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RESUMO

Este trabalho visou obter extratos bioativos de leiteira de dois irmfos (7.
catharinensis A.DC.), cidiio (4. mriphylla 1'Hérit. Britton) ¢ manga (M. indica 1.) por
extracio com fluido supercritico (SFE). Os estudos foram realizados em termos de
rendimento global, composi¢iio e atividade antioxidante dos extratos obtidos por extragdo
supercritica. Outras técnicas também foram utilizadas para comparar os resultados:

hidrodestilaciio, extracio a baixa pressio e Soxhlet.

Um estudo mais abrangente foi realizade na extragdo de alcaldides de T.
catharinensis com CQ; supercritico. Foram avaliados os efeitos do co-solvente (tipo e teor)
sobre o rendimento do processo, composigio ¢ cinética de extracfo. Foram utilizados
etanol, isopropanol, metanol, dgua e suas misturas como co-solvente. Isotermas de
rendimento total foram construidas a 35 e 45 °C. Foram calculados os parimetros cinéticos:

taxa de transferéncia de massa para o periodo de taxa constante de extragfio, periodo de taxa

XVil



constante de extragio e razdo massica do soluto na fase supercritica na saida da coluna. As

curvas de extracio foram ajustadas a diversos modelos matematicos. Os extratos foram
analisados por cromatografia em camada delgada (CCD), ¢ os alcaldides foram
quantificados por cromatografia a gis com defector de ioniza¢lio em chamas (CG-DIC).
Extracdes a baixa pressdo ¢ por Soxhlet também foram realizadas. O custo de produgfo de

extratos de 7. catharinensis obtidos por SFE foi calculado.

Um outro estudo foi realizado com folhas de A. triphylia. A extragfio foi realizada
com CO; supercritico, sem adicio de co-solvente, em diferentes condigbes de temperatura e
pressdio. Os ensaios foram realizados a pressdes de 100, 150, 200, 250 ¢ 300 bar ¢
temperaturas de 35 e 45 °C. Os constituintes dos extratos e oOleo volatil obtido por
hidrodestilagdo foram identificados por cromatografia gasosa acoplada 4 espectrometria de
massas (CG-EM) sendo a quantificaciio realizada no CG-DIC. Uma analise da atividade
antioxidante dos extratos obtidos por SFE também foi realizada usando-se a reagio

acoplada do B-caroteno e 4cido linolénico.

Extracdes a baixa pressdo, extracdo supercritica ¢ hidrodestilagio foram também
realizadas em folhas de M. indica. Os efeitos dos diferentes processos de extragio sobre o
rendimento global, composigio e atividade antioxidante dos extratos de M. indica foram
avaliados. A SFE foi realizada a 250 bar € 45 °C. Os extratos foram analisados por CCD ¢
os constituintes identificados por CG-EM e quantificados por CG-DIC.

Os principats resultados para a T. catharinensis foram: i) O rendimento global, para
uma razdo de massa de solvente por massa de alimentacfo igual a 54, foi aproximadamente
constante (2,4 + 0,1 x 107 kg/kg) para os co-solventes alcoolicos a 3% viv e

significativamente maior (12,9 a 15,8 x 107 kg/kg) para 0s co-solventes dgua e sua mistura
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com os alcoois a 5% v/v; entretanto foram observadas varias dificuldades experimentais
quando 4gua ¢ sua mistura com alcoois foram utilizadas; ii} Nos ensaios em que se
comparou © uso de diferentes tipos e teores de co-solvente, o valor maximo do rendimento
global, para uma relagio massa de solvente por massa de alimentagdo igual a 28, foi obtido
quando se utilizou etanol como co-solvente (1,8 £ 0,2 ¢ 23 £0,1 x 107 kg/kg, para 10 ¢
15%, v/v, respectivamente); iii) As isotermas de rendimento global mostraram que o0s
matores valores de rendimento global, para uma relagdo massa de solvente por massa de
alimentacio igual a 19, foram obtidos a 35 °C ¢ 45 °C, ambos a 350 bar e etanol a 5% v/v
(1,30 e 1,543 x 1072 kg/kg, respectivamente); iv) As curvas de extragio foram melhor

ajustadas para o modelo de Goto.

Para o estudo realizado com A. triphylla os resultados mostraram que: i) O maior
rendimento global foi obtido a 45 °C/ 350 bar (1,49%); ii) Foi observado um
comportamento retrogrado na regifio entre 150 e 250 bar; iii) A atividade antioxidante dos
extratos de 4. triphylla obtidos por SFE foi superior 2 do controle (f—caroteno).

Para o estudo realizado com M. indica, os principais resultados foram: i} O
rendimento global obtido por SFE (1,00 £ 0,07%) foi inferior a aguele obtido por extragio
a baixa pressdio (3,04 +0,02%); ii) A atividade antioxidante de ambos os extratos foi

superior a do controle (B—caroteno).

Palavras chave: Aloysia triphylla L Hérit. Britton, atividade antioxidante, cidrio, extragao
com fluido supercritico, leiteira de dois irmdos, manga, Mangifera indica L., pardmetros de

processo, rendimento global, Tabernaemontana catharinensis A.DC.
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ABSTRACT

The aim of this work was to obtain bioactive extracts from “leiteira de dois irmfos”
(7. catharinensis A.DC.), “cidrdo” {A. triphylla 1.’Hérit. Britton) and mango (M. indica L.)
by supercritical fluid extraction {(SFE}. The studies were performed in terms of global yield,
composition and antioxidant activity of the extracts obtained by supercritical fluid
extraction. Other techniques were also used to compare the results: hydrodistiliation, low

pressure extraction and Soxhlet extraction.

A more complete study was carried out related to extraction of alkaloids from 7.
catharinensis by supercritical CO,. The effects of cosolvent (type and conient)} on process
yield, composition and kinetic were evaluated. Ethanol, isopropyl alcohol, methanol, water
and their mixtures were used as cosolvent. The global yield isotherms were built at 35 and

45 °C. The kinetic parameters mass transfer rate for the constant extraction rate period
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(CER), the duration of the CER period, and mass ratio of solute in the fluid phase at the bed
outlet were calculated. The extraction curves were adjusted by several mathematical
models. The extracts were analyzed by thin-layer chromatography (TLC) and the alkaloids
were quantified by gas-chromatography/flame ionization detector (GC-FID). Low pressure
and Soxhlet extracts were also obtained. The manufacturing cost of extracts from T.

catharinensis obtained by SFE was calculated.

Another study was made with the leaves of 4. riphylia. Extraction with
supercritical CO;, without cosolvent, at different conditions of temperature and pressure,
was performed. The experiments were carried out at pressures of 100, 150, 200, 250, and
300 bar and temperatures of 35 and 45 °C. The constituents of the SFE extracts and the
volatile oil obtained by hydrodistillation were identified by gas chromatography/ mass
spectroscopy {(GC-MS), and their quantifications were made by GC-FID. The antioxidant
activity was also evaluated in the extracts obtained by SFE by the coupled reaction of B-
carotene and linolenic acid.

Low pressure extraction, supercrifical extraction and hydrodistillation were also
performed in M. indica leaves. The effects of different extraction processes on global yield,
composition and antioxidant activity of M. indica extracts were evaluated. SFE was
conducted at 250 bar/ 45 °C. The extracts were analyzed by TLC and the constituents
identified by GC-MS and quantified by GC-FID.

The main results for T. catharinensis were: i) The global yield, for a mass of
solvent to mass of to feed ratio equal of 54 was approximately constant (2.4 + 0.1 X 167
kg/kg) for the alcoholic cosolvents at 5% v/v and significantly larger (from 12.9 to 15.8 X

107 kg/kg) for the cosolvent water and its alcoholic mixtures; at 5% v/v; nonetheless,
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several experimental difficultics were observed when water and its alcoholic mixtures were
used; i) In the assays where type and content of alcoholic cosolvent were compared, the
maximum global yield, for a mass of solvent to mass of feed ratio equal to 28, was obtained
when ethanol was used as cosolvent (1.8 0.2 and 23 £ 0.1 X 102 kg/kg, for 10 and 15%,
v/v, respectively); i) The global yield isotherms showed that larger yields, for a mass of
solvent to mass of feed ratio of 19, were obtained at 35 °C and 45 °C, both at 350 bar and
ethanol at 5% v/v (1.30 and 1.543 x 107 kg/kg, respectively); iv) The overall extraction
curves were better fitted by the Goto’s model.

For the study with 4. triphylla the results showed that: ) The larger global yield
was obtained at 350 bar/ 45 °C (1.49%); 7i) The retrograde behavior was observed at 150
and 250 bar; iii) The antioxidant activity of the 4. friphylla extracts obtained by SFE were

larger than that of the control (§—carotene).

For the study with M. indica, the main results were: i) The global yield obtained by
SFE (1.00 +0.07%) was lower than that obtained by low pressure extraction (3.04
+ 0.02%); ii) The antioxidant activity of both extracts were larger than that of the control

(B—carotene).

Key-words: 4loysia triphylla 1 Heérit. Britton, antioxidant activity, global yields, leiteira de
dois irmios, lemon verbena, Mangifera indica L., mango, processes parameters,

supercritical fluid extraction, Tabernaemontana catharinensis A.DC.
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Introducdo

1- INTRODUCAOQO

O Brasil é um pais muito rico em produtos naturais. A biodiversidade encontrada no
Brasil ¢ extremamente ampla. Rico em frutas, condimentos, plantas aromaticas ¢
medicinais, o pais se destaca por apresentar produgiio das mais diversas espécies ao longo
de todo seu territério. Com essa grande diversidade, o interesse das industrias alimenticia,
farmacéutica e de cosméticos por produtos com propriedades terap@uticas se torna ainda
maior. Nos ultimos anos, tem sido visto um crescente interesse em alimentos que possam,
além de suprir as caréncias nutricionais, ser utilizados na redugfio de risco de doengas.

Alimentos com essa caracteristica sio chamados de alimentos funcionais.

Vale ressaltar a importincia historica das substincias ativas obtidas de plantas como
protétipo para o desenvolvimento de farmacos. Em muitas situagdes, a descoberta da
atividade dessas substincias ndo representou apenas o surgimento de um novo grupo de
substincias, mas originou a identificagio de uma nova possibilidade de intervencdo

terapéutica (SIMOES et al, 1999).

A extra¢do de compostos pelos métodos convencionais € uma operagdo que pode
ser dificil e demorada, como é o caso da extracfio de alcaldides por Soxhlet. Além disso, o
extrato obtido por esses métodos contém uma fragio elevada de impurezas, o que demanda
uma grande quantidade de diversos solventes orginicos na purificagio. Um outro fator, é o
uso de temperaturas clevadas, que pode acarretar na degradagdo térmica de alguns

compostos termo-sensiveis.
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De encontro a isso, o crescente interesse em tecnologias que fornegam produtos
isentos de residuos de solventes orginicos, e que nos produtos finais sejam mantidas as
caracteristicas organolépticas e nutricionais desejaveis vem aumentado, tanto pela indistria

como por parte dos consumidores.

Dessa forma, a extragfio supercritica, considerada uma tecnologia limpa, vem sendo
muito utilizada por ser capaz de produzir extratos com clevada pureza, isentos de solvente,

¢ por utilizar temperaturas moderadas, o que minimiza as perdas de compostos termolabeis.

O grupo de pesquisa “Tecnologia Supercritica Aplicada ao Processamento de
Produtos Naturais” do LASEFI é um grupo que vem desenvolvendo pesquisas na drea de
extracdo supercritica desde 1989, Diversas matérias-primas foram fonte de estudos nesses
ultimos anos: cravo-da-india, pimenta-do-reino, Spiruling mdxima, capim-limio, estévia,
camormila, semente de maracuja, bacuri, gengibre, dentre outras. Com intuito de ampliar o
conhecimento ¢ aplicabilidade dessa tecnologia, foi desenvolvido neste trabalho um estudo
utilizando trés plantas distintas: leiteira de dois irmfos (7. catharinensis), cidrio (4.
triphylla) e manga (M. indica). Plantas estas com importantes propriedades nutricionais ¢

terap&uticas, conforme apresentado a seguir.

JUSTIFICATIVA

O uso de muitas espécies do género Tabernaemontana pela medicina como agentes
antivirais, bactericidas, anestésicos, cardiovasculares, dentre outros, se deve a grande
quantidade de alcaldides nelas presente. Quase todos os alcaléides possuem atividade

farmacologica.
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A Tabernaemontana catharinensis ¢ uma arvore da familia Apocynaceae rica em
alcaléides inddlicos. Estudos farmacolégicos dos extratos brutos e fragbes de T.
catharinensis ttm demonstrado atividades anti-tumoral, anti-inflamatoria, analgésica e
anticancerigena (RATES er al, 1993; PEREIRA, 1999; PEREIRA et af, 2003a).
Recentemente, foi verificado que os extratos brutos ¢ alcaléides indolicos isolados dessa
espécie possuem ag¢do tripanomicida e leishmanicida (PEREIRA, 1999; DELORENZI,
1998; SOARES et al, 2003). Dentre os constituintes isolados da Tabernaemontana
catharinensis, os alcaldides inddlicos: coronaridina ¢ voacangina apresentam especial

importincia por possuirem agdo leishmanicida (DELORENZI, 1998).

A Leishmaniose ¢ considerada um grande problema de satde pablica mundial que
afeta por volta de 12 mithGes de pessoas. Segundo a OMS, trata-se de uma das seis doengas
infecciosas ¢ parasitirias de maior importincia, pela sua extensdo e pouca vulnerabilidade
4s medidas de controle. Existem diversas drogas aprovadas para o uso clinico que
apresentam curas parasitologicas e de lesdes na maioria dos casos. Entretanto, além do
grande nimero de efeitos toxicos das drogas convencionais, os tratamentos sio muito
prolongados e nem sempre sfio efetivos. De um modo geral, ainda nfo existe nenhuma
droga que apresente um bom indice terapéutico e uma baixa toxicidade para a cura desta
doenca (IWU er af, 1994; DELORENZI, 1998; PASSOS, 2000). Alguns estudos vém
sendo realizados para o desenvolvimento de vacinas, entretanto, ainda ndo foi descoberta
nenhuma vacina considerada efetiva (WHO, 2004). A Doenca de Chagas ¢ outra doenga
parasitiria que atinge de 16-18 milhdes de pessoas na América Latina. As drogas utilizadas
no tratamento desta apresentam diversos efeitos colaterais (40 a 70% dos pacientes tratados

com as drogas disponiveis apresentaram sérias reacdes, o que forgou metade destes a
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desistirem do tratamento). Vérias substincias tém sido testadas no combate a Doenga de
Chagas, entretanto até o momento, também ndo existe nenhuma considerada eficaz para a
disseminacio desta (RIVAS et al, 1999; WHO, 2002). Em adi¢do, vém aumentado os casos
de co-infeccdo Leishmaniose/ HIV e Doenga de Chagas/ HIV (WHO, 2001, SARTORI ¢

LOPES, 2002).

O interesse pela T. catharinensis como possivel planta medicinal utilizada para o
tratamento contra Leishmaniose, advém da Fundagio Oswaldo Cruz ~ FIOCRUZ, que
desenvolve atividades de pesquisa basica e aplicada para a producfio de vacinas e
medicamentos dentre outras atividades. A idéia inicial era aplicar a tecnologia supercritica
na extragio dos alcaldides coronaridina e voacangina, uma vez que por técnicas
convencionais estes alcaldides nfo eram facilmente obtidos. Embora, de um modo geral, os
alcaldides sejam mais polares que o COy, é possivel através da adi¢dio de um modificador
(co-solvente) alterar a polaridade do solvente supercritico possibilitando a extra¢iio desses

compostos (TAYLOR, 1996).

Embora, em geral alcaldides sejam substincias toxicas, € possivel que em dosagem
subclinica sejam bem tolerados. Desta forma, devidoe as propriedades funcionais do extrato
bruto de T. catharinensis, seria interessante um estudo sobre a formulag8o de alimentos
para grupos populacionais especificos, como por exemplo, criangas residentes em regides
pobres em sancamento bésico, que pudessem controlar as infecgbes por parasitas. A
simples ingestdo dessa planta sob forma de chd poderia prevenir e tratar a populagio no
combate a essas doencas parasitirias. Ou ainda, para individuos infectados com o virus

HIV, tendo em vista o aumento de casos de co-infec¢io desta com doengas parasitarias
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(PASSOS, 2000, SARTORI ¢ L.OPES, 2002). Sendo assim, a ingestio de alimentos como

forma preventiva ou curativa poderia ser uma alternativa e um importante aliado.

Tendo em vista que no trabalho desenvolvido durante o mestrado foi estudado a
mesma espécie € parte da planta (galhos de T. catharinensis) que foi fonte de estudo no
doutorado; houve um interesse em se estudar outros materiais e outras espécies com SFE.
Por outro lado, plantas como Aloysia triphyila e Mangifera indica despertaram interesse
por se tratarem de alimentos com importante potencial terapéutico ¢ nutricional (OHNO et
al, 2003; COWAN, 1999; HILGERT, 2001; AWE ef al, 1998; DAS et af, 1989; GARRIDO
et al, 2004; SAIRAM ef al, 2003; ANILA e VIJAYALASKSHMI, 2003; KABUTI ¢t al,
2000). Essas plantas vém sendo estudadas por pesquisadores de instituigbes renomadas,
como ¢ o caso das folhas de cidro (4loysia triphylla) estudada no Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas — CPQBA/ UUNICAMP; e das folhas de
manga (Mangifera indica), estudada na UNICAMP e UNESP (LIMA et al, 2003; SEVERI
et al, 2003). As extragdes foram realizadas em outras duas unidades de extragio
supercritica diferentes da que foi utilizada com a T. catharinensis. A importincia desse
estudo foi o de aumentar o conhecimento na tecnologia de fluidos supercriticos na obtengdo

de extratos com valor funcional.

1.1- Objetivos

Estudar o uso de diferentes processos de extragio na obtengio de extratos com
elevado valor funcional; avaliando o rendimento, composi¢io ¢ atividade antioxidante dos

extratos de diferentes plantas.
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Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Obter extratos por diferentes métedos: extragfio supercritica, extragfio a baixa
pressdo, hidrodestilagio e soxhlet;

Determinar o rendimento global (X} do processo;

No caso da T. catharinensis, avaliar os efeitos do co-solvente sobre o rendimento do
processo, composi¢do e cinética de extragfo; sendo utilizado os seguintes co-
solventes: etanol, isomopano}, metanol, agua e suas misturas; em diferentes
porcentagens.

Realizar as andlises dos extratos por cromatografia em camada delgada (CCD),
sendo a identificacfio e quantificacio feitas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia a gis com detector de

ionizagdo em chamas (CG-DIC), respectivamente.

Realizar uma andlise da atividade antioxidante de diversos extratos obtidos pelos

diferentes métodos de extracfo (M. indica e A. triphylla).

Ajustar as curvas de extragdo obtidas para a T. catharinensis por diversos modelos

matematicos.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Extracéo com Fluidos Supercriticos

A extraco supercritica ¢ uma operagdo unitaria que explora o poder de solvatagio
de fluidos a temperatura ¢ pressiio acima de seus pontos criticos. Os fluidos supercriticos
sdo unicos porque possuem propriedades que sdo similares a gases e outras a liquidos.
Neste estado as propriedades fisico-quimicas do fluido como densidade, viscosidade ¢
difusividade s#o facilmente controladas por mudancas na temperatura e pressdo. As
implicagBes que as propriedades do solvente supercritico trazem ao processo de extragfo
sdo de grande importincia, principalmente no que se¢ refere ao fendmeno de transferéncia

de massa e seletividade dos compostos extraiveis.

O estado supercritico foi reportado pela primeira vez em 1822 pelo Barfio de
Carginard de la Tour. Mais tarde, em 1879, Hanay ¢ Hogarth demonstraram o elevado
poder de solvatacfo de um fluido supercritico. Entretanto, somente um século depois, em
meados de 1970, foi reportado o uso dessa tecnologia na industria alimenticia com a
descafeinizacdo de grios verdes de café com didxido de carbono supercritico (CO,5C). Em
seguida, sua aplicagdo sc estendeu a outros produtos como cha, tabaco, lapulo, especiarias,

aroma ¢ Oleos essenciais (TAYLOR, 1996).

Devido ao aumento das exigénceias governamentais com relagfo ao uso de solventes
nos processos de extragfio de produtos naturais, aliado ao aumento da procura por parte dos
consumnidores de produtos com elevado grau de pureza, o uso da tecnologia supercritica

vem despertando interesse nos diversos setores industriais. Nas tltimas décadas, o processo
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de extrag@io com fluidos supercriticos vem sendo aplicado com sucesso na obtengio de uma
grande variedade de compostos orginicos de plantas e ervas (KING e BOOT, 1993, ROSA

¢ MEIRELES, 2004).

Considerada uma tecnologia limpa, a extracio com fluido supercritico (SFE:
supercritical fluid extraction) € hoje bem aceita em diversas areas, principalmente aquelas
que atuam em sctores ligados 4 sadde humana, como alimentos e medicamentos. A extensa
pesquisa nessa area ¢ indicada pelo fato de que 19 patentes foram solicitadas nos EUA,
entre 1974 ¢ 1984, somente para a descafeinizaglo do café (SINGH e SINGH, 1996). As
indastrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos possuem grande interesse por
processos que fornecam produtos isentos de residuo toxico ¢ que a incidéncia de
degradaciio dos compostos ativos seja quase nula. O uso de CO; como fluido supercritico
nos processos de extracio € bem atrativo, uma vez que as temperaturas utilizadas sfo
relativamente baixas e o produto obtido € isento de solvente (BRUNNER, 1994). Um
exemplo da seletividade desse processo ¢ a extracio do alcaléide vindolina; extraido dentre
mais de 100 alcaldides presentes na folha de Catharantus roseus (SONG et al, 1992).
Ingredientes e substincias funcionais também sfo obtidas com e¢levada pureza por essa
tecnologia, como frans-licopeno, o—tocoferol ¢ f-caroteno extraidos do tomate (casca ¢

polpa sem sementes) (GOMES-PRIETO et al, 2003).

Diversos trabalhos t&m comprovado a importincia dessa tecnologia para a obtengédo
de produtos naturais de alto valor agregado, principaimente, quando se trata de compostos
termo-sensiveis. No setor de produtos naturais, a tecnologia supercritica pode ser aplicada a
diversos produtos, como extracdo de odlcos voldteis, compostos odoriferos, corantes,

adogantes, fracionamento e purificaclio de materiais. A extracfio de alcaloides aparece
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principalmente na descafeiniza¢fo de café e chas, extracio da nicotina do tabaco ¢ Opio

(JANICOT et af, 1988 ¢ 1990; KING ¢ BOOT, 1993; BRUNNER, 1994).

Outros setores industriais, como quimico ¢ petroquimico, também té€m interesse por
essa técnica devido as caracteristicas que a extragfo com fluido supercritico oferece frente
aos processos convencionais de extragfio. Quando se trata do uso de CO; como fluido
supercritico, outras vantagens s3o atribuidas a esse processo, como a facil remogio do
solvente a partir do extrato, elevada seletividade do solvente, e uso de temperaturas
relativamente baixas, o que é ideal para produtos termo-sensiveis. Em adi¢do, ¢ um
processo de extragfio rdpido, e requer menor gasto de energia térmica que a destilagiio

(CHARPENTIER e SERVENANTS, 1988).

2.1.1.Propriedades dos Fluidos Supercriticos

Uma substincia no seu estado supercritico apresenta propriedades que fazem deste
um solvente atrativo: sua densidade € similar a de liquides, e viscosidade e difusividade sdo
mais proximas a de gis. A Tabela 2.1 lista as propriedades fisicas para os fluidos em

diferentes estados,

Tabela 2.1: Propriedades fisicas associadas a diferentes estados fisicos (RIZVI ef al, 1986)

Estado Densidade Difusividade Viscosidade
10° (kg/m”) 10" (m%s) (kg/m.s)
Gas
P= 1 bar, T=15-30°C (0,6-0,2) x 107 0,1-0,4 (1-3)x 107
Supercritico
Pc, Tc 0,2-0,5 0,7 x 107 (1-3)x 107

4Pc, Tc 0,4-0,9 0,2 x 107 (3-9)x 107
Liguido
p= 1 bar, T= 15-30°C 0,6-1,6 (6,2-2) x 107 (0,2-3) x 107




Revisdo Bibliografica

O poder de dissolugfio de um fluido supercritico estd diretamente relacionado com
sua densidade, sendo facilmente manipulado por mudangas na temperatura e pressio do
processo. Nas vizinhangas do ponto critico, grandes mudancas de densidade podem ser
produzidas por pequenas mudangas na pressdo e temperatura: aumenta com um aumento da
pressdo a temperatura constante ¢ diminui com um aumento na temperatura a pressdo
constante, sendo mais sensivel a temperaturas proximas ao ponto critico do que em

presstes elevadas, como apresentado pela Figura 2.1 (CHARPENTIER e SERVENANTS,

1988).
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Figura 2.1: Densidade do CO, em fungdo da temperatura e da pressio.
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A solubilidade de um soluto em fluidos supercriticos € influenciada por variagdes de
temperatura ¢ pressdo, em geral, é funcio da densidade do solvente. Entretanto, o efeito da
temperatura sobre a solubilidade ¢ bastante complexo devido a existéncia de dois fatores
que atuam de forma contriria: pressfio de vapor do soluto e densidade do solvente, um
tende a aumentar a solubilidade com o aumento da temperatura ¢ o outro tende a diminuf-
la. O aumento da temperatura do sistema faz com que haja um aumenio na pressio de vapor
do soluto, proporcionando maior solubilidade. Por outro lado, esse aumento na temperatura
faz com que a densidade do solvente diminua, o que provoca uma diminui¢io na
solubilidade (MARENTIS, 1988). Esse efeito da temperatura ¢ pressdo sobre a solubilidade
pode ser observado pela Figura 2.2. Pode-se observar que entre 100 e 240 bar, a
solubilidade da cafeina diminui com o aumento da temperatura, indicando que o efeito da
densidade do solvente & predominante. A partir de 240 bar, ocorre uma inversio de
comportamento, no qual a solubilidade aumenta com o aumento da temperatura, embora
haja uma diminui¢do na densidade do solvente. Nesta regifio, o efeito da pressfo de vapor

do soluto € mais efetivo que o efeito da densidade do solvente,

O comportamento similar ac mostrado pela Figura 2.2 vem sendo verificado em
ounfros sistemas, como teobromina/CQy, teofilina/CO,, Rosmarinus officinallis/CO;

(SALDANA et al, 1999; CARVALHO JUNIOR et al, 2003).

I
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Figura 2.2: Solubilidade da cafeina em CO>SC em fancdio da temperatura ¢ presséo (LI ef
al, 1991}

Devido a sua alta densidade, o fluido supercritico (FSC) possui um elevade poder
de solubilizagdo, enquanto baixos valores de viscosidade combinados com altos valores de
difusividade conferem ao fluido supercritico um alto poder de penctragdo, o que pode
promover elevadas taxas de transferéncia de massa, dependendo da matriz ¢ solutos

envolvidos.

2.1.2- Diéxido de Carbono Supercritico

Dentre os solventes supercriticos, 0 CO» é o mais indicado devido as condicdes
criticas amenas (304,1 K ¢ 73,8 bar), aliado ao fato de ser atoxico, ndo inflamével, sem

odor e ter custo relativamente baixo. Sua alta volatilidade, facilita a sua separago do

12
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extrato. Além disso possui alta difusividade, baixa viscosidade e pequena entalpia de
v::aporizatg:éio.i E um solvente apolar, e sua seletividade na fase supercritica pode ser alterada

pelo controle da pressio ¢ temperatura do sistema (FILLIPPL, 1982; MARENTIS, 1988).

2.1.3~ Co-Solvenie

Mesmo a altas densidades, o CO, possui habilidade limitada em dissolver moléculas
polares. Entretanto, as caracteristicas dos fluidos supercriticos podem ser modificadas pela
adicdo de compostos misciveis ¢ polares, mencionado na literatura como co-solvente ou
modificador (TAYLOR, 1996). Os co-solventes normalmente possuem volatilidade

intermedidria entre o solvente e o componente a ser extraido (KING ¢ BOOT, 1993).

A solubilidade de muitos compostos pode ser entio aumentada utilizando um co-
solvente. Uma das explicagdes de como 0 co-solvente atua na mistura supercritica baseia-se
na mudanca da polaridade do solvente. A adigo de um co-solvente com uma polaridade
pouco mais elevada, ir4 aumentar a polaridade do solvente supercritico ¢ dessa forma a
solubilidade de um certo soluto ou de uma classe de compostos. Qutro fator importante € a
ocorréncia de interagdes fisicas ¢ quimicas entre o co-solvente e o soluto, que também
afetam e alteram a solubilidade do soluto no fluido supercritico (EKART ez al, 1993).

Pelo menos 17 co-solventes tém sido estudados em extragiio com fluido supercritico

de produtos naturais. De todos esses modificadores, o metanol ¢ o solvente polar mais

utilizado. Acredita-se que elevada porcentagem de metanol (MeOH) pode romper o vinculo

! A entalpia de vaporizacgfio de outros solventes como etanol, isopropanol ¢ dgua € cerca de 3 a 5 vezes maior
que a cntalpia de vaporizagio do CO,, para 0,6 < Tr < 1. O célculo foi realizado através do programa
PR1.BAS (SANDLER, 1589).

13
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soluto-matriz sélida. Etanol (EtOH) € outra boa escolha por possuir baixa toxicidade. Uma
mistura de metanol e agua também pode ser empregada como co-soivente (LANG e WAL

2001).

Dessa forma, a extragio de diferentes compostos com fluidos supercriticos pode ser
otimizada com a mudanga nas condigdes de processo (temperatura ¢ pressdo), afetando a
densidade do solvente e portanto a sua seletividade; e também com a adi¢do de um

modificador, que pode atuar de diferentes formas, conforme descrito anteriormente.

NOSSACK et al (2000) extrairam alcaléides quinolizidinicos de Lupinus spp. com
CO; supercritico, utilizando como co-solventes MeOH, EtOH, isopropanol (IsoC3) ¢ Hz0.
Os melhores resultados, em termos de rendimento de alcaloides, foram obtidos quando se

utilizou 10% de EtOH e 5% de H,0.

Na otimizagio do processo de extragio supercritica de cocaina de folhas de
Erythoroxylum coca var coca, BRACHET et al (2000) investigaram o uso de co-solvente
dentre outras variaveis de processo. Neste trabalho, foi utilizada uma mistura de
metanol/agua em diferentes proporgdes: 9:1, 8:2, 7:3. Verificaram que a regifio étima de
extragio de cocaina se encontra entre 9,5-13 % de co-solvente, em uma mistura 7:3 de

metanol/ agua.

Compostos fendlicos também foram extraidos com a técnica de fluidos
supercriticos. CHIU ef al (2002) extrairam flavondides de Ginkgo biloba L por SFE nas
condigdes de 242-312 bar e 60 e 120 °C, utilizando 10, 12 ¢ 24 % de etanol como co-

solvente. A maior quantidade de flavonoides foi obtida na condic@io de 312 bar, 60 °C, e 24

% de etanol.

14
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2.1.4~ Interagdes Soluto-Solvente

O efeito da adigio de modificadores sobre a matriz e sobre a extragdo de compostos
em condigBes supercriticas tem sido estudado por muitos pesquisadores. Varios
mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito da adi¢do de um modificador na
extracdo supercritica. Um deles ¢ o aumento da solubilidade do soluto devido a interagSes
soluto-co-solvente. Outra explicagfio é o inchago da matriz devido a sua interag¢fo com o
co-solvente, 0 que permite a exposigdo do soluto ao solvente SC. Além disso, o efeito da
mudanca na polaridade do solvente pela adig@o do co-solvente ¢ outro fator que interfere no
aumento da solubilidade. O efeito que ird predominar em uma extragdo com FSC vai
depender do tipo de co-solvente e matriz de que s¢ trata ¢ do soluto que se deseja extrair.
Variages nas condi¢des de temperatura e pressiio também afetam a solubilidade (FAHMY

et al, 1993).

Assim, uma forma de compreender as alteracbes e os resultados obtidos nos

processos de extrago ¢ tentar entender o mecanismo e as interagdes existentes no sistema.

Em 1999, SALDANHA er al verificaram que a solubilidade de um composto puro
em CO,8C ¢ bem diferente da solubilidade do mesmo composto quanto associado 4 matriz,
podendo varigr em até 2 ordens de grandeza. Verificaram também que embora apresentem
estruturas muito similares, a cafeina, teofilina e teobromina apresentaram solubilidades bem
distintas entre si; o que foi explicado pela presenca de um grupo metil na teobromina ¢

teofilina, acarretando na formagio de pontes de hidrogénio entre as moléculas.

A medicio da solubilidade dos compostos puros ¢ bem estudada, entretanto, quando

se trata da obtengfio de um composto através da extragio a partir de um produto natural, a

15
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esta solubilidade devem ser incorporados outros fatores relacionados & matriz
(RODRIGUES et al, 2002; SOUZA et al, 2002). Dessa forma, um conhecimento da real
composi¢do quimica do extrato e estrutura do material que serd utilizado pa extrago ird
fornecer informacdes relevantes para o entendimento das interagdes soluto-soluto, matriz-
soluto, solvente-soluto e co-solvente-matriz existentes. A Tabela 2.2 apresenta a
solubilidade em CO- de alguns compostos {(alcal6ides ¢ flavonoides) em diferentes faixas

de temperatura e pressdo com ou sem 0 uso de cosolvente.

