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Titulo: Extracdo Supercritica de Plantas Aromaticas e Medicinais (Lavanda brasileira
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o rendimento global de extracdo, a atividade
bioldgica e os perfis de composicao de extratos de lavanda brasileira (Aloysia gratissima), quebra
pedra (Phylanthus amarus) e ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata), obtidos por extracdo
supercritica (SFE), hidrodestilacdo e por extracdo com solvente a baixa pressio (LPSE)
utilizando metanol, etanol e hexano.

A lavanda brasileira apresentou o rendimento global de extragdo (Xo) variando entre 2,0 + 0,1% e
4,0 £ 0,2% (b.u), sendo que o maior rendimento de extrato foi obtido na condi¢do de operagio de
50 °C e 300 bar (4,0 = 0,2%). O rendimento do 6leo volatil de lavanda brasileira obtido por
hidrodestilacao foi de 1,2 + 0,1%. Os rendimentos dos extratos obtidos por extracdo a baixa
pressdo foram: 9,4 + 0,1 % (metanol), 3,3 + 0,2% (etanol) e 0,8 + 0,2 %(hexano). Os compostos
majoritdrios presentes no 6leo voldtil e no extrato SFE de lavanda brasileira foram pinocanfona
(13,5 - 16,3%), B-pineno (10,5 - 12%) e pinocarvil acetato (7,3 - 8,3%), guaiol (6,6 - 8,7%) e
bulnesol (3,7 - 4,1%). No 6leo volatil a concentracido referente a 40% de reducdo do radical
DPPH (Sc40 @1e0 1y (1,8 £ 0,1) % 10° mg/L)) e no extrato SFE a concentracdo referente a 50% de
reducdo do radical DPPH (Scso (srg) (1,3 £ 0,3) % 10° mg/L) de lavanda brasileira demostraram
fraco potencial antioxidante pelo método DPPH (1,1-difenil-2-pirilhidrazina). J4 pelo método

ORAC o ¢6leo volatil (203 = 15 micromoles de Trolox/ gsieo (UM TE/gs1e0)) € 0 extrato SFE
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(225£18 micromoles de Trolox/ gspe (UM TE/gsgr)) apresentaram poder antioxidante comprivel
a rutina o composto de referéncia. Pelo método da reacdo acoplada do P-caroteno/dcido
linolénico, a atividade antioxidante (AA) dos extratos de lavanda brasileira variou de acordo com
o solvente utilizado (metanol, etanol e hexano) e de acordo com a condi¢do SFE empregada. A
atividade antioxidante dos extratos de lavanda brasileira obtidos com solventes organicos variou
de -5 a 62%; o extrato obtido a 50 °C e 300 bar por SFE apresentou AA, variando entre 119 e
188%; os demais extratos ndo apresentaram AA pelo método do B-caroteno/4cido linolénico.

A quebra pedra apresentou X, variando de 0,80+ 0,01 % a 3,60 + 0,04% (b.u) de acordo com as
condi¢des de extracdo (pressdo e temperatura), sendo que o maior rendimento de extracao foi
obtido na condic¢do de operacao de 50 °C e 250 bar (3,60 £ 0,04%). Os rendimentos dos extratos
obtidos por extracdo a baixa pressdao foram: 10,20 + 0,04% (metanol), 3,40 + 0,04% (etanol) e
1,90 + 0,04% (hexano). Por meio da cromatografia em camada delgada foram confirmadas as
presencas de 6leo volatil, pigmentos, flavondides e triterpenos nos extratos SFE e nos extratos
LSPE de quebra pedra. Pelo método DPPH de atividade antioxidante o extrato SFE de quebra
pedra apresentou fraca AA comparado a atividade dos compostos de referéncia
(butilhidroxitolueno e rutina). De maneira geral, os extratos SFE de quebra pedra apresentaram
AA superior a do antioxidante controle P-caroteno pelo método da reacdo acoplada do B-
caroteno/dcido linolénico. A atividade antioxidante dos extratos de quebra pedra obtidos com
solventes organicos variou de 17 a 217%; o extrato SFE obtido a 40 °C e 200 bar apresentou AA
em torno de 100% em uma, duas e trés horas de reacdo; os demais extratos SFE (40 °C e 250 bar

e 40 °C e 300 bar) apresentaram AA variando de 21 a 66%; os extratos de quebra pedra podem

ser considerados antioxidantes naturais com boa estabilidade e efeito prolongado.
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O ginseng brasileiro apresentou Xy variando de 0,50 + 0,02% a 1,40 £ 0,07% (b.s) de acordo com
as condicdes de extracdo (pressdo e temperatura), sendo que o maior rendimento de extracdo foi
obtido na condic¢do de operacao de 30 °C e 250 bar (1,40 £ 0,07%). Os rendimentos dos extratos
obtidos por extracdo a baixa pressdo foram: 8,2 + 0,8% (metanol), 2,2 + 0,7% (etanol) e 0,6 +
0,1% (hexano). Por meio das duas técnicas analiticas utilizadas para os extratos de ginseng
brasileiro pode-se verificar a presenca desde compostos de baixa massa molecular até compostos
com estruturas complexas de alta massa molecular (saponinas, 4dcidos, triterpenos, esterdis) nos
extratos SFE. Os compostos majoritdrios identificados nos extratos SFE de ginseng brasileiro
foram acido hexadecandico (0,5 - 27,1%), B-sitosterol e/ou estigmasterol (1,1 - 20,1%), fitol (6,0
- 30,8%) e hexatriacontane (0,7 - 30,6%). Os compostos majoritdrios da fracdo retida na coluna
de adsorcdo, instalada na saida da corrente de solvente foram o para-dietilbenzeno (25,7 - 59,3
%) e o meta-dietilbenzeno (3,4 - 27,1 %). Pelo método DPPH de atividade antioxidante o extrato
SFE de ginseng brasileiro apresentou AA 25 vezes menos eficaz que a AA desempenhada pela
rutina antioxidante natural. Pelo método da reacdo acoplada do -caroteno/4cido linolénico a AA
foi observada para o extrato metandlico, variando de 94 a 117%. Os extratos SFE que
apresentaram maior potencial antioxidante foram obtidos a 50 °C e 200 bar e 50 °C e 300 bar, a
porcentagem de inibi¢do da oxidacdo destes extratos variou entre 143 e 246% e manteve-se
estavel com o tempo de reacgdo.

O dleo volatil de lavanda brasileira e os extratos SFE de lavanda brasileira, quebra pedra e
ginseng brasileiro, ndo apresentaram efeito inibitério (atividade antiinflamatéria) sobre a
lipoxigenase de soja nas concentracdes estudadas (4-10 g/L).

Palavras-chave: Aloysia gratissima, Atividade antioxidante, Atividade antiinflamatoria,
Extracao supercritica, Extracao com solvente a baixa pressao, Ginseng brasileiro, Lavanda

brasileira, Quebra pedra, Phyllanthus amarus, Pfaffia paniculata.
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ABSTRACT

This present work has as an objective evaluate the global yield of the extraction, biological
activity, and the composition profiles of the Brazilian lavender (Aloysia gratissima), quebra pedra
(Phylanthus amarus) and Brazilian ginseng (Pfaffia paniculata) extracts, obtained by
supercritical extraction (SFE), hydrodistillation and by low pressure solvent extraction (LPSE)
using methanol, ethanol e hexane.

The brazilian lavender showed a global extraction yield (Xo) varying between 2,0 + 0,1% and 4,0
+ 0,2% (b.u), and the higher extract yield was obtained on 50 °C and 300 bar (4,0 = 0,2%) of
operational conditions. The global yield of the brazilian lavender volatile oil obtained by
hydrodistillation was 1,2 + 0,1%. The global extracts yield obtained by low pressure extraction
were: 9,4 £ 0,1% (methanol), 3,3 = 0,2% (ethanol) and 0,8 = 0,2 %(hexane). The mainly
components present in the volatile oil and in the SFE brazilian lavender extract were
pinocamphone (13,5 - 16,3%), B-pinene (10,5 - 12%) and pinocarvyl acetate (7,3 - 8,3%), guaiol
(6,6 - 8,7%) e bulnesol (3,7 - 4,1%). In the volatile oil the relating concentration to 40% of the
radical reduction DPPH (Scs @iy (1,8 £ 0,1) X 103 mg/L)) and in the SFE extract the
concentration relating to 50% of the radical reduction (Scso (srg) (1,3 = 0,3) x 10° mg/L) of
brazilian lavender demonstrate a weak antioxidant potential by the DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) method. Although by the ORAC method the volatile oil (203 + 15 uM TE/ g

(UM TE/g.i1)) and the SFE extract (225+18 uM TE/ gsrr) showed an antioxidant power similar to
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the rutin the reference component. By the coupled reaction of the P-carotene/ linolenic acid
method, the antioxidant activity (AA) of the brazilian lavender extracts varied according to the
utilized solvent (methanol, ethanol and hexane) and according to the SFE condition employed.
The brazilian lavender extracts antioxidant activity obtained with organic solvents varied from -5
to 62%; the obtained extract on 50 °C and 300 bar by SFE presented AA, varying between 119
and 188%; the others extracts did not present an AA by the -carotene /linolenic acid method.
The quebra pedra presented X, varying between 0,80+ 0,01 % to 3,60 £ 0,04% (b.u) according to
the extraction conditions (pressure and temperature), the higher extraction yield was obtained on
50 °C and 250 bar (3,60 + 0,04%) of operational conditions. The global extracts yield obtained
by low pressure extraction were: 10, 20 = 0,04% (methanol), 3,40 + 0,04% (ethanol) e 1,90 +
0,04% (hexane). By the thin layer cromatography were confirmed the presence of the volatile
oils, pigments, flavonoids and triterpenes in the quebra pedra SFE and LSPE extracts. By the
DPPH antioxidant activity method the quebra pedra SFE extract showed a weak AA related to
the reference components (t-butyl hydroxyl toluene e rutin). Generally, the quebra perdra SFE
extracts presents an AA superior to the B-carotene control antioxidant by the -carotene/linolenic
acid coupled reaction method. The quebra pedra extracts antioxidant activity obtained with
organic solvent varied from 17 to 217%; the SFE extract obtained on 40 °C and 200 bar
presented an AA around 100% in one, two and three reaction hours; the others SFE extracts (40
°C and 250 bar and 40 °C e 300 bar) presented an AA varying from 21 to 66%; the quebra pedra
extracts can be considered natural antioxidants with good stability and prolonged effect.

The Brazilian ginseng presented X, varying from 0,50 + 0,02% to 1,40 £ 0,07% (b.s) according
to the extraction conditions (pressure and temperature), the higher extraction yield was obtained
on the 30 °C and 250 bar (1,40 + 0,07%) operation condition. The global extracts yield obtained

by low pressure extraction were: 8,2 + 0,8% (methanol), 2,2 + 0,7% (ethanol) e 0,6 = 0,1%
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(hexane). Trough two analytical techniques utilized for the Brazilian ginseng extracts it can
verifies the presence from low molecular mass components until complex structures with high
molecular mass. (saponins, acids, triterpenes, sterols) in the SFE extracts. The mainly
components identified in the SFE brazilian ginseng extracts were hexadecane acid - 27,1%), -
sitosterol e/ou stigmasterol (1,1 - 20,1%), phytol (6,0 - 30,8%) e hexatriacontane (0,7 - 30,6%).
The mainly retained fraction on the adsorption column, installed on the solvent outlet were (25,7
- 59,3 %) for the p-dietilbenzene and (3,4 - 27,1 %) for the m-dietilbenzene. By the DPPH
antioxidant activity method the SFE Brazilian ginseng extract presented an AA 25 times less
efficient than the AA performed by the natural antioxidant rutin. By the f-carotene/ linolenic acid
coupled reaction the AA was observed for the metanolic extract, varying form 94 to 117%. The
SFE extracts that presented higher antioxidant potential were obtained on 50 °C and 200 bar and
500 °C and 300 bar, the inhibition percentage of these extracts oxidation varied between 143 and
246% and keeps it stable with the reaction time.

The brazilian lavender volatile oil and the brazilian lavender, quebra pedra and brazilian ginseng
SFE extracts did not present an inhibited effect (anti-inflammatory activity) on the soybean
lipoxigenase on the studied concentrations.

Key-words: Aloysia gratissima, antioxidant activity, anti-inflammatory activity,
supercritical extraction, low pressure solvent extraction, Brazilian ginseng, Brazilian

lavender, Quebra pedra, Phyllanthus amarus, Pfaffia paniculata.
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JUSTIFICATIVA
Para a producdo de extratos de alta qualidade obtidos de plantas € necessdrio o estudo dos
métodos extrativos. O Brasil € um grande produtor de plantas aromdticas e medicinais e para
aproveitar efetivamente seu potencial, o Pais precisa desenvolver e/ou adaptar tecnologias que
sejam economicamente vidveis e ecologicamente corretas. A extracdo supercritica (SFE =
supercritical fluid extraction) utiliza como solvente fluido a alta pressdo e € considerado um
processo limpo, seus extratos apresentando alta pureza. A escolha das plantas estudadas neste
trabalho foi realizada de acordo com a disponibilidade de obten¢do destas, de acordo com estudos
relatados sobre as plantas, suas possiveis propriedades terapéuticas e por existirem poucos
estudos sobre a extrac¢do supercritica da lavanda brasileira (Aloysia gratissima) e da quebra pedra
(Phyllanthus amarus). Em particular escolheu-se estudar as folhas e talos do ginseng brasileiro
(Pfaffia paniculata) devido a inexisténcia de informacdes sobre estudos desta parte da planta.
Outro fator que impulsionou a exploracdao do potencial terapéutico e a composi¢ao das folhas de
ginseng brasileiro foi o grande potencial econdmico que nao tem progredido a contento devido ao
longo tempo de cultivo (cinco anos) necessdrio para o desenvolvimento dos compostos de
interesse obtidos a partir das raizes de Pfaffia paniculata. A falta de dados de processo, a
comprovagdo das propriedades cientificas relatadas pelas comunidades, as diferentes
caracteristicas botanicas e a variedade quimica dos compostos presentes em extratos de plantas
impulsionaram a elaboracdo deste projeto de pesquisa envolvendo a lavanda brasileira (Aloysia
gratissima), quebra pedra (Phyllanthus amarus) e ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata). Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi a obtencao de parametros de processo de extragdo supercritica
e extracdo a baixa pressdo, a andlise quimica e a determinagdo das atividades bioldgicas dos

diferentes extratos.
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Contextualizacao do trabalho
O presente trabalho foi desenvolvido em duas etapas. A etapa de extracido supercritica (SFE);
extragdo com solvente organico a baixa pressdo (LPSE); avaliacdo da atividade antioxidante dos
extratos de lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro pelo método da reagdo acoplada
do B-caroteno; avaliacdo dos perfis de composicdo dos extratos de quebra pedra e ginseng
brasileiro realizadas por meio de cromatografia gasosa (CG-DIC) e cromatografia em camada
delgada (CCD); foram desenvolvidas no Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extragao,
Fracionamento e Identificacdo de Extratos Naturais (LASEFI) — DEA/FEA/UNICAMP. A outra
etapa do trabalho foi realizada durante o estdgio de Doutorado sanduiche em Montpellier/Franca,
como parte do projeto de cooperacdo internacional Brasil-Franca, intitulado “Valoriza¢do do
Oleo de Vetiver — Investigagio Cientifica e tecnoldgica” financiado pelo acordo CAPES-
COFECUB, processo (424/3).0s experimentos de identificacio dos compostos presentes no 6leo
voldtil e no extrato supercritico (SFE) de lavanda brasileira e a avaliacdo do potencial
antioxidante pelo método DPPH dos extratos de lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng
brasileiro foram realizados no Laboratério de Quimica Biomolecular (LCBM) da Escola
Nacional Superior de Quimica de Montpellier (ENSCM). A avaliacdo do potencial antioxidante
pelo método ORAC do dleo voldtil e do extrato SFE de lavanda brasileira foram feitos no
Departamento de Producgdo de Frutas e Hortalicas (FLHOR) do Centro Internacional de Pesquisa

Agrondmica para o Desenvolvimento (CIRAD), também em Montpellier.
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Capitulo 1 — Introducao e Objetivos

No Brasil, a histéria da utilizacio de plantas no tratamento de doencas, apresenta
influéncias da cultura africana, indigena e européia (Martins et al, 2000). A contribuicdo dos
escravos africanos com a tradicdo do uso de plantas medicinais em nosso pais se deu por meio
das plantas que trouxeram consigo, € que eram utilizadas tanto em rituais religiosos, quanto por
suas propriedades farmacoldgicas empiricamente descobertas e em rituais religiosos. Os indios
que aqui viviam dispostos em indmeras tribos utilizavam uma grande quantidade de plantas
medicinais e, por intermédio dos pajés, este conhecimento, sobre as ervas locais e seus usos, foi
transmitido e aprimorado de geracdo em geracdo. Os primeiros europeus que chegaram ao Brasil
depararam-se com estes conhecimentos, que foram absorvidos por aqueles que passaram a viver
no pais e a partir da necessidade de viver do que a natureza oferecia localmente, assim como o
contato com os indios que passaram a auxilid-los como “guias”, fizeram com que estes
ampliassem esse contato com a flora medicinal brasileira (Lorenzi e Matos, 2002).

A partir deste conhecimento, no Brasil, até o século XX, fazia grande uso das plantas
medicinais para a cura de inimeras doengas, sendo esta pritica uma tradicdo que foi sendo
transmitida ao longo dos tempos. No entanto, com o advento da industrializacido, da urbaniza¢do
e do avanco da tecnologia no que diz respeito a elaboracdo de farmacos sintéticos, houve
aumento por parte da populacdo da utilizacdo destes medicamentos, deixando-se de lado o
conhecimento tradicional das plantas medicinais (Lorenzi e Matos, 2002).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) acredita que, atualmente, a prética do uso de

plantas medicinais € tida como a principal op¢do terapéutica de aproximadamente 80% da

populacdo mundial (Alves e Silva, 2002).
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Para Lorenzi e Matos (2002), a preocupagdo com a biodiversidade e as idéias de
desenvolvimento sustentivel despertou um novo interesse, € o uso das plantas € visto como
forma de cooperar para a melhoria da qualidade de vida da populagdo. Lorenzi e Matos (2002),
Matsuda et al. (2002) relataram que este crescente mercado espelha, de certa forma, a busca da
populacdo mundial por uma melhor qualidade de vida e procura por métodos mais naturais e
sauddveis de manutencao da satde.

Atualmente muitos pesquisadores vém se empenhando no estudo de alimentos com
propriedades funcionais capazes de evitar possiveis doengas e curar enfermidades ja conhecidas.
O interesse pela utiliza¢do de alimentos funcionais € resultado da preocupac¢do da populagdo atual
com a saide, o bem estar fisico, a aparéncia e o surgimento de novas doencas ainda sem
tratamento apropriado (Robbers e Tyler, 1999).

Neste contexto, o Brasil aparece como um pais de grande diversidade de plantas, com
grande potencial para a produ¢do de ingredientes para a formulagdo de alimentos funcionais, para
a prevencdo, controle e tratamento de diversas enfermidades. As plantas sdo ricas em uma
variedade de metabdlitos secunddrios, como terpendides, alcaléides e flavondides que sdao
encontrados in vivo e apresentam propriedades funcionais. A obtencdo de novos compostos
quimicos com propriedades terapéuticas como atividade antioxidante, antiinflamatoria,
antireumdtica, digestiva entre outras, justifica o ndmero crescente de estudos quimicos e
farmacoldgicos envolvendo plantas (Simdes et al, 2000).

Muitas plantas dos biomas brasileiros como Serrado, Mata Atlantica e Floresta
Amazdnica vém sendo utilizadas pelas populagdes locais no tratamento de diversas doencas
tropicais como leshimaniose, maldria, infec¢des flingicas e bacterianas (Alves et al, 2000, citado

por Duarte et al, 2005). Plantas como a lavanda brasileira (Aloysia gratissima), quebra pedra
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(Phyllanthus amarus) e ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata) vém sendo atualmente pesquisadas
sob o0 aspecto terapéutico.

A lavanda brasileira (Aloysia gratissima) € uma planta origindria da América do Sul,
precisamente da Argentina. Esta planta é conhecida popularmente como lavanda brasileira e seu
Oleo essencial apresenta propriedades terapéuticas no tratamento de Herpes do tipo I (Garcia et
al,2003).

Plantas do género Phyllanthus popularmente conhecida como quebra pedra, tém sido
largamente utilizadas na medicina tradicional na China, Filipinas, Nigéria, Africa, Caribe,
América do Sul e Central no tratamento de diversos tipos de doencas (Thyagarajan et al (1988)
citado por Sdnchez-Lamar et al (1999)). Varias propriedades terapéuticas t€m sido atribuidas a
plantas do género Phyllanthus, como atividade antipirética, antibacteriana (Vinayagamoothy,
1982), antiparasitica (Omulokoli et al, 1997), anticonceptiva (Filho er al,1996) e antiviral (Ott et
al, 1997).

