195 1,944
scCO;,14,3% 3.1 1,0373 0,0173 1,668 1,61+0,2
etanol e 3.2 1,0416 0,0147 1,411
6,1%agua 3.3 1,046 0,0144 1,377

* Valores desconsiderados nos célculos de rendimento devido a incoeréncia.
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Tabela C.21. Dados experimentais da extracao convencional etandlica.

Ensaio Massa inicial Massa extraida Rendimento (%)
(8) (8)

1 1,0004 0,0344 3,439

2 1,0065 0,0283 2,812

3 1,002 0,0301 3,004

4 1,0023 0,0259 2,584

5 1,0083 0,0393 3,898

6 1,0068 0,0288 2,860

7 1,0031 0,0239 2,383
MEDIA 2,997 + 0,52

Tabela C.22. Dados experimentais da extragao convencional hidroalcodlica, 70:30
(V/V).

Ensaio Massa inicial Massa extraida  Rendimento (%)
(8) (8)
1 10,0088 3,15 31,472
2 10,0068 2,685 26,832
3 10,0085 2,865 28,626
MEDIA 28,977+2,34
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Tabela C.23. Dados experimentais obtidos na cinética referente ao extrato

convencional 70:30 (v/v) acificado com acido citrico 0,3%, nas condicbes

experimentais de 40 °C e 300 bar em extrator de leito fixo.

Massa inicial de amostra: 5,0018 g

Ensaio Tempo Massa Massa Massa Rendimento
(min)  solvente(g) pontual acumulada (g) (%)
(g)

0 0 0 0 0 0

1 10 3,925 0,4846 0,4846 9,689
2 20 7,85 0,8422 1,3268 26,526
3 30 11,775 0,1655 1,4923 29,835
4 40 15,857 0,11128 1,60358 32,060
5 50 20,096 0,09558 1,69916 33,971
6 60 24,178 0,06344 1,7626 35,239
7 70 28,26 0,0624 1,825 36,487
8 80 32,499 0,0567 1,8817 37,620
9 90 36,581 0,04524 1,92694 38,525
10 110 45,216 0,0792 2,00614 40,108
11 130 53,851 0,0847 2,09084 41,802
12 150 63,271 0,0756 2,16644 43,313
13 180 76,616 0,0816 2,24804 44,945
14 210 89,961 0,0629 2,31094 46,202
15 240 103,306 0,0629 2,37384 47,459
16 270 116,651 0,051 2,42484 48,479
17 300 129,996 0,0425 2,46734 49,329
18 330 143,341 0,0527 2,52004 50,383
19 360 156,686 0,0323 2,55234 51,028
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Tabela C.24. Dados experimentais referente ao extrato convencional 70:30 (v/v)

acificado com &cido citrico 0,3%, nas condi¢des experimentais de 40°C e 300 bar
em extrator de leito fixo (1° repeticao).

Massa inicial de amostra: 5,0033 g

Amostra Tempo Massa Massa Rendimento (%)
(min) pontual (g) acumulada (g)
2.1 100 0,775 0,775 15,490
2.2 200 0,22 0,995 19,887
2.3 300 0,12 1,115 22,285

Tabela C.25. Dados experimentais referente ao extrato convencional 70:30 (v/v)

acificado com acido citrico 0,3 %, nas condicdes experimentais de 40 °C e 300 bar
em extrator de leito fixo (2° repeticéo).