Tabela 2.2: Solubilidade de alguns compostos (alcaldides e compostos fendlicos) em CO,
supercritico com ¢ sem co-solvente, em diferentes faixas de temperatura (T) e pressdo (P)

Substincia Solui) flidade FaixaTeP Ref.
x 107 (kg/kg}
Alcaldides
codeina 9.0 150 bar, 40 °C 1
tebaina 2,0 150 bar, 40 °C i
papaverina 0.4 130 bar, 40 °C 1
noscapina 0,9 150 bar, 40 °C 1
cafeina 2,2-20.8 140-240 bar, 40-70 °C 2
teofilina 0,055-0,14 140-240 bar, 40-70 °C 2
teobromina 0,016-0,083 140-240 bar, 40-70 °C 2
paclitaxel 0,011-0,074 141-346 bar; 38-56 °C 3
Compostos Fendlicos
Catequina® 0,36-32,1 £0-130 bar; 40 °C 4
Quercentina® 0,22-6,37 80-120 bar; 40 °C 5

* solubilidade em CO,+etanol (5-30%)

1- TAYLOR (1996) ; 2- SALDANA er al (1999); 3- VANDANA e TEJA (1997); 4- BERNA et al
(2001); 5- CHAFER et al (2004).
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2.1.5. Processo de Extragdo com Fluido Supercritico

A extracio de um componente de uma matriz solida € realizada pelo contato direto
entre o substrato solido € o solvente supercritico (FSC). Sob o ponto de vista celular, a
extracio de compostos soltiveis do material vegetal ocorre na seguinte seqiiéncia

{BRUNNER, 1994):

- A matrix sélida absorve o solvente supercritico, dilatando a estrutura da célula, o que

promove uma diminui¢3o na resisténcia a transferéncia de massa;
- Em paralelo, os compostos extraiveis sdo dissolvidos pelo solvente;
- Os compostos dissolvidos sdo transferidos por difusio para a superficie do sélido;

- Esses compostos passam entfio para a superficie externa, podendo ocorrer neste local

mudancga de fase;

- Os compostos sfo transportados pelo solvente supercritico ¢ em seguida removidos do

gxtrator,

A habilidade em se remover um certo soluto a partir da matriz sélida depende dos
seguintes fatores: solubilidade do soluto a ser extraido pelo FSC, interagfio soluto- matriz
s6lida, localizagdo do soluto na matriz ¢ porosidade do sélido. A solubilidade de certo
componente nem sempre implica na sua extragfo pelo fluido supercritico. Um exemplo € o
caso da cafefna, que embora seja solivel em CO,8C, ¢ verificado o oposto quando presente
em grios de café seco (TAYLOR, 1996). Quando se trata de produtos naturais, deve se

considerar a grande complexidade das estruturas ¢ a localizagfo do soluto nessa estrutura.
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Se por um lado, existe interesse em plantas cuja localizag&o do soluto est4 na superficie da
estrutura, ou de facil obtengiio como € o caso dos oleos volateis presentes nas folhas e
sementes, em outros ¢asos, o composto de interesse pode estar presente dentro de estruturas
muito complexas ¢ de dificil acesso, como ¢ o caso de alcaloides, presentes nos vactolos
celulares (SOVOVA, 2005, SIMOES et al, 1999). Dessa forma, quando se trata da extragio
de produtos naturais, deve s¢ ter em mente a complexidade estrutural existente nos

materiais em questdo.

Sob o ponto de vista macroscpico, o processo de extragfio supercritico consiste
basicamente em duas etapas: 1) a extragdo, e 2) a separagio do extrato do solvente.
Inicialmente, o solvente (FSC) é alimentado no exirator e distribuido uniformemente no
interior do leito fixo, Durante a extracfio, o solvente escoa através do leito fixo ¢ solubiliza
0s componentes extraiveis. A mistura soluto/solvente ¢ removida do extrator até o

precipitador, onde ocorre a separagfio pelo abaixamento da pressdo ou aumento da

temperatura (BRUNNER, 1994).

O processo de extra¢dio supercritico pode ser representado e monitorado atraves das
curvas de extra¢fo. Estas sdo determinadas pela massa total de extrato obtida como fungdo

do tempo de extraglio, pela seguinte equagdo:

M= Qeoa ) Y(HD) dt Eq.(1)

onde:
Qcoz ¢ a vazio do solvente (kg CO»/min);

Myt ¢ 2 massa total de extrato (kg);
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Y (H,t) & a razdio entre a massa de soluto ¢ a massa de solvente em fungfio do tempo de

extracdo (1) e do comprimento total do leito (H).

RODRIGUES (1996) relata a existéncia de irés etapas distintas nas curvas de
exiracio:

(1) etapa de taxa constante de extragfio (CER): nesta, a superficie externa da particula
estd recoberta por uma camada de olco e o solvente promove a retirada desta
camada superficial num processo de extragdo do 6leo por convecgiio.

(2) etapa de taxa de extrago decrescente (FER): nesta fase, comegam a aparecer falhas
na camada superficial do 6leo gue recobre a particula.

(3) etapa difusiva: nesta Gltima, ocorre a remogdo do dleo que estd na parte interna da

particula.

A representagfo das curvas de extragiio em trés regiGes distintas tem sido verificada
para diversos sistemas de produtos maturais com CO, supercritico, como na extragdo de
carotendides ¢ lipidios de buriti (FRANCA et al, 1999), extra¢iio do 6leo essencial de
camomila (POVH, 2000), extra¢do de caroteno ¢ lipidios de oleo de palma (FRANCA ¢

MEIRELES, 2000).

2.1.6. Modelagem Matemdtica

O conhecimento das taxas de transferéncia de massa durante o processo de extragiio

bem como das restrigdes termodinimicas (solubilidade e seletividade) ¢ de grande
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importincia no dimensionamento de equipamentos e “scale up” de um processo com

fluidos supercriticos (FERREIRA e MEIRELES, 2002).

Virios modelos mateméticos vém sendo propostos para a extragio de produtos
naturais utilizando fluidos pressurizados (GOODARZNIA ¢ EIKANI, 1998,
REVERCHON et al, 1999, TEZEL et al, 2000, REIS-VASCO et al, 2000, COCERO ¢
GARCIA, 2001, FERREIRA e MEIRELES, 2002; MARTINEZ et al, 2003). As equagdes
gue descrevem o processo de transferéncia de massa na extragdo supercritica em meios
porosos sio determinadas através do balanco de massa em ambas as fases: sélida e fluida.
O mecanismo fisico da transferéncia de massa na extragfio pode ser explicado baseando-se
na natureza (morfolégica) da matriz, na distribuicdio do soluto na matriz sélida, composiciio

¢ poder de solvatagfo do fluido supercritico (CORREA et i, 2001).

Alguns modelos sio bem simples, considerando apenas valores médios e
determinando-se¢ os pardmetros do modelo através do ajuste da equagfio aos dados
experimentais. Entretanto, esses parfmetros podem ndo ter nenhum significado fisico. Para
a modelagem do processo de forma mais real, seria ideal considerar fatores como dispersdo
axial e radial, difusfio intraparticular, transferéncia de massa através da interface so6lido
fluido, resisténcia a transferéncia de massa devido a reagBes quimicas ¢ transi¢do de fase.
Entretanio, modelos com grande nmero de consideragdes dificultam o ajuste nfo somente
em termos matemdticos como também pelo elevado nUmero de pardmetros a serem
determinados. Na realidade, os fendmenos que nfio sfio considerados nas equacdes do
maodelo acabam sendo incorporados aos parimetros, que ficam mascarados nos ajustes com

dados experimentais (POVH, 2000},
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O fato ¢ que as dificuldades na modelagem de sistemas complexos, como produtos
naturais, estdo associadas ao grande ndmero de compostos presentes no material, além da

existéncia de interagles entre componentes do extrato, o solvente ¢ a matrix sélida

(FERREIRA e MEIRELES, 2002).

Alguns modelos, porém, estfo sendo wutilizados pelo grupo LASEFI por
apresentarem consideragdes como simplicidade matemdtica (CRANK, 1975, ESQUIVEL et
al, 1999; TAN e LIOU, 1989); significado fisico aos pardmetros do modelo (SOVOVA,
1994); aplicagdo em sistemas similares ao sistema folhas/FSC (GOTO et af, 1993) e a
possibilidade de representar o extrato como uma somatdria de classe de compostos

(MARTINEZ et al, 2003).

2.1.6.1 Modelo de CRANK (1975)

O modelo de CRANK (1975) foi descrito como sendo um modelo de transferéncia
de massa desenvolvido a partir da analogia entre os fendmenos de transferénceia de massa e
calor de uma particula esférica em um meio uniforme. Considera-se que a particula esférica
¢ o solido que contém o soluto a ser extraido. Dessa forma, aplicando a segunda Lei de Fick

para a difusfo ¢ resolvendo o balango de massa, obtém-se a seguinte equacio:

X 6 Y 1 22 Dt
mz[w; wzmexp(——~*~~~~~ﬂ~~~m~x1 TEQD ) Eq.(2)
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onde: X ¢ a concentragdo do soluto remanescente na esfera ;
Xy € a concentragio inicial do material a ser extraido;
r € 0 raio da esfera;
D ¢ o coeficiente de difusfo do soluto na esfera (Gnico pardmetro ajustavel);

t é o tempo de extracfo.

2.1.6.2 Modelo de ESQUIVEL ef al (1999)

ESQUIVEL ef al (1999) descreveram trés modelos mateméticos para representar as
curvas de extragdo de dleo de casca de azeitona: o modelo empirico, modelo esfera simples
{que considera o leito constituido por csferas porosas inertes), ¢ o modelo de Lack’s
modificado por SOVOVA (1994). No modelo empirico, a equagio que representou as

curvas de extra¢io do 6leo de casca de azeitona € descrita a seguir:

t
e=e. | Eq.(3
hm(k%i} CI()

onde: ¢ ¢ a razfio massa de dleo extraido pela massa inicial de alimentag#o;

exm € a razfo massa de dleo extraido pela massa inicial de alimenta¢iio considerando

um tempo infinito de extracfo;

k é o pardmetro ajustavel.
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2.1.6.3 Modelo de TAN e LIOU (1989)

Este modelo descreve a transferéneia de massa interfacial como um modelo cinético
de primeira ordem, desconsiderando a dispersdo axial e a difusdo intra-particula. As

equagdes de balango de massa que regem esse modelo s8o:

£p %?-!—up %—E—m—(l—e) Pq %—? (na fase fluida) Eq.(4)
%2:—:—-1( 4 X (na fase solida) Eq.(5)

onde kg ¢ a constante de desor¢fio (pardmetro ajustavel);
p ¢ a densidade do solvente;
ps ¢ a densidade do so6lido;
u ¢ a velocidade superficial;

£ é a porosidade do leito.
Considerando as condigfes iniciais Y(h, t=0)=0; X(h, t=0)= Xy ¢ de contorno

Y (h=0, t)=0 na resoluciio das equagdes 3 e 4, obtém-se a equagio que representa a razdo

massica do extrato no solvente na saida do extrator, em fun¢do do tempo:

I- k eH
y(h:g,t):mgixg %[exp(mgu—_—}i}exp(mkdt} Eq.(6)
u
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onde H ¢ a altura do leito de extragio;
t é o tempo de extracio;

Xo € a concentragdo inicial do material a ser extraido,

Ao se aplicar a condicfo inicial Y(h, t+=0)=0 na equacfio acima, verifica-se que esta
ndo € obedecida. Essa restricio do modelo indica a existéncia de um possivel erro na

resolucio das equacdes de balango de massa.

2.1.6.4 Medelo de GOTO et al (1993)

GOTO et al (1993) descreveram o processo de extragio do dleo volatil de menta
como sendo um processo de desorgdo cujo equilibrio € atingido instantaneamente.
Definiram que a transferéncia de massa ocorre através da superficie das folhas, a qual ¢
tratada como sendo um solido poroso, ¢ que a particula solida apresenta um formato de
placa plana cuja espessura € muito menor que as outras dimensdes. Dessa forma, a equagdo

de transferéncia de massa € dada por:

2

). aX X
poros off— folhas =D poros Ea.(7
P ot (-5) ot R )
aX X
5:]]135 :kd (Xp{ms . a;c;has ) Eq(g)
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onde: B ¢ a porosidade das folhas;
D ¢ a difusividade efetiva intraparticulas;
kq € o coeficiente de desorgdo;
K constante de equilibrio de desorgio;

Neste modelo, D e ky sfio os pardmetros ajustaveis.

2.1.6.5 Modelo de MARTINEZ et ol (2003)

MARTINEZ et al (2003} consideram que o extrato é uma mistura de diversos
compostos ou grupo de compostos de similar estrutura quimica. Neste modelo, as equagbes
de balango de massa apresentam termos relacionados a fendmenos de transporte que podem

ocorrer durante o processo de extragdo, conforme descrito a seguir:

dY dY 4 aY } (X, Y) )
g U‘“a“i“l"":‘é};"(DaY “é“}:}-ﬁ““""“g“mu (fase fluida) Eq(g)
aX J oX ) X, Y) p .
et T B T 5 Eq.(10
5% ah( X 3 } I~ p, (fase solida) g.(10)

Considerando estado estacionério e sem dispersio axial na fase fluida, tem-se:

Y J(X,Y)

u s
oh £

Eq.(11)
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onde u é a velocidade intersticial do solvente;
h ¢ a coordenada axial do leito de extraciio;
Day € o coeficiente de dispersdo axial;
Dayx é o coeficiente de Qiﬁisﬁo na fase solida;
p ¢ a densidade do solvente;
ps € a densidade do sélido;
£ ¢ a porosidade do leito;

J(X,Y) € o fluxo de transferéncia de massa interfacial,

O termo de transferéncia de massa interfacial, J(X,Y), pode ser interpretado de
diversas formas. Neste, MARTINEZ et al (2003) descrevem J(X,Y) como uma fungio
logistica dependente da composiglio do extrato ao longo do processo. A resoluciio das
equacdes acima, na condigdo inicial Y(h=0, t)=0, possibilita obter por integra¢io, a equagfo

que representa a curva de extracdo:

m, (h:H,t)mQCWHAi ! - : 3 Eq.(12)
! ug I+axp[bi(tmj —t)] I+explbiimij

onde A;, b; e t; sfo os pardmetros ajustaveis do modelo.

Pela Eq. 12, quando o tempo tende ao infinito, a massa do composto extraido tende

a um valor fixo, denominado como a quantidade méxima de soluto extraida a uma certa
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condi¢dio de processo (my). Rearranjando a Eq 12, tem-se a Eq. 13, na qual se verifica uma

redugdo no nimero de pardmetros ajustaveis (b; e ty).

m (h=H,{)=— [rexpdity) Eq.(13)
1 exp(b;t,,.) | 1+explb, (1, -0)]

2.1.6.6 Modelo de SOVOVA (1994)

SOVOVA (1994) propds um modelo matematico que considera a existéncia de
c€lulas intactas e células rompidas formando o leito. Dessa forma, o soluto se apresenta sob
duas condigfes: soluto de facil acesso (X,) e o soluto de dificil acesso (Xy). Durante o
processo de extrag@io o soluto de ficil acesso € extraido primeiro, sendo seguido pelo soluto
de dificil acesso, e a partir de entfio se inicia a fase final de extragfo descrita como etapa
difusiva. O processo pode entfo ser dividido em trés etapas. As equagdes simplificadas do

balanco dc massa sio:

gﬁzw (fase fluida) Eq.(14)
dh g

ﬁ:wﬁ (fase sélida) Eq.(15)

ot l-&  pq

O termo J (X,Y) se refere a transferéneia de massa interfacial e ¢ definido por

SOVOVA (1994) como:
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X, Y )=k, (Y*-Y) para X>X Eq.(16)
Y
J(X,Y):kXAX(}w—\};—) para X<Xj Eq.(17)

Através da resolugio das cquagdes 13 ¢ 14, SOVOVA (1994) apresentou as

equagdes que representam a curva de extracfo com a massa total de extrato na saida do

extrator, em funcgfo do tempo:
m(h=H,t)=Q ., Y *[I-exp(-2Z)] para t < tegg Eq.(18)

m(h:H,t)=QCO2Y*[tthERexp(ZWmZ)J para toppS t < teer Eq.(19)

y* 1 Twa,, X
m(}pH;;):mSI{XO Wir{lﬁ{exp{wﬁ }—1}3){{ H?;O (t CERMI)E_}i— E} para t< tppp. Eq.(20)

onde:

_ mgky, p Eq.(21)
QC()2 (I_E)ps
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me.k

W= X Eq.(22
Qoo (1-8) q(22)
W
Xeexp[——gg%(icm —t )]—Xk
ZY* m,
2= Eq.(23)
WX, X, X,
mSIXp
o, e Eq.(24)
CER
Y*ZQ o,
WX
Mg i Xk+XP( Y*} Eq.(25)
top =t . il q.
FER — 'CER
Qo2 W Xo

Neste modelo, os parimetros ajustiveis sfo kay e kax (coeficientes de transferéncia

de massa nas fases fluida e sélida, respectivamente).
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2.2 Alimentos Funcionais e Produtos Fitoterdpicos

O Brasil é¢ um grande produtor de frutas, condimentos, plantas aromaéticas e
medicinais. Estes sdo utilizados ndo sé nas indastrias alimenticias, mas também pelas
inddstrias farmacé€uticas e de cosméticos. A producdio nacional de frutas ¢é bastante variada.
No Nordeste, frutas como o mamdo, a manga, 0 meldo e a uva se destacam dentre as frutas
com produgio irrigada para a exportagio. O valor de exportagiio destas quatro frutas em
1996 era de 306,6 milhdes de reais, e evoluiu para 667,5 milhdes em 2001, um aumento de
117,7% no periodo (IBGE, 2004). Estima-se ainda que 82% da populacio brasileira utiliza
produtos a base de ervas. O setor movimenta anualmente RS 1 bilhdo em toda sua cadeia

produtiva e emprega mais de 100 mil pessoas no Brasil (ABIFITO, 2004).

r

A biodiversidade encontrada no Brasil ¢ extremamente ampla. Estima-se a
existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais e
microorganismos. E considerado o pais com maior biodiversidade genética vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas, relativo a 10-15% do total
estimado (SIMOES et al, 1999). A implicagiio disso é o fornecimento de um elevado
mimero de produtos de importincia econdmica; produtos estes visados pela indistria

alimenticia, farmacéutica e de cosmdticos.

Essa variedade de espécies existente permite a utilizagfo de plantas em diversos

setores, principalmente para fins alimenticios efou medicinais. Neste ponto, o termo

alimento funcional vem sendo extensivamente aplicado.

O termo alimento funcional se refere aos alimentos que podem além de nutrir,

fornecer beneficios & satde ou atuar na redugfio do risco de doencas (PENNINGTON,
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2002). Scgundo a ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilincia Saritdria, alimentos
funcionais sfo aqueles que possam conter componentes, nutrientes ou nfio nutrientes com
agiio biolégica, em quantidades que causem efeitos benéficos 4 saiide (Resolugdo n® 17, de

30 de abril de 1999).

O termo foi introduzido primeiramente no Japdo em meados dos anos 80; sendo este
conhecido como “Alimentos para Uso Especifico de Saiide” (FOSHU- foods for specified
health use) (HASLER, 2001). Atualmente, o conceito de alimentos funcionais ja se
encontra amplamente difundido. Estudos ¢ pesquisas vém demonstrando a aplicacfio de
diversos alimentos na redug@o do risco de doengas como: doencas cardiovasculares, cincer,
obesidade, diabetes e outras. Embora, o termo seja recente, a idéia de se utilizar alimento
como remédio nfio é de hoje. Hipocrates, fildsofo que viveu por volta de 2500 AC ja
afirmava: “Alimentos sfo remédios ¢ remédios sdo alimentos”. Dentre os alimentos
considerados funcionais, podem ser citados: aveia, soja, tomate, linhaga, uva, vinhos, cha

verde, dentre outros (GOLDBERG, 1994; HASLER, 2000D).

Ja se sabe que dictas ricas em frutas, legumes ¢ verduras reduzem a incidéncia de
céncer ¢ hipertensdo. No entanto, ndo estd ainda totalmente esclarecido de que forma ou
que componentes exercem este efeito benéfico, entretanto a explicagfo mais aceita ¢ a
presenga de compostos antioxidantes nesses alimentos. Os compostos fendlicos sfio a maior
classe de antioxidantes que s3o encontradas nas plantas, sendo verificado altas

concentra¢des nas frutas e vegetais (LEMOS, 2002).

PENNINGTON (2002) listou cerca de 120 alimentos considerados funcionas por
apresentarem componentes bioativos, dentre eles a manga, os chas verde e preto. O cha

perde apenas para a dgua como sendo o alimento mais consumido do mundo. A grande
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importincia dos chds se deve aos constituintes fendlicos presentes, principalmente no ché
verde. Os polifendis constituem mais de 30% do peso bruto das folhas do ché fresco. Nos
altimos anos, houve um grande interesse nos efeitos farmacologicos do chd verde,
principalmente devido & sua acfio quimiopreventiva confra o cincer ¢ também pela

indicativa de reduzir o risco de doengas cardiovasculares (HASLER, 2001).

2.2.1 Compostos Bioativos das Plantas

As plantas s@o fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos. Dentre
os metabolitos secundérios, os alcaldides, polifendis (flavondides, taninos, antraquinonas),
e terpendides vém sendo amplamente estudados devido a extensa aplicagfio de diversos

compostos pertencentes a essas classes.

2.2.1.1- Alcaldides

Alcaloides sdo compostos nitrogenados, com caracteristicas basicas; constituem-se
mum vasto grupo de metabdlitos secundarios com grande diversidade estrutural,

representando cerca de 20% das substincias naturais descritas presentes nas plantas

(SIMOES et al, 1999).

Esta classe ¢ definida como substancias de ocorréncia natural, ndo sendo vitais para
os organismos que a produzem. Podem ser encontrados em todas as partes de vm vegetal,

contudo em um ou mais 6rgdos haverd um acimulo preferencial dessas substincias. Com
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relacio a sua localizagdo intracelular, os alcaldides sfo sintetizados no reticulo
endoplasmatico, concentrando-se em seguida nos vactiolos ¢ dessa maneira, nfo aparecem
em céjulas jovens antes de ocorrer a formacio dessas estruturas (SIMOES ef af, 1999;

PHILLIPSON e ZENK, 1980).

Os alcalbides apresentam elevada atividade farmacoldgica, sendo enconfrados
predominantemente nas angiospermas. Aproximadamente 13.000 espécies de plantas
conhecidas tém sido utilizadas como medicamento pelo mundo. Os constitnintes de vdrias
espécies de plantas tém servido como modelo para medicamentos sintéticos, como atrofina
para tropicamina, quinina para cloroquina, ¢ cocaina para procaina ¢ tetracaina
(KUTCHAN, 1995). A maior parte dos alcaldides possui a¢fio sobre o sistema nervoso
(CORDELL, 1998). Devido ao elevado namero de atividades biologicas atribuidas aos

alcaléides, estes vém sendo alvo de estudos, desde o século XVIL

S3o altamente toxicos ¢ na maioria das vezes possuem sabor amargo. Geralmente
sfo pouco estavels, podendo ser sensiveis a luz, aquecimento, e até mesmo a determinados
solventes orginicos, como o cloroférmio e o diclorometano (SIMOES et al, 1999). Outros
solventes como acetona, metiletilcetona, dentre outros, témbém podem causar formagio de
artefatos indesejaveis, sendo mais estaveis em tolueno, acetato de etila e solugdes alcodlicas
(LINSKENS e JACKSON, 1994). De um modo geral, os alcaldides sfio classificados
quanto a sua estrutura base, sendo divididos em 10 classes. A classe dos indolicos € o giupo

de alcaldides mais complexo, baseado em sistemnas heterociclicos (KILLOP, 1970).
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Alcaloides Inddélicas

Atualmente s30 conhecidos em torno de 2000 alealdides indodlicos. Com respeiio a
estrutura caracteristica, os alcaldides inddlicos podem ser divididos em duas classes:
inddélicos monoterpénicos e os demais alcaldides inddlicos. Os alcaldides indolicos
monoterpénicos podem ser classificados em 8 tipos, de acordo com a estrutura de seus
esqueletos. Esta subdivisio foi proposta por Kisakurek e Hesse, em 1980. Entretanto, em
1984, Van Beek ef a/ incluiram mais trés classes. A numeragdo baseia-se no esqueleto da
ioimbina (Figura 2.3), proposto por Le Men ¢ Taylor, em 1965, levando em conta a sua

biogénese (PHILLIPSON ¢ ZENK, 1980).
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Figura 2.3: Iombina (PHILLIPSON e ZENK, 1980),

A dificuldade apresentada pela complexidade dos sistemas ciclicos, do ponto de
vista de elucidagfio das estruturas, a pouca estabilidade, associada ao baixo rendimento com
que sfo encontradas nas plantas, obriga a busca de métodos de analise mais rapidos ¢ que

ndo haja ocorréncia de degradacdes quimicas (PEREIRA, 1999).
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Atualmente, os alcaldides inddlicos vém apresentando grande importincia
econdmica. Devido s suas propriedades farmacolégicas comprovadas, muitos ja estdo
sendo utilizados pela medicina, como é o caso da vineristina e vimblastina (anti-
leucémicos); a ergotamina (combate 3 enxaqueca); a ajmalicina ¢ a ioimbina (distérbios do

fluxo sanguinio); ¢ reserpina (antihipertensivo) (SIMOES et al, 1999).

2.2.1.2- Blavondides

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis, encontrando-se
amplamente distribuida no Reino Vegetal. Hoje, cerca de 4200 flavondides sdo conhecidos,

e encontram-se divididos em 12 classes (SIMOES et al, 1999).

Possuem uma unidade basica de 15 carbonos, que inclui dois anéis aromaticos
hidroxilados, ligados entre si por um fragmento de 3 carbonos (DI STASBI, 1996). Nos
compostos triciclicos, as unidades sfo chamadas de niicleos A, B e C, conforme mostra a

Figura 2.4 (SIMOES et al, 1999).

Figura 2.4: Nucleo fundamental dos flavondides (SIMOES et al, 1999).
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Os flavondides de origem natural apresentam-se freqiientemente oxigenados, ¢
véarios deles conjugados com aglcares. Esta forma, chamada conjugada, também ¢
conhecida como heterosideo. Os O-heterosideos, sdo aqueles que sfio ligados por
intermédio de uma hidroxila, e os C-heterosideos, aqueles que sfo ligados por um étomo de
carbono. Se o flavondide encontra-se de forma livre, sem o aglcar, este ¢ chamado de

aglicona (SIMOES et al, 1999).

O intercsse da indastria alimenticia, farmacéutica ¢ de cosméticos pelos flavonodides
advém das importantes propriedades que estes proporcionam. Além de conferirem cor ¢
valor nutricional a alguns alimentos, os flavondides exercem efeitos benéficos no combate
a diversas doengas, incluindo o céncer, doengas cardiovasculares ¢ neurodegenerativas, 0
que tem sido atribuido & sua propriedade antioxidante e antiinflamatoria (SIMOES et al,

1999; WILLIAMS ef al, 2004).

Dentre os flavondides com propriedades farmacoldogicas comprovadas, estdo a
rutina (antioxidante, anti-hemorragica, antiespasmédica), a apigenina (antiinflamatéria), a
galangina (antitumoral), a quercentina (antiviral, antioxidante, antiinflamatéria, anti-

hemorragica, antiespasmédica, antitilcera) (SIMOES e al, 1999).

2.2.1.3-Terpendides

Os terpendides sfo substincias derivadas biogeneticamente da moiécula de
isopreno, ¢ sdo classificadas de acordo com as vérias formas de ciclizaclo. Estdo divididos

em: monoterpenos (10 unidades de C), sesquiterpenos (15 unidades de C), diterpenos (20
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unidades de C), sesteterpenos (25 unidades de C), triterpenos (30 umdades de (),

tetraterpenos (40 unidades de C) (HARBONE, 1991; DI STASI, 1996).

Os terpendides sfo ativos contra bactérias, fungos, virus ¢ protozodrios. Pesquisas
mostram que os triterpenos acido betunilico ¢ acido ursélico possuem atividade inibitdria
contra o virus HIV (COWAN, 1999). Virios trabalhos evidenciam a utilizacio do 4cido
betunilico como agente anti-HIV tipo 1, antiinflamatorio, antibacteriano, antimalarial e
antitumoral (EVERS et al, 1996; KASHIWADA et al, 1996; FUJIOKA et al, 1994, SOLER

et af, 1996; RECIO et al, 1995; MUKHERJEE ef af, 1997; BRINGMANN e al, 1997).

Os olecs voliteis, também chamados de 6leos essenciais, Gleos etéreos ou esséncias
s@o misturas complexas de substincias voldteis, lipofilicas, geralmente liquidas e que
apresentam aroma agradédvel e intenso. S8o em sua grande maioria constituidos de
derivados fenilpropandides ou de terpendides. Os compostos terpénicos mais freqgiientes
presentes nos Oleos voldtels s@c os monoterpenos {representam cerca de 90% dos

compostos presentes nos 6leos voldteis) e os sesquiterpenos (SIMOES ef al, 1999).

Produzidos por estruturas sccreforas especializadas, como por exemplo pélos
glandulares ¢ canais odoriferos, os 6leos volateis podem ser armazenados em diferentes
partes da planta (folhas, flores, caule, raizes, frutos ¢ sementes). Entretanto, sua composi¢io
quimica, caracteristicas fisicas ¢ aroma podem variar segundo sua localizaggo (STMOES et

al, 1999).

Uma grande variedade de propriedades terap@uticas é encontrada nos 6leos voléteis
obtidos de diversas espécies; como a¢fo carminativa, antiespasmodica, estimulante,
anestésica, antiinflamatéria, anti-séptica, sobre o SNC, dentre outras (SIMOES et al, 1999).

Em virtude das diversas caracteristicas organolépticas e propriedades terapéuticas, a
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principal aplicagdio dos oleos voldteis € verificada nas induistrias de alimentos, farmacéutica

¢ de cosméticos.

2.2.2- Tabernaemontana catharinensis

Tubernaemontana catharinensis ADC. (P. catharinensis) é uma arvore conhecida
como jasmim, leiteira de dois irm#os e casca de cobra. Pertence a familia Apocynaceae
(tribo Tabernaemontanae), essa arvore (Figura 2.5) ¢ encontrada na Argentina, Uruguai,
Paraguai, Sul ¢ Sudeste do Brasil. A infusfio de partes da planta é utilizada como antidoto
contra picada de cobra, anestésico para dor de dente, para curar verrugas, ¢ como
vermifugo (ALLORGE, 1985; retirados de SPITZER et al, 1995). Segundo revisdo
monografica apresentada por LEEUWEMBERG (1994), T. catharinensis possui as
seguintes sinonfmias: T. affins, T. australis, P. australis, 1. hilariana, T. hybrida, T.

acuminata, T. salicifolia, P. albidiflora.

Os alcaldides presentes nas espécies de Tubernaemontana apresentam diversas
atividades farmacoldgicas que fazem deste género uma importante fonte de micromoléculas
biocativas, como por exemplo: agfio bactericida (voacamina), atividade cardiovascular
(voacamina e voacoring), hipoglicémica (cataraniina e coronaridina), analgésica
{conofaringina), antitumoral (camptotequina), etc. (PELLETIER, 1988, LEEUWEMBERG,

1994).

RATES ef af (1993) avaliaram a atividade antineopldsica, antiinflamatoria e
analgésica de extratos de folhas, sementes ¢ cascas da arvore da T. catharinensis, ¢

verificaram que os extratos brutos das folhas e sementes apresentaram atividade
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antincoplasica; os extratos aquosos ¢ alcodlicos, administrados em ratos, tiveram efeito
antiinflamatdrio. Além disso, alguns extratos apresentaram atividade analgésica contra a
irritagdo abdominal induzida pelo 4cido acético. As andlises indicaram a presenca de sete
alcaloides inddlices: coronaridina, tabersonina, olivacina, coronaridina-hidroxindolenina,

catarinensina, decarbometoxivoacamina e tabernamina,

2

Figura 2.5: Tabernaemontana catharinensis

* Foto tirada no Guard/Campinas/SE.
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Segundo SPITZER et al (1995), o oleo da semente da T. catharinensis, quando
extraido com cloroformio, contém uma mistura de trés alcaldides indodlicos: tabersonina,
coronaridina hidroxindolenina € coronaridina, sendo esta Gltima apontada como

responsavel parcial pela agdo antineoplasica.

PEREIRA (1999) isolou e identificou 13 alcaléides indolicos, 12 triterpenos e 2
esterdis presentes em varias partes da 7. catharinensis. Neste trabalho, pode ser constatada,
através de ensaios biolégicos, a atividade antiofidica, anti-tumoral e tripanomicida dos
extratos, fragdes e substincias isoladas. Dentre os compostos foi verificado a presenca dos
triterpenoides: ac. betulinico e ac. ursolico que possuem diversas atividades, incluindo a¢do

contra o virus HIV comprovada, conforme descrito anteriormente .

BATINA ef af (2000) ¢ ALMEIDA ef al (2004) também demonstraram atividade
antiofidica e antitumoral dos extratos de 7. catharinensis. BATINA et af (2000) avaliaram
o efeito dos extratos aquosos ¢ etandlicos dessa espécie na neutralizacio do veneno letal de
Crotalus durissus terrificus. Verificaram que tanto o extrato aquoso quanto o extrato
etan6lico apresentaram atividades antiofidica ¢ antitumoral. O extrato etanolico foi
fracionado em seis fragBes, a primeira apresentou compostos basicamente polares, terpenos
¢ esterdis. A quarta fragio apresentou elevada atividade antiofidica, nesta fragfio
identificaram a presenga do alcaldide 12-metoxi-4-metilvoachalotina. Foi verificado que
este alcaloide isolado promoveu uma inibicfo de 100% na agfio letal do veneno. Por outro
lado, ALMEIDA et o/ (2004) avaliaram o efeito dos extratos aquosos de T. catharinensis
na inibicdo do veneno letal de C. d. terrificus. Neste trabalho, o extrato aqueso liofilizado
foi fracionado, obtendo oito fracles (P; a Pyy). A fracdio Pyy apresentou elevada atividade

antiofidica. Verificaram que esta fragdo contém como composto majoritario o alcaldide 12-
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metoxi-4-metilvoachalotina. As fragSes Py, Pvi e Pyvir apresentaram atividade antitumoral.
Esses resultados indicam que a atividade antiofidica ¢ antitumoral exercida pelos exiratos
aquosos de T. catharinensis sio desempenhadas por diferentes substincias presentés nas
fragdes analisadas. Além disso, esses resultados indicam que um extrato de 7. catharinensis

fracionado poderé proporcionar diferentes aplicagdes no combate a doengas distintas.

GUIDA et al (2003) avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos brutos ¢
fracdes ricas em alcaléides de 7. catharinensis. A andlise foi efetuada contra Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Shigellla flexneri, Staphylococcus
epidermidis, Acynetobacter lwoffii. Os resultados indicaram que a atividade antibacteriana

esta relacionada com a presenga de alcaldides encontrados nessa espécie.

O efeito leishmanicida de extratos de caule de T. catharinensis foi estudado por
DELORENZI (1998). Este verificou que o extrato bruto do caule obtido por Soxhlet
adicionado a cultura de promastigotas apresentou uma inibicdo de 100% no crescimento
dos parasitas no sexto dia de cultivo, com Img/ml. do extrato. Ao fracionar o extrato bruto,
a atividade leishmanicida permaneceu somente na fragio cloroférmica, sendo identificada

nesta a presenca de dois alcaldides majoritarios: coronaridina e voacangina.

YODA e BARRETO (2000) extrairam alcaldides inddlicos de folhas e galhos
(casca ¢ medula) da T. catharinensis, utilizando a técnica de extracdio com fluidos
supercriticos. Para tanto, utilizaram CO, como solvente e ctanol (5% v/v) como co-
solvente. Testes in vitro realizados com o extrato bruto etanélico das cascas de 7.

catharinensis, suas fragOes brutas (obtidas apds o fracionamento do extrato bruto etandlico)
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¢ com algumas substéncias isoladas (voacangina e coronaridina), constataram a agdo

leishmanicida da espécie.