A Pfaffia paniculata é usualmente conhecida como ginseng brasileiro. Plantas do género
Pfaffia compreendem 27 espécies distribuidas no Brasil, principalmente nos estados da
Amazodnia, Sao Paulo, Parani, Mato Grosso e Goias (Vidal & Vidal et al, 1967, Teran, 1990;
citados por Cortez et al, 1998). Apds a descoberta do acido pfaffico, presente nas raizes de
Pfaffia paniculata o interesse no estudo das espécies do género vem crescendo devido a provavel
atividade antitumoral deste dcido (Nishimoto et al, 1984).

Para producdo de extratos de plantas € necessério o estudo de técnicas para obtencio de
extratos de alta qualidade, grande rendimento e baixo custo. A tecnologia supercritica, que utiliza
como solvente gases a alta pressdo, € considerada um processo limpo, sendo que os extratos
obtidos através desta técnica apresentam alta pureza. Esta tecnologia tem sido muito empregada

na obtencdo de extratos de plantas que podem ser utilizados na indudstria alimenticia e

3
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farmacéutica. Este processo apresenta vantagens distintas quando comparado com outras técnicas
de separacdo: compostos termicamente instdveis podem ser separados a baixas temperaturas; o
solvente pode ser removido facilmente do soluto por reducdo de pressdo e/ou ajuste de
temperatura; a necessidade de energia térmica € inferior a do processo de destilacdo; alta
seletividade para os solutos; rdpida extracdo devido a baixa viscosidade do solvente, alta
difusividade e bom poder de solvatacio do solvente (fluido supercritico) (Charpentier e
Sevenants, 1988).

No processo de extracdo supercritica (SFE), varidveis como temperatura e pressao podem
influenciar diretamente na qualidade do produto final. Entretanto varidveis como geometria do
leito, nimero de extratores e vazao do solvente também influenciam no desempenho do processo.
Usualmente a selecdo das condi¢des de operacdo do processo de SFE baseia-se na solubilidade
do soluto no solvente ou no rendimento global de extracdo. A engenharia bdsica para projetos de
equipamento que utilizam fluidos supercriticos estd disponivel, porém poucos dados t€m sido

publicados para o cdlculo do aumento de escala de unidades de extracdo supercritica (Perrut e

Clavier, 2003).
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1.1 Objetivos

1.1.2 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho consiste na aquisi¢do de dados experimentais para a obtencdo de
extratos, por extra¢do supercritica e extracdo com solventes a baixa pressdo de lavanda brasileira
(Aloysia gratissima), quebra-pedra (Phyllanthus amarus) e ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata)

e na avaliacdo da composicio quimica e atividade biolégica destes extratos.

1.1.3 Objetivos Especificos

= Determinar o rendimento global de extracdo supercritica e de extracdo com solvente a

baixa pressdo da lavanda brasileira, da quebra pedra e do ginseng brasileiro;

* Determinar a curva global de extragdo para o processo SFE,

= Determinar os parametros de processo tcgr (tempo de duragdo da etapa de taxa constante
de extracdo), Mcgr (taxa de extracdo na etapa de taxa constante de extracdo) € Y cgr
(concentracdo de soluto na fase solvente na etapa de taxa constante de extragdo) no

processo supercritico;

= Determinar a composicao dos extratos da lavanda brasileira, da quebra pedra e do ginseng
brasileiro através de cromatografia gasosa (CG), cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG-EM) e cromatografia em camada delgada (CCD);

= Avaliar a qualidade e a funcionalidade dos extratos de lavanda brasileira, da quebra pedra
e do ginseng brasileiro através da avaliacdo de suas atividades antioxidante e

antiinflamatoria.
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= Comparar a extra¢do supercritica e a extracdo a baixa pressdo em termos de rendimento

global, atividade bioldgica e composi¢cao dos extratos.
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Capitulo 2 — Revisao Bibliografica
2.1 Fundamentos em Extracao Supercritica (SFE)
2.1.1 Fluido supercritico

Em 1869, nas Philosophical Transactions of the Royal Society of London Thomas
Andrews (1813-1885) publicou o resultado de suas experiéncias sobre a liquefacdo dos gases,
realizadas a partir de 1861. Nessa publicacdo, escreveu que acima de uma dada temperatura e
pressao (as quais chamou criticas), o diéxido de carbono, em particular, e todos os gases em
geral, pressio alguma, por maior que seja, pode causar sua liquefacdo. Nessas experiéncias,
Andrews chegou a determinar como sendo 31 °C a temperatura critica (Tc) do diéxido de
carbono, e de 200 °C a do éter. Ainda como resultados dessas experiéncias, Andrews fez a
distin¢do entre vapor e gas, afirmando que o vapor é um gis em qualquer temperatura abaixo de
sua Tc. Quatro anos mais tarde, Van der Waals, baseado nas descobertas de Andrews, derivou a
primeira descri¢do tedrica do equilibrio bifasico (Bassalo, 1998).

Um fluido supercritico (SFC) € qualquer substincia a uma temperatura e pressao acima de
seu ponto critico termodindmico. As propriedades do fluido supercritico com maior importancia
para a extracdo sdo a densidade, a viscosidade e o coeficiente de difusdo, os quais tomam valores
que se aproximam dos valores dos liquidos, no caso da densidade e que se aproximam dos gases,
no caso da viscosidade e do coeficiente de difusdo. Nas proximidades do ponto critico € onde se
produzem com pequenas altera¢des de pressao e temperatura, as maiores variacdes na densidade
do fluido supercritico e por conseqiiéncia do seu poder solvente (Velasco et al, 2007).

Os fluidos supercriticos tém capacidade de extrair certos compostos quimicos com 0 uso
de solventes especificos através da combinacdo de temperatura e pressao (Brunner, 2005). O CO,

¢ o SFC mais utilizado por ndo ser toxico, ndo ser inflamdvel, ser ecologicamente correto,
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amplamente disponivel com alto nivel de pureza e baixo custo e por apresentar uma temperatura
critica de 31 °C. E um fluido supercritico adotado para o processamento de produtos naturais com
aplicacdo na industria alimenticia, nutracéutica, farmacoldgica e cosmética. Apesar de suas
vantagens o diéxido de carbono nido € um bom solvente para compostos de alta volatilidade. Por
outro lado, vé-se que as limita¢des do poder solvente do CO, podem ser reduzidas com o uso de
co-solventes. Por outro lado, a baixa solubilidade de compostos volateis deixa de ser
desvantajosa quando se trata de refino, fracionamento e purificacdo de extratos. Nestes casos,
compostos com maior pressdo de vapor como (4cidos, ésteres, hidrocarbonetos, entre outros)
podem ser facilmente separados.

A Tabela 2.1 mostra os valores criticos de alguns compostos comumente utilizados como
fluidos supercriticos. Os fluidos que se encontram no estado acima do ponto critico exibem
comportamentos e propriedades fisicas diferentes daquelas que apresentam no estado sodlido,
liquido e gasoso e se denominam fluidos supercriticos (FSC).

Tabela 2.1: Propriedades criticas de espécie puras selecionadas.

Fluido Te (°C)? Pc (bar)” P (kg/m’)
Acetona 235,0 47,00 278.,0
Agua 374,2 220,9 322,6
Diéxido de carbono 31,1 73,80 467,6
Etanol 2404 61,40 276,0
Metanol 2394 80,90 272.,0
Etileno 9,3 50,40 195.8

Fonte: Velasco et al, 2007.
* Temperatura critica; P Pressdo critica;  densidade

A Figura 2.1 mostra a representacdo grafica de todos os estados de equilibrio possiveis de
uma substancia pura. Pode-se em funcdo da pressdo, temperatura e volume especifico distinguir

zonas de uma unica fase, sélida, liquida e gasosa e zonas onde coexistem fases em equilibrio,
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além da linha tripla onde as trés fases se encontram em equilibrio em uma Unica pressio e
temperatura. O ponto critico indicado na Figura 2.1 é definido por sua temperatura critica (T.),

pressao critica (P.) e volume especifico critico (V).

Sofido

AEFF0 —=

P
Sdlido o guido

Lig e vapor

Ponto
. triplo

\ Solido e vapor

Volunte especifico

N

Temperatura

Figura 2.1: Diagrama de equilibrio para substincia pura (adaptado de Sandler, 1994).

Uma visdo mais simplificada da Figura 2.1 se obtém projetando-a em uma superficie
sobre o plano PT, como na Figura 2.2. Neste plano cada uma das regides de equilibrio bifdsico se

transforma em linhas, delimitando as zonas onde a substéincia se encontra sélida, liquida e gasosa.
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Ponto critico

Solido

Liguido

Pressio

Vapor

Ponto triplo

Temperatura

Figura 2.2: Diagrama de fases PT adaptado de Sandler, 1994).

No estado supercritico a substancia adquire um comportamento intermedidrio entre gases
e liquidos, conforme mostra Tabela 2.2. A densidade, que € relacionada com a capacidade de
solubilizar do fluido, é proxima a dos liquidos, a viscosidade € similar a dos gases e a
difusividade intermedidria entre os gases e liquidos permitindo assim uma penetracdo e difusdo

mais facil na matriz da qual se quer extrair o soluto (McHugh e Krukonis, 1986).

Tabela 2.2: Comparacio entre as propriedades dos gases, liquidos e fluidos supercriticos.

Fluido
Propriedade Gas Liquido
Supercritico
Densidade (g/cm”’) 0,6-2,00x 107 0,2-0,9 0,6 - 1,6
Coeficiente de Difusao (cmz/s) 0,1-04 0,2-0,7) x 107 0,2-2,0) % 107
Viscosidade cP (1-3)x 107 (1-9)x 107 0,2-3,0

Fonte McHugh e Krukonis (1994).

10
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Os fluidos supercriticos podem dissolver seletivamente certos compostos de misturas
onde os componentes possuem volatilidades similares e estruturas quimicas de misturas
diferentes, ja que mudancgas de pressao e temperatura ocasionam mudancga no poder de solvatacao
tornando o solvente mais seletivo (Callame e Steiner, 1982). Exemplos de compostos extraidos

através da SFE podem ser observados na Figura 2.3 (Adams, 2001).

r QP PE

Canfene

. Terpinolene para-cimene
alfa-felandrene Limonene
OH
é‘j |
Mircene Limonene Benzaldeido Linatol

Figura 2.3: Estruturas quimicas de terpenos extraidos por meio de SFE.

2.1.2 Extragao Supercritica (SFE)

A primeira aplicacdo em grande escala da tecnologia supercritica na inddstria de
alimentos surgiu na Alemanha para descafeinizacdo do café e chd, extracdo de oleoresina de
lipulo e posteriores aplicacdes de menor volume em extracdo de aromas, corantes € na indudstria
farmacéutica e cosmética. Atualmente, paises como Estados Unidos, Franca, Itdlia, China e
Coréia contam com plantas de extra¢do supercritica para obtencdo de produtos farmacéuticos,
India para extragio de especiarias e aromas; plantas de média escala na Espanha e Inglaterra
aplicam cromatografia supercritica para a obten¢do de nutracéuticos e nos Estados Unidos opera

uma das maiores plantas do mundo em fabricacdo de tintas (Espinosa, 2001).

11
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A tecnologia supercritica vem sendo empregada de forma crescente para a obtencdo de
produtos naturais, visando principalmente a aplicacdo nas indudstrias alimenticia e farmacéutica.
As técnicas mais aplicadas sdo a extracdo e o fracionamento, com vdrias unidades ji em
funcionamento (Perrut e Clavier, 2003). Por outro lado, nos anos recentes, a investigacdo
cientifica sobre novos produtos com potencial para exploracdo por meio da extracdo com fluido
supercritico tem aumentado significativamente, enfatizando o levantamento de dados de
equilibrio de fases em sistemas com fluido supercritico, a obten¢@o de pardmetros de processo em
escala de laboratério, e dados necessarios para o cilculo do custo de manufatura e viabilidade
econdmica de unidades industriais de extracdo supercritica (Meireles, 2003). Varidveis como
geometria do leito, nimeros de extratores e vazdo de solvente também influenciam no
desempenho do processo. Usualmente, a sele¢do das condi¢des de operacdo do processo de SFE
baseia-se na solubilidade do soluto no solvente e/ou no rendimento global de extracdo. A
engenharia bdsica para projetos de equipamento que utilizam fluidos supercriticos estd
disponivel, porém poucos dados tém sido publicados para o cdlculo do aumento de escala de
unidades de extracdo supercritica (Perrut e Clavier, 2003). Segundo Meireles (2003), a questio
do custo € atualmente o principal obstdculo a disseminagdo da tecnologia supercritica, ja que o
potencial do processo e a grande variedade de produtos de alta qualidade que podem ser obtidos
estdo comprovados.

O Brasil possui uma grande biodiversidade contendo 55.000 das 350.000 espécies de
plantas conhecidas no mundo. Isto, associado ao fato de que o Brasil tem tradi¢do em producdo
agricola, pode garantir a disponibilidade de materiais in natura em custo e qualidade adequados.
Além disso, hd diversas pesquisas na América do Sul relacionadas a SFE. Apesar disso, ainda

ndo hd unidades em escala industrial para produzir extratos por SFE nessa regido (Meireles,

12
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2003). As Tabelas 2.3 e 2.4 apresentam as vantagens e desvantagens da SFE e do uso de didoxido
de carbono como fluido supercritico.

Tabela 2.3:Vantagens e desvantagens da SFE

Vantagens

Desvantagnes

Os solventes usados, geralmente, sao
gasosos & pressido e temperatura ambientes,
ou seja, ap0s a extracdao, eles podem ser
facilmente eliminados de ambos, os
residuos de extracdo e os produtos extraidos
e recuperados;

As propriedades de solvatacdo dos gases
comprimidos podem ser grandemente
variadas, tanto pelo ajuste apropriado da
temperatura e da pressio quanto pela
introducdo de agentes aditivos (co-
solventes) que mudem a polaridade dos
gases. Em adicdo, pela alteracdo gradual da
temperatura e da pressdo, podem ser feitas
extracdes multifase e fracionamento do
extrato, nos produtos desejados;

Os extratos quase nao sofrem hidrdlise,
oxidacdo, esterifica¢do, caramelizacdo ou
alteracdes térmicas, por isso representam
melhor o material original;

Os solventes podem ser reutilizados, o que
significa um menor custo operacional

(Maul, 1999; Zancan et al, 2002).

Os extratos obtidos podem possuir
caracteristicas diferentes dos obtidos pelos
métodos convencionais (Quispe-Condori,
2005);

Compostos muito polares, dificilmente
serdo extraidos sem a adicio de um co-
solvente adequado (Maul, 1999);

Na modelagem da extra¢do, ndo existe um
unico modelo que possa representar todas as
matrizes. Cada matriz vegetal se comporta
de uma maneira particular nas mesmas
condi¢Oes operacionais (Quispe-Condori,
2005);

Investimento relativamente alto devido a

operacao a alta pressio;

13
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Tabela 2.4:Vantagens e desvantagens do uso de dioxido de carbono com SFC

Vantagens

Desvantagens

Einerte;

Nao cria problemas ambientais;

Nao é toxico nas quantidades utilizadas (o
que o torna particularmente adequado na
industria alimentar);

Nao € inflamavel;

Largamente disponivel;

Tem uma temperatura critica de 31 °C; ou
seja, as extracdes podem ser conduzidas a
baixa temperatura evitando danos as
propriedades fisico-quimicas dos extratos;
A pressdo critica (73 bar) € relativamente
baixa;

E de baixo custo em purezas elevadas
quando comparado com outros solventes;
Nao sdo necessdrios processos subseqiientes
de purificacdo dos extratos;

Tem uma baixa polaridade, similar a do
pentano e hexano;

Através da simples escolha de diferentes
condi¢des de temperatura e pressao para um
niamero de vasos separadores seqiienciais €
possivel obter uma separacdo fracionada de
COmMpostos organicos;

E facilmente separado do produto que se
pretende extrair através da alteracdo das
condi¢des de pressio e temperatura de
modo que seja gasoso nessas condigdes
(Ribeiro et al, 2001; Li et al, 2003).

O equilibrio de fases entre o solvente
supercritico € o soluto pode ser muito
complexo;

Como € ndo-polar, dissolve muito bem
apenas os solutos nao polares;

A adicdo de co-solventes pode alterar a
do CO,,

residuos desses solventes no extrato, sendo

polaridade mas podem ficar
necessario um processo subseqiiente de
eliminacdo dessas impurezas;

A adig@o de co-solventes altera ainda mais o
de de

complicando a realizagdo do ‘scale-up’, o

diagrama equilibrio fases,

que agrava economicamente 0 processo;
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2.1.7 Aplicacoes da extracdo supercritica

Sdo inimeras as aplicagdes da extracdo com fluido a alta pressio. Como exemplos,
mencionam-se:

v’ Extracdo, refino e fracionamento de 6leos comestiveis, gorduras e ceras: a extra¢do se
refere a extracdo de alguns solutos presentes em materiais naturais solidos, tais como
sementes e frutos. A extracdo de 6leos por metodologias convencionais (prensagem de
sementes e extracdo com hexano) requer uma posterior remocao de fosfolipidios, dcidos
graxos livres e produtos da oxidagcdo. O CO, supercritico pode ser usado para refinar
6leos crus em processo continuo utilizando colunas multi-estdgios com escoamento em
contracorrente. A limitacdo desta aplicacdo € o baixo poder de solvatacdo do diéxido de
carbono, pois freqiientemente € desejdvel a utilizacdo de um co-solvente, tal como etanol,
de modo que a separacdo ndo ocorre apenas por mudanca de pressdo de vapor, mas,
também por interagdes quimicas especificas. Alguns exemplos sdo a separacdo
supercritica de 4cidos graxos livres dos triglicerideos de 6leos naturais (Peter, 1993), a
extracao fracionada de aromas, polimeros, fairmacos, 6leo de figado de bacalhau;

v Producdo de nutracéuticos, aplica¢des farmacéuticas e cromatografia supercritica;

v’ Extracdo de alcaléides de matrizes vegetais: Lack e Seidlitz (1993) apresenta uma ampla
discussdo sobre descafeinizaciao de café e chd;

v Extra¢ido de aromas, antioxidantes e outras substincias ativas de vdrias partes das plantas:
alecrim, segurelha, coentro, tomilho, orégano, murta, cidreira, entre outras;

v’ Separagio de compostos valiosos: carotendides, tocoferois, lecitina. Em geral estes

compostos sdo obtidos de subprodutos da extracdo de dleos, provenientes de etapas da
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desodorizacdo. Os destilados desodorizados sdo ricos em compostos de alto valor
agregado e podem ser extraidos por técnicas supercriticas;

v' Extragio de produtos de elevado valor agregado de algas ou de sementes;

v' Extracdo de lipulo, corantes naturais, esterdis, esteréides e alcaléides;

v" Remogio de compostos poluentes de dguas residudrias;

v Regeneracdo de catalisadores e adsorventes (Bernardo-Gil et al, 2002; Maul, 1999);

v' Purificagdo de materiais, por exemplo: remocdo de dlcool de vinhos e cervejas (Vazquez
da Silva e Barbosa, 2000); tratamento de produtos naturais para remoc¢do de solventes
organicos (Reverchon et al, 2000); obten¢do de produtos de baixo teor de gorduras e

colesterol (Castera, 1994);

2.1.8 Aspectos econdomicos e Perspectivas futuras da utilizacdo de Fluidos Supercriticos (FSC)

na industria

As perspectivas do emprego da extracdo supercritica relacionadas com os resultados das
pesquisas em desenvolvimento ddo maior consciéncia aos demais profissionais da drea sobre as
possibilidades que o processo oferece, sobre sua viabilidade econdmica, disseminacido dos atuais
conhecimentos sobre o assunto, escolha das matérias-primas mais adequadas, necessidade de
obter produtos isentos de solventes organicos, as restricdes cada vez mais presentes no uso dos
solventes orgédnicos toxicos, necessidade de fracionamento de dleos essenciais sem quebra de
molécula e obtencdo de produtos idénticos aos existentes na natureza, os quais sdo adequados
para a industria alimenticia, cosmética e farmacé€utica (Maul, 1999 e Perrut, 2000).

O numero de aplicacdes potenciais da extracao por fluidos supercriticos continua a crescer
em todo o mundo. Pelo que se verifica sua aplicacdo ja € uma realidade, em parte impulsionada

pela demanda crescente de produtos de alta qualidade e da globaliza¢do da economia, também no
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comércio de insumos farmacéuticos, alimenticios, quimicos e cosméticos, e principalmente pela
seletividade, facilidade e capacidade de separacdo e fracionamento que oferece para um grande
nimero de compostos organicos, muitas vezes impossiveis de extrair pelos processos tradicionais
(Perrut, 2000).