Massa inicial de amostra: 5,002 g

Amostra Tempo Massa Massa acumulada Rendimento
(min) pontual (g) () (%)
3.1 100 0,78 0,775 15,494
3.2 200 0,265 1,04 20,792
3.3 300 0,135 1,175 23,490

Tabela C.26. Dados experimentais da extragao convencional aquosa acidificada a
40 °C

Ensaio Massa inicial (g) Massa extraida (g)  Rendimento (%)
1 1,004 0,1505 14,990
2 1,0146 0,1817 17,909
3 1,0055 0,1965 19,543
MEDIA 17,480 % 2,3

109



Anexo C

Tabela C.27. Dados experimentais da extracao convencional aquosa a 50 °C

Ensaio Massa inicial (g) Massa extraida (g) Rendimento (%)
1 1,0137 0,1976 19,493
2 1,0140 0,2019 19,911
3 1,0046 0,1697 16,892
MEDIA 18,764 + 1,63

Tabela C. 28. Dados experimentais da extracdo convencional aquosa acidificada a
80 °C

Ensaio Massa inicial (g)  Massa extraida (g) Rendimento (%)
1 1,0055 0,1796 17,862
2 1,0045 0,188 18,716
3 1,0662 0,2039 19,124
MEDIA 18,567 + 0,64
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Anexo D

ANEXO D - Curvas de calibracao de luteolina e carajurina utilizadas na analise por CLAE

Tabela D.1. Valores de concentracao para determinacao da Tabela D.2. Valores de concentracao para determinacao da
curva de calibrag&o de luteolina. curva de calibragao de carajurina.
Padr3o Luteolina Area Padr3o Carajurina Area
(conc (ug/mL)) (conc (ug/mL))
4,7 383994 9,94 247060
4,8 387201 19,9 428425
11,75 614802 49,7 1745508
18,8 1001294 74,6 2572032
23,5 1355858 149,1 5302961

Curva de calibragdo de luteolina

Curva de calibragao de carajurina
1600000 - 6000000 -
1400000 -|
g 5000000 -

1200000 -
- 1000000 - 4000000 -
c
<«
£ 800000 - ‘g 3000000 -
é 600000 -

400000 y =49789x+ 115809 2000000 y= 362851)(- 175749

200000 | R?=0,9761 1000000 R2=0,9983

0 T T 1 0
0 5 10 ) 15 20 25 o . 100 150 200
Concentragdo (ug/ml) Concentracdo (pg/mL)
Figura D.1. Curva de calibragao de luteolina. Figura D.2. Curva de calibragédo de carajurina.
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Anexo E

ANEXO E - Cromatogramas dos Extratos de Arrabidaea chica obtidos por
CLAE - 470nm.
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Figura E.1.: Cromatograma do extrato 1°etapa: scCO, a 40 °C e 300 bar (C43) de
A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: carajurina (6,7-
dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.2.: Cromatograma do extrato 2°etapa: etanol a 40 °C e 300 bar (E43) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium).
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Figura E.3.: Cromatograma do extrato aquoso residual convencional a 40 °C e 300 bar
(A43) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1:
6,7,3,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3:
carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.4.: Cromatograma do extrato 1°etapa: scCO, a 40 °C e 400 bar (C44) de
A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: carajurina (6,7-
dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).

113



Anexo E

"WAATH mm

2500

2000

1500

mal
mal

1000

Figura E.5.: Cromatograma do extrato 2°etapa: etanol a 40 °C e 400 (E44) bar de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-

dimetoxiflavilium).
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Figura E.6.: Cromatograma do extrato aquoso residual convencional a 40 °C e 400 bar
(A44) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1:
6,7,3,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3:
carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.7.: Cromatograma do extrato 1°etapa: scCO, a 50 °C e 300 bar (C53) de
A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: carajurina (6,7-

dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.8.: Cromatograma do extrato 2°etapa: etanol a 50 °C e 300 bar (E53) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: carajurina (6,7-dihidroxi-