A acdo leishmanicida de extratos do caule ¢ folhas de T. catharinensis foi
confirmada por SOARES er al (2003). Os pesquisadores utilizaram fragdes ricas em
alcaldides (AF) conseguidas a partir de extratos obtidos por extraciio supercritica, nas
condig:ﬁés de 250 bar/45 °C (E2) ¢ 300 bar/55 °C (E4), com uso de etanol como cosolvente
(5%, v/v). Verificaram que a fragio E2, nas quantidades de 10 ¢ 100 pg/ml, conseguiu
inibir 20 e 80%, na sobrevivéncia das amastigotas; enquanto a fragio E4, com 10 ¢ 100
pug/ml, foi possivel inibir 26 e 100%, o crescimento do parasita, respectivamente. Ambas

fragdes apresentaram toxicidade nula para 0s macrofagos.

Recentemente, PEREIRA et al (2003a) avaliaram a atividade anticancerigena de
extratos de T catharinensis obtidos por extragio supercritica (300 bar/ 55 °C, 5% etanol
v/v), e identificaram os principais compostos presentes nesses extratos. A atividade
anticancerigena foi testada contra setc linhagens de tumores humanos: pulmiio, mama,
mama (fendtipo de resisténcia a multiplas drogas), melanona, célon, prostata e rim. Foi
verificado que o extrato bruto de 7. catharinensis apresentou atividade antiproliferativa a
partir de 0,25 pg/mL com efeito citostatico e citolitico, concentragio dependente ¢ sem
seletividade entre as linhagens celulares utilizadas. A andlise da fragdo rica em alcaldides

(AF) indicou a presenga majoritaria dos alcaléides voacangina e coronaridina.
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2.2.3- Aloysia triphylia

Aloysia triphylla (L’Hérit.) Britton, conhecida como cidrio ou falsa erva cidreira
(Figura 2.6), cresce espontaneamente na América do Sul, e é cultivada no Norte da Africa e
Sul da Europa. Nessas regides, as folhas sdo amplamente utilizadas como cha devido ao seu
aroma, € também a suas propriedades digestivas ¢ antiespamoédicas (CARNAT et al, 1999).
Pertencente a familia Verbenaceae, possui os seguintes sindnimos botdnicos: Aloysia
citridora Palau, Lippia citridora (Lam.) Kunth, Verbena triphyila (ZAMORANO-PONCE

ef al, 2004}

Figura 2.6: Flores ¢ folhas de dloysia triphyila

? Foto retirada do site: www.ispb.univ-lyonl #/.../ liste%20dicot.htm
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O cidrio, apresentado na, tem sido utilizado na medicina popular no controle de
febre, resfriados e espasmos e contra tosse (DUKE, 1985; BEZANGER-BEAUQUESNE et
al, 1990, citados por CARNAT et af, 1999, HILGERT, 2001). Algumas propriedades
farmacologicas, como antiespasmaodica ¢ antimicrobiana, foram atribuidas ao éleo volatil
(TORRENT, 1976; DE PASQUALE er al, 1977, MARUZZELLA ¢ SICURELLA, 1960;
PELLECUER et al, 1980, citados por CARNAT er a/,1999). Atividade antibacteriana
contra E. coli, M. tuberculosis S. aureus também foi verificada pelo do 6leo volatil de 4.

triphylla (COWAN, 1999).

Devido ao seu efeito calmante, a infusio de A. triphylla ¢ um dos remédios mais
comuns utilizados em Porto Alegre no combate a insénia e ansiedade (WANNMACHER ef
al, 1990, citado por CARNAT et al, 1999).

OHNO et al (2003) verificaram que o 6leo essencial de 4. friphylia possui atividade
antibacteriana, in vitro ¢ in vivo, contra H. pylori. Anélise do 6leo volatil indicou a presenga
das seguintes substincias: limoneno, neral, geranial, acetato de geranila, o pineno,

sabineno, 1,8 cineol, trans-B-ocimeno, B—cariofileno, germacreno D, farseneno, e canfeno.

VALENTAOQ ef al (2002) verificaram que a infuso das folhas de 4. triphyila
possul atividade antioxidante, devido a presengca de flavondides ¢ 4cidos fendlicos.
Recentemente, foi verificado que a infusdo de folhas de A. triphylla também exerce uma

aclo antigenotdxica (in vivo), pelo aumente do poder antioxidante das células

(ZAMORANO-PONCE et al, 2004).
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Estudos revelam que o cha feito pela infusdo das folhas de A. friphylla contém
clevada quantidade de compostos poli-fenélicos incluindo verbascosida ¢ luteolina 7-
diglucuronida. Este também possui 6leo volatil contendo: geranial, citral, limoneno, cineol,
citrolenol, 6xido de cariofileno, e espatulenol como sendo seus principais constituintes

(CARNAT et al, 1999).

2.2.4- Mangifera indica L

Mangifera indica L, popularmente conhecida como manga (Figura 2.7), ¢ uma das
frutas tropicais mais antigas cultivadas. Pertencente a familia Anacardiaceae, ¢ originiria
do Sul da Asia, sendo cultivada principalmente nas regides tropicais e subtropicais. A India
¢ o maior produtor de manga, sendo a maior parte consumida localmente. No Brasil, hoje o
oitavo maior produtor, esta fruta € cultivada em grande escala nos estados do Sudeste ¢ do

Nordeste (MONARCA, 1979; ANDRADKE ef al, 2000; FAO, 2004).

Figura 2.7: Folhas ¢ frutos de Mangifera indica L

* Foto tirada no jardim da FEA/DEA/UNICAMP.,
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Além do elevado valor nutritivo desta fruta, estudos farmacoldgicos com a M
indica revelam que os extratos desta espécie possuem importantes atividades:
antiespasmodica, antipirética, antiinflamatéoria, e acfio contra diarréia {AWE er al, 1998;
DAS er al, 1989; GARRIDO et al, 2004; SAIRAM et al, 2003). Recentemente, fol
reportado que extratos obtidos a partir de varias partes da manga apresentam atividades
antioxidantes (ANILA e VIJAYALASKSHMI, 2003; MARTINEZ et al, 2000, SOONG ¢

BARLOW, 2004).

KABUTI er al (2000) estudaram o efeito inibitdrio dos extratos alcodlicos da
améndoa de M. indica sobre 18 espécies de bactérias, com 43 tipos de organismos. Os
extratos de manga mostraram atividade contra ambas bactérias gram-positivas ¢ gram-
negativas, para todas as espécies, com os menores valores de MIC (minimum inhibitory
concentration: 50 ppm) apresentados contra Staphylococcus aureus, tipos: B-E, TSS1,

MRSA.

MAKARE et al (2001) avaliaram a atividade imunomodulatéria® de extratos
alcodlicos da casca da drvore de M. indica em ratos. Os resultados indicaram que o extrato

possui expressiva propriedade imunoestimulante.
LIMA er al (2003) estudaram os efeitos toxicos ¢ antiulcerogénicos do extrato
hidroalcodlico das folhas de M. indica. Os estudos foram efetuados através da

administragio oral em camundongos Swiss albinos machos ¢/ou ratos Wistar machos.

Verificaram que os extratos de M. indica reduziram significativamente as lesdes gastricas

* Trmunomodulacio é um processo em que se pode alterar o sistema imune de um organismo por interferéncia
de suas funcdes. Se esta resultar em um aumenio das reagbes imunolbgicas, esta € chamada de
imunoestimulante. Por outro lado, se resultar na redugfio da resisténcia contra infecgdes, esta ¢ chamada de
imunosupressora. Tante a imunoestimulacio quanto a imunosupressio s3o necessdrios para regular o
funcionamento do sistema imunolégico (MAKARE ef al, 2001)
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induzidas com HCVetanol 0,2mL/animal nas doses de 500 mg/kg (46,7%) e 1000 mg/kg
(70,5%), ndo produzindo nenhum efeito toxico nos animais tratados. Os resultados

confirmaram a indica¢8o popular atribuida 4 espéeie de possuir efeito gastroprotetor.

Com essas propriedades, a manga, como um todo, € vista como uma fruta de grande
aplicagio nas mais diversas dreas industriais. O que ja vem sendo realizado em Cuba.
Extratos aquosos da casca da drvore de M. indica estdo sendo produzidos em escala
industrial para serem utilizados como suplemento nutricional, fitoterdpico ¢ cosmético.
Estudos prévios indicaram a possibilidade de se utilizar o extrato de M. indica devido a sua
agfio antioxidante. Uma andlise quimica deste extrato aquoso de M. indica isolou sete

compostos fenolicos (SELLES et al, 2002).

Flavondides, triterpendides e compostos voldteis sfo os compostos mais
importantes presentes nos extratos de M. indica. A literatura reporta que esses compostos
podem ser obtidos a partir de vérias partes da planta como as sementes, améndoa ¢ casca, ¢
folhas (ANDRADE er al, 2000; ANILA e VIJAYALASKSHMI, 2002 e 2003;

ANJANEYULU et al, 1999, SEVERI ef af, 2003).

SEVERI er al (2003) realizaram um estudo quimico do extrato hidroalcodlico
obtido a partir de folhas de M. indica. Utilizando reveladores especificos como NP/PEG,
dragendorff ¢ anisaldeido, verificaram a presenca de flavonodides, esterdides ¢ terpenos e a
auséneia de alcaldides nos extratos hidroalcodlicos de folhas de manga. Dentro do grupo
dos flavonoides, verificaram a presenga de rutina ¢ outros flavonéides menos ¢ mais polares
que este. Anslises em CCD das fragbes do extrato, quando reveladas com B—caroteno,
devido a coloragdo apresentada, indicaram a preseng¢a de constituintes com possivel agio

antioxidante. Varios estudos realizados com flavondides confirmam que esses compostos
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3.1.2- Aloysia triphylia

As folhas de A. triphylla foram cultivadas no campo experimental do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisa Quimica, Biologia e Agricola (CPQBA/UNICAMP), em
Campinas/SP. Uma exsicata desta espécie encontra-se depositada no Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Unicamp, sob N° UEC - 121.412. O
material foi seco em estufa com circulagio de ar forgado (Blue M, Blue Island, EUA) a 40
°C por 3 dias, em scguida triturado em um moinho de facas (Manesco & Ranieri, modelo
MMR 320, Piracicaba, SP). O material foi entdo acondicionado em sacos plasticos ¢
estocados emn um freezer doméstico (Metalfrio, double action, Sdo Paulo, SP) a temperatura

inferior a —10 °C.

3.1.3- Mangifera indica

Folhas de M. indica foram coletados em Campinas (Local: FEA, pitio do DEA,
Campinas, SP). O material foi seco a temperatura ambiente 4 sombra, € em seguida
triturado em um moinho de facas (Tecnal, modelo TE-631, Piracicaba, SP). O material foi
entdo acondicionado em sacos plasticos e estocados em um freezer doméstico (Metalfrio,

double action, Sio Paulo, SP) a temperatura inferior a 10 °C.
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3.1.4- Preparacdo e caracterizacdo das matérias-primas

As matérias-primas foram caracterizadas quanto & umidade, distribuigio do
tamanho de particulas, densidade real e aparente do solido. Além disso, foi determinada a

porosidade do leito e de particulas,

o Umidade: Foram utilizados ¢ Método de JACOBS (1973) ¢ um Analisador de
Umidade comercial para a determinagio de umidade. O equipamento utilizado no Método
de JACOBS (1973) é formado por um condensador, um tubo coletor graduado, para receber
a dgua evaporada da amostra, manta de aquecimento ¢ um baldo de 250 mL. Este método €
indicado para matérias-primas contendo material volatil. No caso da T. catharinensis,
poderia ser empregado método convencional que utiliza estufa, entretanto, foi aplicado o
método descrito acima pela facilidade e por ter sido utilizado com outras matérias-primas
no LASEFI O outro método utiliza a aplicagio de microondas para medida de umidade. O
equipamento, Analisador de Umidade (marca CEM, modelo SMART 5, Matthews, EUA),
também possut uma balanca interna que possibilita a leitura da massa das amostras durante
a aplicagdo de microondas ¢ uma impressora para registro dos dados. Este equipamento
utiliza cerca de 2 - 4 x 107 kg de matéria-prima, o que foi ideal para a determinagio de
umidade da A. triphyila e M. indica, uma vez que se dispunha de pouca quantidade desses

materiais. Estas andlises foram realizadas no Laboratorio de Microondas Aplicada do

DEA/FEA/UNICAMP.
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e Didmetro Meédio das Particulas: A distribuicdo do tamanho das particulas da
matéria-prima foi determinada utilizando um agitador de peneiras (Produtest, model 3580,
Sdo Panlo, SP); com uma série de peneiras (mesh: 16, 24, 32, 48 ¢ 80), do tipo Tvler, sob
agitagiio mecdnica, por 10 minutos. O didimetro médio geométrico (d,.) das particulas foi
calculado através da equagio que utiliza o didmetro da particula de superficie externa

média, de acordo com o método de Sauter:

- E’(;”;‘“) Eq (26)

onde: d;: abertura nominal da i-ésima peneira (mm)

w; : massa do material retida na i-ésima peneira.

o Densidade real ou absoluta (dr): A determinago da densidade real das particulas
foi realizada pela Central Analitica do Institute de Quimica da UNICAMP, utilizando a

técnica de picnometria em gés Hélio,

e Densidade_aparente (da): Para seu calculo, foi utilizade o volume da coluna de

extragdo e a massa de matéria-prima contida na mesma,
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e Porosidade total do leito e das particulas (g): Com os dados da densidade real e

aparente, foi calculada a porosidade total do leito ¢ das particulas, como segue:

€ =1-(d/dy) Bq.27)

3.2- Extracio 2 Baixa Pressiio

As extragOes a baixa pressdo (low pressure extracton: LPSE) foram realizadas a
terperatura ambiente, utilizando etanol (P.A., Merck, lotes K31865683 312, lote
K33237283 422) como solvente. Foram empregados dois procedimentos: i} Uso do Shaker:
neste, cerca de 5,0 £ 0,2 % 107 kg matéria-prima foram acondicionadas em erlemeyer de
250 mL, e entdo foi adicionado o etanol (proporcio 1:10, m/v, matéria-primazetanol), e
mantidos em um shaker (Marconi, modelo MA 420, Piracicaba, SP) por trés horas, a
temperatura ambiente (25 °C). Apos esse periodo, foi feita uma filtragio em papel filtro de
15 um {J.Prolabe, S0 José dos Pimhais, PR) e o material filrado foi evaporado em um
evaporador rotativo (Laborota, modelo 4001, Viertrieb, Alemanha) com controle de vicuo
(Heidolph Instruments GMBH, Viertrieb Alemanha) a 40 °C. Foram utilizadas as matérias-
primas MP1 ¢ MP2 da I\ catharinensis; ii) Uso da centrifuga: neste, cerca de 3,00 £ 0,01 X
107 kg de material foram colocados em contato com o etanol ¢ colocados em uma
centrifuga (Jouan, modelo BR4i, St Herblain, Franca) a 2000 rpm por 12 minutos. Apds
esse periodo, ¢ material foi filrado e evaporado da mesma forma como descrito para o
procedimento anterior. O primeiro procedimento foi utilizado para a T. catharinensis ¢ 0

segundo para as folhas de M. indica.
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3.3~ Hidrodestilacéo

A hidrodestilagio foi realizada em um destilador tipo Clevenger. Essa extragdo foi
realizada para M. indica e A. triphylla, na qual foi utilizado cerca de 30 ¢ 50 + 0,01 x10™
kg de matéria-prima, respectivamente. O processo durou cerca de 3 horas, conforme
descrito pela AOAC 962.17. Este processo foi realizado no LASEFI-DEA/ FEA-

UNICAMP, para a M. indica; e no CPQBA/UNICAMP, para a A. triphylla.

3.4- Soxhlet

A extragdo foi realizada a 78 °C, por 24 horas utilizando etanol (P.A., Merck, lote
K30916283 231) como solvente, conforme descrito por DELORENZI (1998). Para essa
extrago foi utilizada a MP1 da T. catharinensis. Foram utilizados 100,25 + 0,01 x 10° kg

de matéria-prima para 0,5 L de etanol.

3.5- Processo de Extracio com Fluide Supercritico

3.5.1- Equipamentos

As extragdes com fluido supercritico foram realizadas em trés equipamentos que se

encontramn no LASEFI-DEA/ FEA-UNICAMP, ¢ estdo descritos a seguir.
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3.5.1.1- Unidade SFE I:

Este consiste basicamente de uma coluna de extra¢io, duas bombas de alta pressdo,

dois banhos termostéticos programaveis ¢ um medidor de vazdo. Detalhes do equipamento

podem ser encontrados em ZANCAN et al (2002). Um desenho esquemdtico da unidade de

extragdo pode ser observado na Figura 3.1.

1-
2.
3o
4-
5.
-
7.
8-
9.

Cilindre de CO; com pescador
Valvulas

Vilvula de Retencio

Filtro de Linha

Mandmetro

Trocador de calor

Bomba de CO,

Bomba de Co-solvente
Reservatario de Co-solvente

10- Misturador de CO, e Co-solvente
il- Purga

12- Termopar Ferro-Constantan

13- Indicador de Temperatura

14- Extrator encamisado

I5- Manta Aquecedora

[6~- Valvula micrometrica

17- Frasco coletor de extrato

18- Totalizador de volume gasos

Figura 3.1: Desenho esquemdtico da Unidade SFE_L
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3.5.1.2- Unidade SFE Ii:

Esta unidade é similar 4 unidade SFE_J, com a exceg¢o da auséncia da bomba de
co-solvente. Detalhes do equipamento podem ser encontrados em RODRIGUES er af

(2002). A Figura 3.2 apresenta um desenho esquematico da unidade de extragio SFE_IL

OSb 7
2% 3a

2b
8o
k‘ 28

1
B 8a []43

th
1- Cilindro de CO, com pescador 8- Indicador de Temperatura
2. Valvula de Retengiio 9-  Exfrator encamisado
3-  Manbmetros 10- Manta
4- Trocador de calor 11- Vélvula micrométrica
5-  Banhos termostaticos 12~ Frasco coletor de extrato
6- Bomba de CO, 13- Totzlizador de volume gasoso

7- Purga

Figura 3.2: Desenho esquematico da Unidade SFE_II
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3.5.1.3- Unidade SFE I1i: Spe_ed

A unidade de extracdo SFE_IH ¢ uma unidade comercial (Spe_ed SFE, Applied
Separations, modelo 7071, Allentow, EUA), com uma coluna de 5 mL (Thar Designs,

Pittsburgh, EUA). O desenho esquematico da unidade é apresentado na Figura 3.3.

e

6 7 9
g i
Zb
1~ Cilindro de CO, com pescador 6- Cohina de Extracio
2-  Valvulas de retencio 7- Vélvula micrométrica
3- Banho termostitico 8- Frasco coletor de extrato
4-  Cilindro de N, 9- Medidor de Vazio

5- Bombade CO,

Figura 3.3: Desenho esquematico da unidade SFE_II

57




Materiais e Métedos

3.5.2- Procedimento Experimental

o Unidades de extracio SFE_{ e SFE_JT

A matéria-prima seca ¢ moida foi empacotada de duas formas: i) em um primeiro
instante foi utilizado uma célula de extracio de ago inoxidavel 316 de 221 X 10° m® (37,5
% 10? m de comprimento ¢ 2,74 x 107 m de difmetro) na qual a matéria-prima era
empacotada ¢ entSo inserida no extrator encamisado (SFE_I); i) Em um segundo instante,
foi utilizada uma célula de nylon no acondicionamento da matéria-prima. Segundo ensaios
realizados por MOURA (2004) ¢ CARVALHO JUNIOR (2004), quando se utilizava a
célula de ago inoxiddvel, uma pequena drea entre a coluna de extragiio e a célula de ago
inoxidivel que contém a matéria-prima, nfo era preenchida; o solvente SC escoava nio s0
por dentro do leito, como também por esse espago entre a coluna de extragdo e a célula de
aco inoxidavel. A célula de nylon nfo permite que haja esse espago vazio pois esta €
colocado de tal forma que se adapta perfeitamente 4 coluna de extracfo. No caso dos
ensaios realizados pelos pesquisadores do grupo, foi verificada grande diferenca nos
resultados, principalmente em fermos de cinédtica de extracio. Uma vez que parte do
solvente ndo era propriamente utilizado no processo de extragfio. Dessa forma, os demais
pesquisadores do grupo comegaram a utilizar 2 mesma metodologia de acondicionamento
do material em células de nylon, para evitar que ocorra um problema parecido. Assim

sendo, foram realizados ensaios utilizando as células de nylon.

Apbs o empacotamento da matéria-prima, esta foi entdo inserida no extrator

encamisado (SFE_I ¢ SFE_II). As temperaturas dos banhos, que aquece a camisa do
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extrator e que resfria o cabegote da bomba, foram ajustadas de acordo com a temperatura de
processo e temperatura de operagido da bomba (-10 °C), sendo o sistema pressurizado em
seguida. Na pressurizaciio, o CO; liquido foi bombeado continuamente do cilindro de CO»
até o trocador de calor e deste até o extrator encamisado, mantendo a valvula micrométrica
sempre fechada. No caso da unidade SFE_I, devido ao uso de co-solvente, existe um
misturador entre o trocador de calor ¢ o extrator encamisado que permite que o CO; liquido
entre em contato com 0 co-solvente, também bombeado de um reservatorio. A mistura
(COy + co-solvente) segue do misturador até o extrator encamisade, onde ocorre a
pressurizagdo do leito. Ao atingir a pressdo de operacio, o processo de extragio se inicia.
Os extratos foram recolhidos em frascos coletores (100 x 10 m®) em intervalos de tempo

pré-determinados.

Para os extratos obtidos com o uso de co-solvente foi necessria uma etapa de
retirada do co-solvente antes de se armazenar o extrato. Caso o co-solvente utilizado fosse
alcodlico, os frascos depois de pesados, foram levados para a estufa a vacuo (Napco-
modelo 5831, Winchester, EUA; e Tecnal, modele TE 393-1, Piracicaba, SP) na qual
perimaneceram por 24 horas, sem uso de aguecimento. Se¢ o co-solvente fosse aquoso, os
extratos entdo eram liofilizados (FTS Systems, modelo TE 395-1, Stone Ridge, EUA),
também por 24 horas. Apds a retirada do co-solvente, os frascos eram entio novamente

pesados, lacrados e armazenados em fieezer doméstico para posterior anilise.

e Unidade de extracido SFE_IIT

Para a unidade de extragio SFE_III, o procedimento foi um pouce diferente. Neste,

0o CO; foi pressurizado por meio de wma bomba pneumdtica, com ar pressurizado. A
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matéria-prima foi acondicionada diretamente na coluna de 5 mL, sem a necessidade do uso
de uma célula para adaptar o material 4 coluna. Entre as extremidades da coluna e o
material empacotado, foi colocada 13 de vidro a fim de evitar que parte do material
empacotado ficasse retido no sistema de rosqueamento da tampa da coluna. A célula foi
entio colocada na unidade de extragfo. Apds a temperatura do forno atingir a temperatura
de operagio e a temperatura do banho para resfriamento do CO,, atingido —10 °C, o sistema
foi pressurizado. No caso dos ensaios com Aloysia triphylla, os frascos coletores eram
mantidos a 0 °C, em um banho de gelo, para minimizar a perda dos voléteis. Terminado o
processo de extragdo, ocorreu a despressurizagio do sistema. Os frascos foram pesados,

lacrados e armazenados em freezer doméstico para posterior analise.

3.5.2.1- Determinacdo do Rendimento Global (Xy)

Para a determinacio da razdo massica de soluto presente no solido (Xo), foram
feitos ensaios de extracio exaustiva da matéria-prima. Os ensaios tiveram uma duragio de
30 minutos a 4 horas, dependendo da matéria-prima e unidade de extracio utilizadas. Nos
experimentos realizados nas unidades SFE_I ¢ SFE_II, a matéria-prima ocupou de 3% a
23% do volume da céhula, sendo o volume restante completado com esferas de vidro (Mesh
10), ou coluna de teflon (ocupando cerca de 87,5% do volume da coluna de extragdo).
Enquanto que para a SFE_IN, a matéria-prima ocupou quase a totalidade do volume da
coluna. Os ensaios foram realizados na vazdo de solvente (CO; ou COptco-solvente)
méaxima admissivel na unidade de exiraciio (SFE_I ¢ SFE_II) ou considerando um limite
operacional que evita o arraste de material (SFE_HI). A razfio massica de soluto presente

no solido (Xp) foi calculada como a razdo entre massa de extrato ¢ a massa inicial de
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alimentagio (kg/kg), em base seca. Os ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata.
O fim do processo foi determinade quando era verificado quando nio havia mais material

sendo extraido.

3.5.2.2- Construcfio das Isotermnas de Rendimento Global

As isotermas de rendimento global foram construidas a partir de valores de Xg
obtidos nas temperaturas de 35 °C e 45 °C, para pressdes de 100, 150, 200, 250, 300 ¢ 350
bar. Foram mantidas constantes as massas de matéria-prima iniciais, vazio total de
solvente, teor e tipo de co-solvente, quando utilizado. Os ensaios foram realizados pas

unidades SFE_1 e SFE_IIL

3.5.2.3- Determinaciio experimental das curvas de extragio

As curvas de extracio foram determinadas com a massa acumulada de soluto
extraida como fungfio do tempo de extragio. O experimento foi realizado na unidade
SFE_L, na gual a célula de nylon foi empacotada com matéria-prima, a qual ocupou todo
volume da célula. Em seguida, foi efetuado o processo de extragdo, conforme o
procedimento descrito anteriormente (se¢io 3.5.2). Os ensaios foram realizados em

duplicata.
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3.6- Planejamento das Extracdes

3.6.1- Tabernaemontang catharinensis

As extragdes foram todas realizadas na unidade de extragio SFE_IL Primeiro, foi
feito uma série de ensaios cujo plancjamento foi de um fatorial completo para estudar a
influéneia do tipo e teor (5, 10 ¢ 15% v/v) de co-solvente, baseado nos resultados de
PEREIRA et al (2004), a temperatura de 45 °C, e pressio de 250 bar ¢ vazdo total do
solvente maxima permitida pelo equipamento, na determinagio da raziio mdssica maxima
de soluto (Xp) utilizando a técnica de superficie de resposta. Os ensaios foram realizados a
uma vazio total de solvente de (6,1 + 0,3) X 10 kg/s. Foram utilizados os seguintes co-
solventes: metanol (MeOH: Merck, P.A., lote K30177809), etanol (EtOH: Merck, P.A,,
lotes K29614683, K31865683 312), isopropanol (IsoC3: Merck, P.A., lote K29992334),
4gua € as misturas de 4gua com dlcoois. Foram utilizadas de (2,55 + 0,01 4 19,00 £ 0,01} X
102 kg de 7. catharinensis.

A segunda etapa foi construir as isotermas de rendimento total em diferentes
condigdes de temperatura (35 e 45 °C) e pressio (150, 200, 250, 300, 350 bar), utilizando o
tipo e teor de co-solvente escolhidos na etapa anterior. Foram utilizadas 12,155 + 0,005 X
107 kg de 7. catharinensis. Nesses ensaios, a vazio total de solvente utilizada foi de (3,7
0,2) X 107 kgs.

Na terceira etapa, foram realizados ensaios cinéticos e também estimados os

pardmetros cinéticos. A vazdo total de solvente utilizada foi de (3,6 + 0,2} X 107 kg/s. As
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condicdes de temperatura, pressdo, teor ¢ tipo de co-solventes foram otimizadas durante
todo o desenvolvimento de trabalho. Foram utilizadas 85,00 % 0,01 x 10° kg de 7
catharinensis.

Extragdes a baixa pressdo (LPSE) ¢ por Soxhlet também foram realizadas a fim de

comparar os diferentes rendimentos obtidos nos processos utilizados.

3.6.2~ Aloysia triphylla

Para a Aloysia triphylia, foram realizados ensaios para a determinagio de X, na
unidade de extragio SFE_IL. Os ensaios, com duragdo de 35 minutos, foram realizados a
uma vazio total de solvente de (7,3 = 0,5) % 107 kg/s, variando a temperatura e pressio de
processo para a construgfio das isotermas de rendimento total. Estas foram construidas nas
temperaturas de 35 e 45 °C, empregando pressdes de 100, 150, 200, 250, 300, 350 bar.
Foram utilizadas (2,01 # 0,01) x 107 kg de 4. triphylla em cada ensaio. Os resultados

foram comparados com o processo de hidrodestilagio realizado no CPQBA.

3.6.3- Mangifera indica

Para a Mangifera indica, foram realizados ensaios para a determinagio de Xp na
unidade SFE_II a uma {inica condigfo de temperatura e pressdo, devido a pouca quantidade

do material, Os ensaios foram realizados a 250 bar e 45 °C a uma vazio total de solvente de
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(3,96 £ 0,02) % 107 kgfs, com duragdo de 60 minutos de extragiio. Foram utilizadas (4,95 +
0,05) % 10~ kg de M. indica.

Extracbes a baixa pressio e por hidrodestilagio também foram realizadas a fim de

realizar uma compara¢o entre os processos utilizados.

3.7- Analise dos Extrates

3.7.1- Tabernaemontana catharinensis

A andlise dos extratos de 7. catharinensis foi realizada em trés etapas: primeiro foi
feito um fracionamento do extrato bruto para obten¢do da fragdo alcaloidica, sendo em
seguida evidenciada por Cromatografia em Camada Delgada (DELORENZI, 1998; VAN
BEEK et al, 1984a). Entdo, foi realizada a identificacio dos alcaldides voacangina e
coronaridina, segundo PEREIRA et al (2004) e a quantificacdo por Cromatografia a Gas
com Detector por Ionizag@o em Chamas, conforme realizado por CARDOSO et al (1997), ¢

PEREIRA et al (2004).

3.7. 1.1~ Fracionamenito do Extrato

O extrato bruto foi ressuspenso em acido cloridrico 5 % (fumegante, 37%, Merck,
P.A) e lavado trés vezes com hexano (Merck, P.A., lote K26803774934), para a retirada das
substéncias graxas. O extrato aquoso dcido foi alcalinizado com hidréxido de aménio (25%,

Merck, P.A)), e entlo lavado trés vezes com cloroformio (Merck, P.A., lote K28335045). A
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fragdo orginica foi evaporada até a secura em evaporador rotativoe (Laborota, modelo 4001,
Viertricb, Alemanha) com controle de vacuo (Heidolph Instruments GMBH, Viertrieb

Alemanha), a 40 °C,

3.7.L.2- Cromatografia em1 Camada Delgada (CCD)

O extrato orginico obtido no fracionamento foi analisado por Cromatografia de
Camada Delgada, utilizando a silica gel (60-PF254, Merck, 20 x 20 cm, 0,25 mm de
espessura, lote 940378601) como adsorvente. O extrato foi eluido com uma mistura de
varios eluentes: (S1) ciclohexano (Merck, P.A., lotes K2680374934 ¢ K33039974),
cloroformio (Merck, P.A., lotes K28335045 e K31503045) ¢ diclorometano (Merck, P.A.,
fote K24900450809) 6:3:1; (82) cloroférmio-metanol (Merck, P.A., lote K26224109909)
9:1; (83) ciclohexano:acetato de etila (EM Science, Grau cromatografico grade, lote
3903991) 4:1; (54) cloroférmio, e revelado com Dragendorff (reagente especifico para

visualizagio de alcaldides).

3.7.1.3- Cromatografia a Gds com Detector por lonizacdo em Chamas (CG-DIC)

A fragdo alcaloidica foi analisada em Cromatografo a Gas com Detector por
Ionizagdo em Chamas (CG-DIC) (Shimadzu, modelo CG 17A, Kyoto, Japio), com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (J&W Scientific; 30 m x 0,25 mm x 0,25 |im, Folsom,
EUA), utilizando como gés de arraste hélio na vazio de 1,7 mL/min. As temperaturas do
injetor e detector foram de 250 °C ¢ 280 °C respectivamente, com razdo de Split 1:30 e

injec8io de 1pL de amostra (5 X 107 kg de extrato diluido em 1ml de acetato de etila, EM
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Science, Grau cromatografico, lote 3903991). A coluna foi aquecida a2 uma temperatura de
100 °C por 5 min sendo ento aumentada para 280 °C a 10 °C/min, permanecendo nesta por
10 minutos. A identificacdo foi baseada na andlise comparativa dos cromatogramas dos
extratos com a literatura (CARDOSO ef al,1997;, CARDOSO et al,1998; PEREIRA ef al,
2004) e com padres de coronaridina (79,55%), voacangina (80,99%) ¢ isovoacangina
(100%), cedidos pelo Prof. Dr. Raimundo Braz Filho da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (Rio de Janeiro, Brasil). A quantificagio dos alcaldides foi feita através das
curvas padrdo dos mesmos, conforme PEREIRA ef af (2004). Esta andlise foi realizada no

LASEFI- DEA/ FEA- UNICAMP.

3.7.2- Aloysia triphyila

3.7.2.1- Cromatografia Gasesa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Os constituintes quimicos dos extratos de A. triphylla foram identificados no
CPOBA. A identificagdo foi realizada em um Cromatografo a (ds acoplado 2
Espectrometria  de  Massas  (Hewlett  Packard  5980/5971, Palo  Alto,
CA, EUA} equipado com uma coluna HPS (30 m x 0,2 mm X 0,33 um). A coluna foi
aquecida de 60 °C (3 °C /min) até 240 °C permanecendo por 7 min. As temperaturas do
injetor e detector foram de 220 °C e 250 °C, respectivamente. A vazdo do gas de arraste
hélio utilizada for de Iml/min. O indice de retencfo dos compostos foi determinado em
relagio aos n-alcanos. A identificacio dos constituintes quimicos foi baseada na

comparagdo de seus indices de retenc¢o e espectros de massas das substincias com o banco

de dados do CG-EM (Nist 98, Wiley libraries).
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3.7.2.2-Cromatografia a Gds com Detector por fonizagido em Chamas (CG-DIC)

A quantificagfio das substdncias presentes nos extratos de A. tripiylla foi feita em
um Cromatografo a Gas com Detector por Ionizagdo em Chamas (CG-DIC) (Shimadzu,
modelo CG 17A, Kyoto, Japdo), com coluna capilar de silica fundida DB-5 (J&W
Scientific; 30 m X 0,25 mm X 0,25 um, Folsom, EUA). As temperaturas de injetor e
detector, programagio aquecimento da coluna ¢ demais condigdes foram iguais ao do CG-
EM, descritas na se¢io 3.7.2.1. Esta andlise (CG-DIC) foi realizada no LASEFI- DEA/

FEA- UNICAMP.