Existem outros fatores fundamentalmente econdmicos que se opdem a rapida difusdo da
tecnologia supercritica. Altas pressdes requerem altos gastos de investimento e de operacio.
Atualmente os processos supercriticos competem com os processos de extracdo tradicionais
quando aplicados para obtencdo de produtos de alto valor agregado. Por outro lado, observa-se
tendéncias a mudangas nesse setor. As regulamentacdes cada vez mais restritas em relagdo aos
efeitos sobre a camada de oz6nio, o descarte de compostos organicos volateis e concentragdes
residuais no produto final para protecido dos consumidores e do meio ambiente e regulamentagdes
cada vez mais restritas de paises que tém banido a utilizacdo de muitos solventes para extracdao de
produtos alimenticios, tém facilitado o desenvolvimento de processos de extracao e
fracionamento supercritico, tornando-o mais competitivo (Perrut, 2000).

Ao se comparar os processos de obtencdo dos extratos naturais, devem ser levadas em
consideracdo as propriedades funcionais e a qualidade dos extratos obtidos por diferentes
tecnologias de extracdo. A SFE certamente apresenta custo de investimento desfavoravel frente a
outras tecnologias como hidrodestilacdo (obtencdo de 6leos voldteis) ou qualquer outro processo
de extracdo com solvente a baixa pressdao (LPSE), levando-se em conta o nimero de operacdes
unitdrias (decantagdo, centrifugacio, retirada do solvente do extrato e do lodo de s6lidos (bagaco,
material exaurido) que envolve destilacdo, evaporacdo, descoloracdo, etc) associadas a estes
processos que nao sao requeridas pela SFE. As propriedades e a qualidade dos extratos obtidos
por diferentes processos devem ser confrontadas, desse modo a SFE torna-se competitiva € um

processo alternativo de extracdo (Meireles, 2003).
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Alguns estudos recentes de custo de manufatura de extratos utilizando a tecnologia
supercritica tém mostrado que esta pode ser economicamente vidvel (Pereira e Meireles, 2007;
Pereira e Meireles, 2006; Rosa e Meireles, 2005), além de fornecer uma composicdo quimica
diferenciada quando comparada a outros processos. Desta forma, a SFE torna-se competitiva
como um processo alternativo de extracgdo.

Segundo Rosa e Meireles (2005), para estimar o custo de manufatura (COM — cost of
manufaturing) € importante saber o tempo de extracdo e o rendimento obtido durante este tempo.
Considera-se que a unidade de extra¢do supercritica, em escala industrial, deve ter o mesmo
desempenho que a extracdo em escala laboratorial, se o tamanho da particula, a densidade do
leito e a relacdo entre a massa de sélido e a massa de CO; sdo mantidas constantes.

O COM ¢ influenciado por uma série de fatores que podem ser divididos em categorias
como custos diretos, custos fixos e despesas gerais. Os custos diretos levam em consideracido as
despesas que dependem diretamente da taxa de producdo. Alguns dos itens que contribuem para
custos diretos sdo a matéria-prima, as utilidades e a operacdo, dentre outros. O custo fixo ndo
depende diretamente da taxa de producdo e deve ser considerado mesmo se a operacgdo for
interrompida; como exemplos temos o0s impostos, seguros, depreciacdo dentre outros. As
despesas gerais sdo necessdrias para manter o negdcio e consiste no custo administrativo,

despesas de vendas e na pesquisa e desenvolvimento dentre outros (Pereira e Meireles, 2007).

2.1.9 Estudos sobre extracdo supercritica realizados no Lasefi

Canela et al (2002) estudaram a cinética de extracdo supercritica das substancias lipidicas
presentes na microalga Spirulina (Spirulina mdxima) nas pressdes de 150 a 180 bar e nas

temperaturas de 20 a 70 °C. Os extratos foram analisados quanto ao perfil de sua composi¢ao em
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acidos graxos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM) e
carotendides totais por espectrofotometria.

Rodrigues et al (2003) estudaram a extracdo supercritica do sistema erva-doce
(Pimpinella anisum L) + CO,. Concluiram que o rendimento global de extrato variou entre 3,13 e
10,67% (em massa), a solubilidade do 6leo volétil em CO; variou de 0,011 a 0,0182 kg de soluto/
kg de CO;, na temperatura de 30°C e pressoes de 80 a 140 bar. O principal composto identificado
nos extratos foi o anetol. A modelagem matemadtica das curvas de extracdo foi realizada através
do modelo de Sovova (1994).

Yoda et al, 2003 estudaram a remocao de glicosideos de Stevia rebaudiana Bertoni por
meio de extracdo supercritica realizada num processo em duas etapas: pré-tratamento realizado
pela extracdo supercritica com didxido de carbono e extracdo supercritica com a utilizagdo de
agua como co-solvente. Os resultados mostraram que as curvas de extracdo experimentais sao
descritas com sucesso pelo modelo de transferéncia de massa descrito por Sovova (1994), onde
aproximadamente 72% dos compostos soliveis em CO, foram recuperados na etapa de pré-
tratamento (SFE com CO,) e o componente majoritario foi o diterpeno austroinulina .

Leal et al, 2003 estudaram extratos supercriticos de gengibre (Zingiber officinale Roscoe),
alecrim (Rosemarinus officinalis L) e circuma (Curcuma longa L), obtidos com e sem adicdo de
etanol e dlcool isopropilico como co-solventes, foram avaliados quanto as suas atividades
antioxidantes e antimicobacteriana. Os resultados mostraram que o extrato de alecrim apresentou
grande atividade antioxidante, o extrato de ciircuma apresenta atividade antimicobacteriana e o
extrato de gengibre mostrou atividade seletiva anti cancer .

Braga et al, 2003 estudaram a obtenc¢@o de extrato de ctiircuma através de vdrias técnicas:
hidrodestilacdo, extracdo com solvente a baixa pressdo, soxhlet e extracdo supercritica com

diéxido de carbono e co-solvente. A quantidade mdxima de curcumindides (8,43%) foi obtida na
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extragdo em Soxhlet (1:1, etanol:dlcool isopropilico). Os extratos obtidos por Soxhlet e extracdo
a baixa pressao apresentaram grande atividade antioxidante.

Carvalho Jr (2004) obteve extratos supercriticos de alecrim (Rosmarinus officinalis),
sendo o maior rendimento global para o processo foi obtido a 300 bar e 40 °C. A correlagdo de
aumento de escala proposta para manter compardvel o rendimento global, assim como a cinética
de transferéncia de massa, foi obtida com a utilizacdo de duas unidades de extracdo supercritica
com diferentes geometrias de leito fixo.

O estudo da obtencao de extrato de funcho (Foeniculum vulgare) por extragdo supercritica
foi realizado por Moura (2004). Neste estudo foram avaliados parametros cinéticos, isotermas de
rendimento global e equilibrio de fases. Os resultados mostraram que o rendimento global
mdaximo 12,5% foi obtido a 30 °C e 250 bar; a geometria do leito (Hg/Dg) e a relagdo entre o
consumo de solvente e a massa de alimenta¢do (S/F) devem ser consideradas como varidveis de
processo SFE. Além disso, os testes de estabilidade de fases mostrou que na isoterma de 30 °C
ocorreu um pequeno envelope de equilibrio liquido-vapor. Os principais compostos identificados
no extrato de funcho foram o anetol, a fenchona e os dcidos graxos (dcido oléico, acido linoléico,

acido palmitico, dcido estedrico e dcido palmito oléico) (Moura et al, 2005).

2.1.10 Solubilidade

A massa de soluto dissolvido em um fluido supercritico depende das similaridades e
diferencas nas propriedades termodindmicas e estruturais do soluto e do solvente. Produtos
naturais de interesse como O6leos e misturas multicomponentes devem ser caracterizados
previamente antes de analizar-se sua solubilidade em solventes supercriticos. Por outro lado, o
comportamento de misturas complexas pode ser predito através do estudo de sistemas mais

simples, bindrios ou terndrios. Em 1954, Francis estudou a solubilidade do diéxido de carbono
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liquido quase critico em 261 solutos, comparando dados de solubilidade com a que teriam em
hidrocarbonetos parafinicos, aromdticos e poliaromdticos. No mesmo trabalho reportou 464
diagramas terndrios, distinguindo zonas de equilibrio bifasico, sélido-liquido e liquido-liquido e
zonas de equilibrio trifasico, s6lido-liquido-liquido e liquido-liquido-liquido. A importincia de
seu trabalho ndo se resumiu apenas na amplitude dos sistemas analisados, mas também na
possibilidade de extender suas conclusdes de solubilidade a outras condigdes, isto €, se um
composto € solivel em CO; liquido, também serd solivel em CO, supercritico.

A solubilidade é um pardmetro de grande relevancia na determinacdo das condi¢cdes de
operacdo enquanto que a seletividade permite a obtencdo de informagdes acerca da qualidade e
composi¢do dos extratos (Franga et al, 1999).

Quando se colocam em contato duas fases de composicdes diferentes, pode ocorrer a
transferéncia de massa de componentes de uma fase para outra. Esta é a base das operacdes de
transferéncia de massa. Se estas fases ficarem em contato durante um intervalo de tempo
suficiente, acabardo atingindo um estado de equilibrio. E nesta diferenca na composicio das fases
dos constituintes da mistura que se baseiam algumas operagdes unitdrias, tais como destilacao,
adsorcdo, absorcdo, dessor¢cdo, separa¢do por membranas, extracdo solido-liquido, extracdo
liquido-liquido e, também, os processos de extragdo envolvendo fluidos supercriticos (Sant’ana,
1996).

O equilibrio de fases determina os limites para a transferéncia de massa entre diferentes
fases envolvidas em processos de separacdo, como a extracdo com fluido supercritico. Além da
temperatura e da pressdo outros fatores devem ser considerados para a determinacdo da
solubilidade. Entre estes se podem citar o tamanho e a funcionalidade do soluto, a funcionalidade
do solvente, a pressdo de vapor do soluto, as interacdes moleculares existentes no sistema, as

quantidades envolvidas e a complexibilidade do sistema (Brunner, 1994).
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A Figura 2.4mostra as curvas tipicas de solubilidade de s6lidos em gases em temperaturas
(T1<T3) (curva em forma de “S”), com minimos e maximos bem definidos a moderada e alta
pressdo, respectivamente. As pressdes baixas e moderadas a solubilidade é dada pela relacao
entre a pressao de vapor do solido e a pressdo total, de modo que a curva tende a uma pendente
negativa com o aumento da pressdo até chegar a um minimo, a partir do qual ocorre um grande
aumento da solubilidade como resultado de grandes mudancas na densidade na fase gasosa com
pequenos aumentos na pressdo. O maximo ocorre em altas densidades, quando as forcas
repulsivas entre o soluto e o solvente chegam a ser importantes. Desta forma, a solubilidade do
substrato no fluido supercritico é funcdo da densidade do solvente e da pressdo de vapor do
soluto. Ao se percorrer uma isoterma de solubilidade observa-se que com o aumento da pressio, a
densidade do solvente aumenta. Por outro lado, se numa isobdrica, observa-se que com o
aumento da temperatura ocorre uma diminuicdo da densidade do solvente € um aumento da
pressdo de vapor do soluto. Os efeitos antagdnicos destes parimetros ocasionam uma inversiao da
curva de solubilidade, fendmeno conhecido como retrograda¢do ou condensacido retrégrada. A

inversdao das curvas de solubilidade € resultado da predomindncia de um dos dois fatores

(McHung e Krukonis, 1986).
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Figura 2.4: Solubilidade do naftaleno em diéxido de carbono supercritico em fun¢ao da pressao
(adaptado de Sandler, 1994))

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

Segundo Brunner (1994), a condi¢do de equilibrio em sistemas com fluidos supercriticos

fornece informacgdes sobre:
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e a capacidade do solvente supercritico de solubilizar substincias no equilibrio
termodinamico;

e acomposicio em equilibrio na fase liquida;

e a seletividade do solvente (habilidade do solvente em solubilizar seletivamente um ou

mais compostos da mistura).

2.1.11 Rendimento Global de Extracao

O rendimento global (Xo) € definido como a médxima quantidade de material que pode ser
extraido a uma determinada temperatura, pressio e vazdo S/F. O valor X,. no entanto, ndo
depende apenas das caracteristicas da matéria-prima, mas também da forma com que os
compostos nela presentes interagem com o solvente. Isto significa que as propriedades do
solvente também influem no valor de X,. Entre estas propriedades estd a densidade do solvente,
que afeta diretamente o seu poder de solvatacdo. Rodrigues et al, 2002 mostram
experimentalmente como variagdes na pressdo e temperatura afetam a solubilidade de extratos de
cravo-da-india, gengibre e eucalipto em CO, supercritico. Dados de X, experimentais ou
estimados, de diferentes matrizes vegetais, foram compilados por Meireles (2003). De forma
geral, foi observado que o comportamento do rendimento global com a temperatura e a pressao
pode se assemelhar ao da solubilidade de soluto em fluidos supercriticos. O estudo do rendimento
global permite visualizar o comportamento da solubilidade do extrato, indicando a temperatura e
pressio na qual ocorre o ponto de inversdo. Adicionalmente, proporcionar informagdes
necessdrias para a selecdo das condi¢des operacionais de extragdo, e € usado como um dado
experimental importante na aplicacdo dos diversos modelos mateméticos.

Na Figura 2.4 € apresentado um comportamento do rendimento global com a temperatura

e a pressao para o sistema funcho + CO, (Moura et al, 2004).
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Figura 2.4: Isoterma de rendimento global para o sistema funcho + CO, utilizando a semente (Moura et
al, 2005).

Na Figura 2.4 estdo apresentados os rendimentos globais do extrato de funcho nas
temperatura de 30 °C e 40 °C. A pressdo de inversdo € determinada a 150 bar. Para pressoes
maiores do que 150 bar a influéncia da temperatura no rendimento global é desprezivel (Figura
2.4(a))., apesar de haver diferenca em fun¢do a densidade do solvente (Figura 2.4(b)). Os efeitos
da pressdo e temperatura no rendimento global sdo semelhantes aosefeitos desses parametros na
solubilidade do extrato de funcho em CO, supercritico. Para o sistema funcho + CO, os efeitos da
pressao de vapor do soluto sobre a pressdao de inversao ndo sdao importantes. Entretanto a 100 bar,
o rendimento global € maior a 30 °C di que a 40 °C, entdo para pressdes menores que a pressao
de inversdo (150 bar) ndo pode ser negligenciado o efeito a densidade do solvente no rendimento
global, ou seja para pressdes inferiores a 150 bar a densidade do CO; € fortemente influenciada
pela temperatura, assim, o efeito da pressdo de vapor do soluto € menos importante que o efeito

da densidade do solvente.
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2.1.12 Mecanismo de transferéncia de Massa— Curvas Globais de extracdo (OEC) e

Modelagem

O processo de extracdo de substratos de produtos naturais presentes em matrizes solidas

pode ser dividido em duas etapas:

* Transporte de substancias de dentro do material sélido até a inferface s6lido/fluido;

= Solubiliza¢do das substancias pelo solvente e o transporte da mistura soluto/fluido.
As duas etapas do processo de extracdo de substincias de produtos naturais podem ser
desmembradas em cinco estdgios do mecanismo de transferéncia de massa para sélidos:

= Difusdo e adsorcdo do CO; na matriz sélida;

* Formacdo de um filme de 6leo na superficie do sélido;

* Dissolucdo do filme de 6leo no CO; supercritico;

= Desorcao e difusdo do 6leo no CO;, supercritico;

= Transporte convectivo do 6leo pelo volume de CO».

Graficamente, o comportamento de uma extracdo geralmente € descrito por uma curva de
extracdo. As curvas globais de extragdo (OEC), obtidas através do método dindmico, sdo
determinadas pela massa total de 6leo extraido como fun¢do do tempo de extracdo, ou pela massa
total de 6leo extraido em funcido da massa de solvente utilizada (Brunner, 1994).

A tipica curva de extracdo com fluido supercritico é caracterizada por trés etapas
demonstradas na Figura 2.5 (Yoda, 2001; Rodrigues et al, 2002):

1) Etapa de taxa constante de extracdo (CER), onde a transferéncia de massa ocorre
devido a conveccao na fase fluida;

2) Etapa de taxa decrescente de extracdo (FER), onde tanto os efeitos convectivos na fase

fluida quanto os difusionais na fase sélida determinam a velocidade de extracao;
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3) Etapa de taxa de extracdo difusional, onde ocorre o predominio do fendmeno difusivo

no solido.
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Figura 2.5: Curva de Extracao da carqueja (adaptada de Silva, 2004).

A modelagem matemadtica dos dados experimentais da SFE tem o objetivo de determinar
parametros para o desenvolvimento do processo, tais como dimensdes do equipamento, taxa de
escoamento do solvente e tamanho da particula, para fazer possivel a previsdo da viabilidade de
processos SFE em escala industrial, através da simulacdo das curvas globais de extracdo
(Martinez et al, 2003). Do ponto de vista industrial, a otimizacdo do processo SFE requer o
conhecimento de caracteristicas termodinidmicas (solubilidade e seletividade) bem como
caracteristicas cinéticas (taxa de transferéncia de massa) (Ferreira et al, 1999). Uma vez que no
periodo de taxa de extracdo constante (CER — constant extraction rate) consegue-se extrair entre
50 e 90% do extrato total, a otimizagdo do processo deveria ser focada neste periodo, € a
modelagem poderia ser realizada considerando unicamente o fendmeno de conveccdo (Ferreirra
etal, 1999).

Os parametros cinéticos do periodo CER sdo:
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a) Taxa de extracdo para o periodo CER (M gR);

b) Duracio do periodo CER (t;5r):

¢) Razdo madssica de extrato na fase supercritica na saida do leito (Y.zz)), calculada como a
razdo entre Mgy e a vazao do solvente (Qco,)-

Os parametros cinéticos podem ser calculados através de um ajuste linear dos dados
experimentais, segundo metodologia apresentada por Rodrigues er al (2002).

Ha na literatura modelos totalmente empiricos empiricos baseados no formato das curvas
de extracdo experimentais, mas a maior parte dos modelos parte do balanco de massa do
processo. Alguns modelos matematicos aplamente utilizados sdo, o modelo de Crank (1975),
modelo de Tam e Liou (1989), modelo de Gotto (1993, modelo de Sovova (1994), modelo de
Franca e Meireles (2000) entre outros. Modelos fenomenoldgicos do processo de extracao
consistem de equagdes de balanco de massa para o soluto na fase solida e na fase fluida. Pela
integracdo dessas equacdes diferenciais, perfis de concentracdo dependentes do tempo em ambas
as fases sdo obtidos e a curva global de extracdo € calculada para a concentracdo na fase fluida na

saida do extrator (Martinez et al, 2003, Sovova, 2005).

2.3 Generalidades sobre Antioxidantes

O processamento, e consequentemente a necessidade de preservacdo de alimentos estdo
intimamente relacionados com o incremento da procura de compostos com propriedades
antioxidantes que aumentem o tempo de vida dos alimentos, reduzam as perdas nutricionais e que
permitam o uso de 6leos e gorduras que sdo mais suscetiveis a oxidagao.

A rancificag¢do auto-oxidativa, uma das principais reagdes de deteriora¢dao dos alimentos,
implica no aparecimento de sabores e odores andmalos conhecidos como rango. Essa reacido de

deterioracdo provoca reducdo do valor nutritivo do alimento, e como conseqiiéncia a perda de
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acidos graxos essenciais, sendo alguns produtos, resultantes da reacdo, potencialmente toxicos
(Ordoiiez et al, 2005).

A oxidacdo lipidica ocorre quando o oxigénio reage com lipidios em uma série de reagcdes
em cadeia dos radicais livres, e € que sdo freqiientemente iniciadas pela exposicao dos lipidios a
luz, calor, radiacdo ionizante, ions metdlicos ou catdlise metalo-protéica, e que conduzem a
complexas alteracdes quimicas. A oxidagdo de lipidios em alimentos causa perdas na qualidade e,
em seres humanos, pode causar diversas doencas como cancer, aterosclerose e processos de
envelhecimento (Atoui ef al, 2005; Fukumoto e Mazza 2000).

Os principais substratos da reacdo de oxidacdo lipidica sao os dcidos graxos insaturados,
pois as ligacdes duplas sdo centros ativos que podem reagir com o oxigénio. Os 4cidos graxos
insaturados oxidam-se mais facilmente quando estdo livres, e o grau de insaturagdo também influi
na velocidade de reacdo. O efeito nocivo das reacdes de oxidacdo dos lipidios pode ser
minimizado basicamente com refrigeracdo, acondicionamento e armazenamento adequados,
embora a reacdo ndo seja detida por completo j4 que a auto-oxidag@o requer energia de ativacio
reduzida (Hamilton, 1994).

O mecanismo de reacdo da oxidacdo lipidica envolve alguns processos fundamentais. Na
etapa de iniciacdo ocorre a formacdo de radicais livres devido a retirada de um hidrogénio do
carbono alilico da molécula do 4cido graxo, na presenca de luz e calor. Na propagacdo, os
radicais livres (moléculas susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico) sdo convertidos em
produtos primdrios (outros radicais) da oxidagdo lipidica (per6xidos e hidroperdxidos). Os
radicais livres formados atuam como propagadores da reagdo, resultando num processo
autocatalitico. No término, os radicais combinam-se formando produtos estdveis (produtos

secunddrios de oxidacdo) obtidos por cisdo e rearranjos dos peréxidos (epdxidos, compostos
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volateis e nao voldteis) (Jadhav et al, 1996). O mecanismo de reacdo da oxidacdo lipidica é

mostrado na Figura 2.6:

Iniciagdo RH —— R'+H"

Propagacao R* + O, —— ROO’

ROO*+ RH —> ROOH +R*

Término ROO “+ R* ——= ROOR

ROO™ + ROO™ > ROOR + O, - Produtos estaveis

R® + R" ——> RR

RH = Acido graxo insaturado;
R* = Radical livre;
ROO" = Radical peréxido;
ROOH =Radical hidroperdéxido.
Figura 2.6: Mecanismo de reacio da oxidacao lipidica (Ramalho e Jorge, 2006).