5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.9.: Cromatograma do extrato aquoso residual convencional a 50 °C e 300 bar
(A53) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1:
6,7,3,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3:
carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.10.: Cromatograma do extrato 1°etapa: scCO, a 50 °C e 400 bar (C54) de
A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: carajurina (6,7-

dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.11.: Cromatograma do extrato 2°etapa: etanol a 50 °C e 400 bar (E54) de
A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, x=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3,4'-
tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-
dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.12.: Cromatograma do extrato aquoso residual convencional a 50 °C e 400 bar
(A54) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1:
6,7,3,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3:
carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.13.: Cromatograma do extrato da mistura 80,8 % scCO,, 19,2 % etanol e 0 %
agua 40 °C e 300 bar (EM1) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5
mL/min. Pico 1: 6,7,3,4-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-

metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.14.: Cromatograma do extrato convencional residual aquoso da mistura 80,8 %
scCO,, 19,2 % etanol e 0 % agua (AM1) 40 °C e 300 bar de A.chica. Coluna C18 Gemini
a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2:

6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.15.: Cromatograma do extrato 2° etapa: mistura 79,6 % scCO,, 14,3 % etanol,
6,1% agua (EM7) a 40 °C e 300 bar de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm,
fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-
metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.16.: Cromatograma do extrato convencional residual aquoso da mistura 79,6 %
scCO,, 14,3 % etanol, 6,1% agua (AM7) a 40 °C e 300 bar de A.chica. Coluna C18
Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min.
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Figura E.17.: Cromatograma do extrato convencional etanélico (EC1) de A.chica. Coluna
C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-

dimetoxiflavilium).
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Figura E.18.: Cromatograma do extrato convencional hidroalcoolico (70:30) (EC7) de
A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’ 4'-
tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-
dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.19.: Cromatograma do extrato convencional hidroalcoélico (70:30) em extrator
em leito fixo a 40 °C e 300 bar (ECE7) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm,
fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-
metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilium).
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Figura E.20.: Cromatograma do extrato aquoso convencional a 40 °C (A40) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium).
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Figura E.21.: Cromatograma do extrato aquoso convencional a 50 °C (A50) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium).
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Figura E.22.: Cromatograma do extrato aquoso convencional a 80 °C (A80) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35°C, A=470 nm, fluxo 0,5 mL/min. Pico 1: 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-
metoxiflavilium; Pico 2: 6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilium; Pico 3: carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium).
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ANEXO F - Cromatogramas dos extratos de Arrabidaea chica

CLAE - 350nm.
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Figura F.1: Cromatograma do extrato 2° etapa: etanol & 40 °C e 300 bar (E43) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35 °C, A=350 nm, fluxo 1 mL/min. Pico 1: Luteolina (TR = 16,431).
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Figura F.2: Cromatograma do extrato 2° etapa: etanol @ 40 °C e 400 bar (E44) de A.chica.
Coluna C18 Gemini a 35 °C, A=350 nm, fluxo 1 mL/min. Pico 1: Luteolina (TR=16,405).
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Figura F.3: Cromatograma do extrato 2° etapa: etanol & 50 °C e 300 bar (E53) de A.chica.

Coluna C18 Gemini a 35 °C, A

350 nm, fluxo 1 mL/min. Pico 1: Luteolina (TR=16,385).

'

0

B =

- -2

B W

A
=

|||||| [ —

o

£
ol
—t

| S

[N [

3
Ly
=
-
o

[=]
#

o
Bt-------

=

'

20

15.0

10.0

5.0

0.0

Mimutes

Figura F.4: Cromatograma do extrato 2° etapa: etanol @ 50 °C e 400 bar (E54) de A.chica,

Coluna C18 Gemini a 35 °C, A

16,377).

350 nm, fluxo 1 mL/min. Pico 1: Luteolina (TR=
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Figura F.8: Cromatograma do extrato convencional etanolico (EC1) de A.chica. Coluna

C18 Geminia 35 °C, A
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em leito fixo a 40 °C e 300 bar (ECE7) de A.chica. Coluna C18 Gemini a 35 °C, A
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Figura F.12: Cromatograma do extrato aquoso convencional a 50 °C (A50) de A.chica.

Coluna C18 Gemini a 35 °C, A
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Figura F.13: Cromatograma do extrato aquoso convencional a 80 °C (A80) de A.chica.

Coluna C18 Gemini a 35 °C, A
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