3.7.3- Mangifera indica

3.7.3.1- Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os extratos de M. indica foram analisados por Cromatografia de Camada Delgada,
utilizando a silica gel (60-PF254, Merck, 20 x 20 cm, 0,25 mm de espessura, lote
940378601) como adsorvente. O extrato foi eluido com uma mistura de vérios eluentes:
[S5] acetato de etila: metanol, nas proporgdes 100:0, 50:50, 75:25; e [S6] n
hexano:cloroformio, nas proporgdes 75:25; 50:50; 25:75, conforme descrito por
ANAJANELULU ef af (1999), ¢ ANILA e VEJAYALASKSHMI (2003). As placas foram
reveladas com anisaldeido e dois reveladores que identificam a presenca de flavondides: 1)
acido bérico / 4cido oxdlico dissolvidos em etanol (FRANZ ¢ KOEHLER, 1992); (2) 2-
Aminoetil difenilbromato (CAS 524-95-8 Sigma 123k2512), as tltimas visualizadas no

UV-365 nm depois de 15 min (254 ¢ 366 nm, UVP Upland, modelo cci0, EUA).
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3.7.3.2- Cromatografia Gasosa acoplada a Espectromeiria de Massas (CG-EM)

Os constituintes quimicos do extrato da M. indica obtido por SFE foram
identificados por CG-EM (Hewlett Packard 5980/sériell) equipado com uma coluna HP-
Ultra 2 column (25 m X 0,2 mm X 0,33 pm). A programacgio de aquecimento da coluna foi:
60 °C (3 °C /min} ate 300 °C (5 min). As temperaturas do injetor ¢ detector foram de 220 °C
e 240 °C, respectivamente. A vazdo do gas de arraste hélio utilizada foi de ImL/min. A
identificacdo dos constituintes quimicos foi baseada na comparacio dos espectros de
massas das substincias com o banco de dados do CG/EM (Nist} e com os espectros de
massas de substincias da literatura (ADAMS, 2001). A andlise foi realizada pela Central

Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP.

3.7.3.3-Cromatografia a Gas com Detector por Tonizacdio em Chamas (CG-DIC)

A quantificacdo dos compostos presentes no extrato de M. indica foi realizada em
vm Cromatdgrafo a Gas com Detector por Ionizacdo em Chamas (CG-DIC) (Shimadzu,
modelo CG 17A, Kyoto, Japdo), com coluna capilar de silica fundida DB-5 (J&W
Scientific; 30 m X 0,25 mm X 0,25 pm, Folsom, EUA). As temperaturas de injetor e
detector, programacfo aquecimento da coluna ¢ demais condigdes foram as mesmas do

CG-EM, de acordo com a se¢fio 3.7.3.2. Esta analise (CG-DIC) foi realizada no LASEFI-

DEA/ FEA- UNICAMP.
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3.8- Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada para os diferentes extratos de M. indica ¢
A. triphylla obtidos por extragio supercritica e extra¢do a baixa pressio (no caso da M.
indica). Para essa analise, foi utilizada a metodologia de HAMMERSCHIMIDT ¢ PRAT
(1978} com algumas modificagdes (LEAL et al, 2003). O substrato foi preparado utilizando
10 mg de B-caroteno (99% Acros, 40415-0010), 10 mL de cloroférmio (Merck, P.A., lote
K28335045), 60 mg de 4cido linolénico {99%, Sigma, U-59A- D4-G) e 200 mg de Tween
40 (Sigma, P.A., lote 030k0104). Esta solugdo foi concentrada em rota-evaporador
{Laborota, modelo 4001 WB, Viertrieb, Alemanha) a 50 °C ¢ em seguida diluida com 50
mL de dgua bidestilada. A reacfo fol realizada utilizando-se 1 mL de substrato adicionando
2 mlL de agua bidestilada e 0,05 mL de extrato diluido em etanol (99,8%, Merck, P.A., lote
K31865683 312) (0,02 g de extrato/l mL de etanol). A mistura foi colocada em banho
(Tecnal, TE 139, Piracicaba, SP) a 40 °C ¢ o produto foi monitorado usando
espectrofotémetro (HITACHI, U-3010, Toquio, Japdo) com leitura em 470 nmem 0,1, 2 ¢
3 horas de reagio. O indice de inibi¢do (%0) foi calculado através da equacfio apresentada a

seguir:

Abs
% inibicdo = L %100
( ¢ Abs._ Eq. (28)
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3.9- Estimativa dos Parimetros Cinéticos

Curvas de extragfo, similares a Figura 3.4, foram construidas com os dados
experimentais obtidos nos ensaios cinéticos com a 7. catharinensis. Os parimetros
cinéticos foram estimados a partir da curva de extragfo, ¢ utilizando um programa escrito
em linguagem SAS de ajuste linear ¢ um outro programa de ajuste nfo lnear, uma
estimativa final para os pardmetros foi apresentado, conforme POVH et af (2001) e
RODRIGUES ef al (2002). O procedimento acima descreve as curvas de extragdo por um
spline linear, sendo a intersec¢do das retas determinada pelo algoritmo de FREUND e
LITTELL (1985). Com estes valores finais, pode ser determinado o periodo de taxa
constante de extracio (tcpr), taxa de transferéncia de massa para o periodo de taxa
constante de extra¢io (Mcgr), ¢ entdo ser calculado o valor da raz8o massica do soluto na

fase supercritica na saida da coluna (Y¢gr).
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Figura 3.4: Curva de extragfo para o sistema 7. catharinensis/CO»fetanol (10%, v/iv),
obtida a 55 °C, 300 bar, 3,53 X107 kg/s de vazio fotal de solvente (PEREIRA et af, 2004).
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3.10- Ajuste de Modelos Matemadticos as Curvas de Extraciio

O ajuste de modelos mateméticos as curvas de exiragiio foi realizado para os ensaios
com a I catharinensis nas condigdes de 35 °C ¢ 45 °C a 350 bar. Os valores experimentais
de massa de extrato por tempo de extra¢do foram utilizados como dados de entrada para o
ajuste de pardmetros utilizando diferentes modelos. A modelagem foi realizada com ajuda
do programa Tecanalysis V 1.0 desenvolvido no LASEFI por ROSA ¢ MEIRELES (2001).
Foram utilizades os seguintes modelos: CRANK (1975), GOTO et al (1993) e empirico
(ESQUIVEL er al, 1999) e TAN e LIOU (1989). O modelo dc SOVOVA (1994), necessita
do valor de solubilidade como dado de entrada e este ndio é conhecido para o sistema 7.
catharinensistCOytco-solvente, por esse motivo, esse modelo ndo foi empregado. O

modelo de MARTINEZ et al (2003) ndo foi testado por dificuldades computacionais.
Os pardmetros ajustados para cada modelo utilizado foram:
- Modelo de CRANK (1975): coeficiente de difusio de massa (D);
- Modelo de GOTO et al (1993): constante de equilibrio de dessorgio (k) e um parimetro
adimensional relativo ao coeficiente global de transferéncia de massa (®);

- Modelo empirico de ESQUIVEL et al (1999): pardmetro ajustavel do modelo (k);

- Modelo de TAN e LIOU (1989): coeficiente de dessor¢io (k).
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3.11- Analise Econdmica

Foi realizada uma analise econdmica para estimar o custo de produgdo (COM:
manufacturing cost) de extratos contendo alcaldides de T. catharinensis obtidos por
extragdo supercritica. Para isso, foi empregada a metodologia descrita por ROSA e
MEIRELES (2001), que considera o COM como sendo funcdo de cinco fatores: custos de
matéria-prima, custo de mao de obra operacional, tratamento de residuo, utilidades e

capital de investimento. A expressfio final para o COM é:

COM= 0,304FCI + 2,73COL + 1,23 (CUT + CWT + CRM) Eq.(29)

onde: FCI é o capital fixo de investimento (fixed capital investment);
COL € o custo de méo de obra operacional (operational labor cost);
CUT ¢ o custo de utilidades (utility cost);
CWT ¢ o custo para o tratamento de residuos (waste treatment cost);

CRM ¢ o custo da matéria-prima (raw material cost).

3.12- Dificuldades experimentais

A principal dificuldade observada durante o desenvolvimento deste trabalho foi com
relacfo & etapa analitica para os extratos de 7. catharinensis devido a pouca quantidade de

extrato, uma vez que o procedimento de determinagfio de rendimento global empregava
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pouca quantidade de matéria-prima. Dessa forma, pouca quantidade de extrato bruto era
obtida para se realizar a andlise. Por ser uma etapa de baixa sensibilidade, podendo ocorrer
perdas durante a execugdo, a etapa analitica acabava sendo mais demorada que a propria
extracdo. Além disso, existe a possibilidade de oxidacdo dos alcaldides.t O processo de
purificaco de alcaldides requer que a quantidade de extrato bruto inicial seja tal que
mesmo ocorrendo perdas durante essa etapa seja possivel obter uma quantidade mensuravel

dos compostos.

Além disso, mesmo uma analise aparentemente simples por CCD nfo forneceu
resultados satisfatérios, uma vez que foi efetuada uma varredura com relagio ao cluente
cloroférmio-n-hexano (9:1 4 1:9) e somente uma banda foi observada. Qutros eluentes
foram testados, entretanto nenhuma melhora foi verificada. Embora nfo tenha sido possivel
separar 0s compostos presentes no extrato, foi verificada a presenga de alcaldides pelo uso

do revelador Dragendorff, que € especifico para alcaloides.

Nos ensaios realizados com o uso de d4gua como co-solvente véarios experimentos
tiveram que ser refeitos, decorrente de perdas de extrato na etapa de retirada da dgua do
extrato. Isso ocorren devido a problemas de estabilidade no liofilizador e também de manter
os extratos congelados o suficiente para serem colocados neste equipamento

(imprescindivel para o use do mesmo).

Com relacZo as extragdes, quando se utilizou co-solvente a 15% e dgua com suas
misturas a 5%, no foi possivel contabilizar a quantidade de solvente presente na matéria-
prima apds a extragdo pois o material dentro da célula ficava encharcado, ¢ na pesagem

certa quantidade de massa foi perdida, nio podendo ser contabilizada. Essa massa de

® prof Dr. Wagner Vilegas (Instituto de Quimica de Araraquara/UNESP), Comunicagio Pessoal, 2003.
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solvente ¢ importante para se realizar a conversio da porcentagem de co-solvente
volumétrica (v/v) para mdssica {m/m), que é realizado através do balango de massa
(YODA, 2001). Por esse motivo, foi considerado a quantidade de co-solvente em

porcentagem volumétrica (v/v).

E importante esclarecer também o motivo pelo qual foram utilizadas duas matérias-
primas para a T. catharinensis. O material utilizado para a realizagio do trabalho
experimental de doutorado (MP1) foi escolhido baseado em trabalhos anteriores (PEREIRA
et al, 2004). Entretanto, na ocasiio determinada para se realizar a segunda coleta, fomos
informados de que um més antes a drvore, que & de uma propriedade particular, havia sido
cortada pela prefeitura de Campinas, sem o consentimento dos proprietdrios, que sabiam de
nossa pesquisa. Isso, porque parte da 4drvore estava cobrindo a fiagio da rua na qual ficava
(cerva de 2/3 da parte aérea). Dessa forma, vimos a necessidade de realizar uma coleta em
uma nova arvore (MP2). Esta, também foi estudada em trabalhos anteriores. Embora tenha
sido utilizado duas matérias-primas de diferentes locais e épocas de coleta, as conclusdes
obtidas com os resultados apresentados continuam sendo validas, uma vez que o objetivo
foi avaliar as varidveis de processo, e isso foi feito utilizando um tipo de material em cada
etapa, separadamente. Além disso, foi realizado um ensaio comparativo entre as matérias-

primas, possibilitando uma comparago entre os resultados (Segio 4.1.4 e 4.1.5).
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4- RESULTADQOS E DISCUSSAC

4.1- Tabernaemontana catharinensis

O trabalho com a T catharinensis foi desenvolvido utilizando a seqiiéncia
experimental: preparagfo e caracterizagdo da matéria-prima, extragdes (SFE, 1LPSE,
Soxhlet), fracionamento dos extratos e analise dos resultados para cada etapa (teor e tipo de
co-solvente, isotermas de rendimento total e cinética de extracdo). Ao longo do trabatho
surgiram dificuldades na etapa de fracionamento dos extratos com relagfio as quais foram
colocadas hipGteses para se tentar entender ¢ explicar a fenomenologia do processo de
extragdo. Dessa forma, serd apresentada a seqiiéncia experimental na qual as hipoteses
colocadas foram avaliadas e validadas ou nfio para a etapa em questdio. Embora as hipéteses
iniciais ndo tenham sido totalmente confirmadas quando aplicadas nas etapas seguintes do
trabalho, os resultados serfio apresentados na seqiiéneia em que o estudo foi realizado,

discutindo e avaliando cada hiptese testada.

A caracterizaciio das matérias primas seguiu os procedimentos descritos na Segdo
3.1. A Tabela 4.1 apresenta os valores do teor de umidade (%), didmetro da particula (D),

densidade real (d,), densidade aparente (d,), e porosidade do leite de particulas (€).
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Tabela 4.1: Caracterizacdo do leito de particulas de 1. catharinensis (MP1, MP2).

Umidade Distribuicio D, d x107 d,x107
Matéria-Prima 4 ; )
(% b.u) granulométrica (mesh) x10°(m) (kg/m”) (kg/m”)

MP1 9,9 de 24248 5,94 1,216 0,345 0,716
MP2 9,6 de24a 48 5,85 1,360 0,310 0,772

4.1.1- Testes iniciais de (Xy)

Os ensaios realizados nesta primeira etapa foram feitos mantendo-se a presséo, a
temperatura ¢ a vazdo do solvente constantes em 250 bar, 45 °C ¢ 6,1 X 107 kg/s,
respectivamente. Nesta fase, foram empregados diferentes co-solventes, sem variar o teor
destes (5% Vv/v) no solvente. Foram utilizados etanol (EtOH), isopropanol (IsoC3) ¢
metanol {(MeOH). Inicialmente utilizou-se uma massa de 2,55 %107 kg de matéria-prima,
equivalente a quase 3% do volume da célula de extragio. Realizaram-se triplicatas para

cada determinacgdo de Xy. Os resultados sfio apresentados na Tabela 4.2.

" A densidade real das particulas também foi caleulada empregando o método de BUCZEK e GELDART
(1986), que utiliza um picndmetro de 10 em’ previamente calibrado com dgua destilada a 25 °C, ¢
microesferas de vidro de 200 mesh como fluide picnométrico. Entretanto, a demsidade teal apresentou um
valor bem inferior (cerca de 40% menor) ao valor obtido pela a técnica picnometria com gés Hélio e inferior
a0 normalmente encontrado por outras matérias primas utilizadas no LASEF!L Tendo em vista gue a técnica
picnometria com gds Héklio € mais precisa, foi considerado entdo o valor da densidade real obtido por esta
andhise (Tabela 4.1). O método de BUCZEK e GELDART (1986) foi usado por PEREIRA ef af (2004), uma
vez que a técnica com gas hélio, realizada na Central Analitica do 1Q/ UNICAMP, nio produziu resultados
satisfatorios. Desta forma, a determinacdo da densidade real deste tipo de matéria-prima ainda requer estudos,
gue fogem do escopo do presente trabalho. Esta informagio foi utilizada na modelagem matemdtica das
curvas de extragio; logo, para aqueles modelos que fazem uso da densidade real, os pardmetros ajustados
variaram com o valor da densidade real utilizado.
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Tabela 4.2: Razdo massica maxima de soluto (Xg) obtida em extracdes utilizando diferentes
co-solventes (5% v/v), a 45 °C, 250 bare 6,1 X 107 leg/s, utilizando a MP1.

Co-solvente Xo % 10% (kg/kg)*
EtOH 2,4+0,1
IsoC3 27502
MecOH 25+03

* em relagdo & alimentagio

Pela Tabela 4.2, e realizando uma anélise de varidncia (ANOVA), foi verificado que
ndo houve diferengas significativas enfre o uso desses co-solventes (pPyglor= 0,401}
Esperava-se que a diferenca entre esses fosse observada no teor de coronaridina (C) ¢
voacangina (V). Ao realizar uma analise por CG-DIC dos extratos alcaloidicos (AF),
obtidos ap6s o fracionamento dos extratos brutos, verificou-se a presenga de tragos ou ainda
a inexisténcia de picos caracteristicos dos alcaloides de interesse. Uma possivel causa seria
devido a ocorréncia de alguma perda de material (AF) durante a etapa de fracionamento,
sendo esta perda significativa, uma vez que a massa inicial de matéria-prima utilizada na
extragio foi de 2,55 x 107 kg, e que a quantidade de AF obtida variou de 17 a 20% do
extrato bruto (EB). Desta forma, aumentou-se a massa de matéria-prima para ocupar 9 e
23% do volume da célula de extragfio, € novos ensaios para a determinacio de Xo foram
realizados em duplicata, utilizando etanol (5%) como co-solvente. Os valores obtidos de Xg
nfio apresentaram muita diferenca (2,5 ¢ 2,4 £ 0,1) X 107 kg/kg. Ao analisar os extratos
fracionados por CG-DIC, foi verificada a presenca somente do pico caracteristico do

alcaldide voacangina (V), ndo havendo diferengas na relagio massa de voacangina/massa
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de alimentacdo. Sendo assim os demais ensaios foram realizados utilizando massa de
matéria-prima para ocupar 9% do volume da célula de extragdo. Observou-se ainda que a
magnitude do pico (pico 4, Figura 4.1) foi muito pequena quando comparado com o0s

resultados obtidos por PEREIRA (2002) (Figura 4.2).

Fissa diferenga pode ter ocorrido devido & época de colheita da matéria-prima.
Segundo PEREIRA (2002), tanto a época da colheita quanto o local de plantio ¢ as partes
da planta utilizadas na extragio afetam o rendimento do processo. Em scu trabaiho,
verificou que o valor 6timo de rendimento foi obtido quando se utilizou a matéria-prima
colhida em Guara-Campinas, no més de novembro (época de floragio). A mesma influéncia
da época de corte da planta no teor de extrato foi encontrado por BISWAS (1973, citado
por PELLETIER, 1988). Em estudos de obtengdo de alcalbides totais em vérias partes de
T. sphaerocarpa, BISWAS verificou que a quantidade de alcal6ides extraidos de casca da
drvore variou de 0,6% em marco para 1,6% em novembro, sendo reprodutivel anualmente
para esta espécie de drvore. Outros fatores como condigdes de solo, luz, temperatura,
altitude, infecgdes microbiolégicas e herbivoros foram mencionadas por SEIGLER (1981,
citado por PELLETIER, 1988) como sendo responsiveis por diferencas na composigio

quimica.
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Pigura 4.1: Cromatograma do extrato AF obtido no experimento efetuado a 250 bar, 45 °C,
5% (v/v) etanol (V: pico 4), utilizando 9% do volume da célula, utilizando a MP1.
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Figura 4.2: Cromatograma da amostra obtida em 240 minutos de extragfo do experimento
efetuado a 250 bar, 35 °C, 5% (v/v) etanol (C: pico 2, V: pico 4) (PEREIRA, 2002).
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Mesmo sabendo da pouca quantidade de voacangina e coronaridina (tragos) presente
nesta matéria-prima, tentou-s¢ realizar os ensaios j& estabelecidos anteriormente para

verificar a influéncia do uso de diferentes co-solventes na obtengdo destes alcaloides.

4.1.2- Determinacéo de X,, variando o tipo de co-solvente a 5%

A Tabela 4.3 apresenta os valores de Xp obtidos para os ensaios realizados com
diferentes co-solventes, utilizando a MP1. Nesses ensaios a matéria-prima ocupou 9%
célula de extracdio, ¢ considerando que a vazdo total de solvente foi de 6,1 X 10° kg/s, entdo
foi utilizada uma relacdo S/F igual a 54 (kg de solvente/kg de alimentacfio, em base seca).
Dessa forma, o termo Xp, gp-54 foi entdo definido como sendo a quantidade mdxima de
material extraivel a dada condicio de temperatura € pressdo quando S/F=54. Os ensaios

foram divididos em dois grupos: 1) co-solventes alcodlicos, ¢ 2} co-solventes aquosos.
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Tabela 4.3 : Rendimento global (X, g/p-s4) obtido em ensatos feitos a 45 °C, 250 bar, 6,1 X
107 kg/s, utitizando diferentes co-solventes (5 %) e suas misturas (1:1), utilizando a MP1.

Co-solvente Xo, s/r-54 X 10% (k/kg)*
(1) Alcodlico

EtOH 24402
IsoC3 2,5+0,1
MeOH 25+04
EtOH-150C3 23+0,1
EtOH-MeOH 25+0.2
MeQH-Is0C3 2,1+072
(2) Aquoso

H,O 15,8+0,2
H;0- EtOH 150+ 1,0
H;0-MeOH 15,1 £0,1
H;0-Is0C3 12,9+0,5

* em relaco a alimentagio

A andlise de varidncia (ANOVA) para os ensaios do grupo (1), mostrou que o
rendimento global ndo foi influenciado pelo tipo de co-solvente (pya= 0,269),
apresentando um valor médio de 2,4 £ 0,1 x 107 ke/kg. Para os ensaios do grupo (2), foi
verificado um aumento significativo no valor de X sp=s4, variando de 12,9 a 15,8 x 107
kg/kg, entretanto, esses ensalos apresentaram varios problemas. Durante o processo de
extracdo foram observados formaciio de espuma, e constante entupimento da vélvula de

saida do extrator {por causa do extrato se apresentar de forma desigual: extrato-espuma), o
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que ndo era solucionado, mesmo se a temperatura da manta fosse aumentada (chegando a
temperaturas até 150 °C). A formacfio de espuma se deve & presenca de saponinas que sdo
extraidas na presenga de 4gua (MATOS, 1997). A Figura 4.3 mostra o extrato obtido
quando se utilizou agua como co-solvente. A ctapa de fracionamento desses extratos
também fot dificultada. A presenga de saponinas e de outros compostos ndo desejdveis que
foram extraidos com a dgua podem fter dificultado a etapa de fracionamento. A presenca
desses outros compostos pode ser facilmente constatada pela coloragdo marrom muito
intensa dos extratos brutos (Figura 4.3), diferente dos extratos obtidos com os co-solventes

alcodlicos que apresentaram uma coloragio esverdeada.

Figura 4.3: Extrato obtido na extragio supercritica utilizando dgua como co-solvente (5%
viv), a 250 bar, 45°C ¢ 6,1 X 107 kg/s, utilizando a MP1.
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FEmbora a 4gua seja utilizada com sucesso na extragdo de outros alcaldides com
CO,SC (BRACHET er al, 2000, BICCHI et al, 1991; CHOI e al, 1999) o mesmo
problema com a formago de espuma foi observado por outros pesquisadores (NOSSACK
et al, 2000; SCHAEFFER ef al, 1989). Essas dificuldades também podem estar
relacionadas com o equilibrio de fases dos sistemas COx/H0 e COy/H,O/4lcoois. De
acordo com BAMBERGER et al (2000), o sistema COz/H;0 nas condi¢es utilizadas
neste trabalho (250 bar ¢ 45 °C) se apresenta na regido de duas fases, formada por uma fase
rica em CO- e uma fase rica em H,O. Para os sistemas CO,/H;0O/alcoois a 250 bar/ 45 °C se
apresentam na regido de equilibrio liquido-liquido (YOON ef al, 1994; LEE ef al, 1996).
Dependendo do dlcool presente no sistema ternario (CGzﬁizb/éIcoois), na regido de 40 a

160 bar ¢ temperatura de 25 4 100 °C, o equilibrio podera apresentar-se em 3 ou 4 fases.

YODA et al (2003) também reportaram um comportamento ndo esperado para o
sistema HoO/COy/folhas de estévia a 30 °C e 250 bar. Os resultados indicaram a
possibilidade de existir o fendmeno de retrogradagdo nesta regido (30 °C/250 bar). Porém,
este resultado (condi¢io realizada em triplicata) nfio pode ser esclarecido simplesmente em
termos da influéncia da temperatura ¢ pressdo (pressdo de vapor vs densidade do solvente).
Para se tentar explicar tal resultado, seriam necessirias maiores informagdes sobre o
equilibrio de fases para o sistema HyO/COs/folhas de estévia, que ndo era conhecido. Por
outro lado, RAEISSI ¢ PETERS (2001) realizaram um estudo em que descrevem o
fendmeno da duplo-retrogradagio. Neste trabatho, foi apresentado o diagrama P-x-y para o
sistema etano/limoneno no qual pdde ser verificada a existéncia de uma regio com trés ou

quatro pontos de orvalho para uma mesma composi¢io. Em 2002 e 2004, RAEISS] ¢
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PETERS mostraram esse mesmo comportamento para outros dois sistemas: sistemas
etano/linalol e etano/6leo da casca de laranja. Segundo RAEISSI e PETERS (2001, 2002,
2004), esse fendmeno ocorre na regido de temperatura proxima ¢ logo acima a temperatura
critica do componente mais volatil. O fendmeno da duplo-retrogradagio & caracterizado no
diagrama P-x-y como sendo uma seqiéncia de fases em transi¢io ocorrendo a uma
concentracio fixa da seguinte forma: gis — liquido + gas — gas — liquido + gis — fluido.
Esse fendmeno pode ter ocorrido nos ensaios de YODA et al (2003) com o sistema
H,O/CO,/fothas de estévia e também com os sistemas T. catharinensis/CO/H20 e T,

catharinensis/CO,/H,0/4lcoois apresentados neste trabalho.

InteracSes especificas (pontes de hidrogénio), bem como dipolo-dipolo, dipolo-
dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo induzido, entre os co-solventes ¢ um ou mais
solutos podem estar influenciando a solubilidade dos solutos no solvente supercritico/e ou
no solvente utilizado no fracionamento. A literatura cita trabalhos desenvolvidos por varios
pesquisadores que avaliaram as interagdes entre soluto, co-solvente, ¢ matriz em fluidos
supercriticos com intuito de correlacionar e ajustar pardmetros em modelos fisico-quimicos
(EKART, et al, 1993; ALSTEN ¢ ECKERT, 1993; TING et af, 1993). Entretanto, para
entender a ocorréncia de interagbes especificas, é necessirio conhecer quais compostos

estdo presentes no extrato bruto.

4.1.2.1 Analise dos extratos

A Tabela 4.4 mostra as quantidades de alcaléides totais e voacangina, obtidos apos a

analise dos extratos.
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Tabela 4.4: Massa de alcaldides totais (AF)* e de voacangina (V)* obtida apds o©
fracionamento dos extratos obtidos em ensaios feitos a 45 °C, 250 bar, 6,1 X 107 kgls,
atilizando diferentes co-solventes (5% v/v) ¢ suas misturas (na proporgao 1:1), utilizando a
MP1.

Co-solvente AF % 10% (kg/kg) V % 10* (kg/ke)

(1) Alcodlico

EtOH 214 1,3£0,1
1s0C3 15+1 1,0+0,1
MeOH 58%1 28+0,1
EtOH-IsoC3 31£17 2,0£0,5
EtOH-MeOH 29+2 2,5+£0,8
MeOH-1s50C3 3110 2+1
(2) Aquoso
H,O 100+ 10 tr
H,O- EtOH** 66,2 fr
H,0-McOH** 109.0 tr
H;O-IsoC3*# 74,8 tr

* em relagfio A alimentagfio; ** sem replicagio

Ao analisar os exiratos fracionados (Tabela 4.4), foi verificado com relagdo as
fragdes alcaloidicas (AF), uma diferenga significativa entre o uso dos diferentes co-
solventes (puaor™ 0,023), sendo o metanol o co-solvente que forneceu maior quantidade
dessa fracio (AF=58 £ 1 X 10* kg/kg). Com relagdo ao teor de voacangina, tanto o metanol
quanto a mistura £tOH-MeOH, promoveram uma major extracio desse alcaldide (2,8 £ 0,1
e2,5+0,8x 107 ke/kg, respectivamente); entretanto, estatisticamente ndo houve diferengas

significativas entre os tratamentos (Pvaler= 0,110). Embora tenha sido verificado que os
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maiores rendimentos em AF e V foram obtidos com o uso de MeOH como co-solvente,
este ndo foi mais utilizado nos ensaios seguintes por ndo ser considerado um solvente

GRAS (generally recognized as safe).

Observa-se ainda na Tabela 4.4, que a guantidade de AF obtida pelas misturas
FtOH-IsoC3 e MeOH-IsoC3 apresentaram grande desvio. Uma hipotese inicial (Ho) ¢ que
este desvio pode ter ocorrido devido a presenca de IsoC3 nas misturas de co-solventes. Ou
melhor, estas misturas com IsoC3 teriam extraido compostos que possuctn forte interagio
com os solventes da etapa de fracionamento. Essas interagbes teriam afetado de tal forma a
etapa de separagdo que acabaram refletindo nos resultados. O elevado desvio também foi
observado com relacfio ao teor de voacangina obtida, entretanto este ocorreu para todos os
ensaios que utilizaram misturas como co-solvente. De um modo geral, o erro experimental
foi observado em maior intensidade na etapa de fracionamento. Além disso, ¢ uma etapa
susceptivel a maijores perdas, principalmente porque se dispunha de uma pequena

quantidade de extrato.

Verificou-se ainda um baixo teor de voacangina, cerca de 6,3% do total de
alcaldides extraidos, e somente tragcos de coronaridina foram detectados. Entretanto,
PEREIRA (2002) verificou que a quantidade de coronaridina -+ voacangina representava
cerca de 15 a 25% da fracdo alcaloidica. Embora a matéria-prima utilizada nesta etapa do
trabalho (MP1) tenha sido da mesma arvore utilizada por PEREIRA em 2002, a coleta foi
realizada em épocas diferentes. PEREIRA (2002) utilizou material coletado em agosto de
2000, enquanto que a MP1 foi colhida em maio de 2002. Essa diferenga pode estar

ocorrendo devido ao estigio de biossintese de alcaldides na planta (PHILLIPSON e ZENK,
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1980; VAN BEEK et al, 1984b), ocorrendo um actmulo maximo de alcaldides apds a

flora¢fio da mesina (outubro-nlovenﬂ:aro).8

Um fator importante, e neste caso fundamental, é a questio da biossintese de
alcaldides na planta. Apesar de existirem muitas informagdes sobre o efeito farmacologico
dessas substincias, pouco se sabe a respeito da forma como sio sintetizadas pelas plantas.
Isto se deve, em parte, as complexas estruturas de muitos alcaldides contendo miltiplos
centros assimétricos. Nenhum progresso na identificagio de enzimas biossiniéticas de
alcaldides foi obtido até 1970. Somente por volta dos anos 80, novas descobertas com
relacio a enzimas e etapas da biossintese foram sendo descobertas, ¢ entdio as classes de
alcaloides parcialmente caracterizadas (KUTCHAN, 1995). A biossintese de alcaloides

inddlicos é descrita esquematicamente no Anexo 2.

Levando em consideragio a época de coleta da matéria-prima (maio), e que 08
alcaléides indolicos sdo obtidos apds vérias conversdes biossintéticas, pressupde-s¢ que 0s
alcal6ides marcadores, coronaridina e voacangina, ainda se enconfravam em formagdo na

ocasido da coleta.

4.1.2.2- Analise das fracdes AF em Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foi realizada uma anélise em CCD dos extratos fracionados (AF) para verificar a
presenca de outros alcaldides separadamente, ou ainda outras classes de alcaloides,

utilizando amostras de cada extrato fracionado anteriormente. As anélises foram efetuadas

# Dr. Alaide Barreto (Fundagio Oswaldo Cruz- FIOCRUZ), Comunicagio Pessoal, 2002.
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em placas cromatograficas, utilizando silica gel como adsorvente. Foram testadas varias
misturas de eluentes conforme descrito na secgdo 3.7.1.2. De acordo com a Figura 4.4, as
placas reveladas nfio apresentaram scparagdo de bandas, ou scja, para os sistemas S1, 83 e
S4 as bandas permaneceram na base da placa, na aplicagdo das amostras, e para o sistema
S2 as bandas correram toda a placa, finalizando no topo da mesma. Foi realizado ainda um
teste saturando o meio com NHa, entretanto, nio foi verificada nenhuma diferenga nos
resultados. Apesar de ndo ter sido verificado a separagdo dos alcaldides pelos sistemnas de
eluentes utilizados, comprovou-se a existéncia desses em todas as amostras dos diferentes

extratos aplicados.

Sabe-se que o extrato fracionado (AF) é composto por alcaldides que podem néo ser
detectados no CG-DIC, mas que sdo identificados por CCD, espectrofotometria UV-
Visivel, e podem ser elucidados por outras técmicas analiticas, como Ressonincia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono-13 (RMN de 'H e C) (PEREIRA et al,

2004). °

? Foi realizado um estudo avaliando-se a atividade antioxidante ¢ antimicobacteriana das fragBes ¢ extratos
brutos de T. catharinensis obtidos por SFE, apresentados nessa segfio (4.1.2). Dentre os resultados
apresentados, foi verificado que todas as fragdes (AF, fragio hexdmica e aquosa, resultados do
fracionammento), apresentaram atividade antioxidante {AA) superior 20 B-caroteno. A maior AA foi verificada
nos extratos brutos, e nfo nas facdes do exirato sugerindo que as diferentes substincias quimicas presentes
no extrato bruto (EB) podem estar interagindo aumentando entdo a AA do EB. Uma discussfo mais detalhada
assim como outros resultados poderfio ser verificados no trabalho de PEREIRA et al: “Antioxidant and
antimycobacterial activities of Tabernaemontana catharinensis extracts obtained by Supercritical CO; +
cosolvent” que se encontra submetido ao Journal of Medicinal Foods.
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123456 123456 123456 123456
Sl §2 S3 54

Figura 4.4: Analise em CCD de AF obtido apés o fracionamento do extrato obtido por SFE
utilizando diferentes co-selventes 1- EtOH; 2- IsoC3; 3- MeOH; 4- FtOH-IsoC3; 5-FtOH-
MeOH; 6-MeOH-IsoC3, utilizando diferentes misturas de eluentes: (S1) ciclohexano-
cloroférmio-diclorometano (6:3:1); (S2) cloroférmio-metanol (9:1); (S3) ciclohexano-
acetato de etila (4:1); (84) cloroférmio.

4.1.3- Extracoes com CO-SC e a mistura EtOH-IsoC3 como co-

solvente (5% v/v), em diferentes proporgées

Esses ensaios foram realizados para se verificar a existéncia de interagdes devido ao
uso de IsoC3 como co-solvente, uma vez que resultados anteriores indicaram maiores
desvios experimentais nos valores de AF obtidos nas extragbes com o uso deste alcool
como parte da mistura de co-solventes. A Tabela 4.5 apresenta valores de rendimento
global, teor de alcaldides totais (AF) e voacangina para os experimentos que foram feitos
utilizando a mistura EtOH-I1soC3 nas proporgdes 1:3 e 3:1. Os valores indicados na Tabela
4.5 para a propor¢do 1:1 sdo os mesmos apresentados na Tabela 4.3 ¢ Tabela 4.4, ¢ foram

colocados para termos de comparacéo.
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Tabela 4.5: Rendimento global (Xo, sr-s4), teor de alcalgides totais (AF) e voacangina (V)
obtidos a 45 °C, 250 bar, 6,1 X 107 kg/s, utilizando diferentes proporgdes de co-solvente
(5% v/v), utilizando a MP1.