Gordon (1990) classificou os antioxidantes em dois grupos, os primarios e os secundarios.
Os antioxidantes primdrios sdo capazes de interromper a cadeia de radicais, cedendo hidrogénio a
um radical lipidico livre e assumindo a forma de radical estdvel. Podem-se incluir nesse grupo os
compostos fendlicos, que apresentam grupos doadores de elétrons nas posi¢des orto e para de sua
cadeia ciclica. Os secundarios reduzem o processo de iniciacdo, utilizando agentes quelantes de
metais como, por exemplo, o dcido etilenodiaminotetracético e o 4cido citrico.

A origem das substancias antioxidantes pode ser sintética ou natural. Atualmente, existe
uma grande quantidade de compostos, tanto naturais quanto sintéticos, com propriedades

antioxidantes, embora tenham que cumprir certos requisitos para seu uso em alimentos, sendo um
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deles a seguranca para a saide. Em geral, os antioxidantes sintéticos sdo compostos com
estruturas fendlicas que apresentam vdrios graus de substituicdo alquil, ao passo que
antioxidantes naturais podem ser compostos fendlicos (tocoferdis, flavondides e dcidos
fendlicos), compostos nitrogenados (alcaldides, derivados de clorofila, aminodcidos e aminas), ou
carotenoides, bem como acido ascorbico.

Os antioxidantes sintéticos (Figura 2.7) como o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-
hidroxitolueno (BHT), o terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o propil galato (PG) sdo utilizados
para diminuir a fase de propagacao da reacdo de oxidagdo. Entretanto, apresentam inconveniente
de serem volateis e facilmente decompostos em altas temperaturas. Os riscos a saude associados
com o consumo cronico dessas substidncias sdo preocupantes e continuam a ser estudados
(Martinez-Tome et al, 2001).

Apesar da elevada capacidade antioxidante e antimicrobiana desses compostos, a sua
utilizacdo tem sido controversa, pela suspeita de uma possivel toxicidade e/ou mutagenecidade
desses antioxidantes, fator que tem sido objetivo de estudos por muitos anos, € tem trazido um

novo interesse aos antioxidantes naturais (Ribeiro et al, 2001).

Ho;©70/ %/{\ h i ::\( HU@OH
OH o 0/\\/
BHA BHT TBHQ PG

Figura 2.7: Antioxidantes sintéticos.

Ha diversos relatérios recentes sobre o efeito do BHA na conversao de materiais ingeridos
em substancias toxicas ou cancerigenas devido ao aumento da secrecio de enzimas

microssomdticas do figado e dos 6rgdos extra hepdticos, tais como os pulmdes e a mucosa do
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trato gastrointestinal. Além disso, tem sido relatado que o BHT € cancerigeno em ratos. Em
adicdo o TBHQ nao € aprovado para o uso em alimentos na Europa, Japao e Canada (Ribeiro et
al, 2001). Estudos revelam que a possibilidade dos antioxidantes BHA e BHT apresentarem certa
toxicidade e eficiéncia inferior a alguns antioxidantes naturais, junto com uma maior consciéncia
dos consumidores com relacdo a seguranca dos aditivos em alimentos, cria a necessidade de
identificar fontes naturais alternativas de antioxidantes para alimentos (Albu et al, 2004; Ribeiro
etal,2001).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de plantas. Muitas ervas e especiarias,
utilizadas como condimentos em alguns pratos, sdo excelentes fontes de compostos fendlicos.
Tais substancias tém demonstrado alto potencial antioxidante, podendo ser usadas como
conservantes naturais para alimentos (Wang e Zheng, 2001). Muitas espécies incluindo alecrim,
cravo, pimenta preta, gengibre, alho e cebola exibem atividade antioxidante em uma variedade de
sistemas (Auroma et al, 1996). Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de
propriedades funcionais (como antialergénica, antiarteriogénica, antiinflamatoria, antimicrobiana,
antitrombdtica, cardioprotetora e vasodilatadora), mas o principal efeito dos compostos fendlicos
tem sido atribuido a sua acao antioxidante em alimentos (Balasundram et al, 2006).

Antioxidantes naturais extraidos de plantas podem ser usados como alternativas aos
antioxidantes sintéticos, devido a seu efeito equivalente ou maior na inibi¢do da oxidacdo
lipidica. Alimentos ricos em antioxidantes t€ém sido apresentados como tendo papel essencial na
prevencdo de doencgas cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas, sendo as mais
conhecidas as doengas de Parkinson e Ahlzeimer, e problemas causados pelo envelhecimento das
células (Bandoniene et al, 2002; Torre et al, 2001).

Os compostos antioxidantes naturais t€m sido isolados de diferentes partes de plantas tais

como sementes, frutas, folhas e raizes. Esses compostos incluem flavonéides, acidos fendlicos,

32



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

terpenos, tocoferdis, fosfolipidios, dcidos organicos polifuncionais e também extratos de plantas
(Ribeiro et al, 2001).

Nos ultimos anos, a preocupacio constante de proporcionar aos consumidores produtos de
alta qualidade levou a ado¢do de medidas que permitam limitar o fendmeno de oxidacido durante
fases de processamento e armazenagem dos produtos (escolha de processos que limitem as
operacOes de arejamento e tratamento térmico; utilizacdo de matérias-primas refinadas, com
baixos teores de 4gua e isentas de pré-oxidantes; armazenamento a baixas temperaturas em
atmosfera inerte, adicio de compostos antioxidantes, utilizacdo de embalagens estanques e
opacas a radiagao UV, etc). Deste conjunto de acdes a adicio de compostos antioxidantes é sem
ddvida uma pratica corrente, razdo que justifica o atual interesse pela pesquisa de novos
compostos com capacidade antioxidante. O baixo custo de obtencdo, facilidade de emprego,
eficdcia, termo-resisténcia, neutralidade organoléptica e auséncia reconhecida de toxicidade, sdo
premissas para a sua selecdo e utiliza¢ao a nivel industrial.

A interrupg¢do da reacdo em cadeia de oxidagdo lipidica pelos antioxidantes em alimentos
ndo estd completamente elucidada, principalmente sob certos aspectos, como a intera¢do entre os
constituintes do meio. O emprego de antioxidantes em formulagdes € muitas vezes empirico, de
tal modo que a garantia de sua eficdcia nem sempre existe (Silva et al, 1999).

O antioxidante ideal deverd ser seguro do ponto de vista alimentar, ndo alterar o sabor, o
aroma ou a cor do alimento, ser eficiente em baixas concentracdes e a temperaturas de fritura e
cozimento, ser facilmente incorpordvel no alimento, ser de facil obtencdo e de baixo custo.

E freqiiente haver sinergismo entre os compostos com caracteristicas antioxidantes, o que
implica que o uso simultaneo de dois antioxidantes diferentes seja mais efetivo que a quantidade

equivalente de qualquer um deles.
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2.3.1 Alguns Métodos para extragdo de compostos antioxidantes ou substdncias bioativas em
vegetais

Dentre os métodos conhecidos para extracio de compostos antioxidantes de matrizes
vegetais podemos citar os métodos tradicionais de extracdo que utilizam solventes organicos
(etanol, éter, metanol dentre outros) e a extracdo supercritica que mediante mudangas na pressao
e na temperatura transforma qualquer fluido em um fluido supercritico para a extragdao
(Leal et al, 2003).

E importante esclarecer que conforme o método empregado para extracio de um 6leo
volétil ou de um extrato, suas caracteristicas quimicas poderdo ser totalmente alteradas fazendo
com que as suas propriedades funcionais também sejam alteradas.

Para identificacdo e isolamento de compostos bioativos em fontes naturais € necessdria a
realizacdo de extracdo com solventes de diferentes polaridades. As pesquisas enfocam essas

extragdes com o objetivo de comparar seus resultados e encontrar a melhor alternativa para sua

aplicacdo em alimentos.

2.3.1.1 Extragdo com solventes orgdnicos

Pesquisa realizada com folhas de Blumea balsamifera, mediante extracdo seqiiencial com
éter, cloroférmio e metanol possibilitou a determinagdo da atividade antioxidante seqiiestradora
de radical livre e a identificacdo de 11 tipos de flavondides. O extrato metandlico apresentou a
maior atividade antioxidante, seguida pelo extrato cloroférmico e pelo extrato etéreo (Nessa et al,
2004).

Anagnostopoulou ez al (2006) estudaram uma variedade de extratos de cascas de laranja.
Os extratos foram obtidos sucessivamente com tolueno, diclorometano e metanol, de acordo com

o aumento da polaridade do solvente. A fracdo na qual o solvente acetato de etila foi empregado
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pdde ser utilizada como eficiente antioxidante em alimentos e formula¢des medicinais, devido ao
alto contetido de compostos fendlicos e atividade seqiiestradora de radicais livres encontrados na
amostra. O extrato metandlico seco foi dissolvido em dgua aquecida e a solucdo particionada com
éter dietilico, acetato de etila e butanol. Nesse estudo, os extratos foram comparados com os
compostos de referéncia (Trolox (antioxidante andlogo a vitamina E e soluvel em dgua)), acido
ascorbico e quercetina, por apresentarem atividade antioxidante conhecida.

A atividade antioxidante de folhas de orégano foi avaliada por Bendini ef al (2002). Para a
extracao dos compostos fendlicos foram empregados quatro tipos de solventes: etanol, dietil éter,
n-hexano:2-propanol 4:1 (v/v) e n-pentano. O melhor rendimento de extracdo foi obtido com
etanol. O metanol, embora seja considerado o melhor solvente para compostos fendlicos, nao foi
utilizado devido a sua toxicidade e necessidade de ser totalmente removido depois da extracdo
para que o extrato pudesse ser empregado como aditivo alimenticio.

Em folhas de ginsengue (Panax ginseng), o extrato etandlico evidenciou maior agdo
seqiiestradora de radical livre e atividade quelante de ions ferro. Além disso, conteve maior
quantidade de compostos fendlicos (2.333,2 mg/100g) e flavondides (1.199,1 mg/100g) do que os
extratos aquoso e metandlico em extracdo seqiiencial com 4gua, etanol e metanol,
respectivamente (Jung et al, 2006).

Yildirim et al (2001) determinaram a atividade antioxidante e antimicrobiana de Rumex
crispus L., denominada popularmente como lingua de vaca. As folhas secas do vegetal foram
picadas e analisadas quanto ao melhor solvente para se efetuar a extragdo dos compostos
fendlicos. Os solventes empregados foram éter etilico, etanol e dgua.

Frutos de sorva (Sorbus domestica) em diferentes estdgios de maturagdo, cujos extratos
foram obtidos com diclorometano, éter dietilico e acetato de etila, revelaram atividade

seqiiestradora de radical livre maior que a do Trolox. Essa propriedade foi atribuida ao contetido
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total de compostos fendlicos presentes nos frutos. As amostras foram extraidas primeiramente
com metanol e evaporadas, sendo os residuos ressuspenos em dgua e depois particionados com os
solventes correspondentes (Termentzi et al, 2006).

A dgua extrai com eficiéncia os compostos fendlicos com atividade antioxidante devido a
sua polaridade. Em estudo realizado com cogumelos “Ling Chih” (Ganoderma tsugae), o extrato
metandlico apresentou maior atividade antioxidante, porém baixa concentracdo de compostos
fendlicos (24 a 35,5 mg/g) (Mau et al, 2005a). J4 no extrato aquoso, o teor de compostos

fendlicos obtido foi de 40,86 a 42,34 mg/g (Mau et al, 2005b)

2.3.1.2 Extracdo supercritica

As industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica tém interesse pela extragdo
supercritica para a substituicdo dos processos de extragdo convencionais (como a extra¢cdo com
solventes organicos e a hidrosdestilacdo) para obtencdo de odleos voldteis e oleoresinas. A
extragdo supercritica produz extratos livres de residuos e pode ser conduzida em baixas
temperaturas, preservando a qualidade de compostos termo-sensiveis (Zancan et al, 2002).

O grande inconveniente da extracdo supercritica reside na alta pressdo necessiria para a
operacdo que requer equipamentos excessivamente caros. Outras vantagens como, por exemplo,
alta pureza dos extratos e a grande eficiéncia do processo podem tornd-la vidvel para aplicacao
em alimentos (Herrero et al, 2006).

O CO; supercritico estd sendo utilizado para obtencdo de tocoferdis a partir de soja (Del
Valle et al, 2005) e para obtencdo de subprodutos do azeite de oliva (Ibafez et al, 2000).
Antioxidantes naturais tém sido extraidos a partir de plantas como a sdlvia, que tem demonstrado

atividade similar ou maior que a atividade de antioxidantes sintéticos (Senorans et al, 2000).
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Owen et al (2000) relataram que no Centro de Investigacdo do Céancer de Heidelberg, na

Alemanha foi estudado o potencial antioxidante e anticancerigeno de diferentes compostos

fendlicos obtidos a partir do azeite de oliva.

A Tabela 2.5 mostra alguns dos antioxidantes naturais extraidos com CO; supercritico.

Tabela 2.5 : Antioxidantes naturais extraidos com CQO; supercritico.

Condicoes de
Compostos de
Matéria-prima ] operagao Referéncias
Interesse
T (°C) P (bar)

Pistachia vera Antioxidantes  35-60 101-355 Goli et al (2005)
Zingiber officinale R Gingerois 20-40  150-200 Martinez et al (2003)
Zingiber officinale R Gingerois 20-40  100-300 Rodrigues et al 2002)
Zingiber officinale R Gingerdis 20-35 200-250 Zancan et al (2002)
Rosmarinus officinalis L.~ Antioxidantes  40-60  100-400 Ramirez et al (2004)
Coriander sativum Antioxidantes ~ 58-85  116-280 Yépez et al (2002)
Hierochloe odorata Antioxidantes 40 250-350  Grigonis et al (2005)

Grigonis et al (2005) estudaram a agdo antioxidante de extratos de erva-doce americana,

mediante trés tipos de extracdo. Na primeira utilizaram aparelho de Soxhlet, na segunda

microondas e na terceira diéxido de carbono supercritico. Esse tltimo foi considerado o método

de extracdo mais eficiente com relagdo ao rendimento dos extratos e concentracdo de compostos

bioativos, além dos aspectos ambientais.

Luengthanaphol et al (2004) compararam o rendimento e a atividade antioxidante de

extratos de sementes de tamarindo (Tamarindus indica L.) extraidos com CO; supercritico e CO,

supercritico + co-solvente (etanol 10 %) com os extratos obtidos com etanol e acetato de etila.

Verificaram baixo rendimento na extracdo com fluido supercritico, porém a adi¢cdo do co-
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solvente melhorou significativamente a extracdo dos antioxidantes. Obtiveram extra¢do mais
efetiva utilizando etanol como solvente, na qual constataram menores valores no teste de
perdxidos.

Os extratos de folhas de boldo obtidos sob alta pressio com CO, supercritico
apresentaram menor atividade antioxidante que os extraidos com dgua quente pressurizada (110
°C) e os obtidos em aparelho Sohxlet com metanol (Del Valle et al, 2005). Extratos de Aloe vera
(Aloe barbadensis) obtidos com CO, supercritico apresentaram menor atividade seqiiestradora de
radical livre que os extratos etandlico, porém evidenciaram maior atividade antioxidante que o
alfa-tocoferol e o BHT (Hu et al, 2005).

A extracdo de compostos antioxidantes presentes em ervas e especiarias tem demonstrado
maior eficiéncia quando submetidos a extracao supercritica com CO». O rendimento e a atividade
antioxidante de extratos de alecrim demonstraram resultados mais satisfatérios nessas condicoes,
quando comparados com os processos de hidrodestilacdo e extracdo com etanol e hexano

(Carvalho Jr et al, 2005).
2.3.2 Métodos de Avaliagdo da Atividade antioxidante
2.3.2.1 Método DPPH

Este método avalia a habilidade do antioxidante doar hidrogénio. O antioxidante reage
com o radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina), convertendo-o em sua forma reduzida DPPH"

conforme ilustra a reacao.

DPPH" + AH — DPPH-H +A”
DPPH* + R* ——a DPPH-R

Nesta reac@o a solu¢do de DPPH, inicialmente de coloracdo violeta, torna-se amarelada e

o grau deste descoloramento indica e habilidade do antioxidante de seqiiestrar o radical livre.
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2.3.2.2 Reac¢do acoplada do p-caroteno - dcido linolénico

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linolénico avalia a atividade de inibi¢do de
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do 4cido linol€nico. O método estd fundamentado
em medidas espectrofotométricas de descoloracdo (oxidagao) do P-caroteno induzida pelos

produtos de degradacao oxidativa do 4cido linolénico.

2.3.2.3 Novos métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

Embora os antioxidantes sejam reconhecidos como fitonutrientes importantes (Panel on
Dietary Antioxidants and Related Compounds, 2000), atualmente ndo ha nenhum “antioxidante
total” com um indice nutritivo disponivel para o alimento devido a falta de métodos padrdo
quantitativos. Ao contrdrio de outros nutrientes, os antioxidantes sdo quimicamente diversos. Os
antioxidantes mais comuns atualmente nos vegetais sdo as vitaminas C e E, os carotendides, os
flavondides e os compostos do tiol (SH), etc. A diversidade quimica dos antioxidantes dificulta a
separacdo e quantificacdo dos antioxidantes da matriz vegetal individualmente.
Conseqiientemente, é desejavel estabelecer um método que permita medir o nivel de atividade
antioxidante total diretamente dos extratos vegetais.

Recentemente, muitos métodos foram desenvolvidos para medida de atividade
antioxidante total (Rice-Evans, 2000), capacidade antioxidante (Young, 2001; Kirschbaum, 2001)
ou potencial antioxidante total (Lissi et al, 1995; Simonetti et al, 1997). Entre estes a capacidade
antioxidante equivalente Trolox (TEAC) (Van de Berg et al, 1999), o potencial de adsorcdo
radical total (TRAP) (Evelson et al, 2001), a reducdo férrica/poder antioxidante (FRAP) (Benzie
et al, 1999) e a capacidade de absorver radicais de oxigénio (ORAC) (Cao et al, 1999) sdo

representativos. Mecanisticamente, estes métodos sdo baseados em uma unica reacdo de
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transferéncia de elétrons ou em uma reacdo de transferéncia do d&tomo de hidrogénio entre um
oxidante e um radical livre.

O método ORAC (capacidade de absorver radicais oxigénio) € utilizado pelo USDA
(United States Departamentt of Agriculture) para selecionar alimentos com grande poder
antioxidante, sendo conhecido como valor ORAC. Estes alimentos sdo destacados por apresentar
protecdo antioxidante in vivo para os consumidores por via alimentar. Este método estd sendo
utilizado por permitir uma medida global do poder antioxidante de substincias puras e misturas
como em frutas e extratos de plantas.

O teste ORAC ¢ realizado em espectrofotometro e consiste na medida da protecao
exercida pelas moléculas contra a oxidagdo da fluoresceina pelo radical livre AAPH (2,2° —
azobis 2 — amidino — propano diidroclorido). Os resultados sdo dados referentes a protecao
exercida por um composto de referéncia, o Trolox (Ou et al, 2002).

O principio do ensaio ORAC foi desenvolvido inicialmente por Cao et al (1999) e
melhorado significativamente por Ou et al (2001).

Ou et al (2001) identificaram os produtos oxidados da fluoresceina e 0 mecanismo de
reacdo foi determinado. Na reacdo um mol de AAPH perde um dinitrogénio para gerar dois
moles de um radical AAPH em uma taxa constante.

R-N—R-N —— ,R" + N2

O radical AAPH reage com o oxigénio para formar um radical peroxil mais estdvel

ROO*.
R*+ O, —> ROO*
A perda de fluorescéncia da fluoresceina € uma indicacdo da extensdo da sua reagdo com

o radical peroxil. Na presenc¢a do antioxidante, 0 ROO* retira um dtomo de hidrogénio desta para
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formar um hidroper6xido (ROOH) e um radical antioxidante estdvel (ArO*), em conseqiiéncia os

danos a fluoresceina induzidos pelo radical peroxil sdo inibidos.