Co-solvente Xo yrese X 107 (kg/kg) AF x 10*, keg/kg v x 10%, ke/kg
FtOH - IsoC3 (1:3) 2,3+0,3 25 + 14 1,240,3
EtOH - IsoC3 (1:1)* 2,3+0,1 31417 2,0£0,5
EtOH - IsoC3 (3:1) 2,4+02 35+ 14 1,540,2

* Tahelas 4.3.¢4.4

Novamente, um elevado desvio na fragdo alcaloidica (AF) foi observado nos trés
casos, chegando a ser 56 % no caso do ensaio com uso de EtOH + IsoC3 (1:3). Nos
resultados anteriores (Secio 4.1.2.1), foi feita uma suposi¢io de que o elevado desvio nos
resultados era devido ao uso de isopropanol como co-solvente. Verifica-se que o maior
desvio nos valores de AF (56% no valor de AF) foi observado nos ensaios cuja propor¢io
dos alcoois na mistura de co-solvente apresentou maior quantidade de Iso(C3. Assim, a
hip6tese inicial (Ho) continua sendo valida. Para o ensaio que utilizou a proporcdo 1:1,
verificou-s¢ a obtencfio de maior quantidade de voacangina (2,0 £ 0,5 X 107 kg/kg).
Mesmo sendo pequena a diferenca de polaridade entre esses dois solventes, a alteragio na
proporgiio destes promoveu uma variagio na quantidade de voacangina, embora nfio haja
diferencas significativas entre os resultados (praor= 0,224). Outro fato observado, foi que
embora a proporgio 3:1 tenha fornecido maior quantidade de alcaldides totais, a quantidade
de V foi menor quando comparada A proporgdo 1:1. Isso indica que houve uma extrago de

outros alcaléides um pouco mais polares que a voacangina. Como a proporgdo 11
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promoveu maior teor de voacangina, os experimentos seguintes foram efetuados utilizando

essa mesma proporgio (1:1).

4.1.4- Testes iniciais com a Nova MP (MP2): determinacdo do

rendimento global (Xy), massa de alcaléides totais e de voacangina

Primeiramente, foi realizado um teste com a MP2 utilizando quantidade de material
similar (7,0 £ 0,2 X 107 kg) ao utilizado nos ensaios com a MP1. Mas, devido a pouca
quantidade de extrato obtida com esse novo material, a etapa analitica ficou comprometida
devido a perdas de material durante a etapa de fracionamento. Sendo assim, foram
realizados novos testes, com maior quantidade de matéria-prima (12,1 £ 0,1 X 107 kg). A
Tabela 4.6 mostra os valores de rendimento total, alcal6ides totais e voacangina obtidos a
partir da MP2, em comparagio com MP1. Foi realizado também um teste utilizando ao
invés da coluna de aco inoxidavel, uma célula de nylon no acondicionamento da matéria-

prima, conforme descrito na segfio 3.5.2. Os resultados também séo apresentados na Tabela

4.6.
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Tabela 4.6: Rendimento global (Xg), massa de alcalodides totais (AF) e voacangina (V)
obtidos a 45 °C, 250 bar, 6,1 X 107 kg/s, utilizando 5% (v/v) de etanol para diferentes
matérias primas (MP1 e MP2},

Epoca da Cotul Massade MP  S/F X, x10° AFx10* vxi1ot
CIa
Coleta x10° kg kgkg  kgkg  keke  keke
aco
MP1  05/2002 7,145 + 0,007 54  24+02 2144 13:£0,1
inoxidavel
aco
MP2  11/2002 7.0+£02 54 1,25+0,03 - -
imoxidavel
aco
MP2  11/2002 12,1 0,1 28 1,220,1 23+3 1,3£02
inoxidavel

MP2  11/2002 nylon 12,161 £0,03 28 1,5+0,2 35+5 2240,

Com relagfio ao aumento da quantidade de material utilizado nos ensaios corn MP2,
os resultados indicaram que esse aumento foi suficiente para realizar os ensaios analiticos.
Considerando que a vazdo total de solvente foi mantida constante, pode ser verificado, para
MP2, que a reducdo de S/F de 54 para 28, devido ao aumento da massa de alimentagio,
permitiu ainda utilizar quantidade de solvente suficiente para obter todo material extraivel
da matriz, uma vez que o valor de Xo se manteve em 1,2 + 0,1 x 107 kg/kg, em ensaios

com a célula de aco inoxidavel. Sendo assim, os ensaios subseqilentes foram realizados

utilizando a relacio S/F=28.

Pela Tabela 4.6, verifica-se que embora 2 MP1 (colthida em maio de 2002} tenha
fornecido maior rendimento em extrato bruto, a MP2 forneceu maior teor de AF: 19,5% do

exirato bruto, enquanto que para MPI1, AF representou 8,4% do extrato bruto. Foi
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observado ainda um baixo teor de alcaldides e voacangina presentes na MP2 quando
comparado a resultados anteriores (PEREIRA, 2002). De acordo com HOFT et al (1998), a
quantidade dos alcaléides majoritdrios de T pachysiphon varia com a idade ¢ forma de
crescimento da folha, posigio ¢ idade da Arvore. Variagdes sazonais na quantidade de
alcalides também foram observados por BISWAS (1973) citado por PELLETIER (1988).
Vale lembrar que fatores ambientais também podem ser responsaveis pela variagio dos
alcaléides na planta (SEIGLER,1981 citado por PELLETIER, 1988). Embora tenha sido
reportado (VAN BEEK e al, 1984b; PHILIPSON ¢ ZENK, 1980) que a quantidade
méaxima de alcaldides ocorre apds a floragiio, nos meses de outubro-novembro, o oposto foi
verificado neste caso. Isso sugere que outros fatores influenciaram a biossintese desses

alcaldides na planta,

Com relagio ao teste utilizando a célula de nylon, para a MP2, foi verificado que
houve um ligeiro aumento no rendimento total, refletindo em um aumento da fragio AF.
Fsse resultado confirma a indicativa inicial da existéncia de um pequeno espago vazio entre
a célula de inoxidavel e a coluna de extragfio, apresentado na Se¢io 4.4.2. Assim, 0s
ensaios seguintes foram realizados com essa nova matéria-prima (MP2), utilizando a célula

de nylon.

4.1.5- Soxhlet e Extracdo a Baixa Pressdo (LPSE)

A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos nas extragdbes por Soxhiet e LPSE

Foram incluidos os resultados da extrago supercritica a fim de comparagio.
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Tabela 4.7: Rendimento global (Ryu), teor de alcaldides totais (AF) e voacangina (V)
obtidos por extragdo com fluido supercritico (SFE), extraciio a baixa pressio (LPSE) ¢
Soxhlet de duas matérias primas de 7. catharinensis.

Processo Matéria-Prima Rrom (%)  AFX 10* (kg/kg) VX 10* (ke/kg)
SFE* (EtOH, 5%) MP1 24+02 21 =4 1,3+0,1
MP2 1,240,1 2343 1,3+0,2
LPSE MP1 3,04 £ 0,03 58 & 14 tr
MP2 1,36 £ 0,08 21+ 11 tr
Soxhlet MP1 10,7 119,3 tr

* extragio feita com a célula de ago inoxidéavel.

Foi verificado que na extragiio supercritica, o rendimento total foi de 2,4 + 0,2 ¢ 1,2
+0,1%, para MP1 € MP2 respectivamente. A extragio por Soxhlet forneceun um rendimento
de 10,7%, porém pela coloragio marrom dos extratos, este processo apresentou, além dos
alcaldides, elevada quantidade de outros compostos que ndo foram identificados, o que
acabou tornando a etapa analifica muito mais demorada e de menor sensibilidade aos

alcaldides.

Embora as extragdes por Soxhlet e a baixa pressio tenham fornecido maior
rendimento, ©sses processos ndo conseguiram extrair voacangina em quantidades
mensuraveis. Isso pode ter ocorrido devido a vérios fatores: i) degradagdo de compostos
quando submetidos a temperaturas mais elevadas, no caso do Soxhlet, ii} ocorréncia de
algam tipo de interacdo dos alcaloides com aiguma classe de compostos que foi extraido
por esses processos, formando um grupo complexo contendo a voacangina que nio foi

separada durante a etapa de fracionamento, ou ainda iii) o fato de esses processos ndo terem
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extraido os alcaldides coronaridina e voacangina, permanecendo estes na matéria-prima. A
Tabela 4.7 mostra ainda que esses processos apresentaram maior quantidade de alcaloides
totais (58 £ 14 e 119,3 X 107 kg/kg, para MP1 utilizando LPSE e Soxhlet, respectivamente,
e 21+ 11 x 10™ kg/kg, para MP2 utilizando LPSE) e tragos de voacangina o que indica que

outros alcaloides foram extraidos.

|2 importante ressaltar que a obtengdio de maior quantidade de voacangina, alcaléide
com importante atividade leishmanicida (DELORENZI, 1998), s6 foi possivel com a
extragio supercritica. Na realidade, somente SFE possibilitou a extragdo de voacangina em
quantidades mensuraveis (1,3 £ 0,1 X 10 kg/kg). Essa informagdo é de grande importancia
quando se tem como objetivo obter compostos com finalidades especificas, neste caso o

tratamento da leishmaniose,

Além disso, deve ser considerado o fato de que na extragio com Soxhlet e a baixa
pressio o elevado consumo de solvente orgénico exige uma etapa cficiente de retirada deste
do extrato obtido, 0 que acaba diminuindo assim a sensibilidade do processo e aumentando
o tempo e custo do mesmo. A retengio de grande quantidade solvente pela matriz também ¢
uma desvantagem se for considerado que esse material podera ser reutilizado para outros

fins, como em adubo ou ragio.
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4.1.6- Determinacio de X; sr-23, variando o tipo e teor de co-

solvente (10 e 15%)

A Tabela 4.8 apresenta os valores de Xo sp=s € de AF obtidos a 250 bar, 45 °C,

utilizando diferentes co-solventes a 5, 10 e 15% (v/v). Nesses ensaios foi mantida a refagio

S/F igual a 28 (kg de solvente/kg de alimentagio, base seca).

Tabela 4.8: Rendimento global (Xo, sir-25) © massa de alcaldides totais (AF) obtidos a 250
bar, 45 °C, utilizando diferentes co-solventes a 5, 10 e 15% (v/v), 6,2 X 10° kg/s utilizando

a MP2 e ¢élula de nylon.

Co-solvente Xo, srr=2s X 107 (kg/kg) AF x 10% (kg/kg)
EtOH, 5% 1,5+0,2 3544
EtOH, 10% 1,840,2 3345
IsoC3, 10% 1,4 40,1 15,75 + 0,01
EtOH-IsoC3 (1:1), 10% 1,5+0,1 15,3 £0,1
EtOH, 15% 23 +0,1 2343
IsoC3, 15% 1,7 £0,3 62
EtOH-IsoC3 (1:1), 15% 1,8 402 16,1 + 0,4

Com relag3o aos valores de Xg, sr=23, 0 erro experimental nfo interferiu na analise

dos resultados. Entretanto, com relagfo ao AF, foi verificado um desvio elevado, este nfo

foi relacionado a nenhum co-solvente especifico. A principio, nos ensaios realizados com ¢
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uso de co-solvente a 5% (Tabela 4.4), foi feita uma suposigdo (Ho) de que o uso de
isopropanol, devido ao elevado desvio nos resultados, pudesse estar extraindo compostos
que estariam interagindo com algum solvente na etapa de fracionamento através de alguma
interacdio mais forte capaz de afetar os resultados. Por outro lado, essa hipodtese nio foi
valida para a condiclio a 10%, na qual, o valor de AF teve um desvio de 0,01 e 0,1, quando
1s0C3 foi utilizado puro ou em mistura, respectivamente. Sendo assim, o erro de medida
observado se torna inerente a etapa de fracionamento, sem haver correlagio com o tipo de

co-solvente utilizado.

Uma vez verificado que a etapa de fracionamento possui baixa sensibilidade, um
fracionamento utilizando pouca quantidade de extrato pode refletir em um erro
experimental considerdvel, o que acabou acontecendo em alguns extratos. Para a mistura
EtOH-IsoC3 a 5%, foi observado um erro em torno de 40% no valor de AF (Tabela 4.4), ¢
esse tipo de medida ndo pode ser considerado como ponto de discussdo na avaliagdo dos

diferentes teores ¢ tipos de co-solvente.

Uma avaliagio da incerteza presumida indica um erro experimental previsto para
essa analise. Para isso foi realizado um cdlculo de propagacio de erro ¢ foi verificado que
este & maior que o desvio observado, ¢ que o erro presumido foi avaliado em 8 X 107
(kg/kg) para o valor de AF. Neste caso, todas as andlises apresentaram erro experimental
dentro do esperado, com excegfio da andlise realizada no extrato obtido quando se utilizou
EtOH-IsoC3 como co-solvente (5%), em que, o erro experimental foi 1,5 vezes maior que o
previsto. Por outro lado, o erro presumido desta medida chega a ser o valor da propria

medida ou até maior, como é no caso da quantidade de AF obtida com o uso de IsoC3 a
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15% (6 £ 2 X 10 kg/kg). Isso indica que esta varidvel resposta ndo pode ser quantificada

por esse procedimento.

Sendo assim, a variavel resposta utilizada nos experimentos seguintes foi X, s/ras.
A analise de varidncia (ANOVA) mostrou que o tipo de co-solvente exerce influéncia
significativa sobre o rendimento global (Pyaer= 0,016 € pyaer= 0,026, para 10 e 15%, v/v,
respectivamente). Os maiores valores de Xp, gr=2¢ foram obtidos quando se utilizou etanol
como co-solvente (1,8 + 0,2 ¢ 2,3 £ 0,1 x 107 kg/kg), para o uso de 10 e 15%, viv,
respectivamente. Pela Tabela 4.8, pode ser verificado que o aumento do teor (%) de co-
solvente ndo proporcionou um aumento expressivo na quantidade de X, sr=s. Segundo a
anélise de Tukey, os valores de Xo, g/p-25 nd0 apresentaram diferengas significativas entre si
(0,99<pyaior< 0,063), exceto quando os valores de Xg -3 s80 comparados com aquele cujo
co-solvente utilizado foi EtOH a 15% (paer< 0,026). Dessa forma, analisando o processo
de extragfo supercritica em termos energéticos e econdmicos, pode-se concluir que o uso
de etanol a 5 % ¢ o mais indicado, pois além de se utilizar menor quantidade solvente
(menor custo), sua recuperagio apds a extragdo (retirada do extrato bruto) necessitard de
menor gasto de energia. Sendo assim, as isotermas de rendimento total a 35 ¢ 45 °C foram

realizadas com 5% de etanol como co-solvente,

4.1.7- Isotermas de Rendimento Total

Nesses ensatos, ao invés das esferas de vidro utilizadas nos ensaios anteriores, foi

utilizada uma coluna de teflon para completar o volume que nio era ocupado pela matéria-
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prima na coluna. A coluna de teflon foi utilizada com o intuito de diminuir o tempo de
extraciio, bma vez que ao utilizar a coluna de teflon, a quantidade de espagos vazios nessa
parte do leito era menor. Uma andlise da porosidade do leito indicou que esta foi reduzida
de 0,7124 para 0,012 guando foi utilizada a coluna de teflon ao invés das esferas de vidro.
Fssa redugfio na porosidade promoveu uma diminui¢io em 1 hora no processo de extragdo,
relativo a2 30 minutos em cada etapa de pressurizacio e despressurizagio. Se for
considerado que o tempo total de processo para a determinacio de Xp era de 4 horas (45
min: pressurizagio, 30 min: periodo estdtico; 90 min: extragio semi-continua; 30 min:
perfil de pressdo: 45 min: despressurizagio), essa redugio no tempo equivale a diminuigiio
na quantidade de solvente utilizado durante a pressurizagio e em 25 % no custo cnergético.
Nesses ensaios, a vazio total de solvente foi de 3,7 £ 0,2 X 107 kg/s, dessa forma foi
utilizada uma relagio S/F igual a 19. A Figura 4.5 (a) apresenta as isotermas de rendimento

total (Xo, s/E=19), com a barra de erros experimentais, ¢ para termos de comparagio foi

apresentado em (b) os valores de Xy sp-19 em fungdo de densidade do solvente.
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~ Figura 4.5: (a) Isotermas de rendimento total e (b) valores de Xo, gp=10 em fungéo da
densidade do sclvente de extratos de T. catharinensis obtidos a: A: 35°C; ¢: 45 °C.
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Pela Figura 4.5 pode ser verificado que o Xg, gr-19 apresentou uim valor quase
inalterado quando a condi¢io de extrag@o utilizada apresentou uma densidade do solvente
entre 743,0 e 866,38 kg/rn3 . Nesta faixa de densidade, tanto a variagiio da pressdo quanto a
variagio da temperatura nfo foram suficientes para afetar o valor de X g/p—19. Entretanto, a
partir de 866,8 kg/m3, pode ser verificado que o aumento da temperatura, a pressdo
constante, causou uma diminui¢io na densidade do solvente e um aumento no valor de X,
sF=19 0 que indica que o efeito da pressdo de vapor do soluto foi predominante. Nesta
regido, a temperatura constante, o aumento na pressio em 50 bar promoveu um aumento
em cerca de 17% no valor de Xg, gp-19, por outro lado esse aumento da pressdo afetou muito
pouco a densidade do solvente, variando de 930,2 para 953,3 kg/m® 235 °C e de 891,5 para
918,3 kg/rn3 a 45 °C. A literatura cita outros trabalhos de extracfio de alcaléides com
CO,SC, nos quais o efeito da temperatura ¢ mais efetivo que o efeito da pressiio. Em
alguns casos, ¢ observado um comportamento retrégrado, como € o caso da cafeina para
processos na regido 180-250 bar/ 40-80 °C. Entretanto, para a teobromina e teofilina,
compostos de estruturas muito parecidas a cafeina, esse comportamento nio ¢ verificado
(SALDANA et al, 1999; L1 et al, 1991). Outra informagio importante ¢ que nos estudos da
predi¢do da solubilidade dos alcaléides com CO,SC + etanol 5% (Anexo 3, 2* parte),
verifica-se 0 aumento na solubilidade desses alcaléides com aumento da temperatura. Esse
comportamento ocorre em toda faixa de pressdo estudada, e nfio somente a partir de 250
bar. Entretanto, neste estudo nio foram considerados os pardmetros de interagio bindrios
entre os solutos ¢ o solvente, o que é de grande importincia quando se trata de sistemas

assimétricos como os formado pelos alcaldides/CO;.
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Pelos resultados acima cxpostos, as condigdes de extragdo que promoveram o0s
maiores valores de Xg, sp-1v foram 35 °C ¢ 45 °C a 350 bar. Sendo assim, 0s ensaios
cinéticos foram realizados nessas condigdes a fim de avaliar o comportamento cinético nas

etapas de extragio constante, extragfio decrescente e difusional.

4.1.8- Ensaios cinéticos

A Figura 4.6 mostra as curvas de extracio e a Tabela 4.9 apresenta os pardmetros

cinéticos para as extragdes realizadas a 35 ¢ 45 °C a 350 bar.
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Figura 4.6: Curvas de extragio para o sistema 7. catharinensis/CQOy/etanol (5%) obtidas a
350 bar, a 35°C (A ) e a 45 °C (). Os pontos em 570 min representam a massa acumulada
incluindo a etapa de despressurizacio,
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Tabela 4.9: Pardmetros Cinéticos obtidos nas condigdes de 35 e 45 °C a 350 bar,

Vazio x 10°  tcpr/60 Mcgr ¥ 108 Yeg % 10°

T (°C) Repr (%) Rrow (%0}
(kg/s) (s) (kg/s) (kg/kg)
35 3,80£0,06 137,0+£0,1 925003 244+£0,03 1,00+0,02 1,436£0,003
45 3,5+0,1 167+7 9,040,8 2,6+03 1,19+0,03 1,61+0,03

O ultimo ponto da curva ¢ referentc 3 quantidade de extrato obtida na

despressurizagdo do sistema, este representa cerca de 9,4 % do extrato total.

Pela Figura 4.6, até 120 min a guantidade de extrato obtida nas duas condigdes de
extragiio é praticamente igual. A partir de 120 min, o processo a 35 °C entra na e¢tapa FER,
enquanto na condigfo de 45 °C, o processo ainda estd na ctapa CER. Essa diferenga na
duracdo da etapa CER promoveu ao final do processo um rendimento maior para o ensaio
realizado a 45 °C. Isso pode ser facilmente explicado quando se comparam os pardmetros
cinéticos obtidos pelas duas condi¢des de processe (Tabela 4.9). O fato de Mcgr apresentar
valores semelhantes nas duas cinéticas, explica porque nos primeiros 120 min de extragio
as curvas de extracdo coincidem. Por outro lado, os valores de tcgg foram distintos. No
ensaio a 35 °C, o valor de tcgg foi de 137,0 £ 0,1 min. A partir deste, o processoe entra no
periodo de etapa decrescente de extragdo. Entretanto, para o ensaio a 45 °C, o valor de tepr
foi 167 + 7 min. Dessa forma, na condi¢io de 45 °C, o processo permaneceu um maior

tempo na etapa CER, o que permitiu a obtengio de maior quantidade de extrato.

A Tabela 4.10 apresenta os valores de densidade, viscosidade do CO; e Reynolds de
particula (Re) na condigdio de 35 e 45 °C a 350 bar. Nestas condigbes, o valor da denstdade

pouco se alterou, assim como viscosidade do CO;, o que acaba afetando pouco o niimero de
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Reynolds de particula. Portanto, este resultado ¢ consistente com valores similares das taxas

de extragio nas duas temperaturas.

Tabela 4.10: Densidade ¢ viscosidade do CO; e n® de Reynolds a 35 ¢ 45 °C, a 350 bar
T (°C) pkg/my*  nx10°%(kg/ms)  Re
35 953,3 974 0,744
45 918,3 90,3 0,764
* ANGUS et af (1976)

Outro modo de se avaliar a cinética de extragiio é em termos de massa de solvente

por magsa de alimentag¢io utilizada (S8/F), conforme Figura 4.7.

Rendimento (%)

1 1 ” T i T T T

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180
SIF(kalkg)

Figura 4.7: Curvas de extracfo obtidas a 350 bar, a 35°C (A ) e a 45 °C (@), em termos de
rendimento (%) em fungfo relagdo da massa de solvente pela massa de alimentagio (8/F).
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Pela Figura 4.7, com excegio da despressurizagio, para valores de S/F acima de 8, 0
rendimento sofre pouca alteragfio, indicando que a partir deste ponto o processo encontra-se
na etapa difusiva. Com os valores de tcpr, Mcer © Yceer estimados a partir dos dados
experimentais da cinética, a regifio da etapa CER pode ser descrita em termos de S/F. Para
o ensaio a 35 °C, a ctapa CER ocorreu em valores de S/F até 4,0, e para a condigio de 45
°C, esta etapa se apresentou para valores de S/F até 4,5, ¢ se maniém ambos na etapa
decrescente de extragdo até S/F se apresentar em cerca de 8-9. Tsses valores confirmam a
maior permanéncia na etapa CER para o processo a 45 °C, uma vez que a vazdo, ¢ a massa

de alimentacdo foram aproximadamente iguais.

Pode ainda ser verificado na Figura 4.7, que para valores de S/F a partir de 8-9 o
processo de extragdo entra na sua etapa final (difusional). E importante salientar que cerca
de 75,1 % do rendimento total de extragdo ¢ obtido no periodo CER. Em se tratando de
pardmetros de processo, o maior interesse estd justamente na etapa CER. De um modo
geral, deseja-se utilizar um menor valor de tcgg com um maior valor de Reggr possivel, uma
vez que a partir dessa etapa, o ganho em massa extraida ¢ muito inferior ao obtido na etapa
CER. Embora a condicio a 35 °C tenha um menor valor de tcgr (137,0 min), o ganho em
termos de rendimento global durante os 30 minutos finais da etapa CER para a condigio a
45 °C foi 19% maior que a 35 °C. Neste caso, a condigfo 45 °C/350 bar € mais indicada,

apresentando valores superiores de tcgr (167 min) e Reer (1,19 %).

CARVALHO JUNIOR et al (2005) realizaram um cstudo com alecrim (Rosmarinus
officinallisy ¢ CO; supercritico a 300 bar, 40 °C, 8,33 X 107 kg/s, ¢ diferentes relagBes de

altura/didmetro do leito (H/D). Considerando que os ensaios com a 1. catharinensis para a
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construgdo das isotermas a relagio H/D utilizada foi de 4,7, pode-se tentar relacionar os
resultados obtidos com alecrim a uma relagiio H/D préoxima a esse valor. Foi verificado no
trabalho de CARVALHO IUNIORq et al (2005), para uma relagdo altura/didmetro de 5,6,
que a ctapa CER se apresentou no periodo no qual a relagiio S/F < 8, e que a partir de
S/F=16, aumento no rendimento do processo foi pouco expressivo, indicando a existéncia
da ctapa difusiva. Embora o sistema Rosmarinus officinallis/CO; seja diferente do sistema
T. catharinensis/COy/etanol, ndo somente em termos de matéria-prima, mas também em
termos de composigio do extrato ¢ uso de co-solvente, pode ser verificado que o
rendimento obtido na ctapa CER foi 74% do rendimento total. Esses resultados indicam
que mesmo havendo diferencas nas relagdes de S/Fcpr para cada sistema, sabe-se que a
quantidade de solvente utilizada deve que ser superior o suficiente para permitir uma

relagio S/F que garanta permanéncia do periodo CER no processo de extragio.
4.1.9- Ensaios cinéticos vs Determinacdo de X,

Um ponto importante foi observado ao se comparar os resultados obtidos nos
ensaios cinéticos e ensaios de determinagfio de Xy, sp-19. Verificou-se que o valor do
rendimento total obtido nos ensaios cinéticos (1,436 + (,004% ¢ 1,61 % 0,04%) fol superior
ao valor obtido pelos ensaios de isotermas de rendimento total com S$/F= 19, nos quais o0s
valores de Xo, sr=10 foram de 1,30 £ 0,01% ¢ 1,543 & 0,002%, para 35 ¢ 45 °C
respectivamente. O que pode ser explicado pelo fato de que nos ensaios de determinagdo de

Xy, s/p-10 para a construcio das isotermas a relagiio S/F foi igual a 19 e ndo 28, conforme

ensaios apresentados na secio 4.1.4 ¢ 4.1.6.
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A Tabela 4.11 apresenta os valores de X obtidos nos ensaios com S/F=19 (Grupo 2
e 3) e S/F=28 (Grupo 1), e de rendimento total obtidos no ensaio cinético a 45 °C. O valor
de Xp.gr-28 obtido na condigio de 45 °C, 250 bar ¢ o mesmo apresentado na Tabela 4.8,

com o uso de 5% de etanol .

Tabela 4.11: Valores de Xg obtidos nas extragdes realizadas com o uso das esferas de vidro,
coluna de teflon, e de rendimento total (Rry) € na etapa CER (Reggr) obtido pelas cinéticas
de extracdo a 45 °C, onde F é a massa de alimentaggo, S ¢ a massa de solvente utilizada, e
Q a vazdo de solvente.

Determinacio de Xy Cinética
Grupo | Grupo 2 Grupo 3 de extragio

¢/ Esferas de Vidro ¢/ Celuna de Teflon ¢f Coluna de Teflon
S/F=28 (kg/kg) S/F=19 (kg/kg) S/F=19 (kg/kg) S/F=15 (kg/kg)

Pressiio {(bar) 250 250 350 350
Fx 10° (kg) 12,1614 12,1527 12,1540 85,00
Qx 10°kg/s 5,58 3,95 3,87 3,50

S x 10° (kg) 301,5 213,9 205,0 1131

Xo % 10? (kg/kg) 1,540,2 1,17+0,03 1,543 0,002 -
Rt (%) - - . 1,61+ 0,03
Regr (%) 1,19+ 0,03

Nos ensaios com S/F=19, a vaziio maxima de solvente permitida no equipamento,
250-350 bar, foi em tommo de 3,51 X 107 kg/s. Essa vazdo foi suficiente para manter o
sistema pressurizado e sem flutuagdo, por ndo haver muito espago vazio dentro da coluna (a
coluna de teflon ocupou cerca de 87,5% volume da coluna). Uma avaliagfio da perda de

carga nos leitos utilizados indicou que a coluna de teflon apresentou uma perda de carga
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4,4 vezes maior que no leito utilizando esferas de vidro.'? Isso explica porque nos ensaios
com esferas de vidro foi possivel a utilizagdo de uma vazio maior de solvente no processo
(1,4 vezes maior). Para que essa relagio fosse mantida em torno de 28, seria necessario um
tempo maior de processo {cerca de 27 minutos) para que a mesma quantidade de solvente
fosse utilizada, ou uma menor quantidade de matéria-prima. Entretanto, esta ultima ndo ¢
recomenddvel, pois, conforme indicado no inicio do trabalho, menor massa de alimentagdo

pode acarretar em uma maior variagdo e menor precisio nos resultados.

Embora a medida de Xp, s/p-19 tenha sido precisa, sabe-se que o erro presumido dessa
medida deve ser avaliado. Calculando-se esse valor, constata-se que o erro presumido para
a medida de Xg é de 0,04 x 107 kg/kg. Dessa forma, os desvios nos resultados obtidos pelos
ensaios cinéticos (Ryem) ¢ ensaios de determinagio de Xo, sip=19 a 45 °C/350 bar estdo
coerentes. A andlise de variincia (ANOVA) indica que ndo ba diferengas significativas
(Pvator= 0,154) entre esses valores, confirmando a coeréncia nos resultados (Xo, sp=19 €
Rear). Por outro lado, considerando os ensaios a 35 °C/ 350 bar, isso nio ocorreu, uma vez
que a andlise de varidncia indica que ha diferencas significativas entre os valores de X,
siF=19 € Reotat {Dvater™ 0,007).

Comparando os valores de rendimento total obtido pela cinética (350 bar), e os
valores de rendimento total obtidos pelas isotermas (Xg, gr=19), pode-se estimar o valor de
Xy, sw-28* para 45 °C/350 bar, a partir dos resultados obtidos a 45 °C/ 250 bar. Isso ¢
possivel, uma vez que a condigiio 45 °C/250 bar foi utilizada nos dois experimentos: tanto

nos ensaios iniciais (avaliagdo do teor ¢ tipo de co-solvente, Tabela 4.8), na qual foi

'® A perda de carga foi calculada utilizando as Equagdes de Darcy e de Biake-Koezeny para os leitos
preenchidos com coluna de teflon e esferas de vidro, respectivamente (SISSOM ¢ PITTS, 19388},
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utilizada a relagdo S/F=28; quanto em um dos ensaios para a construgio das isotermas de
rendimento total, com S/F=19, Dessa forma, assumindo uma relagio linear entre o valor de
Xo, sr=28 € 0 Xo, =19 (45 °C/250 bar), o valor estimado de Xy, ge-28* para a condigio de 45
°C/ 350 bar seria equivalente a 1,986 X 10% (kg/kg). Esse resultado indica que o processo
semi-continuo de extracio a 45 °C/350 bar, cujo Ryga = 1,61 = 0,03 %, 81% de todo

material extraivel nessa condigio foi obtido.

Considerando ainda que o valor de Xg, gr=19 obtido a 45 °C/ 350 bar é 18,7% maior
que o valor de Xo, gr=19 obtido a 35 °C/350 bar (ver Figura 4.5), entdo mantendo-se o
mesmo fator de aumento, poderia ser estimado um valor de Xo, sr=28* para 35 °C/350 bar
igual a 1,673 X 162 (kg/kg). Assim, pode ser verificado que o processo semi-continuo de
extragiio utilizando uma relagdo S/F=28 podera fornecer um equivalente a 86 % de todo
material extraivel na condi¢do de 35 °C/ 350 bar. Esses valores s#o apresentados na Tabela

4.12 para methor compreensio.

Tabela 4.12: Comparagfio entre os valores de rendimento total (Rrotr), de Xo, srr-19 € Xo,
/=28, obtidos experimentalmente, com os estimados (Xo, g/p-28%) para a condicdo de 35 °C
¢ 45 °C a 350 bar.

Xo % 10% (kg/kg) Rerosar (%6)
250 bar 350 bar 350 bar
T (°C) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 * Grupo 3
Xo, §/F=28 Xo, sF=19 Xo, 28" Xo,s/F=19
45 1,54+ 0,2 1,17+ 0,03 1,986 1,543 + 0,002 1,61 +£0,03
35 1,673 1,30 £ 0,01 1,436+ 0,004
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Analisando ainda a Tabela 4.11, pode ser observado um outro fator importante: o
tempo de contato do solvente com a matriz solida. Pela Tabela 4.11, verifica-se na condigio
de 45 °C/ 350 bar que embora a relagfio S/F nos ensaios de determinacgio de X, gp=19 tenha
sido maior (S/F=19) que nos ensaios cinéticos (8/F=15), o rendimento total obtido nos
ensaios cinéticos foi superior (Rrow= 1,61 * 0,03 %). Comparando a duragio de cada tipo
de experimento: 90 ¢ 540 min para os ensaios de Xo, gp=15 ¢ cinéticos, respectivamente
{desconsiderando o periodo de pressurizacdo e despressurizacio), observa-se que o tempo
de contato do solvente com a matriz solida foi maior para os ensaios cinéticos. Esse tempo
de contato permitiu uma maior interagdo do tipo matriz/soluto/solvente, o que acabou
influenciando o rendimento do processo. Isso explica o fato de que mesmo tendo utilizado
menor relacdo S/F, o rendimento obtido nos ensaios cinéticos foi superior. Essa informagio
nfo teria sido obtida se os ensaios de determinacio de Xp, ge-15 fossem realizados utilizando
a relagiio S/F=28. Uma forma de verificar até que ponto o tempo de contato do solvente
exerce influéncia sobre o rendimento, seria realizar um ensaio mantendo-se o solvente em
contato com a matriz por um certo periodo de tempo, permanecendo todos os outros
pardmetros constantes, e variando o tempo de contato do solvente-matriz. Entretanto, esses
resultados ndo invalidam os ensaios realizados para a determinacio de Xy gp-19, uma vez
que o procedimento experimental utilizado foi o mesmo em todas as condi¢cbes para a

construcio das isolermas.

Embora tenha sido utilizada uma quantidade insuficiente de solvente para a medida
de Xp para a construgio das isotermas (S5/F=19), todos os ensaios dessa etapa foram

efetuados da mesma forma, ¢ o desvio padrio médio relativo dos resultados fol baixo.
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Sendo assim, a conclusio de aumento no valor de Xo com aumento da temperatura nas

densidades de solvente acima de 866,8 k:g/m3 continua sendo valida.

Pelas Figuras 4.5 ¢ 4.6, independente do tipo de analise (determinagio de Xy ou
cinética de extragio), foi verificado que os maiores rendimentos foram observados para a
condi¢fio de 45 °C. Essa tendéncia existe tanto em termos de Xy (para pressdes acima de

250 bar) quanto em termos de rendimento cumulativo em toda curva de extracio (350 bar).

4.1.10- Ajuste de Modelos Matemadticos as Curvas de Extragdo

O ajuste de modelos matematicos as curvas de extragio foi realizado utilizando os
seguintes modelos: CRANK (1975); ESQUIVEL et al (1999); TAN e LIOU (1989) e
GOTO er al (1994). A Tabela 4.13 apresenta os parimetros ajustados ¢ os desvios
quadrados médios (SSD) de cada modelo. Os modelos de GOTO et al (1993) ¢
ESQUIVEL et al (1999) apresentaram os menores desvios. Na Figura 4.8 (a) e (b) ¢

apresentado os ajustes dos modelos juntamente com os dados experimentais.

Tabela 4.13: Parmetros de modelos ajustados para as curvas de extragfo supercritica a 35
°C e 45 °C, 350 bar para o sistema 7. catharinensis/COs/etanol (5%)

MODELOS
T CRANK (1975)  GOTO et al (1993) ESQQE;’% °f TANeLIOU (1989)
°C) Dx10’ k kg ]
o) 5P k ) SO gr SO gy 88D
35 1,47 6,060 2,361 1,061 0,004 1,73 0,031 7,54 0,646

45 1,29 0,101 2,591 1,141 0,003 1,95 0,053 7,06 0,804
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No modelo de GOTO ef al {1993), as particulas possuem forma plana, com
dimensdes de espessura desprezivel, além disso o modelo possui dois pardmetros ajustaveis
que descrevem bem os fendmenos de transferéncia de massa e desorgio. MARTINEZ
2002, realizou um estudo com varios modelos matematicos apresentados pela literatura
aplicados a diversos sistemas com CO; supercritico: 6leo de cravo-da-india, oleoresina de
gengibre, 6leo de pimenta-do-reino, 6leo de camomila, 6leo de kaoa, lipidios de Spirulina
maxima, em diferentes condigdes experimentais, Neste trabalho, pdde concluir que nio
existe um unico modelo capaz de expressar todas as curvas de extragdo, principalmente
devido a grande diversidade existentes entre as particulas estudadas. Entretanto, verificou
que de um modo geral, 0 modelo de GOTO et al (1993) e SOVOVA (1994), apresentaram
bons ajustes ds curvas de extragio. Em um outro estudo, CARVALHO JUNIOR et al
(2005) verificaram que para o sistema Rosmarinus officinallis/CQOa, os modelos que melhor
descreveram as curvas de extragio foram GOTO et al (1993), SOVOVA (1994) e

ESQUIVEL et al (1999).

O modelo de CRANK (1975), que trata o processo de extra¢do como sendo um
processo unicamente difusivo, ndo apresentou bons ajustes. Embora seja conhecido que a
difusdo ¢ predominante na ctapa final de extragio, o resultado apresentado pelo modelo

indica que o processo ndo & controlado pela difusio.
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Figura 4.8: Comparac¢dio entre as curvas de extragfio ajustadas por diferentes modelos
matematicos e experimentais obtidas para 7. catharinensis a 350 bar (a) 35 °C e (b) 45 °C.
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O modelo empirico de ESQUIVEL ef af (1999) apresenta bom ajuste para curvas
com formato hiperbolico (MARTINEZ, 2002), no qual todo soluto encontra-se de ficil
acesso, sendo extraido nos primeiros minutos de processo. No caso das curvas de extragio
apresentadas com a 7. catharinensis, embora tenha apresentado um desvio relativamente
baixo, 0o modelo ndo se ajustou bem, o que se deve ao fato de que o soluto se encontra

tocalizado em estruturas que dificultam o acesso do solvente.

O modelo de TAN e LIOU (1989) ndo apresentou bons ajustes, o que se deve
provavelmente ao fato de existir uma restrigio do modelo que ndo obedece a uma das
condi¢des iniciais: Y¢h, t=0)=0. Essa restricio acaba refletindo em elevados valores de

massa de extrato quando observado na etapa final de extracfo.

4.1.11- Estimativa do Custo de Produc¢do de extratos de T.

catharinensis

Para a estimativa do custo de produgio de extratos de 7. catharinensis foi assumido
que o rendimento de extragio no processo industrial seria similar & escala laboratorial, se
for mantida constante a razdo entre a massa de solvente ¢ a massa de alimentagiio. Foi
utilizado | ano de operagio, ou 7920 horas (330 dias, 24 horas/dia), como base de calculo.
A Figura 4.9 apresenta a influéncia do tempo de processo sobre o custo de produciio
(COM), considerando os dados experimentais apresentados na Figura 4.6, a 45 °C/350 bar
Nesta figura, pode ser verificado que o menor custo de produgio é obtido quando a
extrago ¢ finalizada a 90 minutos de processo. Dessa forma, foi considerado um tempo de

extragdo de 90 minutos. A vazio de solvente foi de 184 kg/h, considerando a densidade do
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leito igual a densidade em escala laboratorial. Considerando o uso de 2 colunas de 400 L

operando alternadamente, tem-sc o niimero de bateladas por ano por unidade de extracio

foi de 5280.

g

n
5]

:

8
S

Custo especifico (USS/kg)

g

0 o F T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

Temnpo/60 (s)

Figura 4.9: Influéncia do tempo de extragdo no custo especifico de produgio (COM) de
extratos de 7. catharinensis

O capital fixo de investimento (FCI} consiste basicamente de uma unidade de
extragio supercritica. Considerando uma unidade em escala industrial de 2 colunas de 400
L, estimado em um prego de US$ 2.000.000,00. A tendéncia ¢ a utilizaglio de uma planta
industrial contendo 3 colunas de extracfio. Esse tipo de unidade, embora aumente o
investimento, simula um processo continuo.'!

Para o custo de matéria-prima, por se tratar de uma Arvore nativa, ndo ha dados de

custo de producdo da 7. catharinensis. Sendo assim, para o custo de produgdo T

" Dr M.Angela A. Meireles (FEA/UNICAMP), Comaunicagio Pessoal, 01/2005.
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catharinensis foi considerado o custo da erva mate (llex paraguaiensis) (IBGE, 2004) que
cresce na mesma regifo, além de ser utilizada ndo s6 na indGstria alimenticia, mas também
na industria farmacéutica por apresentar similaridade nas caracteristicas funcionais pela
presenga de alcaldides como a cafeina, teobromina e teofilina. Sendo assim, considerando
gue cerca 75% do material coletado ¢ galho, o custo de comercializagio de T. catharinensis
é de US$ 83,00 / toneladas de galhos. Na etapa de pré-tratamento: secagem e moagem, foi
estimado um custo de US$ 30,00/tonelada utilizando o software Super-pré Designer v4.7
(Demo). Portanto, o custo total da matéria-prima é de US$ 113,00/tonelada. Para uma
densidade do Ieito em 310 kg/m® ¢ uma coluna de 0,4 m’, considerando uma perda de 2%
de CO; e 10% de etanol.'? Assim, a Tabela 4.14 apresenta os valores de custo de matéria-

prima (CRM).

Tabela 4.14: Custo de matéria-prima (CRM)

Matéria-Prima  Custo especifico (US$/ton)  Quantidade Total (ton/ ano)  Custo (USS)

T. catharinensis 113,00 655,6 74.100,9
COy 150,00 27,7 4.149.0
Etanol 221,80 7,29 1.608,6

Total (CRM) 79.858,5

O custo de mio de obra operacional (COL) utilizado foi calculado considerando as
tabelas apresentadas por ULRICH (1984). Para uma unidade de extracio contendo 2

colunas de extracfo, um reservatério de CO,, um condensador, um trocador de calor e uma

2 A perda de solvente foi estimada utilizando um simulador de processos: Super-pré Designer v4.7 (Demo).
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valvula de expansfio foram considerados 2 operadores por turno. Sendo assim, o custo
operacional foi de US$ 3,00/h e o custo de mio de obra operacional total foi de US$S

47.5200,00.

Tendo em vista que o residuo sélido do processo podera ser reutilizado como adubo
ou ragdo, sendo possivelmente revertido em ganho de capital; considerando que também
nio haja residuos de liquidos, ¢ gque o COy liberado apds a extracfo nfo precise de

tratamento, entdo ndo ha custo no tratamento de residuos.

O custo de utilidades (CUT) esta apresentado na Tabela 4.15.

Tabela 4.15: Custo de utilidades.

Equipamento Energia (Mcal) Custo especifico (US$/Mcal) Custo (US$)
Destilador flash 50.834,39 0,01 676,10
Condensador -70.588,78 0,08 5.908,28
Bomba 16.325,75 0,07 1.147,70
Trocador de calor 9.958,94 0,01 132,45

Total {(CUT) 7.864,53

Assim, utilizando a Eq 29, o custo total de produgiio de extratos de T. catharinensis
foi de 182,50 US$/kg de extrato. O principal fator que influencion o COM foi o custo de
investimento (72,86 %), seguido do custo operacional (14,41%), custo de matéria-prima

(11,56%), e custo de utilidades (1,16%).
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PEREIRA et al (2003b) realizaram uma cstimativa do custo de produgio de extratos
de T. catharinensis obtidos a 55 °C, 300 bar, 6,1 x 10° kg/s de vazdo de solvente utilizando
10% de etanol e mesma matéria-prima colhida em agosto de 2000. Nesta condigio, 0
rendimento obtido foi de 0,96 % ¢ a taxa de extra¢do para o periodo CER foi de 7,6 X 108
kg/s. Os resultados indicaram um valor de COM de US$ 191,84/kg de extrato, para um
periodo de 2 horas de extragio. Comparando com os resultados obtidos por PEREIRA ef af
(2003b), pode ser verificado que a condigfo a 45 °C e 350 bar, além de ter apresentado
maior rendimento (1,61%), forneceu um menor custo de produgfio, o que se deve as
condigles operacionais que favoreceram maior taxa de extragHo para o perfodo CER (9,0

0,8 % 107 kg/s).

Para o calculo aqui realizado foi considerado o rendimento obtido a 90 minutos, sem
ser considerado a rendimento da etapa de despressurizagfio. No trabalho de PEREIRA ef af
(2003b), esse acréscimo de extrato na despressurizagdo foi considerado no rendimento ¢ no
calculo do custo de produgfo. Assim, considerando esse acréscimo de extrato obtido na
despressurizacdo (+ 30 min), o custo de produgdo (COM) de extratos de 7. catharinensis
passa a ser 102,91 US$/kg de extrato, o que equivale a uma redugo em 46,4% no valor do
COM obtido por PEREIRA et af (2003b).

Vale lembrar que a matéria-prima utilizada foi a mesma, entretanto colhidas em
épocas diferentes. Para termos de comparagio, pode ser verificado pela Figura 4.5 ¢
resultados apresentados em outro estudo por PEREIRA er af (2004), a 250 bar/45 °C, 5%
etanol e mesma matéria-prima, o valor de rendimento total foi diferente. No trabalho aqui

realizado, embora a vazdo total de solvente tenha sido inferior (3,6 + 0,2 X 107 kg/s) ao
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utilizade por PEREIRA et al (2004) (4,3 & 0,3 X 10° kg/s), o rendimento obtido foi
superior (1,2% neste trabalho a 45°C/ 250 bar, e 0,66% em PEREIRA et al, 2004)
indicando que a idade da planta e época de colheita interferem no rendimento do processo,
conforma constatado por PEREIRA et al (2004) ¢ também na Sessdo 4.1.1. Esse resultado
fornece uma informacgdo importante que reflete diretamente no custo de produgio de

extratos de T. catharinensis.

Qutro fator, é que no calculo do custo de produgiio dos extratos de T. catharinensis
foi considerado que o custo da matéria-prima ¢ igual ao custo da erva mate (flex
paraguaiensis). O valor de COM pode ter sido entdo sub ou superestimado, uma vez que a
T. catharinensis & uma arvore nativa que ainda ndo possui uma agricultura desenvolvida
para esse fim. Sendo assim, foi considerado ao inves da erva mate, outras plantas no calculo
do COM de extratos de T. catharinensis obtidos por extragio supercritica como:
mangabeira (Hancornia speciosa), e manigoba (Manihot glaziowii MUELL. ARG). Essas
plantas foram escolhidas por se tratarem de 4rvores cujo interesse comercial é muito
grande. A mangabeira ¢ uma 4rvore de porte médio, de 5 & 10 metros de altura, produtora
de latex. Ocorre exclusivamente no Brasil, sendo mais abundante nos Nordeste. Seu fruto, a
mangaba, ¢ industrializado na forma de polpa congelada (para sucos) e como sorvete, além
de serem feitos doces, xaropes, compotas, vinhos ¢ vinagres (GLOBO RURAL, 2005). A
manigoba, nativa da regidio nordeste e regido central do Brasil, possui uma copa de até 15
metros de altura. Apresenta como principais produtos, o litex e o 6leo das sementes, jd
utilizados, respectivamente, na inddstria da borracha ¢ de tintas (ARAGAO et al, 1979). A

Tabela 4.16 que apresenta os valores de CRM ¢ COM para a produgio de extratos de T.
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catharinensis, considerando o custo das diferentes plantas acima descritas. Nos célculos
foram mantidas as mesmas condi¢des operacionais (45 °C e 350 bar), em um processo com
duragio de 120 minutos, sendo assim foi considerado no rendimento do processo o extrato

obtido também na despressurizacio.

Tabela 4.16: Custo de matéria-prima, ¢ de producio de extratos de 7. catharinensis
considerando diferentes plantas.

Planta Custo especifico (US§/ton)* CRM (US$) COM (US$/kg de extrato)
Erva mate 113,0 61.336,0 102,91
Mangabeira 256,0 131.620,2 113,88
Manigoba 110,6 60.144,1 102,68

+ [BGE (2005)

Pelo apresentado na Tabela 4.16, embora o valor do custo especifico da matéria-
prima tenha variado em até 100%, o valor de COM variou muito pouco: entre 102,68 ¢
113,88 USS$/kg de extrato. Na realidade, o custo especifico da matéria-prima representou
cerca de 9 - 18% do valor de COM. Mesmo considerando o custo da mangabeira que
apresentou maior CRM, o valor de COM obtido ainda é baixo se for comparado com o
custo de produgdo outros materiais por extragio supercritica, como a oleoresina de gengibre
ROSA ¢ MEIRELES (2005) avaliaram o custo de produgio da oleoresina de gengibre com
CO; supercritico. Neste trabalho, foi reportado um custo de 99,80 US$/kg de oleoresina,
sendo obtido um rendimento de 2,7% no periodo CER, em 165 min. Mesmo apresentando

um rendimento 2,3 vezes superior no periodo CER (Regr= 1,19% para T. catharinensis), a
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diferenca entre o custo de producio dessa oleoresina e de extratos de 7. catharinensis, com
apenas 2,9 e 14,1 US%/kg, para o menor e maior o valor apresentado na Tabela 4.16,
respectivamente. Deve-se considerar que o tempo de processo utilizado na extragio da
oleoresina de gengibre foi maior (165 min), que o considerado para a T. catharinensis (120
min). Embora sejam materiais distintos com caracteristicas de extrato bem diferentes,

observa-se que a estimativa realizada para a 7. catharinensis & coerente,

Em um primeiro momento, essa estimativa, pode ser considerada valida, uma vez
que ndo se t&m dados de producdo desta arvore. Entretanto, acredita-se que em trabalhos
futuros essa andlise de custo podera ser efetuada de uma forma mais precisa. Vem sendo
realizado, desde 2002, um acompanhamento de cultivo da T. catharinensis que podera
indicar a viabilidade de producio desta drvore. Sementes da arvore (MP1), foram coletadas
em maio de 2002, em Guard/Campinas. Apo6s a secagem das sementes, estas foram
plantadas, em outubro de 2002, em Mongagu4, regifo da Mata Atlintica, quente e umida,
ao nivel do mar. Apés a germinacfo, foram transferidas para os “saquinhos”/bags em
novembro do mesmo ano. Apds um periodo de 5-6 meses, com cerca de 50 cm de altura, as
mudas das planta foram transferidas para o solo em diversas regides: i) no proprio local, em
Mongagua; ii) cinco regides de Campinas: jardim da FEA/UNICAMP, Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), em Bardo Geraldo (casa dos professores Dra. M.Angela
de Almeida Meireles, e Dr. Anténio José de Almeida Meirelles), e em Guard/Campinas no
sitio do Dr. Antdnio Siani, pesquisador da FIOCRUZ. Hoje, em Mongagud, as arvores

apresentam uma altura meédia de 0,90 a 1,90 m. Na FEA, a drvore enconira-se com uma

altura de 1,70 m. Ou seja, em um periodo de cerca de | ano e 7 meses, a drvore cresceu
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cerca de 1,20 m. Sabe-se que a drvore pode chegar a 5-6 metros de altura, quando adulta
(SPITZER et al, 1995). Se a planta continuar a se desenvolver nesse ritmo, acredita-se que
daqui a cerca de 2 anos, a drvore ja terd alcangado esse porte. Dessa forma, existe essa

perspectiva de estudo que podera ser realizada continuamente,

Ainda avaliando o custo de producio de extratos de 7. catharinensis possui
atividade leishmanicida (DELORENZL, 1998, SOARES er af, 2003). Dentre os
medicamentos aplicados no tratamento da leishmaniose, as drogas antimoniais sdo as mais
utilizadas. Entretanto, diversas rcagdes sdo descritas quando estes medicamentos sdo
utilizados, como nauseas, vOmitos, aumento no nivel de enzimas hepaticas, batimentos
cardiacos irregulares, dores musculares, perda de apetite, dentre outros (SHARMA e
PIWNICA, 1999). O custo do antimonial meglumina & de US$ 2.000,00/kg
(FARMAMONDQ, 2003). Embora tenha sido efetuada uma estimativa do custo de
producdo para a obien¢do do extrato bruto de T. catharinensis por SFE, PEREIRA et al
(2003b) realizou ainda uma avaliacio do custo para a producfo de alcaldides, e foi
verificado um custo total de USS 732,18/kg de alcaldides, inferior ao custo do

medicamento utilizado no tratamento de Leishmaniose.
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4.2- Aloysia triphyila

As folhas de Aloysia triphyila apresentaram um teor de umidade de 4,5%. Nos
processos de extra¢do com fluido supercritico (SFE) foram utilizadas particulas com
distribui¢io granulométrica entre 24 e 48 mesh, apresentando um difdmetro médio de

particula de 6,42 X 10 m. A densidade real das particulas foi de 1,436 % 0,006 ¥ 10° kg/m®,
4.2.1- Hidrodestilacdo e SFE (Isotermas de Rendimento Total)

A Figura 4.10 apresenta as isotermas de rendimentos total a 33 ¢ 45 °C para a

Aloysia triphylia.

1,8

X, x107 (ke/kg)

0,0 7 F 7 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Pressiio (bar)

Figura 4.10: Isotermas de rendimento total de extratos de Aloysia triphylla obtidos a 100,
150, 200, 250, 300 e 350 bar: A1 35°C; €:45°C.
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O rendimento maximo (1,49%) foi obtido a 350 bar/45 °C ¢ o minimo (0,58%) a
100 bar/ 45 °C. O rendimento de Sleo volatil fornecido pela hidrodestilagio foi 1,15 %. A
analise de varidncia (ANOVA) mostrou gue o rendimento global sofre influéncia somente

da pressdo (pyater= 0,004), e ndo da temperatura (py,,= 0,855).

Analisando a Figura 4.10 pode ser verificado que a 45 °C, o aumento de 250 para
300 bar {(correspondendo a um aumento na densidade do solvente de 858,4 para 891,35
kg/mj) resultou em um aumento de 17% no valor de Xy, Por outro lado, a 35 °C, a mesma
varia¢do de pressdo (correspondendo a um aumento na densidade do solvente de 902,4 para
930,2 kg/m3) promoveu uma diminuigdo no valor de Xy. Esse fendmeno esté associado com
um comportamento retrogrado dos compostos em solventes pressurizados, na qual &
dependente da temperatura e pressdo. Acima de 250 bar, o efeito da pressio de vapor ¢
predominante, pois 0 aumento da temperatura refletiv no aumento do rendimento obtido,
embora a densidade do solvente tenha diminuido. Por outro lado, abaixo de 150 bar o
aumento da temperatura causou uma diminuigdo no rendimento, nessa regifio, o efeito da
densidade € predominante: o aumento da temperatura causou uma diminui¢io na densidade
do solvente, causando uma diminuicdo na solubilidade dos compostos extraidos. O
fenémeno de retrogradagio ¢ um comportamento apresentado pela solubilidade que ¢é
encontrado em muitos sistemas (SALDA&A et al 1999, LI et al, 1992, CARVALHO
JUNIOR ez al, 2003). Além disso, para os ensaios realizados a 250 bar, o erro experimental
associado ao valor de Xg foi maior que o observado nas outras condigdes. Isso pode indicar
que nessas condi¢des as interagdes de 4. triphylla + CO, sio fortemente influenciadas pelo

fenbmeno da retrogradacio.
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4.2.2- Andlise dos extratos de Aloysia triphylla

A Tabela 4.17 apresenta a quantificacio (% 4rea) dos compostos presentes nos
extratos obtidos por SFE e no éleo volatil obtido por hidrodestilagio realizada em CG-DIC.
Cerca de 47% dos compostos, presentes no extrato obtido por SFE, detectados no CG-EM
foram identificados. A identificaciio dos compostos ¢ o cromatograma obtido nesta andlise

sdo apresentados no Anexo 4.1,
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Pela Tabela 4.17, verifica-se que o o6leo volatil obtido por hidrodestilagio €
constituido principalmente pelos compostos neral (19,2%), geranial (27,8%), e éxido de
cariofileno (16,6 %). Por outro lado, devido & sensibilidade do processo a variagdes de
temperatura e pressdo, observa-se que a extraclo supercritica permitiu a obtengfo de uma
variedade de compostos, incluindo as substincias extraidas por hidrodestilaciio, em diversas
proporgdes. Os compostos extraidos em maior proporgdo a 35 e 45 °C foram neral (16,6
%), trans-cariofileno (19,7 %), <AR> curcumeno (26 %), e nerulidol (10,9 %) a 150 bar/ 45
°C ¢ Oxido de cariofileno (22,1 %) e EPI- alfa-cadinol (0,7%) a 150 bar ¢ 35 °C. Observa-
se que condi¢des mais brandas de pressdo permitiram a obtenc@io de um extrato mais rico
em compostos mais volateis. O aumento da pressdo favoreceu que compostos com maior
massa molecular pudessem ser extraidos com o CO; supereritico, o que era de se esperar,
pois um aumento da pressio ¢ da temperatura, nas condigles supercriticas, tende a

aumentar o poder de solvatacdo do solvente.

Foi observada em extragdes realizadas com FSC, nas condi¢es de pressdes mais
elevadas, uma grande quantidade de um composto de alta massa molecular, codificado
como sendo MM=286. A 45 °C e 350 bar, este composto representa 77,2 % do extrato
obtido nessa condigfo. Entretanto, existe a necessidade de outros métodos analiticos para

identificar tal composto.

A Figura 4.11 representa a influéncia da temperatura e pressdo para os compostos

neral, acetato de geranila, trans-cariofileno € <AR> curcumeno (a), e MM=286 (b).
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Figura 4.11: Influéncia da temperatura ¢ pressio na obtengdo dos compostos neral, acetato
de geranila, trans-cariofileno ¢ <AR> curcumeno (a), e composto com MM=286 (b), com
fluido supereritico a 100, 150, 200, 250, 300 ¢ 350 bar: A: 35°C; €:45°C.
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Pode ser verificado que o comportamento retrégrado também ¢ apresentado para
esses compostos. Para os compostos representados pela Figura 4.11(a), acima de 300 bar, o
efeito da densidade do solvente é predominante, pois o aumento da temperatura refletiu na
diminui¢do da densidade do solvente ¢ com isso uma diminui¢io no rendimento obtido. Por
outro lado, para a Figura 4.11 (b), para o composto MM=286, a partir de 250 bar, aumento
da temperatura causou uma aumento no rendimento; nessa regido, o efeito pressio de vapor
& predominante. Embora tenha sido verificado efeito de retrogradagdo para esses

compostos, a andlise de varidncia (ANOVA) mostrou que estes ndo sofrem influéncia da

pressio (0,461 < pualorp < 0,108) € nem da temperatura (0,722 < pyator, <(,523).

4.2.3 Atividade antioxidante dos extratos de Aloysia triphylla

A Tabela 4.18 apresenta a codificagio dos extratos utilizados para a anilise da

atividade antioxidante. A Figura 4.12 apresenta a atividade antioxidante dos extratos de 4.
triphylla obtidos por SFE comparados com a do B-caroteno, no periodo de 3 horas de

reagdo.
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Tabela 4.18: Codificacio das amostras de 4. triphylla obtidas por extracdo supercritica
utilizadas nas analises de atividade antioxidante.

Codigo da amostra T(°C) Pressio (bar)
EA_IL 35 100
EA_ 2 35 150
EA_3 35 200
EA_4 35 250
EA_S 35 300
EA 6 35 350
EA_7 45 100
EA_8 45 150
EA 9 45 200

EA_10 45 250
EA_11 45 300
EA_12 45 350
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Figura 4.12: Atividade antioxidante dos extratos de A. friphylla obtidos por extragio

supercritica em diferentes condigbes comparados com a do PB-caroteno (controle) no
periodo de 3 horas de reagio.

Em todos os caso, os extratos obtidos por extragio supercritica apresentaram
atividade superior ao do B-carotenc. Variando entre 86 ¢ 65 % de inibigdo entre a 12 e a 3°
hora de reacdo. A amostra que apresentou maior atividade antioxidante foi a EA_2, obtida a
35°C e 150 bar. Conforme a Tabela 4.17, essa amostra é rica em o6xido de cariofileno
(22,1%) e EPl-alfa-cadinol (0,7%), além do composto MM=286 (28,9%). Esses compostos

podem ter atuade juntos de forma positiva na atividade antioxidante dessa amostra.
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4.3- Mangifera indica

Para as folhas de M. indica, foi verificado um teor de umidade de 9,0%. Nos
processos de SFE foram utilizadas particulas com distribuigio granulométrica entre 24 ¢ 48
mesh na qual apresentaram um didmetro de particula de 6,24 x 10 m. A densidade real das

particulas foi de 1,363 0,004 x 10° kg/m’.

4.3.1- Hidrodestilacdo, Extracdo a baixa pressio (LPSE) e

Extracdo Supercritica (SFE)

O rendimento global obtido nas extragdes foi (1,00 + 0,07%) ¢ (3,04 £ 0,02%) para
os processos de SFE e LPSE, respectivamente. A hidrodestilacio nfio forneceu nenhum
rendimento. Esse resultado indica que ou hd auséncia de 6leo essencial na matéria-prima,

ou que a quantidade obtida por esse processo nio foi mensuravel.

4.3.2 Andlise dos extratos de M. indica

As anélises em CCD mostraram a presenca de 7 bandas para a placa eluida com n-
hexano:cloroférmio (25:75) e 5 bandas para a placa eluida com n-hexano: cloroférmio
(50:50). As bandas azuis no topo da placa podem indicar a presenca de cumarina” nos
exiratos obtidos por SFE. A visualizago em UV (365 nm) indicou a presenga de
flavondides (1* banda inferior em ambos extratos). Tentou-se melhorar a separacio das

bandas superiores e inferiores, utilizando como eluentes as seguintes misturas: n-

 Dr Carmem L. Quiroga (CPQBA/UNICAMP) Comunicagio Pessoal, 2004.
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hexano:acetato de etila (75:25), ¢ acetato de etila: metanol (90:10). Entretanto ndo foi
verificada nenhuma melhoria na separagio dos compostos. A Figura 4.13 mostra a placa
obtida com o uso da mistura de eluente n-hexano: cloroférmio (25:75), sendo revelado com
anisaldeido. As bandas foram melhor visualisadas na placa que foi revelada com o

revelador de flavondides (1), e visualizadas em UV-visivel.

Figura 4.13: Placa cromatografica do extrato obtido por SFE eluida com a mistura n-
hexano:cloroformio {25:75), ¢ revelada com anjsaldeido.

A andlise em CG-EM identificou somente 59% dos compostos apresentados no
cromatograma. A identificacdo dos compostos bem como ¢ cromatograma obtido é
apresentado no Anexo 4.2. Os compostos que aparecem em maior quantidade nio foram
identificados. A Tabela 4.19 apresenta a porcentagem relativa em 4rea dos possiveis

compostos presentes no extrato obtido por SFE e que foram quantificados por CG-DIC.
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Tabela 4.19: Quantificacdo dos possiveis compostos presentes no extrato de M. indica
obtidos por extracio supercritica (SFE) a 250 bar/ 45 °C, onde tr ¢ tempo de retengio ¢ ni:
ndo identificado

Tr Composto % Area
4429 o 315
49.09 ni 3.9
49,67 1,2 acido benzeno dicarboxilico 4,1
4988 ni 17,7
50,62 icido palmitico 1,2
58,64 ni 38
61,65 ni 37.8

Estd sendo indicado como possiveis compostos presentes no extrato uma vez gue,
embora tenham sido identificados pelo banco de dados do CG-EM, para comprovagiio da
presenca destas substincias existe a necessidade da injegdo de padrdes, entretanto, ndo foi

possivel realizar esta etapa.

Embora tenha sido identificada a presenca de compostos volateis no extrato obtido
por SFE na andlise por CG-EM, nfo foi verificada a presencga destes no CG-DIC. De
acordo com o CG-EM, estes compostos estdo presentes em guantidades muito pequenas.
Como na analise por CG-DIC ndo quantificou esses compostos, isso indica que ou houve
perda desses volateis, ou que ndo foi possivel a quantificacio devido a pouca guantidade
deles no extrato. O que explica o fato de que ndo foi possivel obter um oleo volatil por
hidrodestilagio, pois a quantidade destes ¢ tio pequena que nio permite a quantificagio

nem mesmo em termos de rendimento.
Deve-se considerar que este trabalho foi apenas introdutério. Um estudo mais amplo

ndo s$6 da composicdo do extrato como também com relagio ao uso da tecnologia
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supercritica na extragio de diversos compostos se faz necessario. Além disso, sabe-se que o
conhecimento da composi¢io quimica é de extrema importincia para se otimizar o processo
de extragio. Em outras palavras, conhecendo-se a composigio guimica de um certo
extrato, podera ser otimizada a obtengfio de um certo composto ou classe de compostos,
por ajuste das condig¢des temperatura ¢ pressio. E importante ressaltar que muito pouco ¢
informado pela literatura a respeito das folhas de manga, principalmente com relagdo a
composigio de extratos. Na majoria dos trabalhos citados, os estudos sdo realizados para se
avaliar a atividade farmacoldgica do fruto e das sementes da M. indica. Dessa forma,
reconhece-se que ¢ cedo para afirmar qual técnica, ou ainda qual condigio de processo
poderia ser utilizada, uma vez que na andlise quimica dos extratos foi possivel observar
uma gama muito ampla de compostos, a matoria ndo identificada, principalmente aqueles
presentes em maior quantidade (ir = 36,73 ¢ 63,00 min). Além disso, o processo de
hidrodestilagio nfio forneceu nenhum rendimento, indicando que o éleo essencial ou esta
ausente, ou ¢sti presente em quantidade muito insuficiente para ser quantificado na

matéria-prima.

4.3.3 Atividade antioxidante dos extratos de M. indica

A Figura 4.14 apresenta a atividade antioxidante dos extratos de M. indica obtidos

por SFE e LPSE comparados com a do -caroteno, no periodo de 3 horas de reagdo.
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Figura 4.14: Atividade antioxidante dos extratos de manga obtidos por extracao supercritica

(A) ¢ baixa pressdo (@) comparados com a do [3-caroteno (controle: *) no periodo de 3
horas de reagio:

Pode ser verificado que tanto o extrato obtido por extragdio supercritica, quanto por
baixa pressiio apresenton atividade superior ao do B-caroteno. Variando entre 84 e 68% de
inibicdo entre a 1% ¢ a 3* hora de reagiio. Em todo periedo de analise, verifica-se que o
extrato obtido por baixa pressio possui uma atividade superior ao extrate obtido por SFE

(de 3,5 & 14,9 % maior) sendo mais expressivo na terceira hora de reacfio.

As analises em CCD mostraram a presenga de 7 bandas, apresentando na banda uma
indicativa de flavondides nos extratos. A literatura reporta que extratos obtidos a partir de
vérias partes da manga apresentam atividades antioxidantes. A atividade antioxidante foi
associada & presenca de flavondides e outros compostos fendlicos (ANILA e
VIJAYALASKSHMI, 2003; MARTINEZ et al, 2000, SOONG ¢ BARLOW, 2004;
SEVERI et al, 2003). Por outro lado, as outras bandas que nio puderam ser caracterizadas,

podem estar atuando na atividade antioxidante dos extratos juntamente com os flavonéides.
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5. CONCLUSOQOES

Os resultados indicaram gque a época de coleta € um fator importante quando se
deseja otimizar o processo de extra¢do. Entretanto, existem outros fatores como a idade e
forma de crescimento da folha, posi¢do e idade da arvore ¢ variagbes sazonais que devem
ser consideradas.

Com relagdo ao processo de extragdo para a determinagdo de Xy, deve se considerar
que a quantidade minima de matéria-prima ideal para a extragio seja tal que garanta uma
analise precisa dos extratos e que possiveis perdas analfticas ndo afetem os resultados,
permitindo, dessa forma, que as conclusdes possam ser asseguradas.

Comparando a extraclo supercritica com outros processos de extrag3o na obtencio
de alcalbdides pede ser verificado que embora outros processos tenham proporcionado maior
rendimento global, somente a extragio supercritica pode extrair voacangina em quantidades
mensuraveis.

Em termos de rendimento total, para os ensaios com a 1. catharinensis, foi
verificado que as extragbes com agua ¢ sua mistura com alcoois como co-solvente
apresentaram alguns problemas como formacdo de espuma e constante entupimento da
valvula de saida do extrator. A presenca de saponina nestes extratos foi observada devido &
presenca de espuma. Com relagfio ao uso de co-solventes alcodlicos a 5%, em termos de
rendimento total, ndo houve diferencas significativas nos resultados. O MeOH nido foi
utifizado em todos 0s ensaios por nfo ser considerado um solvente GRAS.

A andlise dos extratos através do fracionamento forneceu valores de AF com

elevados desvios. Uma hipdtese Hp foi apresentada indicando que os elevados desvios
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verificados em alguns extratos eram decorrentes da presenca de IsoC3 relacionada com
fortes interacdes entre compostos extraidos e os solventes utilizados no fracionamento. Essa
hipétese foi rejeitada, em ensaios seguintes, com uso de co-solvente a 10%.

A real cavsa dos desvios observados nos valores de AF & devido & baixa
sensibilidade da etapa de fracionamento. Uma andlise da incerteza presumida indicou um
erro experimental previsto para cssa andlise em 8 X 107 (kg/kg) para o valor de AF.

Com relagio a escolha do teor ¢ tipo de co-solvente, o aumento do teor (%) de co-
solvente nfio proporcionou um aumento expressivo na quantidade de Xg, gp=23. Os maiores
valores de Xo foram obtidos quando se utilizou etanol como co-solvente. Em termos
econdmicos e energéticos o etanol a 5% deve ser 0 mais indicado.