ROO* 4+ ArOH —= ArO* + ROOH

Ou et al (2001) mostraram que, sob circunstancias experimentais de ORAC, a diminui¢do
da fluorescéncia independe das concentra¢des de fluoresceina, mas dependem da concentracdo de
AAPH. Assim, a taxa de reacdo € limitada pelo AAPH. A maioria das amostras ndo afeta a taxa
de termo decomposi¢cdo do AAPH, e o AAPH ndo reage diretamente com o antioxidante. Em
conseqiiéncia, o ensaio de ORAC mede diretamente a atividade antioxidante pelo mecanismo de
quebra de corrente dos radicais peroxil. Ou et al (2002) sugerem que a ordem da atividade
antioxidante de vegetais deve ser baseada em resultados ORAC. Estes pesquisadores analisaram
em torno de 1000 extratos vegetais representativos e que fornecem dados valiosos para o
estabelecimento de uma medida global do poder antioxidante de substincias puras, misturas

como em frutas e extratos de plantas.

2.4 Atividade antiinflamatoria

As lipoxigenases (linoleato:oxigénio oxiredutase Ec 1.13.11.12) sdo isoenzimas que
catalisam a oxida¢@o de dcidos graxos polinsaturados contendo o sistema cis, cis-1,4-pentadieno,
para formar hidroperéxidos (Bunker et al, 1995).

Os principais substratos das lipoxigenases em plantas superiores sdao os dcidos linoléico
(Cis2) e linolénico (Cis:3) . As lipoxigenases vegetais estdo envolvidas na biossintese de
compostos regulatérios, tais como acido traumdtico e dcido jasmonico (Anderson et al, 1989),

crescimento e desenvolvimento (Hildebrand et al, 1989), senescéncia (Rouet-Mayer et al, 1992),
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germinacido de sementes (Croft er al, 1993), resposta a ferimento (Vieira et al, 2001) e reserva

vegetativa (Stephenson et al, 1998).

A Figura 2.8 apresenta um esquema da reacdo de inflamacdo da lipoxigenase em seres

humanos. A via das lipoxigenases faz parte de uma sintese mais complexa de eicosandides. Estas

sdo substancias com 20 dtomos de carbono derivadas de dcidos graxos essenciais responsiveis

pela acdo das prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos que exercem fung¢des como, controle

da pressio arterial, indu¢do a agregacdo plaquetdria e inducdo da resposta inflamatdria,

respectivamente (Cotran et al, 2000).
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Figura 2.8: Geracao de metabélitos do acido araquidonico e seus papéis na inflamacio (adaptado de

Cotran et al, 2000).

O estudo da reagdo inflamatéria e o desenvolvimento de novas terapias e drogas sempre

dependeram de modelos animais e de reacdes modelo bioquimico in vitro. Do ponto de vista
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laboratorial existem diversos métodos experimentais empregados na investigacdo do processo
inflamatério. Estes métodos sdo bastante varidveis e analisam alguns aspectos do processo
inflamatério (Garcia & Leme, 1979). Exemplos:
e 0s fendmenos vasculares precoces: dilatacdo, alteracdes de fluxo, dindmica circulatoria;
e asalteracOes da permeabilidade vascular;
e 0 desenvolvimento de edemas;
e a pesquisa de fatores quimiotatios (responsdveis por recrutar células inflamatdrias) e seu
mecanismo;
e 0s processos fagocitdrios;
e a andlise quimica e farmacoldgica de exsudatos inflamatérios e perfusatos de areas
inflamadas, para detec¢do de substincias ativas (mediadores e enzimas);
e asalteracdes no sistema linfético;
® 0s processos cicatriciais.
A inibi¢do da lipoxigenase de soja proposta como modelo bioquimico in vitro, avalia a

acao antiinflamatdria de drogas usadas no tratamento de Coliti ulcerativa (Allgayer et al, 1984).

2.5 Plantas

Plantas medicinais t€m sido utilizadas como alternativa em varios paises no tratamento de
doengas. Os extratos e 6leos volateis de muitas plantas tém tido suas propriedades bioldgicas
avaliadas in vitro e in vivo, a fim de elucidar e avaliar as propriedades terap€uticas atribuidas pela
medicina popular.

Virias espécies aromdticas superiores sdo usadas na medicina popular por suas atividades

bioldgicas e propriedades de inibicao de fungos e bactérias.

43



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

Brasil, Cuba, India, Jordania e México sdo paises com flora de grande diversidade e rica

tradi¢do no uso de plantas medicinais (Duarte et al, 2005).

2.5.1 Lavanda brasileira (Aloysia gratissima)

A familia das Verbenaceae compreende cerca de 170 géneros e 2300 espécies distribuidas
pelas regides tropicais e subtropicais, principalmente no hemisfério Sul (De Figueiredo et al,
2004).

Aloysia gratissima (Gill. & Hook.) Tronc. [sindnimos botanicos Aloysia lycioides Cham,
Verbena gratissima Gill e Hook, Lippia lycioides (Cham.) Steudel] (Figura 2.9), muito difundida
na medicina popular sul americana, ¢ uma planta aromadtica, rica em 6leo essencial, nativa da
América do Sul. Esta planta apresenta uma grande variedade de nomes populares, sendo as

29 ¢

denominagdes mais conhecidas no Brasil, “erva de nossa senhora”, “erva da graga” (Alice et al,
1995), “mimo do Brasil”, “garupa”, “erva da pontada”, “ervas das sepulturas” e “erva santa”
(Castro e Chemale, 1995),” lavanda brasileira” (Ricciardi et al, 2006) e “alfazema brasileira”
(Franco et al, 2007). Na Argentina, de acordo com Ricciardi et al (1999), é conhecida como
“angel”, “organillo”, “azhar Del campo” e “nifio rupd” (nome também utilizado pelos indios
guaranis). No Uruguai é conhecida por “cedron del monte” e nos EUA por “withebrush”.
Apresenta-se como um arbusto que alcanca uma altura mixima de 3 metros. Ocorre como
touceiras densas e desordenadas contendo espinhos nos ramos. Possui flores de coloragiao branca,

dispostas em cachos ao longo dos ramos, muito perfumadas, florescendo de agosto a fevereiro

(Franco et al, 2007).
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Figura 2.9: Lavanda brasileira (Aloysia gratissima (http://www.wildflower.org/plants)).

A Lavanda brasileira ¢ amplamente utilizada na medicina tradicional. Infusdes das partes
aéreas desta planta sdo largamente utilizadas na Argentina por ser tonica eficiente para problemas
estomacais e digestivos, por apresentar propriedades diaforética e afrodisiaca (Ricciardi et al,
2006). Na Bolivia esta planta € utilizada como sedativo e para problemas estomacais, no Paraguai
e no Uruguai é utilizada por suas propriedades antiespasmoédias (Bassols e Gurni, 1996). No
Brasil as folhas frescas de lavanda brasileira sdo utilizadas para tratar distirbios bronquicos e
digestivos (Lorenzi et al, 2002).

Foram efetuadas investigacOes sobre os Oleos voldties obtidos a partir de partes aéreas
lavanda brasileira. Na maioria dos estudos de plantas coletadas na Argentina os principais
compostos mencionados foram: monoterpenos (pinenos, limoneno, 1,8 - cineol), bem como
sesquiterpenos (De Riscala et al, 1973; Toursarkissian, 1980). Pulegone (65,8%) foi mencionado
no o6leo de flores da espécie colhidas em Coérdoba (Zygadlo et al, 1995), compostos
sesquiterpénicos dominados por cadinol (17 - 33%) e 6xido de cariofileno (11-15.8%) foram

identificados em todo o extrato vegetal volatil (Bailac et al,1999; Duschatzky et al, 2004).
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Recentemente, Ricciardi et al (2006) reportaram a composi¢do quimica do 6leo de plantas
colhidas em diferentes estagdes do ano em trés localidades na provincia de Corrientes, Argentina.
Foram observadas significativas variagdes na composi¢ao quimica; os constituintes majoritarios
foram: a-tujona (6,8 - 17,5%), B-elemeno (tr a 35.7%), viridiflorol (0,9 - 33,6%), B-cariofileno
(1,8 - 28,0%), germacreno D (1,9 - 10,1%), biciclogermacreno (3,8 - 12,8%), (E)-nerolidol (tr a
11,6%) and 10-epi-cubebol (0,1 - 13,4%). O rendimento do 6leo ndo mostrou diferengas
significativas (0,7-1,3%) e o grupo dos sesquiterpenos foi predominante para todos os Oleos
estudados (57%-89,2%).

Andlises quimicas do 6leo essencial obtido de flores (Soler et al, 1986a) e folhas (Soler et
al, 1986b) de lavanda brasileira colhidas no Uruguai apresentaram quantidade significativa de
sabineno para ambas as amostras, entretanto a quantidade de sesquiterpenos difere com a parte da
planta: B-bisaboleno e copaenol foram os compostos majoritirios das folhas e B-cariofileno,
oxido de cariofileno e globulol foram os compostos majoritdrios presentes nas flores de A.
gratissima.

De acordo com Bauer et al (1969), o 6leo volatil de lavanda brasileira obtido de plantas
brasileira apresentou em sua composicao 1,8-cineol (3%), ésteres (9,7%), limoneno, alcoodis
sesquiterpénicos e recentemente pulegone, limoneno, espatulenol, o-pineno, o-tujona e
pinocanfone foram identificados (Trovati et al, 2003). Finalmente, o extrato hexdnico de partes
aéreas de plantas desta espécie colhidas em Goidnia apresentou em sua composi¢iao
sesquiterpendides como guaiol, bisabolol e espatulenol (Da Silva et al, 2006).

Investigacdes bioldgicas sobre dleos essenciais de lavanda brasileira indicaram atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Bacillus subtilis (Bailac et

al,1999) e significativa atividade fungicida contra Ascosphaera apis, responsavel pelo

46



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

desenvolvimento de micoses (Dellacasa er al , 2003). Foi observado um efeito nematicidal contra
o nematodo Meloidogyne (Duschatzky et al, 2004). Significativa atividade contra Candida
albicans foi observada (MIC acima de 2,0 mg/mL) em uma amostra de lavanda brasileira colhida
no Brasil mas, infelizmente, estes resultados foram relatados, sem qualquer informacgdo sobre a

composi¢do quimica do 6leo (Duarte et al, 2005).

2.5.2 Quebra pedra (Phyllanthus amarus)

Plantas do género Phyllanthus t€ém sido largamente utilizadas na medicina tradicional na
China, Filipinas, Nigéria, Africa, Caribe, América do Sul e Central no tratamento de diversos
tipos de doencas (Thyagarajan et al, 1988 citado por Sdnchez-Lamar et al, 2002).

Phyllanthus amarus, de género Phyllanthus (Euphorbiaceae), € uma erva anual, lisa, com
folhas delgadas, ramificada de galhos pequenos e encontrada por toda parte quente da India e na
maioria dos paises tropicais (Puslhpangandan et al, 2001 citado por Rai et al, 2005). No Brasil é
encontrada no nordeste do pais e ¢ popularmente conhecida como ‘“quebra-pedra” por ser
indicada no tratamento de litiase renal (Lorenzi e Matos, 2002). A Figura 2.1 apresenta uma foto

da planta utilizada neste estudo.
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Figura 2.10: Quebra pedra (Phyllanthus amarus) cultivada no Campo Experimental do CPQBA-
UNICAMP.

Virias propriedades terapéuticas tém sido atribuidas as plantas do género Phyllanthus,
como atividade antipirética, antibacteriana (Vinayagamoothy, 1982), antiparasitica (Omulokoli et
al, 1997), anticonceptiva (Filho et al,1996) e antiviral (Ott et al, 1997).

A planta tem emprego em praticas caseiras justificadas pelos efeitos: antiinflamatério
(Kiemer et al, 2003), antimutagénico (Sripanidkulchai et al, 2002), antiviral, capaz de controlar a
replicacdo do virus HIV (Notka et al, 2003) e atuar contra o virus da hepatite B (Lorenzi e Matos,
2002).

Espécies como Phyllanthus amarus L. e Phyllanthus emblica apresentaram extratos
brutos com atividades antioxidante e/ou protecdo antigenotoxica (Dhir et al, 1990; Dhir et al,
1993, Gowrishanker e Vivekanandan,1994 citados por Sdnchez-Lamar et al, 1999).

A atividade antiviral contra o virus da hepatite é a mais relevante propriedade descoberta
desta planta (Venkateswaran et al, 1987; Thyajarajan et al, 1990). Estudos pré-clinicos foram

desenvolvidos a fim de verificar a eficicia da utilizacdo do extrato de Phyllanthus orbicularis

48



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

como alternativa no tratamento de Hepatite B e Herpes do tipo II (Del Bairro et al, 1995 citado
por Sdnchez-Lamar et al, 1999). Extrato aquoso de Phyllantus amarus € utilizado tanto na
medicina tradicional como na medicina popular devido a sua atividade antiviral.

Phyllanthus amarus e outras espécies de Phyllanthus t€m demonstrado inibi¢do contra o
virus HIV in vitro (Qian-Cutrone et al, 1996; Ogata et al, 1992).

Espécies quimicas mostraram que o extrato de plantas do género Phyllanthus apresentam
como constituintes compostos amargos, 4dcido ricinoléico, lignanas (filantina e hipofilantina),
alcal6ides e flavondides (quercetina) (Symasundar et al, 1985).

A andlise fitoquimica dos extratos de quebra pedra registra a presenca de lignanas, quando
extraidas com hexano (Kassuya et al, 2003), de triterpendides quando extraidas com hexano,
glicosideos, flavondides, alcaldides e taninas, quando extraidas com élcool, e alcaldides, taninas e
saponinas, quando extraidas com dgua (Khatoon et al, 2005).

Dentre os antioxidantes naturais encontrados no extrato de quebra pedra estdo as ligninas
(Shahidi, 1997), as taninas, como a quercitina, e os flavondides (Simic e Karel, 1980). Na
extragdo de quercitina com a tecnologia supercritica é recomendado o uso de um co-solvente que
aumente a solubilidade da quercetina no fluido supercritico, ou seja, que altere sua polaridade
(Chafer er al, 2004). Do mesmo modo Chiu et al (2002) indicam o uso de etanol como co-
solvente para aumentar a concentracdo de flavonéides quando extraido com CO; supercritico.

Foram isoladas do extrato hexdnico de quebra pedra fracOes ricas em lignanas como
filtetralina, nirtetrakina e nirantina (Kassuya et al, 2003). Lignanas possuem relevantes
propriedades farmacoldgicas como antioxidante, antiinflamatdria, antiviral e imunomodulatéria
(MacRae e Towers, 1984).

Candida et al (2006) estudaram a acdo antiinflamatdria do extrato hexanico de quebra

pedra associado a presenca de lignanas especialmente nirantina. Esta lignana causou pronunciada
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atividade antiinflamatéria e antialodinica quando associada com PAF (1-O-hexadecil-2-O-acetil-
sn-gliceril-3-fosforilcolina) receptor.

O interesse pelas filantinas e hipofilantinas presentes nos extratos de Phyllanthus esta
relacionada com as proriedades hepatoprotetora destas substancias contra o tetracloreto de
carbono e a galactosamina causadores de citotoxicidade em ratos (Symansundar et al, 1985).

Segundo Kumaran e Kurunakaran (2007) os extratos metandlico das plantas estudadas,
todas do género Phyllanthus, mostraram elevadas atividades antioxidante e antiradical (DPPH),
atividade de eliminagdo de superdxido anion, per6xido de hidrogénio e 6xido nitrico e capacidade
de quelar metais quando comparados com hidroxitolueno butilado (BHT) e 4cido ascérbico.

O extrato metandlico de quebra pedra apresentou significativa atividade antimicrobiana
contra Shigella sp, E. coli, V. cholerae e S. aureus e moderada atividade antimicrobiana contra S.
typhimurium, P. aeruginosa, B. subtilis, Khebsiella e Streptococcus spp.

Lim e Murtijaya (2007) mostraram que os métodos de secagem interferiram na atividade
antioxidante da quebra pedra. O extrato metandlico da planta que sofreu secagem por microondas
apresentou menor atividade antioxidante enquanto que extratos obtidos por hidrodestilacdo
apresentaram significativa atividade antioxidante devido a grande solubilidade dos compostos,
quebra dos constituintes celulares e hidrdlise de taninas. Concluiu-se que a alta atividade
antiradical dos extratos de quebra pedra sugere um grande potencial de aplicacdo na industria

como ingrediente de alimentos funcionais.

2.5.3 Ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata)

O Brasil € o centro mais importante de colheita de plantas do género Pfaffia

(Amaranthaceae) das Américas (Siqueira, 1988) encontradas principalmente nos estados da
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Amazodnia, Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso e Goids (Vidal e Vidal et al, 1967; Teran, 1990;

citados por Cortez, 1998). A Figura 2.11 apresenta uma foto do ginseng brasileiro.

Figura 2.11: Ginseng brasileiro (Pfaffia paniculata) (http://www.rain-tree.com/Plant-Images/suma-
pic.htm)

No Brasil, vérias espécies do género Pfaffia, pertencentes a familia Amaranthaceae sdo
utilizadas em substitui¢do ao ginseng, sendo conhecidas como “ginseng brasileiro” e fafia. Entre
essas espécies sdo citadas: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, Pfaffia iresinoides Sprengel e
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze (Shiobara et al, 1992). Dentre os paises da América do Sul, o
Brasil se destaca como o mais importante centro de cultivo de plantas do género Pfaffia
(Siqueira, 1988, citato por Freitas et al, 2004), uma das plantas medicinais nativas brasileiras
mais empregadas nos ultimos anos (Queiroga, 2004). O ginseng brasileiro estd entre os maiores
volumes de venda da industria nacional de fitoterdpicos (Comissio de Homeopatia e Fitoterapia
do Sindufarm, 1995). O exemplo do ginseng, o uso de Pfaffia tornou-se uma panacéia, sendo

popularmente denominada “para-tudo”, “suma” ou “corango” (Oliveira, 1986). Os produtos sdo,

geralmente, rotulados como P. paniculata ou ginseng-brasileiro e as indicagdes fornecidas pelos
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fabricantes sdo: “revigorante, regenerador celular, indicado para esgotamento fisico ¢ mental e
falta de memoria” ou “indicado como auxiliar no tratamento de irregularidades circulatorias,
estresse, anemia, diabetes...” ou “indicado nos caso de fadiga fisica, intelectual e de indisposi¢cdo
em geral; contribui no tratamento de fraqueza sexual”.

O termo ginseng pode se referir a muitas plantas. A raiz seca da espécie Panax ginseng,
conhecida como Ginseng coreano ou chinés, € uma famosa e preciosa erva usada por muitos anos
como medicamento de cura e tonico na China, Coréia e Japao (Wu et al, 2005). Entre seus
diversos efeitos sobre o sistema nervoso, o Ginseng € conhecido principalmente por ser um
estimulante do aprendizado e da memoria (Qiao et al, 2005). Os mais importantes principios
ativos do Ginseng sdo as saponinas, compostas por vdrios ginsenosideos e exercem indmeros
efeitos sobre o estresse e o sistema imunolégico (Kim et al, 2003)

Os principais compostos presentes no ginseng brasileiro que constam na literatura sio:
sitosterol, estigmasterol, alantoina, dcido pfaffico e os pfaffosideos A, B, C, D, E e F (Takemoto
et al, 1983; Nishimoto et al, 1984; Nakai et al, 1984), sendo que os mesmo autores detectaram
efeito inibitério do 4cido pfaffico e dos pfaffosideos no crescimento de células tumorais de
melanoma B-16 (modelo para estudos de tumores metastiticos, tendo afinidade quase que
exclusiva para o tecido pulmonar). O tumor pode ser mantido na forma de cultura de células,
sendo implantado no tecido celular subcutaneo em ratos. A estrutura quimica do 4cido pffifico é

apresentada na Figura 2.12.

COOH

OH
Figura 2.12: Estrutura quimica do acido pffafico (Rates e Gosmann, 2002).
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Ap6s a descoberta do acido pféffico, presente nas raizes de Pfaffia paniculata o interesse
no estudo das espécies do género vem crescendo devido a atividade antitumoral deste 4cido
(Nishimoto et al, 1984).

A raiz moida do ginseng brasileiro era usada por indios da América do Sul para uma série
de pequenas enfermidades e segundo De Araujo et al, 1994 citado por Ballas, 2000, contribui
para o melhoramento do quadro da “Doengas das Células Frageis”, doencga que atinge as células
sanguineas tornando-as deformadas. Ballas (2000) estudou o efeito do ginseng brasileiro no
processo de hidratacdo de eritrécitos deformados in vitro e concluiu que a utilizacdo da espécie
sozinha ou combinada com outros agentes € uma alternativa eficaz no tratamento deste tipo de
doenca.

Mazzantine e Braghirolli (1994) citados por Neto et al (2005), reportaram atividade
analgésica e antiinflamatdria do extrato bruto de ginseng brasileiro. Esterdis e outros compostos
presentes nas raizes de ginseng brasileiro apresentaram atividade antineopldsica e estudos
mostraram que esterdis (stigmasterol e sitosterol) adicionados a dieta reduzem o colesterol
(Cleghorn et al, 2003 e Ling e Jones, 1995), apresentam a¢@o antiinflamatdria (Aboutabl et al,
2002 e Navarro et al, 2001), efeito analgésico e antiinflamatério (Aboutabl et al, 2002 e
Villasenor et al, 2002 ).