As isotermnas de rendimento total indicaram um valor de Xy, gp=19 gnase inalterado
para densidades até de 866,8 kg/m’. A partir desta, o efeito da pressio de vapor é
predominante: o aumento da femperatura, causa um aumento no valor de Xg, gp-19, € uma
diminui¢io na densidade do solvente. Os ensaios a 35 °C e 45 °C, ambos a 350 bar ¢ etanol
a 5%, forneceram maior rendimento em extrato.

O uso da coluna de teflon como alternativa para ser utilizada na célula de extraco
apresentou maior perda de carga e promoveu menor porosidade do leito, o que alterou a
vazio de processo, impedindo que todo o soluto extraivel fosse obtido no tempo previsto.
Dessa forma, X, s7-19 foi determinada como uma quantidade insuficiente de solvente .

A cinética de extragfo foi realizada nas condigdes de 35 °C e 45 °C, 350 bar, ¢ os
par@metros cinéticos foram calculados: a 45 °C, o valor de tcpg foi superior ao do ensaio a
35 °C. Por apresentarem valores de Mcgr semelhantes, as curvas de extracio até 120

minutos sdo coincidentes.
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As curvas de extracdo foram melhores ajustadas para o modelo de GOTO ef al
(1993).

A anilise do custo de producdo de extratos de. T. catharinensis indicou que a SFE
fornece um custo de 182,50 USS$/kg de extrato, para um processo com duracio de 90
minmutos, a <tapa de despressurizagdo. Considerando, a massa adicional obtida na
despressurizagio, o valor do COM passa a ser 102,91 US$/kg de extrato.

Para o estudo realizado com A. triphylla a condigio de 45 °C/ 350 bar forneceu
maior rendimento em exirato. Foi verificado um comportamento retrogrado na regido entre
150 e 250 bar. A andlise dos extratos indicou a presenca de compostos volateis em
quantidades diversas nas diferentes condigdes de processo. Foi verificado um
comportamento retrégrado para os compostos: neral, acetato de geranila, trans-cariofileno e
<AR> curcumeno, ¢ MM=286. A atividade antioxidante foi verificada em todos os extratos
de SFE, sendo superior ao controle (B—caroteno). O extrato obtide a 35 °C/150 bar
apresentou mator atividade antioxidante.

Para o estudo realizado com M. indica, embora introdutério, foi possivel verificar
que o rendimento obtido por SFE foi inferior ao obtido por LPSE. A hidrodestilagdo néo
forneceu nenhum rendimento, indicando ou a auséncia de 6leo essencial na matéria prima,
ou a presenga de oleo volatil em quantidades ndo mensurdveis. A andlise dos extratos
permitiu a identificacdo de somente 59% dos compostos presentes no extrato obtido por
SFE, sendo que os majoritdrios ndo foram identificados. A atividade antioxidante foi
verificada nos extratos de SFE e LPSE, sendo este dltimo mais efetivo. Ambos extratos

apresentaram atividade superior ac controle (fB—caroteno).
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6. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Pelo trabalho desenvolvido e resultados apresentados, propde-se:
1- Para a T. catharinensis:

~ Adequar a etapa de andlise de obtengiio de alcaldides a partir dos exiratos brutos,

devido a baixa sensibilidade observada na etapa de separacdo dos alcaléides;

- Identificar os demais compostos e classe de compostos presentes no extrato bruto,
avaliando a interacdio destes com outras substdncias presentes no extrato e sua real

importdncia na atividade dos extratos de T. catharinensis;

- Com relacdo a predi¢do da solubilidade dos alcalbides, utilizar outras regras de
mistura para se validar a metodologia de predi¢iio, e realizar estudos com relagio ao
sistema alcal6ide/CQOy/co-solvente, considerando o efeito da matriz ¢ presenga de outros

compostos no extrato.

- Para o programa tecanalysis, adicionar uma opg¢do que permita o uso de co-
solvente em diferentes porcentagens, uma vez que no cilculo do COM pelo programa
Tecanalysis este ndo ¢ considerado (para o calculo apresentado na se¢do 4.11, o custo de
co-solvente foi feito separadamente sendo adicionado ao valor de COM obtido pelo

programa).
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2- Para um estudo com a dloysia triphyila:

- Realizar extragbes em condigdes mais moderadas com intuito de se obter, de forma
mais seletiva, maior quantidade de compostos voldteis, os quais apresentaram possivel

influéncia na atividade antioxidante da planta;

- Construir curvas de extragdo, a fim de se obter os parmetros cinéticos que sdo

importantes na otimizaco e desenveolvimento de um processo de extragio;

3- Para a M.indica:

- Por ter sido pouco explorada nas extrag¢ées com fluido supercritico, propde-se uma
andlise mais efetiva com relagdo 3 influéncia das condigBes de temperatura e pressio no

rendimento, composi¢io e atividade da planta;

- Devido ao resultado apresentado nas anilises do extrato por CG-EM, vé-se a
necessidade de outras andlises (IV, CLAE, RMN") com o intuito de identificar os

compostos presentes em maior quantidade no extrato.
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Anexo 2- Biossintese de Alcaldides Inddlicos

Todos os alcaldides contém em sua estrutura o nitrogénio, na maioria das vezes
integrante do anel heterociclico. Seus precursores biossintéticos sdo quase sempre
aminoacidos, dentre estes estdo: L-ornitina, L-aspartate, L-lisina, L-fenilananina, 1-
triptofano, L-tirosina ou L- histidina (GOODWIN, 1990).

O sistema indélico ¢ derivado do aminoéacido L-triptofano. Este ¢ descarboxilado
pela enzima triptofano-descarboxilase (TDC) formando a triptamina (Figura A.2). Os
alcaloides indélicos monoterpénicos s3o, na maioria das vezes, resultado da condensagio
da triptamina com a secologamina, que ¢ formado a partir do monoterpeno pirofosfato de
geranila. Esta condensagfio, catalisada pela enzima estrictosidina sintetase (SSS), forma a
estrictosidina, um alcaldide glicosilado. Entretanto, a eliminacfio da glicose presente na
estrictosidina, pela enzima estrictosidina glicosidase (SG), forma um produto instavel, de
estrutura ainda nfo conhecida. As outras classes dos alcaldides inddlicos monoterpénicos
sfo formadas a partir desse intermedidrio por meios ainda nfo esclarecidos (SIMOES, et
al, 1999 ¢ PHILLPSON, 1980). A Figura A.2 mostra a relagfio entre as classes de alcaldides

ind6licos monoterpénicos, na qual uma (nica estrutura estd sendo utilizada para representar

H

cada classe (SIMOES et al, 1999).

L- triptofano friptamina

Figura A.1: Rea¢do promovida pela enzima triptofano-descarboxilase (LDC)
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e H
e O-glicose

Triptamina Secologamina

estrictosidina

OCH:

(continuac¢do na pagina seguinte).
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tacamina

:,",'

vigcamina

Figura A.2: Relagio de biossintese entre as classes de alcaloides indélicos monoterpénicos:
C (corinanteano), V (vallesiacotamano), S (estriquinano), A (aspidospermatano), P
(plumerano), T (tacamano), I {ibogano) ¢ E {(ebumano).
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Anexo 3: Interacdes Solvente-Soluto_Solvente
A.3.1-Parimetros de solubilidade entre os liquidos (Hildebrand)

Proposto por Hildebrand e Scott, em 1949, o parimetro de solubilidade foi
introduzido primeiramente para caracterizar o comportamento de uma solugio regular
soluto-solvente (SANDLER, 1999). Para Hquidos, o parimetro de solubilidade pode ser

calculado pela seguinte equacio:

AU vap %

L Eg. A1
X 9

0=

onde: § é o pardmetro de solubilidade

AU & a variagiio da energia interna durante a vaporizagio

V¥ ¢ o volume molar do liquido

Ou ainda,

L Eq. A2
vV g

onde AH™ ¢ a variagio de entalpia durante a vaporizagio
T € a temperatura ()

R ¢ a constante dos gases ideais
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Para uma mistura de multicomponentes:

§=2¢ 55;' Eq. A3

O == Fq. A4
: ZXKMK q

onde ¢ ;¢ a fragdo volumétrica do composto j na mistura.

As Egs A.l- A4 sdo utilizadas para predizer o coeficiente de atividade de
substancias em uma mistura liquida multicomponente (solucdes regulares). Entretanto, para
fluidos supercriticos o pardmetro de Hilderbrand ndo ¢ valido. Giddings ef al, em 1969,
estabeleceram umna relacio do pardmetro § com a densidade na fase supercritica, que segue

a seguinte forma (MC HUGH e KRUKONIS, 1986):

L
51=1,25§’cé(pr/p“) Eq. A5
onde P+ € a densidade reduzida do fluido supercritico,

P 1 ¢ a densidade reduzida do fluido nas condigBes de liquido saturado.

Utilizando a Eq. A5, ¢é possivel, através de um método simples, avaliar as
interagdes entre solvente SC e o soluto a altas pressdes (KING e FRANCE, 1992). A Eq
A.6 considera o parAmetro de interagiio global (X) como sendo a soma de parametros

entalpicos {Xu) e entropicos (Xs):
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N
X=X, +Xg :%(@ -5, )

onde

vl

+X Eq. A6

8

8, ¢ o parimetro de solubilidade do fluido supereritico;

8, é o parimetro de solubilidade do soluto

V1 é o volume molar do fluido

A Tabela A.1 apresenta os pardmetros de solubilidade de Hilderbrand (6 Hye de

Giddings (6 ) calculados para os co-solventes utilizados nesse trabalho. Verifica-se que

Utilizando a equacglo acima, os parametros (8% apresentaram a mesma tendéncia:

aumento de § com aumento da polaridade do solvente, entretanto com uma ordem de

magnitude maior.

Tabela A.1: Parimetros de solubilidade de Hilderbrand (8! ) ¢ Giddings (87 ) calculados
para os diferentes co-solventes utilizados na extraclio supercritica

Solvente 52 (J/m?) 85(/m*)
IsoC3 6,72 8,25
EtOH-150C3 0,77 9,05
Etanol 0,81 9,85
MeQOH-IsoC3 0,83 9,60
MeOH-EtOH 0,87 10,40
Metanol 0,93 10,95
IsoC3- H.O 1,09 12,41
EtOH- H:0 1,14 13,21
MeOH- H,O 1,20 13,76
H,0 1,46 16,56
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A.3.2-Parametros Solvatocrdmicos

Outra forma de se avaliar as interagdes entre soluto-solvente a altas pressdes foi
desenvolvido por KAMLET et al (1983) e tem sido utilizado por muitos pesquisadores
para interpretar as interacOes sélido-solvente existentes nas condigles supercriticas
(YONKER e SMITH, 1988, TING et al, 1993; BUSH e ECKERT, 1997; SCHNEIDER,
1998; JEONG ¢ CHESNEY, 1999). Este método utiliza uma relagio linear da energia de
solvatacfio para interpretar os efeitos do solvente sobre o soluto. Através de medidas de
absorbdncia em UV-visivel, é possivel relacionar as interagdes entre soluto-solvente em
termos de pardmetros de polaridade. A polaridade inclui uma soma de todas interaches
solvente-soluto, que podem ser descritas através dos chamados parmetros solvatocrémicos
(@, B e T¥). Nestes pardmetros sdo consideradas as interagdes de pontes de hidrogénio (x e
B) ¢ as interagdes dipolo-dipolo (1*) e séo utilizados para interpretar as modificagbes nas
interagdes soluto/ solvente/ matriz. KAMLET et af (1983) listaram uma série de compostos
(258) dentre cles ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois, compostos aromaticos com Seus
valores de ¢, B e ©*. O parimetro ¢ indica a habilidade em doar elétrons, enguanto que o
parimetro Spossui habilidade em reccber elétrons. O pardmetro ©* indica o grau de

polaridade do composto.

TING ez al, em 1993, utilizaram um modelo fisico-quimico, na qual os pardmetros
solvatocrémicos eram utilizados para avaliar o efeito dos co-solventes sobre a solubilidade
do solido (naproxeno) em CO;SC. BUSH ¢ EKERT (1997) também fizeram uso desses
parfmetros para estimar a solubilidade de 37 sélidos em CO,SC. A Tabela A2 apresenta 0s

pardmetros ¢, f§ ¢ T para diversos solventes.
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Tabela A 2: Parimetros solvatocrdmicos (&, f§ ¢ ®*) para alguns dlcoois (KAMLET et

al,1983).
Solvente o B T
CO, 0,00 0,00 0,00
Iso(C3 0,76 0,95 0,48
EtOH 0,86 6,77 0,54
MeOH 0,93 0,62 0,60
H,0 1,83 0,18 1,09
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Anexo 4: Estudo da predicio da solubilidade dos alcaléides em CO28C +

Co-solventes

Muitos pesquisadores tém proposto métodos ﬁar& predizer ¢ estimar a solubilidade
de solutos/ou solidos em fluidos supercriticos com e sem co-solvente. Entretanto, existe a
necessidade de se determinar os valores de parimetros bindrios de interagfio (kij) e outros
parimetros do modelo que sfio ajustados através de dados experimentais. Seja por EDE
(Peng-Robinson, Van der Waals, utilizando diferentes regras de mistura) seja por modelos
empiricos dependentes da densidade: CHARISTIL (1982), DEL. VALLE e AGUILERA

(1988), fator de aumento E (SANDLER, 1999), outros.

Uma forma de predizer a solubilidade dé alcaloides em COLSC seria avahar dentre
os modelos termodindmicos aquele que melhor se ajusta aos dados experimentais de
sistemas ja4 estudados, no caso sistemas como cafeina/CO,, teofilina/CO; e
teobromina/CO,, ¢ utilizar o melhor modelo na predigdo da solubilidade de outros
alcaloides. Este estudo foi realizado considerando dados experimentais de diversos autores

(BRUNNER ¢ JOHANNSEN, 1994, LI et al, 1991).

Na predigdo da solubilidade (y*) de um sdlido, no caso um alcaltide, em um
CO,SC, considera-se o equilibrio termodindmico entre a fase sélida e a fase supercritica. O
equilibrio s6lido-FSC pode ser calculado a partir da igualdade das fugacidades destas fases
para cada componente do sistema. Desde que o fluido nfio esta presente na fase solida, duas
simplifica¢des podem ser feitas. A primeira € que o critério de equilibrio so € aplicado para
o soluto sélide (i), € a outra consideracio é que a fugacidade do soluto na fase sélida é a

mesma que a de um soluto puro. Assim, a relagfio de equilibrio pode ser escrita como:
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ST ,P):ff (T,P,x) EqA.7

O subscrito S e F € referente a fase solida e fluida (no caso supercritica).

Para o calculo da fugacidade do sdlido puro, tem-se:

jﬂJ

fS(T,P):f;'*“b‘(D.(i) ex WZ jV’dP Eq.A.8
P sat(?:)

A pressdio de vapor do solido ¢ geralmente pequena, entdo o termo (fP)e, 1 €

aproximadamente unitirio. Assim a baixas pressdes, tem-se:

3T, Py=PB"(T) Eq.A.9

¢ a moderadas e elevadas pressdes:

V> (P-P*(T))
RT

F3T,P)=P"(T) exp Fq.A.10

Desde que a fase fluida pode ser considerada como um géas comprimido, entio sendo:

b, =— Eq.A.11
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—F =
tem-se S g -—-¢;ny Eq.A.12
Assim , substituindo as Eq A10 e A12 naEq A7, pode-se obter a Eq Al3:
hY t
VS (P-P*(T))
subl — —
P(T) .exp RT =y, Po, Eq.A.13
Rearranjando, pode-se considerar a seguinte expressdo para o cilculo de y*:
PRl sub
Vi P-P™)
P.ﬂlb ex i
(D exp|
Y= — Eq.A.14
P(T.Py). i
onde:

P (T) é a pressio de sublimagfo do solido numa dada temperatura,
vV ,-S é o volume molar do sélido puro,

¢ (T, P, ¥) ¢ o coeficiente de fugacidade do fluido supercritico

Esta equacdo (Eq A14) normalmente deve ser resolvida por interacfio, uma vez que
o coeficiente de fugacidade do soluto é fun¢iio da fragio molar deste: ¢; (T, P, y). Assim,

fica definido o fator de enriquecimento £ como segue:
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sul
¥, :[P}) ]E(T,P,_}_f) Eg. A.15

sendo:

Eq. A.16

Fssa metodologia foi validada para o calculo da solubilidade do naftaleno utilizando

dados experimentais de MCHUGH e PAULAITIS (1980).

O programa VLLMU.bas (SANDLER, 1989) utiliza a Eq. Peng-Robinson ¢ Regra de
Mistura de Van der Waals ¢ permite calcular a fugacidade das fases a uma certa
temperatura e pressfo. Para isso ¢ necessério ter como dados de entrada as propriedades
criticas dos compostos presentes pa mistura bindria. Com ¢ valor da fugacidade da fase
supercritica fornecidos pelo programa, calcula-se entdo a solubilidade y* através da Eq

ALlS.

1* Parte: Estimativa das Propriedades Criticas e Validaciio do Método

de Predicio da Solubilidade de Alcaléides em CO,8C.

Para a predigio da solubilidade dos alcaldides em CO,SC se faz necessario o

conhecimento das propriedades criticas. Dessa forma, primeiramente foi feita uma
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estimativa das propriedades temperatura critica (Tc), pressdo critica (Pc), volume critico
(Vc), temperatura de ebulicio (Tb), fator acéntrico (w), temperatura de fusfo (Tm)
utilizando varios métodos de contribuigiio de grupos, listados a seguir: CONSTANTINOU
e GANI (1994); JOBACK ¢ REID (1987); KLINCEWICS e REID (1984); PEISHENG et
al (1990); PRETEL ef af (1992); SASTRI et al (1994); SOMAYAJULU (1989). Alguns
métodos preditivos necessitam dos valores da temperatura normal de ebuli¢o e de fusdo,
como dados de entrada. Neste caso, sio utilizados valores tabelados, ou na falta deles,

cmprega-se os valores preditos pelo método de CONSTANTINOU e GANI{(1994),

Com as propriedades criticas calculadas pelos diferentes Métodos de Contribuicao
de Grupos (CG), foi calculada a pressdio de vapor do solido (VETERE, 1991}, a varias
temperaturas de interesse. Com as propriedades estimadas foi realizado entdo a predicio da
solubilidade do composto utilizando o programa VLMU bas para cada método de CG ¢ a

Eq A.8.

A idéia inicial era escolher o método CG que fornecesse valores de solubilidade
mais préximos dos dados experimentais da cafeina-CO;. Como ndio se tem dados de
solubilidade dos compostos de interesse (coronaridina: C, voacangina: V) em CO:58C, a
idéia seria utilizar dados de solubilidade da cafeina, teobromina ¢ teofilina em CO,5C
retirados da literatura para validar o método de predi¢fio ¢ entfio estimar a solubilidade dos

compostos: C e V, em CO; SC com esse método.

As Tabela A.3, A.4 e A.5 mostram as propriedades da cafeina, teobromina ¢

teofilina calculadas utilizando os diferentes métodos de contribuigio de grupos,
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Tabela A.3: Propricdades termofisicas da cafeina calculado utilizando os diferentes
métodos de contribuicio de grupos

Meétodos de Contribuicio de Grupos
Propriedade Constantinou  Joback ¢ Klincewics e Peisheng Pretel Sastri

g Gani Reid Reid® et al* etal* et al Somayajulu*
Tm (K} 378,06 714,24
Te (K) 846,01 10499 91498 899,70 851,65 859,92
Pc (bar) 25,8 48,70 16,91 32,42 23,28 32,851
Th (K) 638,67 763,64
W 0,1196 - -
Ve (em’/mol) 744,66 548,5 562,13 417,43 595,13 404,00 562,39

*considerando Th=638,67 K obtido por Constantinou e Gani (1994)

Tabela A4: Propriedades termofisicas da teobromina calculado utilizando os diferentes
métodos de contribuicio de grupos

Métodos de Contribuico de Grupos

Propriedade Constantinou  Joback e Klincewics e Peisheng  Pretel Sastri ok
ISomayaJulu

¢ Gani Reid Reid* et al* etal* eta
Tm (K) 419,35 719,34
Te (K) 88948 1029,7 963,12 915,06 918,76 901,74
Pc (bar) 37,46 56,96 16,80 40,61 21,86 37.046
Th (X) 661,19 740,06
W 0,1196 -
Ve (cmalmoi) 638,66 4385 506,68 311,23 558,43 348,00 507,39

*considerando Tb=661,19 K obtido por Constantinou ¢ Gani (1994)

Tabela A.5: Propriedades termofisicas da teofilina calculado utilizando os diferentes
métodos de contribui¢do de grupos

Métodos de Contribuic@o de Grupos
Propriedade Constantinou Joback ¢ Klincewics e Peisheng  Pretel Sastri

¢ Gani Reid Reid*  etal*  etal*  eral SOTAYANNT
Tm (K) 37914 71934
Te (K) 84879  1029,7 92350 879,69 88324 863,92
P (bar) 3221 56,96 1680 40,37 21,86 36,159
Tb (K) 635,63 740,06
w 0,0875 -
Ve (em’/mol) 696,53 4385 506,68 31123 558,43 348,00 513,33

*considerando Th=635,63 K obtide por Constantinou e Gani (1994)
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Com os dados das Propriedades criticas e Pressdes de vapor, foi calculada a
solubilidade (y¥) empregando a Eq. Peng-Robinson e Regra de Mistura de Van der Waals.
Foram considerados os valores de kij, para a Regra de de Van der Waals, obtidos por
SALDANHA (2002) para cafeina, teobromina e teofilina: kij = -0,16 (cafeina); -0,14
(teobromina); -0,31 (teofilina). Os valores preditos de y simulados pelo programa
computacional foram comparados com os valores experimentais de (BRUNNER e
JOHANNSEN, 1994),a 313,15 K.

A Figura A3 (a) mostra os valores de solubilidade simulados para a cafeina a
313,15 K juntamente com dados experimentais (BRUNNER e JOHANNSEN, 1994).
Verifica-se que os métodos de CONSTANTINOU & GANI (1994) ¢ de SOMAYAJULU
(1989), forneceram dados mais proximos aos experimentais. O mesmo foi feito para a
teobromina e teofilina (b ¢ ¢), entretanto, SANDANHA (2000) ndo recomenda o uso do
Métodos de JOBACK e REID (1987) e SOMAYAJULU (1989) para o caso da teofilina ¢

teobromina, pelo fato de apresentarem o mesmo n° de dtomos ¢ mesma conformagio

(Figura A.4).
X experimental
8,06-03 - —A— Constantinou & Ganl |
7,0E-03 - -—&— Peisheng et al
8,0E-03 - ~3—Pretef et al
- 5.0E-03 - —&—— Somayajulu
® 4,0E-03 -
3,0E-63
2,0E-03 -
1,0E-03 -
1,0E-05
150 200 250 300 350 400
Pressdo (bar)

(a)
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1L,OE-01 ¥ experimental
0B-02 | B—88—E-a—a-ag | o oomeninouoGan
: —g— Peisheng ¢t al
1,OE-03 - 3 Pretel et al
é;h —g-— Somayajult
10B05 |  A——TETATE
1,0E-06 %« X X x x X X
1,0E-07 T ' : 1
150 200 250 300 350 400
Pressio (bar)
(b)
1,0E-01 ¥ experimental
—fr-- Constantinou e Gani
1.0E-07 | —~g-Peisheng et al
’ 8 | —E—Pretel et al §
9;}* —&— Somayajuly ]
1,OE-03 A
1,0E-04 -
X X X X X x X X
1,OE-0S 1 T T
150 200 256 300 350 400
Pressio {bar)

(c)

Figura A.3: Valores de solubilidades da (a) cafeina, (b) teobromina ¢ (c) teofilina em CO;
obtidos por predigio: CONSTANTINOU e GANI (1994); PEISHENG et af (19903;
PRETEL et al (1992); SOMAYAJULU (1989); comparados com dados experimentais:
BRUNNER e JOHANNSEN (1994).
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CES ﬂ _LH3 H\ ﬁ __CH3 C\Hg,ﬁ _H

lcm (lIHB !CHS

(a) (®) (c)

Figura A.4: Estrutura quimica dos alcaldides (a) cafeina, (b) teobromina ¢ (¢) teofolina.

Apesar da diferenga entre os valores obtidos por simulagio e os dados
experimentais de solubilidade da cafeina, teobromina e teofilina em C(O,8C, foi escolhido o
método de CONSTANTINOU e GANI (1994) como método de contribui¢dio de grupo por

apresentar valores preditos mais proximos ao0s experimentais.

A diferenca nos resultados preditos pode ser explicada pelo fato do programa ser
utilizado para cstimar o equilibrio Liquido-Vapor. Do programa sdo retirados os valores
referentes somente ao vapor, ¢ estes nfo apresentaram boa aplicagiio para predizer o
Equilibrio Sélido-Vapor. Além disso, SALDANA (2002) constatou que tanto a regra de
mistura de Panagiotopolous ¢ Reid quanto a regra de mistura de Van der Waals nfo
representaram de maneira efetiva os dados experimentais de solubilidade da cafeina,

teobromina e teofilina.

A Tabela A6 apresenta as propriedades criticas e demais propriedades dos
alcaléides coronaridina e voacangina calculadas pelo método de CONSTANTINOU e

GANI (1994). Para ¢ volume critico foi considerado o método de SASTRI ez al (1994),
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pois foi o que melhor representou no caso da cafeina, teobromina e teofilina. A Tabela A.7

mostra os valores de pressio de vapor para a coronaridina e voacangina calculados por

VETERE (1991).

Tabela A.6: Propriedades do alcaldides coronaridina e voacangina, calculados pelos
métodos de CONSTANTINOU ¢ GANI (1994) e SASTRI et af (1994)*.

Propriedade Coronaridina Voacangina
Tm (K) 384,66 386,65
Te (K) 849,33 859,63
Pc (bar) 19,51 16,71

Tb (K) 641,16 656,90
W 0,5417 0,5996
Ve* (cm’/mol) 914,0 989,0

Tabela A.7: Pressio de vapor do alcaléides coronaridina e voacangina, calculados pelo
método de VETERE (1991)

T (K) Pv x107 (bar)
Coronaridina Voacangina
303,15 0,42 0,30
308,15 0,77 0,55
313,15 1,35 0,97
318,15 2,35 1,67
328,15 6,69 4,74
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22 Parte: Predicio da Solubilidade de Alealéides em CO,8C + Co-solventes

Para tentar melhorar os resultados de predicdio, foi utilizado um programa
computacional de Equilibrio Solido-Vapor. Este trabalho foi realizado com a supervisio do
Dr. Marcos L. Corazza ¢ Dr Licio Cardoso Filho, na Universidade Estadual de Maringa,
em Maringa {PR).

Da mesma forma, dados de equilibrio da literatura para a cafeina, e teobromina
foram utilizados para validar a metodologia de predigio, comparando os valores obtidos
pelo programa. Entretanto, inicialmente foi utilizado um valor de kij = 0, uma vez que ndo
se tem na literatura pardmetros para coronaridina e voacangina. Se nio fosse possivel a
predigdo, pelo menos para saber o quanto os valores estimados se diferem dos

experimentais utilizando kij=0 em todos os casos.

A Figura A.5 (a) mostra dados de equilibrio sélido-fluido para o sistema cafeina-
CO, 2 313,15,323,15e333,15K estimados e experimentais (BRUNNER ¢ JOHANNSEN,
1994 e LI et al, 1991). A Figura A.S (b) apresenta a mesma predigio para o sistema

teobromina-COa.

Pelas Figura A.5 (a) e (b), pode ser observado que os valores preditos sdo bem
distintos dos experimentais, entretanto seguem a mesma tendéncia. Para as temperaturas de
333,15 ¢ 353,15 K verifica-se a existéncia envelope LV na regifo de 80 a 120 bar. A
tendéncia de regiio de retrogradagiio também foi caracterizada nos valores preditos,
entretanto deslocada para a direita, a menores pressdes. O mesmo foi verificado para o
sistema teobromina-CQ,, como mostra a Figura A.S (b). Essa difercnga pode ser

minimizada se forem ajustados os pardmetros de interagio bindria, kij, e entdo aplicados ao
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programa. CO; e alcal6ides sdo moléculas bem assimétricas, por isso a necessidade do

ajuste de parimetros.

Embora os valores preditos tenham se¢ apresentado de forma diferente dos
fornecidos pela literatura, o estudo continuou a ser realizado pelo menos para ilustrar
qualitativamente qual ¢ a tendéncia perante variagdes de temperatura, presséo, teor ¢ tipo de
co-solvente. Dessa forma, realizou-se a predigio de solubilidade para os alcaldides
coronaridina (C) e voacangina (V), mantendo-s¢ 08 valores de kij=0. As Figura A.6 (a) e
(b) simulam a solubilidade da coronaridina e voacangina em COz + co-solvente (5 % m/m)
a varias temperaturas. As Figura A7 (a) e (b) ilustram a variagio da solubilidade de Ce V

com relagio ao teor de co-solvente.
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Figura A.5: Dados estimados e experimentais do equilibric de (a) cafeina-CO; ¢ (b)
teobromina-CO; a 313,15, 333,15 e 353,15 K (BRUNNER e JOHANNSEN, 1994).
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Figura A.6: Dados estimados do equilibrio CO, - Etanol (5% m/m) - alcaldide: (a)
coronariding ¢ {b) voacangina ¢ a 308,15, 318,15¢ 328,15 K.
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Figura A.7: Dados estimados do equilibrio CO; - Etanol - alcaléide: (a) coronaridina ¢ (b)
voacanginaa 318,15K a0, 5, 10 e 15% m/m de etanol.
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Pelas Figura A6 (a) e (b), pode se verificar que a solubilidade dos alcaldides
aumenta com a temperatura, ndo sendo tdo influenciado pelo aumento da pressdo do
sistema. Pelas Figura A.7 (a) e (b), observa-se que o aumento do teor de co-solvente
aumenta a solubilidade dos mesmos, entretanto a partir de uma certa pressio, o aumento no
teor de co-solvente nio afeta mais a solubilidade do mesmeo. Deve-se Jevar em conta que as
interagdes soluto-co-solvente, co-solvente solvente ¢ co-solvente-matriz nfo estiio sendo
consideradas. () co-solvente estd atuando somente sobre as caracteristicas do CO,8C (como
densidade). Dessa forma, espera-se que o aumento do teor de co-solvente seja mais efetivo
ou secja, ocorra uma influéncia maior sobre a solubilidade do que aparentemente ¢

mostrado pela predigio.

As Figura A8 (a) e (b) mostram a provével variacdo da solubilidade de C ¢ V com
relagiio ao tipo de co-solvente. Estes graficos sdo talvez os mais importantes para se tentar
entender o que havia acontecido o comportamento experimental obtido quando foram

utilizados diferentes tipos de co-solvente.

Pode ser verificado, pelas Figura A8 (a) ¢ (b), que a tendéncia mostrada no grafico
foi diferente ao que foi obtido experimentalmente. Pela predigio, o uso da agua como co-
solvente aumentaria a extracdo de C e V, ¢ o que ndo ocorreu. Isso indica a ocorréneia que
a interagdo dos co-solventes com os compostos que estdo sendo extraidos € um fator que
interfere muifo. Isso evidencia a necessidade do ajuste dos pardmetros k;; para cada sistema
ternario. O ideal seria verificar experimentalmente o ESV entre o composto puro ou fragdo
rica em alcaldides (AF) e os diferentes solventes e entfio determinar os valores de kij,
entretanto nfo possuimos os alcaléides puros e também AF em quantidades suficientes para

¢ssa etapa.
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Figura A.8: Dados estimados do equilibrio CO; - co-solvente (5% m/m) — (a) coronaridina
e (b) voacangina a 318,15 K, utilizando agua, etancl, metanol, isopropanocl comeo co-

solventes.
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Anexo 5: Resultados Experimentais

A.5.1. T. catharinensis
A.5.1.1: Ensaios de Determinaciio de Rendimento Total: Testes iniciais

(250 bar, 45 °C, 5% v/v, MP1)

Co-solvente Massa inicial Massa de extrato  Xo x10°  Massa de AF  AF x10*

(5%, v/v) x10° (kg) x10° (kg) (kg/kg) x10° (kg) (kg/kg)
EtOH 2,54 0,0555 2,43 0,0085 37,14
2,55 0,0575 2,50 0,0093 40,48

2,55 0,0545 2,37 0,0095 41,35

IsoC3 2,5561 0,0666 2,89 0,0162 70,34
2,5555 0,0598 2,60 0,0088 38,22

2,5546 0,0579 2,52 0,0075 32,58

MeOH 2,5557 0,0646 2,81 0,0092 39,95
2,5570 0,0548 2,38 0,0138 59,90

2,5512 0,0506 2,20 0,0113 49,16
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A.5.1.2: Resultados dos ensaios de Determinacio do Rendimento Global

com uso de diferentes co-selventes a 5% (45 °C e 250 bar, MP1)

Co-solvente  Massa inicial Massa de extrato Massa de AF AF x10°

Xo x107 (kg/kg)

(5%, vIv) x10° (kg) x10° (kg) x10° (kg) (kg/kg)
EtOH 7,1494 0,1628 2,53 0,0120 18,6
7,1400 0,1440 2,24 0,0154 23,9
7,1413 0,1584 2,46 0,0131 204
Is0C3 7,1304 0,1523 2,37 0,0088 13,7
7,1344 0,1638 2,55 0,0100 15,6
7,1361 0,1660 2,58 0,0110 17,1
MeOH 7,1556 0,1401 2,17 0,0370 57,4
7,1339 0,1761 2,74 0,0383 59,6
EtOH-IsoC3 7,1371 0,1427 2,22 0,0123 19,1
7,1447 0,1537 2,39 0,0282 43,8
7,1214 0,1541 2,40 0,0205 31,9
EtOH-MeOH  7,1489 0,1575 2,45 0,0204 31,7
7,1455 0,1739 2,70 0,0199 30,9
7,2480 0,1497 2,29 0,0183 28,0
McOH-IsoC3 17,1580 0,1235 1,91 0,0257 34,9
7,1295 0,1435 2,23 0,0154 24,0
7,1380 0,1447 2,25 0,0247 38,4
H20 7,1272 1,0017 15,6 0,0602 93,75
7,1336 1,0225 15,9 0,0692 107,66
H,O-EtOH 7,1417 0,9106 14,2 0,0426 66,20
7,1422 1,0234 15,9 - -
H,O-MetOH  7,1468 0,9755 15,1 0,0702 109,02
7,1325 0,9644 15,0 - -
H,0-Is0C3 7,1482 0,8535 13,3 0,0482 74,84
7,1454 0,8110 12,6 - -
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A.5.1.3: Resultados dos testes iniciais com a MP2 de Determinacio do
Rendimento Global utilizando a coluna de ago inox (45 °C, 250 bar,

e etanol a 5%)

Massa inicial Massa de extrato X x10° Massade AF AF x10*
Co-solvente

x10° (kg) x10° (kg) (kghkg)  x10°(kg)  (kg/kg)
EtOH -53% 7,1219 0,0751 1,23 - -
6,8677 0,0788 1,27 - -
EtOH- 5% 12,0100 0,1199 1,10 0,0273 25,3
12,1515 0,1379 1,26 0,0227 20,7
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A.5.1.4: Resultados dos ensaios de Determinacio do Rendimento Global
com uso de diferentes co-solventes a 5, 10 e 15% (45 °C e 250 bar,

MP2)

Massa inicial Massa de extrato X x10° Massade AF AF x10*

Cosolvente  103aeg)  x10%(kg)  (kgke)  x10°(kg)  (kwke)
EtOH_5% 12,1637 0,1822 1,66 0,0424 38,6
12,1590 0,1489 1,35 0,0340 30,9
EtOH_10% 12,1583 0,1840 1,67 0,0424 38,6
12,1511 0,1987 1,81 0,0314 28,6
12,1632 0,2237 2,03 . .
1s0C3_10% 12,1452 0,1534 1,40 ; ]
12,1484 0,1420 1,29 0,0173 15,8
12,1566 0,1618 1,47 0,0173 15,7
?;23;"0%2"93 12,1585 0,1489 135 0,0170 15,5
12,1545 0,1765 1,61 0,0167 15,2
12,1517 0,1594 1,45 0,0181 16,5
EtOH_15% 12,1611 0,2446 2,22 . -
12,1579 0,2509 2,28 0,0280 25,5
12,1574 0,2691 2,45 0,0223 20,3
IsoC3_15% 12,1610 0,2120 1,93 ; i
12,1550 0,1521 1,38 0,0041 3,7
12,1550 0,1974 1,80 0,0090 8,2
gtgi'gg? 12,1475 0,1762 1,60 0,0181 16,5
12,1504 0,2210 2,01 0,0173 15.8
12,1315 0,1833 1,67 i -
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A.5.1.5: Resultados utilizados para a construcio das Isetermas de

Rendimento Total

i M e X b

T=35°C 150 12,1560 0,1172 1,07
12,1528 0,1342 1,22

200 12,158 0,1207 1,10
12,1519 0,1435 1,31

250 12,1550 0,1178 1,07
12,1538 0,1406 1,28

300 12,1538 0,1208 1,10
12,1513 0,1225 1,12

350 12,1568 00,1442 1,31
12,1563 0,1415 1,29

T=45"C 150 12,1516 0,1367 1,24
12,1548 0,1275 1,16

200 12,1537 01275 i,16
12,1547 0,1374 1,25

250 12,1530 0,1321 1,20
12,1524 0,1246 1,13

300 12,1535 0,1387 1,26
12,1560 0,1488 1,35

350 12,1550 0,1697 1,544
12,1529 {,1693 1,541
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A.5.1.6: Resultados dos Ensaios Cinéticos realizados em diferentes

condicdes de Temperatura (MP2, 5% etanol, 350 bar)

Ensaio 1: Ensaio efetuado com MP2 a 45 °C, 350 bar com 5% etanol

Tempo/60 Massa pontual Massa acumulada Rendimento  Valor predito®
(s) x10° (kg) x10° (kg) (%) x10° (kg)
0 0 0 0 0,0017
30 0,1784 0,1784 0,23 0,1925
60 0,2194 0,3978 0,52 0,3833
90 0,1966 0,5944 0,77 0,5742
120 0,1517 0,7461 0,97 0,7650
150 0,1107 0,8568 1,12 0,9381
180 0,0717 0,9285 1,21 0,9590
210 0,0619 0,9904 1,29 0,9799
240 0,0341 1,0245 1,33 1,0007
270 0,0256 1,0501 1,37 1,0216
300 0,0425 1,0926 1,42 1,0425
330 0,0032 1,0958 1,43 1,0842
360 0,0083 1,1041 1,44 1,1051
390 0,0151 1,1192 1,46 1,1259
420 0,0166 1,1358 1,48 1,1468
450 0,0134 1,1492 1,50 1,1678
480 0,005 1,1542 1,50 i,1885
510 0,0082 1,1624 1,51 1,1885
540 0,0065 1,1689 1,52 1,2094
570 0,0884 1,2573 1,64
Total 1,2573 1,64

* para massa acumulada
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Figura A.9: Curva de extragdo do ensaio 1: 45 °C, 350 bar com 5% etanol: A
(experimental); A (despressurizagdo), ------ (predito_SAS).
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Ensaio 2: Ensaio efetuado com MP2 a 45 °C, 350 bar com 5% etanol

Tempo/60 Massa pontual Massa acumulada Rendiments  Valor predito®
(s) x10° (kg) x10° (kg) (%) %10° (kg)
0 0 0 0 0,0100
30 0,1524 0,1524 0,20 0,1624
60 0,1821 0,3345 0,44 0,3148
90 0,1439 0,4784 0,62 0,4672
120 0,1491 0,6275 0,82 0,6196
150 0,1255 0,753 0,98 0,7720
180 0,0875 0,8405 1,09 0,8913
210 0,0518 0,8923 1,16 0,9102
240 0,0432 0,9355 1,22 0,9291
270 0,0281 0,9636 1,25 0,9481
300 0,0225 0,9861 1,28 0,9670
330 0,0296 1,0157 1,32 0,9859
360 0,0135 1,0292 1,34 1,0048
390 0,0094 1,0386 1,35 1,0238
420 0,0148 1,0534 1,37 1,0427
450 0,0124 1,0658 1,39 1,0616
480 0,008 1,0738 1,40 1,0805
510 0,0055 1,0793 1,40 1,0995
540 0,0098 1,0891 1,42 1,1184
570 0,1226 12117 1,58
Total 1,2117 1,58

* para massa acumulada
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Figura A.10: Curva de extragdo do ensaio 2: 45 °C, 350 bar com 5% etanol: A
(experimental); & (despressurizagio), ------ (predito_SAS).
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Ensaio 3: Ensaio efetuado com MP2 a 35 °C, 350 bar com 5 % etanol

Tempo/60 Massa pontual Massa acumulada Rendimento  Valor predito®
(s) x10° (kg) x10° (kg) (%) x10° (kg)
0 0 0 0 0,0000
30 0,1530 0,153 0,20 0,1642
60 0,1851 0,3381 0,44 0,3303
90 0,1683 0,5064 0,66 0,4965
120 0,1477 0,6541 0,85 0,6627
150 0,0761 0,7302 0,95 0,7657
180 0,0420 0,7722 1,00 0,7870
210 0,0398 0,8120 1,06 0,8082
240 0,0268 0,8388 1,09 0,8294
270 0,0300 0,8688 1,13 0,8507
300 0,0172 0,8860 1,15 0,8719
330 0,0138 0,8998 1,17 0,8931
360 0,0274 0,9272 1,21 0,9144
390 0,0158 0,9430 1,23 0,9356
420 0,0159 0,9589 1,25 0,9568
450 0,0411 1,0000 1,30 0,9781
480 0,0034 1,0034 1,31 0,9993
510 0,0013 1,0047 1,31 1,0205
540 0,0027 1,0074 1,31 1,0418
570 0,0939 1,1013 1,43
Total 1,1013 143

* para massa acumulada
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Figura A.11: Curva de extragio do ensaio 3: 35 °C, 330 bar com 5% ectanol: FaN
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Ensaio 4: Ensaio efetuado com MP2 a 35 °C, 350 bar com 5% etanol
Tempo/60 Massa pontual Massa acumulada Valor predito*
(s) x10° (kg) x10° (kg) Rendimento (%)  x10° (kg)
0 0 0 0 0,0073
30 0,1742 0,1742 0,23 0,1746
60 0,1716 (,3458 0,45 0,3415
90 0,1863 0,5321 0,69 0,5084
120 0,1234 0,6555 0,85 0,6753
150 0,0633 0,7188 0,94 0,7788
180 0,0451 0,7639 0,99 0,7976
210 0,0364 0,8003 1,04 0.8165
240 0,0249 0,8252 1,07 0,8354
270 0,0410 0,8662 1,13 0,8543
300 0,0833 0,9495 1,24 0,8732
330 0,0020 0,9515 1,24 0,8921
360 0,0024 0,9539 1,24 0,9110
390 0,0018 0,9557 1,24 0,9298
420 0,0019 0,9576 1,25 0,9487
450 0,0029 0,9605 1,25 0,9676
480 0,0071 0,9676 1,26 0,9865
510 0,0058 0,9734 1,27 1,0054
540 0,0036 0,9770 1,27 1,0243
370 0,1286 1,1056 1,44
Total 1,1056 1,44

* para massa acumulada
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Figura A.12: Curva de extragio do ensaio 4: 35 °C, 350 bar com 5% etanol: A

{experimental); & (despressurizagio),

------ (predito_SAS).
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A.5.2. Aloysia triphylla

T(EC) P (bar) Misfg‘g E;‘al Maiﬁ? Oie(f{;‘am Xo x10% (ke/kg)
35 100 2,02 0,0141 0.73
2,02 0,0170 0,88
2,02 0,0162 0,84
150 2,02 0,0234 1.2
2,02 0,0188 0,97
2,02 0,0192 1,00
200 2,02 0,0218 1,13
2,02 0,0218 1,13
250 2,02 0,0206 1,07
2,03 0,0248 1,28
2,02 0,0307 1,59
300 2,02 0,02 1,14
2,02 0,0238 1,24
350 2,02 0,0244 1,27
2,02 0,0257 1,33
45 100 2,02 0,0121 0,63
2,02 0,0091 047
2,01 0,0121 0,63
150 2,02 0,0190 0,98
2,02 0,0212 1,10
200 2,03 0,0233 1,20
2,02 0,0236 1,23
250 2,03 0,0242 1,25
2,03 0,0219 1,13
2,03 0,0286 148
300 2,03 0,0262 1,35
2,02 0,0263 1,36
350 2,03 0,0280 145
2,03 0,0296 1,53
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Anexo 6: Cromatogramas obtides nas anslises em Cromatografia a Gas

com Espectro de Massas (CG-EM)

A.6.1: Aloysia triphylla

A Figura A.13 apresenta o cromatograma do extrato obtido por extragdo
supercritica de Aloysia triphylla. A identificago dos compostos, realizada por CG-EM, com

seus tempos de retengiio ¢ apresentado na Tabela A.8.

Abundance TIC: A-TRIP.D

Q00000 -
400000
360000 i

] : t l

i
g bty s by a“ne'j : %~=§JL?‘E~% il scg JQ-&JLM :jfl%“"ij%i"}", s e T

Time -> 500 10.60 15.66 20.00 25.60 30.00 33.00 40.89 45,00 50.00 55.00

Figura A.13: Cromatograma do extrato obtido por extraco supercritica de Aloysia triphylla
na condi¢cfio de 250 bar ¢ 35 °C, utilizando CG-EM com coluna HPS (30 m X 0,2 mm x
0,33 pm), ¢ programacio: 60 °C (3 °C /min) - 240 °C (7 min).
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Tabela A.8: Compostos presentes nos extratos de Aloysia triphylla obtidos por SFE a 250
bar/ 35 °C, onde IR: indice de retengio, t,: tempo de reten¢io e ni: ndo identificado

IR t (min) Compostos

- 5,67 ni
1006 5,93 ni
1230 14,14 trans-carveol
1240 14,57 cis-carveol
1248 14,92 neral {or Z-citral)
1279 16,22 geranial {or E-citral)
1287 16,56 ni
1323 18,09 ni
13406 19,05 ni
1364 19,82 engenol
1368 20,62 ni
1373 20,21 acetato de nernila
1383 21,06 acetato de geranila
1393 22,37 trans- cariofieno
1424 24,94 germacreno D
1486 25,12 <AR> curcumeno
1491 25,59 biciclogermacreno
1502 25,87 ni
1509 26,31 gamma-cadineno
1520 27,03 ni
1538 28,44 nerolidol
1574 28,90 espatulenol
1585 29,07 oxido de cariofileno
1589 31,24 ni
1646 31,35 EPi- alfa-cadinol
1649 3423 PM=220
1726 34,75 ni
1740 34,85 ni
1744 35,12 PM=220
1750 37,52 ni
1818 38,43 ni
1845 47,56 ni

- 47,73 ni
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A.6.2: Mangifera indica

A Figara A.14 apresenta o cromatograma do extrato obtido por extragdo
supereritica de Mangifera indica. A identificagio dos compostos, realizada por CG-EM,

com seus tempos de retengo ¢ apresentado na Tabela A.9.

TS ANMBE SO . I
BROOOO
BJOOOOO
ZEeEOono ¢
2HEOOOO ]
ZA4AOOQO0
RE2OO000
=delalelsle s
180000 4
+ SO0 2
TAOOO0

12000
1 FOOO0

HOOOO -

PN !
et NUOY | %) wam ™

g T
TO.00 ZOEOO T OO - 0.O0 50i00 60:30 '?OEQO 80100

Figura A.14: Cromatograma do extrato obtido por extraglo supercritica de Mangifera
indica na condigdo de 250 bar e 45 °C, utilizando CG-EM com coluna HP-Ulira 2 column
(25 m x 0,2 mm X 0,33 pm), e programagdo: 60 °C (3 °C /min) - 300 °C (5 min).
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Tabela A.9: Possiveis compostos* presentes nos extratos de M. indica obtidos por SFE a
250 bar/ 45 °C, onde IR indice de retengio tedrico (ADAMS, 2001) e ni: ndo identificado.

IR tr (min) Compostos
1274 9,62 formato de citronelila
1359 22,81 Eugenol
1491 25,34 b-cariofileno
- 26,78 Z-b ocimeno
- 27,58 1,2.3.4 tetrahidro-1-naftaleno
1478 27,71 b chamigreno
1490 28,24 f-selineno
1498 28,58 o selineno
- 28,95 ni
- 29,58 n.i
- 29,88 n.i
1523 2995 acetato de eugenila
- 30,12 2 (4H)- benzofuranona
1546 30,56 o, calacoreno
1578 32,02 (+}- spatulenol
- 32,14 i
- 32,68 n.i
- 34,48 valenceno
- 36,73 n.i
1677 37,65 1,6-dimetil-4-(1-metiletil) nafthaleno
- 39,51 ciclopenta (ef) heptaleno
- 40,07 N-butil-benzenesulfonamida
- 40,21 ni.
2000 40,53 eicosano
- 41,66 ni
- 41,88 ni
. 42.54 ni
- 42,83 1,2 acido benzeno dicarboxilico
- 43,19 n.i
- 4372 n.i,
- 44,09 ni
- 45,96 ni
- 46,28 n.i
- 46,64 acido palmitico
- 46,92 cloropreno
- 47,06 ni
- 52,10 ni
- 52,40 n.i
- 59,54 n.i

* necessita confirmacio através do uso de padrdes ou outras técnicas analiticas
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Anexo 7: Saida do Programa de Ajuste Linear - SAS 6.12

A.7.1. Ensaio 1: cinética efetuada a 45 °C, 350 bar, 5% etanol com 7. catharinensis
{MP2)

Source

B

Model
Error
C Total

Root MSE
Dep Mean
C.V.

Variable DF

INTERCEP 1

TMIN
AL1

1
1

08S

003 = W B N

Analysis of Variance

Sum of Mean

Squares Square F Value Prob>t
2 2.22354 1. 811177 1395.579 0.0001
16 0.01275 0.00080
18 2.23829

0.02822 R-square 0.9943

0.89206 Adj R-sg 0.9936

3.16389

Parameter Estimates

Parameter Standard T for HO:
Estimate Error  Parameter=0 Prob > |T]
G.020550 0.01915593 1.073 G.2993
G.005889 0.00015949 36.928 0.0001
~-0.005298 0.00020034 -26.446 0.0001
TRIN MEXT AL MEXTHAT MRES
0 0.0000 G.00 0.02055 -0, 020550
30 0.1784 0.00 0.19723 -0.018832
60 0.3978 0.00 0.37391 0.023886
90 0.5944 0.60 0.55060 €.043805
120 0.7481 0.00 0.72728 ¢.018823
150 0.8568 0.00 0.96396 -0.047159
180 G.9285 18.24 0.98400 -0.055503
210 0.9904 48.24 1.00174 -0.011342
240 1.0245 78.24 1.01948 0.005019
270 1.0501 108.24 1.03722 0.012880
300 1.0926 138.24 1.05496 0.037641
330 1.0958 168.24 1.07270 0.023103
360 1.1041 198.24 1.08044 0.013654
39¢ 1.1182 228.24 1.10818 G.011025
420 1.1358 258.24 1.12581 ©.009886
450 1.1482 288.24 1.14365 0.005547
480 1.1542 318.24 1.16139 -5.007192
510 1.1624 348,24 1.17913 -0.016731
540 1.1689 378.24 1.19687 -0,027870
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A.7.2. Ensaio 2: cinética efetuada a 45 °C, 350 bar, 5% etanol com T. catharinensis

(MP2)

Source

Model
Error
C Tota!l

Root MSE
Dep M¥ean
c.v.

Variable DF
INTERCEP 1
TMIN 1
AL 1

0BS TMIN

1 0

2 30

3 60

4 90

5 120

6 150

7 180

8 210

g 240

10 270

11 300

12 330

13 360

14 380

15 420

16 450

17 480

18 510

19 540

Analysis of Variance

Sum of Mean
DF Squares Square F Value Prob>F
2 2.01867 1.00834 2063 .212 0.0001
16 ¢.00783 0.00049
18 2.02650
G.02212 R-square 0.9981
0.81098 Adj R-sg 0.9957
2.72730
Parameter Estimates
Parameter Standard T for HO:
Estimate Error Parameter=0 Prob > |T|
§.0058947 0.01467599 0.678 0.5076
0.005080 0.00011573 43.899 0.0001
-0.004450 0.00014935 -29.793 0. 0001
Ensaio 2 45 350 bar camila 2

MEXT

0060
L1524
.3345
.4784
.B6275
L7530
. 8405
. 8923
L9355
.9636
. 9861
0157
.0292
. 0386
L0534
.0658
.0738
.0793
0891

el eh e b e S D OO OOQCO00

307.44
337.44
367.44

11:11 Friday, August 1, 2003

MEXTHAT

00995
. 16236
. 31477
. 46717
.61958
.771189
89130
.81022
.92914
-94807
. 96689
. 98581
00484
02376
.04268
.06161
.08053
-09945
. 11838

ko wd et DO OOOO0COOOOO
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MRES

-0.009947
-, 009856
0.019735
0.011225
0.007916
-0.018593
-0.050798
~-0.017921
.006356
c.
0
0
o
G
o
g
-0
-0
-0

015533

019109
. 029786
.624363
.014840
.010717
.G04193
.G0B730
.020153
.G29276
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A.7.3. Ensaio 3: cinética efetuada a 35 °C, 350 bar, 5% etanol com 7. catharinensis

(MP2)

Source

Mode |
Error
¢ Total

Root MSE

Dep Mean
C.V.

Variable BF
INTERCEP 1

THIN 1
ALY 1

0BS5S T

[{eTs - BES B o R S B FUI AN B

Analysis of Variance

Sum of Mean
DF Squares Square F Value Prob>F
2 1.59008 0.79504 2724.659 Q.00
16 0.00487 0.00029
18 1.59475
0.01708 R-square 0.991
0.75284 Adj R-sq 0.9967
2.26900
Parameter Estimates
Parameter Standard T for HO:
Estimate Error Parameter=0 Prob > |T|
-0, 002006 0.01224843 -0.164 0.8720
0.005539 0.00011715 47.278 .00
-0.004831 0.00013903 ~-34.747 ¢.0001

Ensaic 3 35 350 bar camila

2

11:14 Friday, August 1, 2003

MIN MEXT AL MEXTHAT

0 0.0000 .00 -0.00201 Q.
30 0.1530 0.00 0.16416 -0,
60 0.3381 0.00 0.33032 0.
90 0.5064 0.00 0.49649 0.
120 0.6541 0.60 0.66265 -0.
150 0.7302 13.06 0.76572 -0.
180 0.7722 43.06 0.78696 -,
210 0.8120 73.06 0.80819 o
240 0.8388 103.06 0.82842 0
270 0.8688 133.06 0.85066 o
300 0.8860 163.06 0.87189 0
330 (.8998 193.06 0.89312 G
360 G.9272 223.06 0.91436 0
350 0.9430 253.06 0.83559 0
420 0.9589 283.06 (.95683 0
450 1.0000 313.06 C. 97806 o
480 1.0034 343.06 0.99929 o
510 1.0047 3713.06 1.02053 -0
540 1.0074 403.06 1.04176 -0

216

MRES

002006
011159
007776
009912
008553
035524
014757

.00380%9
009376
018142
014108
006675
.012842
007408
002075
021941
004108
.015826
.034358
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A.7.4. Ensaio 4: cinética efetuada a 35 °C, 350 bar, 5% etanol com 7. catharinensis

(MP2)

Source

Model
Error
C Totat

Root MSE

bBep Mean
c.v.

Variabhle DF
INTERCEP 1

THIN 1
AL1 1

0BS T

W~ MWk

Analysis of Variance

Sum of Mean

DF Squares Square F Value Prob>F
2 1.51496 0.75748 553.741 G.0001
16 0.02189 0.00137
18 1.53685

0.03689 R-square 0.9858

0.75414 Adj R-sg 0.984C

4.90432

Parameter Estimates

Parameter Standard T for HO:
Estimate Error  Parameter=0 Prob > {T|
0.607734 0.02650706 0.292 0.7742
0.005563 G.00025322 21.970 0.6001
-0.004934 0.00030064 -16.411 0.0001
Ensaio 4 35 350 bar camila 2
11:27 Friday, August 1, 2003
MiN MEXT AL1 MEXTHAT MRES
0 G.0000 0.00 0.00773 -, 007734
30 0.1742 0.00 G.17463 -0.000429
60 0.3458 0.00 0.34152 £.004276
a0 0.5321 0.00 G.50842 0.023682
120 G.8555 0.00 0.67531 -0.019813
150 Q.7188 12.88 0.77876 ~-0.059961
180 G.763¢9 42.86 0.79764 -(.033745
210 0.8003 72.86 0.81653 -G.016228
240 0.8252 102.86 0.83541 -0.010212
270 0.8662 132.86 0.85430 0.011804
300 $.9495 162.86 0.87318 §.076320
330 0.9515 192.86 0.89206 0.058436
360 0.9539 222.86 0.91095 G.042052
390 0.9557 252.86 0.826883 $.025868
420 0.9578 282 .86 {.94872 0.008885
450 0.9605 312.86 0.96760 -0.007099
480 0.9676 342.86 0.98648 -0.018883
510 0.9734 372.86 1.00537 -0.031367
540 0.9770 462 .86 1.02425 ~0.047251
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Anexo 8: Saida do Programa de Ajuste Nio Linear - SAS 6.12

A.8.1. Ensaio 1: cinética efetuada a 45 °C, 350 bar, 5% etanol com 7. catharinensis

(MP2)
Non-Linear Least Squares lterative Phase
Dependent Variable MEXT  Method: Gauss-Newton
lter BO B1 B2 KNOT1 Sum of Squares
0 0.020557 0.005889 -0.005298 161. 760000 0.012746
1 0.8620557 0.005388 -0.0605298 161.7649815 0.012746
2 0.020557 0.005889 -0.0605298 161.764815 0.012746

NOTE: Convergence criterion met.

Non-Linear Least Squares Summary Statistics Dependent Variable MEXT
Source BF Sum of Sguares Mean Square
Regression 4  17.343301400 4.335825350
Residual 15 0.012746220 0.000849748
Uncorrected Total 19 17.356047620
{(Corrected Total) 18 2.236280744
Parameter Estimate Asymptotic Asymptotic 95 %

Std. Ervor Confidence Interval

Lower Upper

BO 0.0205571 ©.0210975377  -0.02441102 0.0655253
B1 0.0058892 0.0002322762 0.00539415 0.00638432
B2 -0.0052980 0.0002431871  -0.005818631 -0.00477964
KNOT1 161.7649153 5.3951639748 150.26543025 173.26439142

Asymptotic Correlation Matrix

Corr BO 81 B2 KNOT1

fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

-00.825722824 0.7886758329 0.3473442336

B1 -0. 825722824 1 -0.955133866 -0. 705073584

B2 0.7886758329 -0.955133866 1 0.5254941706
KNOT1 0.3473442336 -0.705073584
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A.8.2. Ensaio 2: cinética efetuada a 45 °C, 350 bar, 5% etanol com T. catharinensis

(MP2)
Non-linear lLeast Squares iterative Phase
Dependent Variable BEXT  Method: Gauss-Newton
iter 80 B1 B2 KNOT1 Sum of Squares
0 0.009947 0. 005080 -0.004450 172. 580000 0.007828
1 0.0095852 0.005080 ~-0.004449 172.564598 0.007827
i 0.009952 0.005080 -0.004449 172.564598 0.007827

NOTE: Convergence criterion met.

Non-Linear Least Squares Summary Statistics Dependent Variable MEXT
Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 4  14.514882519 3.628720630
Residual 15 0.007827291 0.000521819
Uncorrected Total 19 14.522708810
(Corrected Total) 18 2.026497405
Parameter fstimate Asymptotic Asymptotic 95 %

Std. Error Confidence Interval

Lower Upper

BO 0.0089524 0.0165328152  -0.02528635 0.04519111
B1 0.0050802 0.0001820203 0.00469222 0.00546816
B2 ~-0.0044494 0.0001905705  -0.00485563  -0.00404325
KNOTT 172.5645984 §5.2918498035 161.28533022 183.84386661

Asymptotic Correlation Matrix

Corr BO B1 B2 KNOT1
ffffffffffffff.fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

-0.825722824 0.7886758329 0.39936459597
81 -0. 825722824 1 -0.955133866 -0.754222125
B2 0.7886758329 -0.955133866 1 0.587310221
KNOT1 0.3993649597 ~-0.754222125 0.587310221 1
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A.8.3. Ensaio 3: cinética efetuada a 35 °C, 350 bar, 5% etanol com 7. catharinensis
(MP2)

Non-Linear Least Squares lterative Phase
Dependent Variable MEXT  Method: Gauss-Newton

iter BO B1 gz KNOT1 Sum of Sguares
0 -0.002005 0.0055389 -6.004831 136.940000 0.004669
1 -0.002000 .005539 -0.004831 136.944169 0.004669
2 -0.002000 0.005539 -0.0604831 136.944169 0.004669

NOTE: Convergence criterion met.

Non-Linear Least Squares Summary Statistics Dependent Variable MEXT
Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 4 12.358729941 3.089682485
Residual 15 0.004668699 0.000311247
Uncorrected Total 19 12.363398640
(Corrected Total) 18 1.594745166
Parameter Estimate Asymptotic Asymptotic 85 %

Std. Error Confidence Interval

i.ower Upper

80 -0.0020000 0.0136655758  -0.03112737 0.02712737
Bt 0.0055387 0.0001859649 0.00514229 0.00593504
B2 -0.0048309 ©.0001900081  -0.0052358%  -0.00442591
KNOT1 136.9441689 3.9003491571 128.63080305 145.25763476

Asymptotic Correlation Matrix

BO B1 B2 KNOT1
fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff
-0.816496581 0.7991223256 0.3782992201

m -0. 815495581 1 -0.97872087 0. 75940794
B2 0.7991223256 ~0.97872097 1 0.6549085958
KNOT1 0.3782992201 -0.75940794 0.6549085958 1
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A.8.4. Ensaio 4: cinética efetuada a 35 °C, 350 bar, 5% etanol com T. catharinensis

(MP2)
Non-Linear Least Squares lterative Phase
Dependent Variable MEXT Method: Gauss-Newton
fter BG 81 g2 KNOTT Sum of Squares
0 0.007463 0.005563 -0.004934 137.140000 0.021889
1 0.007740 0.005563 -0.004934 137.144308 0.021887
2 0.007740 0.005563 -0.004934 137.144308 0.021887

NOTE: Convergence criterion met.

Nen-Linear Least Squares Summary Statistics Dependent Variable MEXT
Source BF Sum of Sguares Mean Square
Regression 4  12.320835772 3.080208943
Residual 15 .027886918 0.001459128
Uncorrected Total 19 12.342722690
(Corrected Total) 18 1.536846706
Parameter Estimate Asymptotic Asymptotic 95 %

Std. Error Confidence interval

Lower Upper

BO 0.0077400 0.0285884557  -0.05532606 0.07080606
B1 0.0055630 0.0004026479 0.00470478 0.00642122
B2 -0.0049336 0.0004114021 -0.00581044  -0.00405668
KNOT1 137.1443081 8.2801847508 119.49557921 154.79303706

Asymptotic Correlation Matrix

Corr 80 B1 B2 KNOT1
fﬁffﬁffﬁffﬁfﬁffffﬁfﬁﬁffﬁﬁﬁffﬁﬁffffffffffffffﬁiﬁffffffffﬁfﬁﬁfﬁﬁﬁfﬁfﬁfﬁfﬁfﬁfﬁff

-0.816486581 0.7991223256 0.3794101097
BT -0. 816498581 1 -0.,97872097 -0.760377312
B2 0.7991223256 -0.97872097 1 0.6560589193

KNOTH 0.37584101087 -0.760377312 (.6560589183 1
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Anexo 9: Determinacfio de X, para ouiras espécies:

A.9.1- Attalea excels e Pterodon emarginatus

Foi desenvolvido um trabatho em conjunto com a pesquisadora Dulcinéia F.Teixeira
do Laboratorio de Desenvolvimento Tecnolégico da Fundagdo Oswaldo Cruz- Fiocruz. O
trabatho consistia em se¢ utilizar a extragdio supercritica para se obter extratos ricos em
compostos com atividades inscticidas e repelentes a partir das plantas Attalea excels
(urueuri) ¢ Pterodon emarginatus (sucupira). Os ensaios foram desenvolvidos no Lasefi-
FEA/ UNICAMP, na unidade de extragdo SFE I, conforme procedimento descrito por
PEREIRA et al (2004). Para a Sucupira, o processo foi realizado a 150 ¢ 250 bar, a 35°C,
sem uso de co-solvente, utilizando uma massa de matéria prima de 20,8 + 0,1 x107 kg
(equivalente a 3,5% do volume da célula). Para a urucuri, 0 processo foi realizado a 100 bar
e 20 °C, ¢ a 300 bar a 70 °C, com uso de 10 % de etanol como co-solvente, utilizando uma
massa de 10,4 £ 0,3 x10” kg (equivalente a 4 % do volume da célula). As condigdes de
processo foram escolhidas de acordo com os compostos de interesse: para a sucupira o oleo
essencial mais alguns diterpenos furdnicos e para a urucuri, substincias apolares. A Tabela
A.10 apresenta os resultados obtidos em cada extragio, A anslise dos extratos foi realizada

pela FIOCRUZ.

Tabela A.10: Rendimento obtido nas extracdes de Attalea excels (urucuri) e Pterodon
emarginatus (sucupira) utilizando o processo supercritico.

Matéria Prima P (bar) T (°C) Co-Solvente Rendimento* (%)

Sucupira 150 35 - 29,3
Sucupira 250 35 - 26,3
Urucuri 100 20 etanol 10 % 1.0
Urucuri 300 70 etanol 10 % 1,2

* com relagio & massa de alimentagfo
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A.9.2- Laranja Murcote e Pera

Este trabalho foi desenvolvido no Lasefi-FEA/ UNICAMP, em conjunto com a
doutoranda Mara E.M. Braga do Lasefi ¢ a Dr. Marilda M.F.B.S. Mendes, do Instituto
Agrondémico de Campinas ~-JAC/Campinas (SP). Foram utilizadas duas espécies de laranja
(murcote e péra) e uso de diferentes partes da laranja (casca e polpa). Em cada ensaio
foram utilizadas 10,00 £ 0,1 x1 03 kg de matéria prima. A extragio foi realizada na unidade
de extracio SFE_I nas seguintes condigBes: 300 bar, 50 °C, 10% de HyO, vazdo na bomba

de 5 mL/ min, por 3 horas.

Observacgbes:
- foram contabilizadas na massa de extrato obtida durante o processo, na
despressurizagio e na limpeza do extrator (com o mesmo solvente = dgua destilada).
- como o volume de dgua na limpeza ndo ¢ exato, as massas reais dos extratos

somente serdo contabilizadas apos evaporacio da agua.

Os resultados sfo mostrados na Tabela A.11] abaixo,

Tabela A.11: Massas de extrato + 4gua obtidos em cada extragio das diferentes partes e
variedades da laranja

Variedade Parte utilizada Massa de extrato + H,0 x 10% (kg) Vazdo de saida x 107 (kg/s)

Murcote Casca 15,8+04 70105
Murcote Polpa 15,6 £0,5 7,2£0,8
Péra Casca 10,5+0,3 6,7+03
Péra Polpa 10,4 +0,6 6,8+0,5
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Anexo 10: Nova Metodologia de Andlise dos extratos obtidos na SFE

Toram realizados dois grupos de ensajos: 1) Fracionamento 0s extratos pelo método
que tem sido utilizado desde o inicio do trabatho (DELORENZL1998), sendo adicionado
ao final deste a etapa de fracionamento em micro-colunas, que seria mais propriamente a
separagio dos alcalbides por diferenga de afinidade ou melthor dizendo, separando os
alcaloides de polaridades mais proximas; 2) Fracionamento utilizando a nova metodologia
(CARDOSO, 2000). As analises foram realizadas em amostras retiradas durante um ensaio

realizado a 250 bar, 45° C, 5,1% m/m etanol.

Foi verificado (em todos os casos utilizando a metodologia de CARDOSO, 2000) que
na 1% etapa de fracionamento do extrato bruto, onde ocorre a dissolugdo do extrato em agua
+ H,804 0,1 mol/L até ph 3,0, nenhuma precipitacdo ocorreu, ou seja, €ssa etapa utilizada
para fracionar extratos brutos, poderia ser desprezada no caso de extratos obtidos por
extraciio supercritica.

Foi verificado que nas duas metodologias a presenca da voacangina e tragos da
coronaridina encontravam-se na fragdo FI. Nas frages FIL quando feitas com a nova
metodologia, foi observada a presenga de V, entretanto o pico deste alcaldide em FH ndo

teve boa resolugfio, ou melhor dizendo este niio apresentou boa separagéo.

A Tabela A.12 apresenta as massas dos exiratos brutos (CE) e fragbes de alcaldides
totais (AF) e voacangina (V), obtidos em cada metodologia analitica. Pode ser verificado
que a relagio V/AF foi maior para primeira metodologia (DELORENZI, 1998), 1850 se
deve provavelmente a perda ou ma separagfio de V nas duas fragGes F1 e FII quando feitas
pela nova metodologia. Pelo exposto acima, essa nova metodologia (CARDOSO, 2000)

ndo apresentou melhorias na separagdo de alcaloides.
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Tabela A.12: Massa dos extratos brutos (EB), fragéioc de alcaldides totais (AF), ¢ voacangina
(V). de amostras obtidas por extragdo supercritica a 250 bar, 45 °C, 5% etanol (v/v).

Metodologia EBx10°kg/kg  AFx10* kg/kg  V/AF (%)
Primeira 0,52 3,58 11,6
(DELORENZ], 1998) 0,09 3,10 3,2
0,14 2,37 42
0,04 1,21 4,1
Segunda 0,09 8,65 -
(CARDOSO, 2000) 0,06 5,68 2,1
0,04 4,13 2,3
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