O ginseng brasileiro é comercialmente acessivel como cdpsulas contendo raizes em po,
misturadas ou ndo com extratos etandlicos destas plantas (Matsuzaki et al, 2003). Os extratos
supercriticos sem co-solvente de ginseng brasileiro, obtidos por Leal et al (2005(a)), entre as
diferentes pressoes (100 a 300 bar) e temperaturas (30 °C e 50 °C) estudadas, exibiram atividade
antioxidante praticamente constante € menor que a dos extraidos por hidrodestilacido e extracdo

com solvente organico.
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Capitulo 3 — Material e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados e descritos os materiais e métodos utilizados para
determinacdo de pardmetros de processo da obtencdo dos extratos por extragdo supercritica, de
trés plantas (lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro) conforme Figura 3.1.

Inicialmente, foram realizados experimentos para determina¢do do rendimento global de
extracao supercritica, sendo este um importante parametro de processo que informa a quantidade
de substincias extraiveis da matriz vegetal a determinadas temperatura, pressio e S/F.
Paralelamente, foram realizadas extracdoes a baixa pressio (LPSE) e hidrodestilacdo a fim de
verificar a influéncia do método de extracao utilizado no rendimento global, na composi¢ao dos
extratos e em suas atividades bioldgicas. Na seqiiéncia foram realizadas as andlises do perfil de
composi¢do dos extratos obtidos pelas diferentes técnicas de extracdo. As técnicas empregadas
para avaliacdo da composi¢do dos extratos foram Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
Cromatografia Gasosa com Detector por Ionizacio em Chamas (CG-DIC) e Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM). A atividade bioldgica dos extratos
também foi avaliada. As técnicas empregadas foram método DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina), o método ORAC (capacidade de absorver radicais de oxigénio) e o método da
reacdo acoplada beta-caroteno e 4cido linolénico para determinagdo da atividade antioxidante dos
extratos e método da determinac¢do da atividade inibitdria da lipoxigenase de soja para avaliacdo
da atividade antiinflamatéria dos extratos.

Os experimentos de extracdo foram realizados no LASEFI — Laboratério de Tecnologia
Supercritica: Extracdo, Fracionamento e Identificacdo de Extratos Naturais, DEA/FEA -

UNICAMP.
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A identificacdo dos compostos presentes no 6leo voldtil e no extrato SFE de lavanda
brasileira e as determinacdes da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e pelo método
ORAC e a avaliagdo da atividade inibitéria da lipoxigenase (antividade antiinflamatéria) dos
extratos de lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro foram realizadas no Laboratoire
de Chimie Biomoléculaire, ENSCM, Montpellier, Franca.

Os fluxogramas Figura 3.2 — 3.4 mostram as etapas do estudo realizado com cada planta.
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Matéria-prima

Lavanda brasileira,
Quebra pedra,
Ginseng brasileiro

Preparagdo da M-P:
Moagem e Peneiragdo

Caracteriza¢dao da M-P

* Densidade real;
* Porosidade;
* Didmetro médio;

* Umidade.
I
Extragao
Extracdo Extracédo a
Supercritica Baixa pressdo Hidrodestilacao
(SFE) (LPSE)

P, T,

vazao |

1

Etanol—l

Metan(;l

Hexano—l

CCD, CG-DIC,
CG-EM

Figura 3.1: Fluxograma esquematico da metodologia de trabalho.
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Lavanda brasileira
Caracterizacdo da . 1
M-P Diametro médio
Extracdo
Hidrodestilagao SFE LPSE
A1i mica AA: B-caroteno
AnalclsGe_QDLIqulca. Atividade AA: B-caroteno, P
CG-EM antiinflamatéria DPPH, ORAC.

Figura 3.2: Fluxograma do estudo realizado com a lavanda brasileira.
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Quebra pedra

Caracterizacdo da

Diametro médio

M-P
Extracdo
I
SFE LPSE
I I [ I
Anadli fmica: AA: . .
ndlise Quimica Atividade AA: Anilise Quimica:

CG-DIC, i . B-caroteno,
CG-EM antiinflamatdria DPPH. B-caroteno CCD

Figura 3.3: Fluxograma do estudo realizado com a quebra pedra.
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Ginseng brasileiro

* Densidade real;
Caracterizacdo da * Porosidade;
M-P * Diametro médio;
* Umidade.
Extracdo
I
| ]
SFE LPSE
I I [ I
AnalclsC?_QDlInleca: Atividade B—C:ﬁcﬁ;no AA: Analise Quimica:
CG-EM antiinflamatéria DPPH. B-caroteno CCD

Figura 3.4: Fluxograma do estudo realizado com o ginseng brasileiro.
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3.1 Selecao e preparo das matérias-primas

As plantas aromdticas e/ou medicinais foram cultivadas no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) — UNICAMP. As plantas foram coletadas
e secas a 40 °C e acondicionadas em sacos pldsticos a temperatura ambiente. As matérias-primas
foram trituradas em moinho (Tecnal, modelo TE-631, Piracicaba, SP) e peneiradas por 20
minutos, utilizando uma série de peneiras Tyler (W.S. Tyler, EUA) com aberturas mesh 16, 24,
32,48 com agitacdo mecanica num agitador magnético (Bertel, Sdo Paulo, SP). As massas retidas
em cada uma das peneiras foram pesadas em balanga semi-analitica (Marte, modelo AS 2000 +
0,01g, ARTLAB, Sao Paulo, SP) imediatamente acondicionadas em sacos pldsticos e mantidas
em freezer (Metalfrio, modelo DA 420, Sao Paulo, SP) —10°C.

Lavanda brasileira

Data de colheita: Novembro 2005 e Maio 2006

Parte da planta utilizada: folhas, flores e talos.

A espécie foi identificada por Gillies & Hook. Tronc (Gillies, John; Hooker, William Jackson;
Troncoso, Nélida Sara) voucher espécimes specimens UEC 121.393 foi depositada no Herbarium
501 do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA).

Quebra pedra

Data de colheita: Mar¢o 2005

Parte da planta utilizada: folhas, frutos e talos

Fornecida pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA).
Ginseng brasileiro

Data de colheita: Maio 2004

Parte da planta utilizada: folhas e talos
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Fornecida pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA).
3.2 Caracterizacao das matérias-primas

As matérias-primas foram caracterizadas quanto a umidade, distribuicao do tamanho das

particulas, porosidade, densidade real e aparente. As propriedades de transporte, como porosidade
do leito e a densidade das particulas foram utilizadas na modelagem matematica das curvas de

extracao.

3.2.1 Umidade

A umidade da matéria-prima (ginseng brasileiro) foi determinada pelo método da
destilacdo com solvente imiscivel xilol (Jacobs, 1973). Este método € indicado para matérias-
primas que contém material volatil. O equipamento utilizado para determina¢do da umidade €
constituido de um condensador, um coletor graduado que recebe dgua evaporada da amostra, uma
manta de aquecimento e um baldo de 250 mL.

Para o experimento, foram utilizados 16 g de folhas de P. paniculata imersa em 130 mL
de xilol (Ecibra, lote 16150, Sao Paulo, SP). Conectou-se o tubo coletor graduado ao
condensador e ao baldo, ligou-se a manta de aquecimento e iniciou-se o refluxo até o volume de
agua permanecer constante. A umidade da amostra foi calculada pela Equagao (3.1).

vV xp
U = ©> %100 (3.1
F

Onde: U = ¢ a umidade; V = volume de dgua condensada (m3); pcoz = densidade da dgua (kg/m3 );

F = massa de alimentagao (kg).
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3.2.2 Diametro médio das Particulas

Para determinacdo do didmetro médio das particulas foi utilizada a metodologia para
calculo do didmetro médio geométrico (d,g), de acordo com o método (ASAE S 319.2) pela

ASAE Standard (ASAE, 1993):

(3.2)

Onde: =% 4. B ;d, = abertura nominal da i-ésima peneira (mm);d ., = abertura nominal
da peneira maior que a i-ésima peneira (mm); w,= massa do material retida na i-ésima peneira; n
= nimero de peneiras.
3.2.3 Densidade Real e Aparente

A determinac¢do da densidade real das particulas foi efetuada através da técnica de
picnometria com gds Hélio. Esta andlise foi realizada na Central Analitica do Instituto de
Quimica da Unicamp. A densidade aparente (Equacdo 3.3) foi calculada através da massa de

matéria-prima utilizada nas extracdes e o volume da célula extratora (kg/mS).

a, =2 (3.3)
1%

Onde: m = massa de matéria-prima seca e moida; V = volume; da = densidade aparente.

3.2.3 Porosidade

A porosidade do leito (¢) e das particulas foi calculada utilizando a densidade real das

particulas e a densidade aparente do leito, pela Equacgado 3.4.

d
E=1—- -4

(3.4)

r
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Onde: d,= densidade real

3.3 Determinacao da densidade do solvente

A densidade do diéxido de carbono (CO;), empregado como solvente supercritico foi
determinada para as condi¢des operacionais através das tabelas de Angus et al (1976), baseada

em dados experimentais.

3.4 Métodos de Extracao

Os métodos de extracdo descritos a seguir foram realizados baseados nos tipos de
compostos existentes em cada planta. A hidrodestilacdo foi realizada somente para extracdo da
lavanda brasileira, pois esta planta apresenta 6leo volatil, as demais plantas ndo apresentam 6leo
voldtil. A extracdo a baixa pressdo e a extracdo supercritica foram realizadas para obtencdo de

extratos de lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro.

3.4.1 Extragdo supercritica (SFE)

As extracdes supercriticas da lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro foram
realizadas utilizando duas unidades de extracdo: Unidade de extracdo Spe-ed SFE e Unidade de

extracio LASEFI-TUHH, descritas a seguir.

3.4.1.1 Unidade de extracdo Spe-ed SFE

A unidade de extracdo supercritica Spe-ed SFE (Applied Separations, Allentown, EUA),
com coluna de 3 mL (Thar Desings CL 1165, Pittsburgh, EUA), pode ser visualizada na Figura
3.5, e seu esquema € mostrado na Figura 3.6.

A unidade consta de: (1) cilindro de CO; (99% de pureza, Gama Gases especiais,

Campinas, SP); (2) banho de resfriamento (PolyScience, modelo 9110, Niles, EUA);. (3) unidade
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de bombeamento (Applied Separation, Allentown, EUA) e unidade de controle de temperatura

(Applied Separation, Allentown, EUA).

Spe-ed SFE

CC — cilindro de CO, Vilvulas

BT — banho termostético V1 — saida do cilindo de CO,

BB — bomba V2 — entrada do extrator

LE — leito de extracdo V3 — saida do extrator

FC — frasco de coleta do extrato V4 — micrométrica (controle de vazao)

RM - rotimetro

Figura 3.6: Esquema da unidade de extracio Spe-ed SFE (Applied Separations, Allentown, EUA)
(Vasconcellos, 2007).
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Procedimento Experimental

a)

b)

d)

g)

h)

J)

k)

D

Ligar o banho de resfriamento de CO, duas horas antes do inicio do experimento. A
maxima temperatura do banho deve ser de -5 °C;

Verificar se as vdlvulas de entrada, saida e de ventilacio estao fechadas;

Ligar as unidades de controle de temperatura e de bombeamento;

Conectar a coluna de extracdo devidamente preenchida com a matéria-prima na linha da
unidade de controle de temperatura. O termopar deverd estar conectado junto a coluna de
extracao;

Aumentar a pressdo com o botdo regulador da unidade de bombeamento até a pressao de
operacao;

Abrir o cilindro de CO»;

Abrir a vdlvula de alimentacdo de CO; para pressurizar a coluna e o sistema;

Regular o indicador de temperatura na temperatura de operacao;

Atingidas as condicdes operacionais, regular o indicador da temperatura da vélvula
micrométrica para evitar o congelamento pelo efeito Joule-Thompson;

Quando estas condi¢des forem atingidas, abrir a unidade de controle de temperatura para
verificar se ndo hda vazamento na coluna de extra¢gdo ou na linha do sistema:

Conectar o(s) frasco(s) coletor(es) e a coluna de adsorcdo (porapack);

Abrir a valvula de saida e micrométrica vagarosamente, até conseguir a vazao de solvente
de operacdo;

Cabe mencionar que antes do inicio desta seqiiéncia operacional a coluna de extracdo

devera estar corretamente preenchida com o material e os frascos de coleta deverdo estar pesados.

Finalizado o experimento, o seguinte procedimento deve ser seguido:
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a) Fechar a vdlvula de alimentacdo de CO,. As vdlvulas de saida e micrométrica deverao
ficar abertas para despressurizar a coluna;

b) Desligar os botdes de aquecimento da unidade de controle de temperatura;

c) Esperar resfriar o sistema e retirar a coluna de extracgao;

d) Limpar a linha de saida com etanol e/ou acetato de etila,

e) Desligar o banho de resfriamento da bomba de CO»;

f) Diminuir a pressio com o botdo regulador da unidade de bombeamento até a pressio do
cilindro;

g) Desligar as unidades de bombeamento e controle de temperatura;

h) Fechar o cilindro de CO..

3.4.1.2 Unidade de extracdo LASEFI_TUHH

Na Figura 3.7 € apresentada a unidade de extracdo supercritica LASEFI_TUHH. Este
equipamento foi construido no ambito do projeto de cooperacdo internacional “Supernat”
(CNPg/Brasil e DLR/Alemanha), entre o Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extracdo,
Fracionamento e Identificacdo de Extratos Naturais LASEFI/FEA/UNICAMP (Campinas, Brasil)
e a Arbeitsbereich Thermische Verfahrenstechnik — Technical University Hamburg Harburg
(TUHH) (Hamburgo, Alemanha). O equipamento foi descrito por Zetzl et al (2003). A unidade
consta de trés secoes: (i) preparacdo do solvente, (ii) extracdo e (iii) separacdo. A Figura 3.8
mostra o diagrama da unidade de extracdo supercritica LASEFI_TUHH. Na secdo preparacido do
solvente, a unidade possui um cilindro de CO, pressurizado, um banho de refrigeracao que usa
uma mistura de dgua e etileno glicol, mantida a —10 °C e uma bomba de ar para pressurizar o
sistema. Na secdo de extracdo, a unidade consta de uma coluna de extracdo encamisada,

construida em aco inoxiddvel. A capacidade do extrator é de 100 cm’, tendo 2 cm de didmetro e
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32 cm de altura. O sistema de aquecimento € constituido por um banho termostatizado com
controlador digital de temperatura. Na secdo de separacdo, a unidade é formada por dois
separadores colocados em série sendo o primeiro um separador ciclonico. Adicionalmente, a
unidade também inclui vélvulas micrométricas, valvulas de regulagem, um medidor de vazio e

mandmetros.

Figura 3.7: Unidade de extracao supercritica LASEFI_TUHH.
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3-  Sistema de aquecimento das vdlvulas de expansdo TI3 — Temperatura na saida do ciclone V2 -vdlvula de entrada do extrator
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5-  Extrator encamisado (100 cm®) PI I — Pressao do cilindro de CO, V4 - vdilvula agulha
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Figura 3.8: Diagrama da unidade de extracio supercritica LASEFI_TUHH (Adaptado de ZetZl et al, 2003).
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Procedimento experimental:

a) Verifica-se se o sistema estd limpo e se o cilindro de CO; tem a quantidade suficiente de
gds para a realizacdo do experimento;

b) O banho de resfriamento de CO» € ligado duas horas antes do inicio do experimento.

¢) Meia hora antes do inicio do experimento liga-se o sistema de aquecimento das valvulas
de expansdo e o sistema de aquecimento da coluna de extrag¢do. Selecionam-se as
temperaturas de operacio;

d) Empacota-se o leito (se forem utilizadas esferas de vidro, deve-se coloca-las na base do
extrator, na entrada do CO»);

e) Verifica-se que todas as valvulas estejam fechadas.

f) Abre-se o cilindro de CO».;

g) Para pressurizar a Se¢do de Extracdo, abre-se a valvula de entrada do extrator (V2);

Atingidas as condi¢des de operacdo, escolhe-se uma das duas alternativas seguintes:

e Se os ciclones nao forem utilizados, conecta-se a linha de saida do extrator diretamente a
linha alternativa (8) — diretamente para o frasco coletor, abre-se as vdlvulas V3 e
micrométrica (V4) vagarosamente até atingir a vazao de solvente do ensaio.

e C(Caso contrario, conecta-se a linha de saida do extrator diretamente ao ciclone (6) e
separador (7), abre-se as vélvulas V3 e V4 até atingir a pressdo do ciclone (6), e na

seqiiéncia, abre-se a valvulas V5 e V6 para regular a vazao do solvente.

3.4.2 Extragdo a baixa pressao com solvente orgdnico (LPSE)
A técnica utilizada para obtencdo de oleoresinas e para co-extracdo de compostos consiste

basicamente em uma extragdo com solvente a frio realizada apenas para amostras sélidas. A
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extragdo a baixa pressdo foi realizada com etanol (Ecibra, lote 17048, Sao Paulo, SP), metanol
(Synth, lote 33176, Diadema, SP) e hexano (Merck, lote K33280374 420, Darmastadt,
Alemanha) para as plantas em estudo.

Procedimento: colocou-se em torno de 0,5 g de matéria-prima seca e 4 mL de solvente em frascos
de 10 mL. Segundo método de Pesek et al (1985), os frascos foram centrifugados durante 5
minutos a 2000 rpm em centrifuga (Jovan, modelo BR41, St. Herblain, Franca), depois mantidos
em repouso por 30 minutos. O material foi filtrado a vdcuo e o sobrenadante foi concentrado em
rotaevaporador (Laborota, modelo 4001, Viertrieb, Alemanha) a 50 °C e 120 mbar. Os extratos
assim obtidos foram colocados em frascos de penicilina pesados e acondicionados em freezer

doméstico.

3.4.3 Hidrodestilacdo

O aparelho Schilcher (Figura 3.9) foi utilizado para a obtengdo de dleo essencial de
lavanda brasileira segundo o método da A.O.A.C nimero 962.17 (1987). O equipamento
utilizado para a hidrodestilacio € composto por: manta aquecedora (1), baldo de vidro (2),
condensador (3) e tubo coletor graduado. A quantidade de matéria-prima usada foi
aproximadamente 40 g de Aloysia gratissima. A matéria-prima foi inserida em um baldo de 1000
mL e acrescentada de dgua destilada até cobrir o material vegetal (proporc¢ao 1:10). Este balao foi
aquecido permitindo a ebulicio e o refluxo de dgua num periodo de 2 h, apds este periodo o

processo foi interrompido e o 6leo essencial foi separado da dgua por diferenca de densidade.
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Figura 3.9: Unidade experimental de Hidrodestilacao (Aparelho Schilcher)

3.4.4 Estudos do sistema matéria-prima + CO;
3.4.4.1 Determinacdo do rendimento global

O rendimento global de extracdo (Xo) indica a quantidade de soluveis presentes na matriz
sOlida possivel de ser extraido pelo solvente nas condicdes estabelecidas de temperatura e pressao
e S/F (Meireles, 2003).

Os rendimentos globais de extracdo dos sistemas lavanda brasileira + CO,, quebra pedra
+ CO; e ginseng brasileiro/CO, foram determinados para diferentes condi¢cdes de processo. As
condi¢des de extragdo para ginseng brasileiro foram de 30, 40 e 50 °C com pressdes variando de
100 a 300 bar. Para o quebra pedra e lavanda brasileira, as temperaturas foram de 40 e 50 °C e as
pressdes variaram de 100 a 300 bar. A massa de matéria-prima seca utilizada nas extracdes variou
entre 1,50 g e 3,00 g, a vazdo de CO, foi de 7,0 x 10° kg/s e o perfodo de duracdo das extracdes

foi de 2 horas. Portanto a massa de solvente foi constante e igual a 0,504 kg CO,; os ensaios
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foram realizados em duplicata e o valor final de X, foi obtido com a média dos valores
experimentais. Para determina¢do do rendimento global de extracido foi utilizada a unidade de

extragdo supercritica Spe-ed SFE.

3.4.4.2 Determinagdo das curvas globais de extragdo (OEC)

Os experimentos cinéticos foram realizados na unidade de extracdo supercritica
LASEFI_TUHH.

O sistema estudado foi do ginseng brasileiro. As condi¢des operacionais foram de 250
bar, 40 °C e 7,05 x 10” kg/s. A quantidade de matéria-prima utilizada 5 g e 30 g. O tempo de
coleta variou conforme a etapa de extra¢do.Variou de 10 em 10 minutos até 200 minutos, apds
variou de 30 em 30 minutos até 380 minutos e finalmente variou de 60 em 60 minutos até o final

da extra¢do aos 620 minutos.

3.4.4.3 Cdlculo dos Pardmetros Cinéticos das OEC

Os parametros cinéticos foram calculados de acordo com o procedimento descrito por
Rodrigues et al (2002). A metodologia de Gauss-Newton para obtencdo dos parametros de
extracdo através do ajuste linear e ndo linear de duas e trés retas a curva experimental, pode ser
realizada utilizando o software SAS Learning Edition. As estimativas iniciais dos pontos de

intersecc¢ao foram feitas por uma andlise visual das curvas de extracgdo.

3.5 Analise quimica

Nesta etapa foi realizada a identificacdo dos compostos presentes nos extratos de lavanda
brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro obtidos mediante hidrodestilacdo, extracio com

solvente organico (LPSE) e extracdo supercritica (SFE). Os extratos obtidos pelas diferentes
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técnicas foram inicialmente submetidos a cromatografia em camada delgada para verificar a
presenca de compostos de maior massa molecular como triterpenos, saponinas, flavondides e
pigmentos. Estas andlises foram realizadas para os extratos de quebra pedra e ginseng brasileiro.
Na etapa seguinte, os extratos foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) para andlise qualitativa de seus constituintes e,
posteriormente, a cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chamas (CG-DIC), para a

andlise quantitativa.

3.5.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na cromatografia em camada delgada (CCD) a fase estaciondria foi uma placa de
aluminio com uma fina camada de silica gel UV sensivel (Merck, Silica gel F254, lote OB
466477, Darmstadt, Alemanha).

Pequenas gotas das solucdes de amostra a serem analisadas foram aplicadas em um ponto
préximo ao extremo inferior da placa. Deixou-se a placa secar, entdo colocou-se a placa em um
recipiente contendo a fase movel (solvente ou mistura de solventes) conforme mostra a Tabela
3.1. A polaridade do solvente foi definida de acordo com a substancia que se desejou separar
(6leo voldtil, pigmentos, flavondides, saponinas e triterpenos). Como somente a base da placa
ficou submersa, o solvente comecou a molhar e a fase estaciondria subiu por capilaridade.

Ap6s a eluicdo, a placa secou a temperatura ambiente e a revelacdo da placa foi feita com
a aplicacdo de um reagente escolhido de acordo com a substancia de interesse, também conforme

Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Fases moveis e reveladores utilizados nas analises de cromatografia em camada

delgada.

Compostos de Interesse

Oleo Volitil

Eluente: (80:20) hexano (Merck, lote k33280374-420,
Alemanha): acetato de etila (Merck, lote k32703923-346,
Alemanha)

Revelador: anisaldeido

Flavonoides e Pigmentos

Eluente: (67,6:7,5:7,4:17,5) acetato de etila (Merck, lote
k32703923-346, Alemanha): acido féormico (Vetec, 98-
100% de pureza, lote 044755, Rio de Janeiro, RJ): acido
acético glacial (Ecibra, PA/ACS, lote 15695, Sao Paulo,SP):

agua

Revelador: anisaldeido

Eluente: (40:40:10) tolueno (Ecibra, Santo Amaro, Sao
Paulo): cloroférmio (Synth, PA/ACS, lote 71112, Sio

Triterpenos Paulo, SP): etanol (Ecibra, 99,5° de pureza, lote 17048, Sao
Paulo, SP)
Revelador: anisaldeido
Eluente: (64:32:12:8) cloroférmio  (Merck, lote
k3390404544, Alemanha): acido acético glacial: metanol
(Ecibra, PA/ACS, lote 16646, Sdo Paulo, SP): agua
Revelador: anisaldeido

Saponinas

Eluente: (80:20) hexano (Merck, lote k33280374-420,
Alemanha): acetato de etila (Merck, lote k32703923-346,

Alemanha)

Revelador: Cloridrato de antimonio 20%
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Preparacao do revelador

O revelador anisaldeido (Merck, 97,5% de pureza, lote Darmstadt, Alemanha). foi preparado com
50 cm’ de 4cido acético glacial, 1 cm® de dcido sulfdrico concentrado (Vetec, 98% de pureza, lote
993150, Rio de Janeiro, RJ) e 0,5 cm’ de anisaldeido, adicionados nesta ordem.

Uma solugdo 20 % de revelador cloridrato de antimonio (Vetec, lote 048095, Rio de Janeiro, RJ)

preparada em etanol foi utilizada como um dos reveladores de saponinas.

3.5.2 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Nesta etapa foram utilizadas 3 programagdes distintas para caracterizacdo da composi¢ao

dos extratos.
3.5.2.1 CG-EM do extrato de lavanda brasileira

As anélises de CG-EM foram executadas em dois equipamentos diferentes. O primeiro foi
um GC Agilent 6890 equipado com DB-Wax coluna de silica (30 m x 0.25 mm i.d. x 0,25 um) e
interface com detector seletivo de massa Agilent (Modelo 5973, Network, Palo Alto, EUA). A
programacdo de temperatura da coluna foi de 40 a 220 °C (3 °C/minuto), a temperatura do injetor
foi de 245 °C, gds carregador foi o hélio, a uma vazdo de 1,1 cm’/minuto, e injetor split (1 uL de
amostra dissolvido em 1 cm’ de dietil éter) com voltagem de ionizacdo 70 eV. O segundo
equipamento foi um Hewlett-Packard equipado com coluna de silica fundida HP1 (30 m x 0,25
mm, 0,25um) e interface com detector quadrupolo (Modelo 5970). A programagdo de
temperatura da coluna foi de 70 a 200 °C (10 °C/minuto). A temperatura do injetor foi 220 °C, e
a temperatura do detector foi 250 °C, o gds carregador foi o hélio, a uma vazdo de 0,6

cm’/minuto e voltagem de ionizacdo 70 eV.
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A caracteriza¢do dos constituintes do extrato foi baseada no indice de retenc¢do linear
(Indice de Kovats) calculado em relacio aos tempos de retencio de uma série homéloga de n-
alcanos e no padrao de fragmentacdo observado nos espectros de massas, por comparacao destes
com dados da literatura (Joulain e Konig, 1998; Adams, 1995). Esta andlise foi realizada no

Laboratoire de Chimie Biomoléculaire, ENSCM, Montpellier, Franca.

3.5.2.2 CG-EM do extrato de ginseng brasileiro

Os extratos foram caracterizados quanto a composi¢ao quimica por cromatografia gasosa
de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) de 30 a 500 U.M.A (Unidades
de massa atdmica), utilizando-se coluna capilar apolar HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A
temperatura inicial foi de 60 °C e depois esta foi elevada a até 246 °C; a taxa de 3 °C/minuto. A
temperatura do injetor foi de 220 °C a razao de split de 20:1. Para a identificacdo dos compostos,
fez-se a interpretacdo e comparacio dos espectros de massas obtidos com aqueles disponiveis nas
bibliotecas Wiley, Nist e Adams. Esta andlise foi realizada pela empresa T & E Analitica (Centro

Analitico & Cientifico, Campinas, SP)

3.5.3 Cromatografia Gasosa com Detector por Ionizacao em Chamas (CG-DIC)

3.5.3.1 CG-DIC do extrato de lavanda brasileira

Os extratos foram analisados em cromatdégrafo gasoso Varian CP-3380, equipado com
detectores de ionizacdo de chama e com duas colunas capilares de silica: CP Sil 5 CB (100%
dimethyl polysiloxane, Chrompack capilary column/Varian, Palo Alto, EUA) coluna capilar (30
m X 0.24 m) e Supelcowax 10 (polythylene glucol, Supleco Inc, Bellefonte, EUA) coluna capilar
(30 m x 0.25 mm i.d. x 0,25um filme). A programacdo de temperatura foi de 50 a 200 °C a 5

°C/minuto, a temperatura do injetor 220 °C, a temperatura do detector 250 °C. O nitrogénio foi
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utilizado como gas carregador a vazdo de 0,8 cm’/minuto. A quantificagdo foi obtida por
integracio eletronica, pela técnica de normalizagdo. O indice de retengio linear (Indice de
Kovats) foi calculado em relagdo aos tempos de retencdo de uma série homoéloga de n-alcanos.
Esta andlise foi realizada no Laboratoire de Chimie Biomoléculaire, ENSCM, Montpellier,

France.
3.5.3.2 CG-DIC extrato de ginseng brasileiro

Os extratos foram analisados em cromatdgrafo a gas equipado com detectores de
ionizacdo (Shimadzu, modelo 17 A, Kyoto, Japao) e coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um) com fase estaciondria: 5% diphenil e 95% dimethylpolisiloxane, (J & W
Scientific, Folsom, EUA). A programa¢do de temperatura foi de 60 °C a 280 °C a 3 °C/min;
temperatura do injetor foi 220 °C e a temperatura do detector foi 246 °C. A quantificacdo foi
obtida por integracio eletronica, pela técnica de normalizacio. O indice de retencgio linear (Indice
de Kovats) foi calculado em relagdao aos tempos de retencdo de uma série homologa de n-alcanos.
Esta andlise foi realizada no Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extracdo, Fracionamento e

Identificacao de Extratos Naturais (LASEFI - DEA/FEA — UNICAMP).
3.6 Avaliacao de atividades bioldgicas de extratos

3.6.1 Atividade antioxidante por meio da reacdo acoplada do p-caroteno e dcido linolénico

(Teste Colorimétrico)

A metodologia utilizada para determinacdo da atividade antioxidante dos extratos de
lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro foi baseada na descrita por Leal ef al (2003)
que utilizaram a metodologia de Hammerschmidt e Pratt (1978) com algumas modifica¢cOes para

extratos obtidos por tecnologia supercritica.
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O substrato foi preparado utilizando 10 mg de B-caroteno (99 %, Arcos, New Jersey,
EUA) 10 cm’de cloroférmio, 60 mg de 4cido linolénico (Sigma Aldrich Inc, St.Louis, EUA) e
200 mg de Tween 80 (99%, Sigma — Aldrich, lotes L0O32K0104, St. Louis, EUA). Esta solucdo
foi concentrada em rota-evaporador (Heildoph Instruments, modelo Laborota 4001, Viertried,
Alemanha) com controlador de vacuo (Heildoph Instruments, modelo Rotavac Control, Viertried,
Alemanha) a 50 °C e 470 mbar de vicuo. Em seguida, foi diluida com 50 mL de 4gua destilada.
A reacdo foi conduzida usando-se 1 cm’de substrato, adicionando 2 cm’ de dgua destilada e 0,05
cm’ de extrato diluido em etanol (0,02 g de extrato/1 cm’® de etanol). A mistura foi colocada em
banho (Tecnal, TE 159, Piracicaba, SP) a 40 °C, e o produto foi monitorado utilizando
espectrofotometro (Hitachi, U-3010, Téquio, Japao) em O, 1, 2, e 3 horas de reacdo. A leitura foi
realizada na absorbancia de 470 nm. A atividade antioxidante foi calculada através da Equacado

3.5 (Skerget et al, 2005):

|_abs”tio_abs”t-|
AA =100 X 1_L extrato - extrato J
t=0 t
a — abs

A
controle

(3.5)

Y controle

Onde:

AA = atividade antioxidante;

abstzS ,t0 = absorbancia do extrato no inicio da reagio (t=0);

abst>0.. 1. = absorbancia do controle no inicio da reacio (t=0);

abstst aio = absorbancia do extrato no tempo de reagdo t onde t=1, 2 ou 3 horas;

abst:t, .1 = absorbancia do controle no tempo de reagio t onde t=1, 2 ou 3 horas.

3.6.2 Atividade antioxidante — Método do DPPH

Os reagentes utilizados foram DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) (Sigma Aldrich Co,
Steinheim, Alemanha); butilhidroxitolueno e rutina hidrato (Sigma Aldrich Co, Steinheim,
Alemanha); as solucdes foram preparadas com solventes analiticos de categoria padrio

comercial.
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A atividade antioxidante foi determinada utilizando o radical DPPH segundo método
descrito por Mellors e Tappel (1996), adaptado para 6leos volateis (Agnaniet et al, 2004).

O DPPH foi dissolvido em etanol na concentragdo de 100 uM, conforme mostra o
esquema na Figura 3.10. As solucOes referentes aos antioxidantes (BHT e Rutina) foram
preparadas em diferentes concentracdes partindo-se da concentracio de 1 mg/cm® para o BHT e 3
mg/cm’ para rutina, conforme o esquema da Figura 3.11. Os extratos foram preparados de forma
semelhante, a concentracdo inicial para os extratos de lavanda brasileira e quebra pedra foi de 50
mg/cm’, para o extrato de ginseng brasileiro a concentrago inicial foi de 20 mg/cm’. A Figura
3.12 mostra o esquema de preparo das solucdes de extrato. Apds a etapa de preparo das solucdes
partiu-se para determina¢@o da atividade anti-radical livre. Em cada cubeta foram adicionadas
solucdo de DPPH e solucdo de antioxidante de referéncia ou solu¢do de extrato nas diferentes
concentracdes; a Figura 3.13 mostra o esquema de preparo das cubetas. A reducido da absorcdo
foi medida a 517 nm durante 30 minutos, a temperatura ambiente. A absor¢ao real foi calculada
através da subtracdo do resultado da absor¢@o do controle. As medidas de absor¢dao foram obtidas
em triplicata, e a concentracdo referente a 50 % de reducdo (Scsp) foi determinada graficamente.
As medidas foram realizadas em espectrofotdmetro SAFAS UV mc?, equipado com sistema
multi-células/multi-cinética e com termostato. Esta andlise foi realizada no Laboratoire de

Chimie Biomoléculaire, ENSCM, Montpellier, Franca.
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Preparo das solucdes de DPPH
19,7 mg de DPPH em 50 cm’de etanol
Solugdo mae (SM)

( 5 cm3(SM) )—( 50 cm’ de etanol )

( Solugdo DPPH )

Figura 3.10: Ilustracio do procedimento de preparo da solucio de DPPH.

Solugido (b) Conc = 0,12 mg/cm’

Solucio (c¢) Conc = 0,18 mg/cm3

Solugio (d) Conc = 0,24 mg/cm’

Preparo das solugdes de

Rutina . 5
Solugdo (e) Conc = 0,3 mg/cm
Solugdo (a)
Concentragdo ;mmal Solugio (f) Conc = 0,48 mg/em’
3 mg/cm

Solugdo (g) Conc = 0,6 mg/cm?®

Solugdo (h) Conc =0,9 mg/cm3

Solugio (i) Conc = 1,2 mg/cm’

T YT T

Figura 3.11: Ilustracido do procedimento de preparo das solucées de Rutina.

p N /—( Solugdo (2) Conc =25 mg/cm3 ]
Preparo das solucgdes de
Extrato /—( Solugio (3) Conc = 17 mg/cm’ ]
S

Solucdo (1)
Concentragao inicial \—( Solugdo (4) Conc = 10 mg/cm® ]

50 mg/cm®

. J

\—( Solugido (5) Conc = 4 mg/cm’ ]

Figura 3.12: Ilustracao do procedimento de preparo das solucoes de extrato.
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1900 uL.
Solugdao DPPH

100 pL
Metanol
Controle

1900 pL
Solucdao DPPH
100 uL
Solugdo 1

)
1900 pL.
Solu¢ao DPPH
~———
S
100 uL
Solugdo 2
~—

)
1900 puL
Solugao DPPH
~—
)
100 uL
Solugdo 3
—

) SEE—
1900 pL
Solu¢do DPPH

~————

100 L
Solugdo 4

=
=

=
=

S0 S P S [

|j

<

N~

|j
@

Figura 3.13: Ilustraciao do procedimento de preparo das cubetas.

3.6.3 Atividade antioxidante — Método da capacidade de absorvver radicais oxigénio - ORAC

Esta analise foi realizada somente com extrato SFE e com o 6leo volatil de lavanda

B-ciclodextrina metilada randomizada (RMCD) foi fornecida por Cyclolab R & D Ltd
(Budapest, Hungria). FL (fluoresceina) (Sigma Aldrich Co, St.Louis, EUA), Trolox (6-hidroxi-2,
5, 7, 8-tetrametil-2- 4cido carboxilico) (Sigma Aldrich Co, lote 01401HV-233, St.Louis, EUA),

2,6-di-ter.-butil-4-metil-fenol (Sigma Aldrich Co, St.Louis, EUA) e hidrato de rutina (Sigma
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Aldrich Co, St.Louis, EUA). O reagente APPH (2,2’-Azibis 2-amidino-propano diidroclorido) foi
fornecido pela Wako Chemical USA, Inc (lote NVP5336, Richmond, EUA).

O procedimento foi baseado em estudos anteriores que utilizaram a fluoresceina como
agente fluorescente (Ou et al, 2001). O método foi adaptado para avaliacdo da atividade anti
radical livre de antioxidantes lipofilicos (Huang et al, 2002). Com excec¢do das solucdes de
Trolox que foram preparadas utilizando RMCD a 7% como solvente, as outras solucdes foram
preparadas com solugdo tampéo fosfato 75 cm® (pH 7.4).

Preparo das solucoes:

Solucio tampao fosfato 75 mM pH 7.4 (Stp):

( A = 11700 mg NaH2PO4. 2H20 + 1000 cm®

H;0 Jj 3 3 3
Stp =190 cm”A + 810 cm” B em 2000 cm” H,O

( B = 10700 mg NaHPO4 + 1000 cm® H,0

Solucdo de Fluoresceina 6,3 x 10 em tampao fosfato 75 mM pH 7.4 (Sg1)

SM = 118,5 mg de Fluoresceina + 500 em® de solucido tampao

4

Sri=1mL de SM + 100 mL de solucido tampao

Solu¢do de AAPH a 0,128 M em tampao fosfato 75 mM pH 7,4 (SMaarn):

( SMapn = 3.47 g + 100 cm’de solucdio tampdo (0,128 M) )

Solugido de B-ciclodextrina metilada randomizada (RMCD) a 7 % (Srmcp):

Srnep = 7000 mg RMCD + 1000 cm® de
acetona:agua (1:1)

Solug¢ado Trolox a 2 x 10°M em solu¢do de RMCD a 7 % (Strolox):

( Strotex = 50,1 mg Trolox + 100 cm® de solu¢io RMCD )

Soluc¢do de extrato SFE e 6leo essencial de lavanda brasileira (SMexi2):
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[ SMey = 20 mg + 100 pL J

4

( SMexiz = 10 pL. Smext + 2 cm® RMCD )

A Figura 3.14 apresenta as diferentes solugdes anteriormente descritas que foram
utilizadas para o preparo da reacdo ORAC. A reagdo foi desencadeada pela adicio do AAPH as

demais solucdes. A Figura 3.15 mostra a reducdo da fluorescéncia com o passar do tempo.

<
Cubeta (Branco) =1680 STP +20 }IL SFI + 100 l.lL SRMCD + 200 SMAAPH

\—/

<
Cubeta 1 (Trolox 100 uM) = 1680 Stp + 20 pL Sp; + 100 pL SMeye> + 200 SMgspn

—/

<
Cubeta 2 (Trolox 50 uM) = 1680 Stp + 20 pL Sp; + 50 pL SMeyiz + 50 pL Sgyvicp + 200 SMyapn

\—/

—
Cubeta 3 (Trolox 25 }IM) =1680 STP +20 llL Sp1 + 25 l.lL SMcth +75 HL SRMCD + 200 SMAAPH

—/

<
Cubeta 2 (Trolox 12,5 puM) = 1680 Stp + 20 pL Sg; + 12,5 pL SMx2 + 87,5 L Sgmep + 200 SMgapn

\—/

Figura 3.14: Tlustracao do procedimento de preparo das cubetas.
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>
>
h
I

u Inicio da reacdo

J\ N B - D

Fluorescéncia

0 4 60 minutos

Antioxidante

Figura 3.15: Esquema da anilise ORAC.

As medidas foram feitas em duplicata em espectrofotdmetro Hitachi F-2500, equipado
com célula termostdtica e agitador. O comprimento de onda de excitacdo e emissdo foram de 493
e 517 nm, respectivamente.

A avaliacdo da inibicdo foi realizada através da diferenca de dreas entre a curva obtida
com o controle e as curvas obtidas com as amostras (extratos) (Ou et al, 2001; Ou et al, 2002;
Huang et al, 2002).

Para os compostos puros BHT e rutina, os valores de ORAC relativo foram calculados em

relacdo ao Trolox equivalente de acordo com a Equagdo 3.6 (Ou et al, 2001):

(3.6)

molaridade amostra

Trolox branco

~
i ( Guc «  AUC . J molaridade Trolox
Re lativo ORAC = ( amosira wanco 2| %
AUC - AUC /
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Para os extratos SFE e dleo essencial, utilizou-se a seguinte Equacgao 3.7 (OU et al, 2002):

Re Zativo OR A C = | amostra branco

[ (AUC - AUC :1 molaridade Trolox
< E (3.7)
| S Auc ~ AUC

— J conc amostra

Trolox branco

As unidades do ORAC foram expressas em micromoles de Trolox por grama de amostra

(LM TE/g).

3.6.4 Atividade antiinflamatéria

A lipoxigenase de soja (EC 1.13.11.12) foi fornecida por Fluka (Steinheim, Alemanha), o
acido nordiidroguaiaretico (NDGA) foi fornecido pela Sigma Aldrich Co (Steinheim, Alemanha)
e 0 acido linoléico foi fornecido pela Sigma Aldrich Co (Steinheim, Alemanha). A solucio
tampdo fosfato de potassio 0.1 M e pH 9 foi preparada com reagentes analiticos de categoria
padrio comercial. Agua deionizada foi empregada para preparacio destas solugdes.

A lipoxigenase de soja € conhecida por catalisar a oxidag¢do de dcidos graxos insaturados
que contém estruturas 1-4-dieno. A conversdo do dcido linoléico em 13-hidroperdxido acido
linoléico foi seguida espectrofotometricamente pela apari¢do de um conjugado dieno em 234 nm.
O acido nordihidroguaiaretico (NDGA), um conhecido inibidor da lipoxigenase de soja, foi usado
como droga de referéncia. As condicdes experimentais foram adaptadas da literatura (Mellors e
Tappel 1966; Sircar et al, 1983; Safayhi ef al, 1992 e Agnaniet et al, 2004). Primeiramente, fez-
se a cinética de inibi¢do da lipoxigenase de soja pelo NDGA. Preparou-se solucdes de NDGA
com concentragdes variando de (0,0001 a 0,001 mg/cm3), adicionou-se substrato, etanol e a
enzima, e em seguida procedeu-se a leitura da absorbancia destas solu¢cdes no comprimento de
onda de 243 nm. Na etapa seguinte, testou-se a solubilidade dos extratos de plantas na solucao
composta por substrato, etanol e solucdes com diferentes concentracdes de extrato variando de (2

a 10 mg/cm’). Este procedimento foi realizado a fim de certificar a solubilidade dos extratos em
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funcdo da concentracdo nos comprimentos de onda de 210 a 234 nm. As Figuras de 7.2.2a 7.2.5
do Anexo 7.2 mostram as curvas referentes a solubilidade dos extratos em diferentes
concentracdes. A absorbéncia dos extratos ndo deve ultrapassar o valor de 1, valores acima deste
indicam falta de solubilidade da solucdo e interferem diretamente nos valores da andlise em
questao.

Definiu-se que os extratos sdo soluveis na solucdo composta por substrato, etanol e
solugdes de extrato na concentracio de 10 mg/cm’, no comprimento de onda de 234 nm. A
reacdo foi preparada nas cubetas com a adicdo de substrato, solucdo de extrato e solucdo de
lipoxigenase de soja (preparada em solucdo tampao de fosfato de potédssio 0,1 M pH 9,0). A
reacdo enzimdtica foi executada na presenca e na auséncia de inibidor, e suas cinéticas foram
comparadas. Os inibidores (extratos das plantas) foram dissolvidos em etanol de maneira que
cada aliquota de 10 pL reportasse uma concentracdo final de no midximo 100 ppm em cada
ensaio. O cdlculo da porcentagem de inibicio da atividade enzimdtica foi baseado na comparagao
entre os extratos e o composto de referéncia o NDGA. Todas as concentracdes de inibidor foram
examinadas em triplicata e os resultados foram obtidos com a média destes valores. A
concentracdo referente a inibicao de 50 % (ICsp) foi calculada de acordo com a concentracao de
cada inibidor.

O célculo da velocidade de reacdo do NDGA foi realizado de acordo com a Equacao 3.8:

B (abs — abs tise —
Vix)= . (3.8)
- X

Cdlculo da porcentagem de inibicao foi realizado de acordo com a Equacdo 3.9 :

K (2
%IC = —— (3.9)

=t
Onde: V=) = velocidade da referéncia; V) = velocidade
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

A Tabela 4.1 mostra como os resultados da lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng
brasileiro foram organizados.
Tabela 4.1: Tabela de organizacdo dos resultados

Planta

Lavanda brasileira

Quebra pedra

Ginseng brasileiro

Caracterizacdo da
M-P

Diametro médio das particulas

Diametro médio das particulas

Didmetro médio das
Umidade, Densidade
Densidade aparente

particulas,
Real e

Métodos de
Extracio
Rendimento global do 6leo volatil
Hidrodestilacao da planta colhida em novembro de - -
2005 e em maio de 2006
Rendimento global
30 °C (100, 150, 200, 250 e 300 bar)
Rendimento global Rer:dimento global 40 :C (100, 150, 200, 250 e 300 bar)
SFE 40 °C (100, 200 e 300 bar) 40 °C (100, 150, 200 e 300 bar) 50 °C (100, 200 e 300 bar)

50 °C (100, 200 e 300 bar)

50 °C (100, 150, 200, 250 e 300 bar)

Cinética :40 °C, 250 bar ,7,0 x 10°
kg/s e 5 ge 40 °C, 250 bar ,7,05 x 10°
kg/s e 30 g.

SFE + co-solvente

10% etanol; 40 °C/250 bar; 2,5 x 107
kg/s

LPSE

Solventes: Metanol, etanol e hexano

Solventes: Metanol, etanol e hexano

Solventes: Metanol, etanol e hexano

Analises Quimicas

CG-DIC e CG-EM

Extrato SFE: 40 °C e 200 bar

Oleo volitil da planta colhida em
novembro de 2005 e em maio de
2006

Extratos SFE:
30 °C (100, 150, 200, 250 e 300 bar)
40 °C (100, 150, 200, 250 e 300 bar)

CCD

Extratos SFE: 30 °C (100, 200 e 300
bar) e 40 °C (100, 200, 300 bar);

Oleo volatil - - Extratos metandlico, etandlico e
hexanico;
Extrato SFE+co-solvente
AT Extratos SFE: 30 °C (100, 200 e 300
P > bar) e 40 °C (100, 200, 300 bar); Extrato 40 °C/ 250 bar
Triterpenos, - o e
.. Extrato  metandlico, etandlico e
Flavondéides, L
. hexandico;
Pigmentos
Atividades
Biologicas
Atividade Extrato SFE: 40 °C ¢ 200 bar Extrato SFE: 40 °C e 250 bar Extrato SFE: 40 °C e 200 bar
. . Oleo volatil
antiinflamatéria
Atividade
antioxidante
Extrato SFE: 40 °C e 200 bar o Cino
DPPH Sleo volitil Extrato SFE: 40 °C e 250 bar Extrato SFE: 40 °C e 200 bar
Extrato SFE: 40 °C e 200 bar
ORAC Oleo volatil - -
Extrato SFE: 40 °C (100, 200 e 300 E:r‘)r?‘“’ SFE: 40 °C (100, 200 ¢ 300 g ot SFE: 40 °C (100, 200 ¢ 300
B-caroteno bar); 50 °C ( 100: 200 e 300 l/)a}r) e 50 °C( 100, 200 ¢ 300 bar) bar); e 50 C(lOO,’ 2.00 e 300 b/ar.)
Extratos metandlico, etandlico e e 1 Extratos metandlico, etandlico e
N Extratos metandlico, etandlico e N
hexanico; hexanico: hexanico;
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4.1 Lavanda brasileira

4.1.1 Caracterizacdo da Matéria-prima

O diametro médio das particulas (dp) utilizadas nos ensaios para determinacdo do

rendimento global foi de 7,5 x 10 m.

4.1.2 Rendimento Global de Extragdo

A hidrodestilacdo das folhas e talos de lavanda brasileira forneceu um o6leo essencial de
cor esverdeada, com rendimento médio de 1,2 + 0,1 % em relacdo a massa de matéria-prima seca.
Ricciardi et al (2006) estudaram a composicao das partes aéreas de lavanda brasileira colhidas
em diferentes épocas do ano; o rendimento obtido pela destilacio a vapor da matéria vegetal
variou de (0,7 - 1,3 %). Duschatzky et al (2004) também estudaram a composi¢do do 6leo
essencial de lavanda brasileira; o rendimento obtido da hidrodestilacdo das folhas e frutos desta
planta foi de 1,5 % (m/m).

A Tabela 4.2 apresenta os resultados de rendimento global dos extratos obtidos por SFE
em diferentes condi¢des de processo e os rendimentos obtidos através da extrag¢do a baixa pressao

(LPS) com solventes organicos (metanol, etanol e hexano).
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Tabela 4.2: Rendimento global de extrato de lavanda brasileira obtido por SFE e por LPSE.

Extracao SFE Extracdo LPSE
Condicoes de Operacao Densidade Rendimento Solvente Rendimento
T (°C) P (bar) CO, (% massa)® (% massa)b
(kg/m?)
100 628 24 +0,1 Metanol 9.4 +0,1
40 200 839 25403 Etanol 33402
300 909 3,0£0,2 Hexano 0,8 +£0,2
100 384 2,8+0,1
50 200 784 20+0,1
300 870 4,0+0,2

* Rendimento do extrato SFE de lavanda brasileira em base umida.
" Rendimento do extrato LPSE de lavanda brasileira em base dmida.

As isotermas de rendimento global da lavanda brasileira sdo mostradas na Figura 4.1(a) e

4.1(b).
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Figura 4.1(a): Isotermas de rendimento global do sistema lavanda brasileira + CO,.
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Figura 4.1(b): Isotermas de rendimento global do sistema lavanda brasileira + CO,.
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Sistemas formados por um fluido supercritico podem apresentar um comportamento de
inversdo das isotermas. As pressdes de inversdo para o sistema lavanda brasileira + CO, foram
determinadas nas proximidades de 135 bar e 250 bar. Este fendmeno deve ser avaliado em termos
do efeito da densidade do CO; e da pressdo de vapor do soluto no rendimento global de extra¢dao
conforme mostra a Figura 4.1(b). Para pressdes superiores a 250 bar, o rendimento global
aumenta com a temperatura devido ao aumento da pressdo de vapor da mistura de solutos. A 200
bar o rendimento global é maior a 40 °C do que a 50 °C; nesta pressdo a densidade do CO; é
influenciada pela temperatura, neste ponto a pressdao de vapor do soluto € menos importante do
que o efeito da densidade do solvente. A concorréncia entre estes dois fatores pressdo de vapor do
soluto e poder de solvatacdo do solvente no valor da solubilidade é chamado de retrogradacio. A
pressdo de vapor do soluto aumenta com a temperatura enquanto que o poder de solvatagcdo
diminui a densidade do solvente. Comportamento similares sdo apresentados por varios sistemas
de matriz vegetal + CO, supercritico (Moura et al, 2005; Carvalho Jr et al, 2005; Martinez, 2005,
Quispe-Condori, 2005). Os efietos da pressdo e temperatura no rendimento global sdo
semelhantes aos efeitos desses parametros na solubilidade do extrato de lavanda brasileira em
CO; supercritico. A 40 °C o fator dominante na solubilidade do extrato de lavanda brasileira € a
densidade do CO,, pois o rendimento aumenta com a densidade. Na isoterma de 50 °C o fator
que mais influéncia na solubilidade dos compostos € a pressao de vapor do soluto. Considerando
que o extrato € formado por diferentes classes de compostos, a solubilidade destes compostos
pode ser diferente para as vdrias condi¢des de temperatura e pressdo, isto explica o
comportamento de diminuicdo do rendimento com o aumento da pressdo de 100 bar para 200 bar
e o grande aumento de rendimento com o aumento a pressao de 200 bar para 300 bar. Desta
maneira, ambos os efeitos, densidade do solvente e pressdo de vapor do soluto sdo importantes

para determinacdo da solubilidade do extrato na isoterma de 50 °C. O maior rendimento global
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foi obtido na condi¢do de extragdo de 50 °C e 250 bar (3,60 + 0,04%). Rossato (2006) estudou a
aplicacdo da tecnologia de extracdo supercritica com CO; para obtencdo de 6leo essencial de
Aloysia sellowi (BRIQUET) MOLDENKE (Verbenaceae). O rendimento do extrato SFE foi de
0,4 % (m/m).

As desigualdades dos rendimentos globais médios dos extratos obtidos por LSPE
apresentados na Tabela 4.2 indicam que a polaridade do solvente usado influenciou o valor do
rendimento, sendo que este cresceu com a polaridade do solvente.

As coloragdes dos extratos também foram distintas de acordo com o solvente usado na
extracdo LSPE. Foi observado que os extratos metandlicos apresentaram coloracdo verde mais
intensa do que para os outros dois solventes. Os extratos SFE de lavanda brasileira apresentaram
uma coloracio verde-amarelada.

Estas diferencas instigam o estudo da composicio e acdo biolégica dos diferentes
extratos. Em termos de rendimento global o extrato etandlico apresentou mesma ordem de

grandeza 3,3 + 0,2% que o rendimento obtido na SFE a 40 °C/300 bar (3,0. £ 0,2%).

4.1.3 Anadlises Quimicas

As porcentagens relativas em drea dos compostos voldteis presentes no 6leo essencial e no
extrato SFE de lavanda brasileira sdao apresentados na Tabela 4.3. Estes dados foram obtidos

utilizando CG-FID com coluna CP Sil 5.
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Tabela 4.3: Porcentagem em area dos compostos volateis presentes no éleo essencial e no
extrato supercritico de lavanda brasileira.

Compostos IR cpsis® IR cwxaom®  Oleo ¢ Oleo,!  SFE®
a-tujona 930 - 0.1 0,3 -
o-pineno 939 - 1,2 2,0 -
Camfeno 970 - 0,2 0,2 -
Sabineno 974 - 0,4 0,5 -
B-pineno 982 1100 10,5 12,0 0,3
Octen-3-o0l 982 1429 0,2 0,2 -
Mirceno 986 1145 1,8 2.1 -
p-cimeno 1020 1250 0,2 0,2 -
Limoneno 1030 1180 1,8 2,0 -
1,8-cineol 1030 1200 0,2 0,3 -
(E)-B-ocimeno 1042 1230 0,4 0,5 -
trans-sabinene hidrato 1064 1440 0,2 0,2 -
Terpinoleno 1087 1270 0,2 0,2 -
Linalool 1090 - 0,8 0,9 0,3
cis-sabineno hidrato 1095 1522 0,4 0,4 -
cis-p-menth-2-en-1-ol 1116 - 0,3 0,5 -
a-camfolenal 1125 1462 0,1 0,3 -
Ttrans-pinocarvil 1139 1655 2,2 29 1,6
Nopinono 1143 - 1,1 1,5 0.4
Pinocafona 1154 1482 13,5 16,3 6,3
Pinocarvona 1158 - 0,5 0,5 0,4
Isopinocanfona 1167 1509 4.4 5,1 2,0
Terpinen-4-ol 1172 - 0,2 0,2 0,1
a-terpineol 1180 - 0,2 0,2 0,1
Mirtenal 1186 1588 0,8 1,1 0,6
Mirtenol 1194 1749 1,1 1.4 1,3
Trans-carveol 1211 - 0,2 0,3 0,2
Carvone 1231 - 0,2 0,2 0,4
Mirtanol 1255 - 0,1 0,1 -
Bornil acetato 1281 1531 0,4 0,5 1,1
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Pinocarvil acetato 1291 1608 7,3 8.3 5,7
a-ylangene 1388 - 0,2 0,1 0,3
B-elemeno 1395 1522 0,5 0,5 0,9
B-bourboneno 1398 1531 0,4 0,5 0,7
B- cariofileno 1436 1547 6.8 4.8 9,2
a- humuleno 1469 1616 1,8 1,4 2,6
Allo-aromadendreno 1477 1643 0,5 0.4 0,3
Epi-cubebol 1485 1805 0,2 0,2 -
Germacreno D 1494 1678 4,6 3,0 8,6
Biciclogermacreno 1511 1705 2,4 1,9 3,2
Cubebol 1526 1882 0,8 0,7 0,9
é-amorfeno 1530 - 0,6 0,7 0,3
Elemol 1576 1985 1,5 1,0 1,5
Germacreno B 1590 1762 2.4 1,8 5,1
Oxido de cariofileno 1598 1915 1,8 13 2.4
Espatulenol 1600 2060 1,7 1,3 2.4
Guaiol 1606 2027 8,7 6,6 16,7
Rosifoliol 1621 2163 1,9 1,5 3,2
Eudesm-3-en-7-ol 1647 1.4 1,1 2,1
Tujopsanone-3 1652 0,5 0,4 1,1
o-eudesmol 1665 2200 1,1 0,9 3.4
Bulnesol 1676 2144 4,1 3,7 6,9
Eudesma-4(15),7-dien-13-ol 1696 - 0,4 0,2 1,2
Total identificado 95,2 95,0 93,8

"Indice de retengdo experimental da coluna CPSil5 polar;

"Indice de retencio experimental da coluna CWX 20M apolar;

Oleo;. 6leo essencial da planta colhida em Novembro de 2005;

"Oleoz : 6leo essencial da planta colhida em Maio de 2006;

°SFE: extrato supercritico (40 °C e 200 bar) da planta colhida em Novembro 2005.

Os resultados da composi¢do quimica do 6leo essencial de lavanda brasileira indicam que
ndo existe diferenca significativa na composicao de acordo com o periodo do ano em que a planta

foi colhida.
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O dleo essencial das duas amostras (colhidas nos meses de novembro e maio) contém
como monoterpenos majoritarios trés compostos: pinocanfone (13,5 - 16,3 %), B-pinene (10,5 -
12,0 %) e pinocarvil acetato (7,3 - 8,3 %). O guaiol (6,6 - 8,7 %) e o bulnesol (3,7-4,1 %) sao os
principais compostos da fracdo sesquiterpénica, representam 34 - 443 % de todo o dleo,
conforme a Figura 4.2. Ja no extrato SFE, estes compostos representam 73 % da fracdo volatil, o

que indica que o extrato SFE apresenta maior quantidade de compostos sesquiterpénicos.

18 -
16 -
= Beta-pineno
14 - '
12 - j w Pinocanfona
o P
210 A
‘O
£
;: 8 - Pinocarvil acetato
6 -
4 - M Guaiol
2 -
0 . 11 Bulnesol

Oleo 1 Oleo 2 SFE

(:)leo 1.6leo essencial da planta colhida em Novembro 2005;
Oleo, : 6leo essencial da planta colhida em Maio de 2006;
SFE: extrato supercritico da planta colhida em Novembro 2005

Figura 4.2: Compostos presentes no 6leo volatil e no extrato supercritico de lavanda brasileira.
Stashenko et al (2003) avaliaram a composi¢do de extratos de L. alba obtidos por
diferentes técnicas de extragdo. Como no presente estudo, observaram grande semelhanga entre a
composicdo dos extratos SFE e LSPE, porém também verificaram que através da SFE obtém-se

um extrato enriquecido em compostos menos voldteis (sesquiterpendides).
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A composicido descrita neste estudo € muito diferente das composi¢des encontradas na
literatura sobre esta planta. Uma quantidade elevada de pinocanfona jamais foi reportada para
esta espécie. Esta cetona monoterpénica foi mencionada somente para 6leo de planta de origem
brasileira (Trovati et al, 2003). Por outro lado, o guaiol foi identificado no extrato hexanico de
outras espécies que crescem no Brasil (Da Silva ef al, 2006), assim como o espatulenol e o
bisabolol. O 4lcool sesquiterpénico bisabolol ndo foi encontrado nos 6leos estudados neste
trabalho. Estudos preliminares com a espécie mostram diferencas em termos de rendimento e
composicdo. Cabras ef al (2003) estudaram a SFE e a hidrodestilacao de Aloysia triphylla,
consta que o rendimento SFE foi de 0,2% e o rendimento do 6leo essencial foi de 0,15%. Os
compostos majoritdrios da SFE foram fitol, espatulenol, 6xido de cariofileno, ar-curcumene e
metil - 9,12,15-octadecatrienoato. O 6leo essencial apresentou composi¢do semelhante, sendo
que os compostos majoritirios foram espatulenol (23,2 %), ar-curcumene (7,7%), geranial
(3,2%), E-nerolidol (3,8%) e neral (2,2%). Esta variabilidade pode ocorrer naturalmente devido a
influéncia da temperatura, umidade relativa, a duracdo total de exposi¢do ao sol e ao regime de
ventos a que a planta foi sujeita. Ainda, diferentes 6rgaos de uma mesma planta podem apresentar
Oleos essenciais com composi¢ao quimica, caracteristicas fisico-quimicos e odores bem distintos
(Simdes, 2000). Também se deve levar em consideracio a variabilidade genética das plantas, que
¢ expressa através dos quimiotipos.

Devido a quantidade elevada de pinocanfona e isopinocanfona encontrada no dleo
essencial e no extrato SFE desta espécie de lavanda brasileira, pode-se comparar a composicao
desta planta com a composicao do Hyssopus officinalis, planta origindria do Mediterraneo que
também apresenta estes constituintes como compostos majoritdrios. Esta planta € muito utilizada
na culindria devido ao seu leve sabor e aroma de menta, suas folhas e flores apresentam

propriedades cicatrizantes, seu 6leo essencial € utilizado na fabricac¢do de elixir e na composi¢ao
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de perfumes. O dleo de Hyssopus officinalis apresenta propriedades anti-sépticas e digestivas,
anti-fungica e fungicida. Experimentos com o O6leo voldtil desta planta, rico em cetonas
sesquiterpénicas (pinocanfona e isopinocafona) produziram efeitos neurotéxicos e crises
epiléticas em ratos (Steinmetz et al, 1980). Por outro lado, Letessier et al (2001) demostraram om
experimentos in vivo e in vitro que o 6leo de Hyssopus officinalis e compostos individuais
presentes neste 6leo (1-bornil acetato, isopinocanfenol e pinocanfona) apresentam propriedades
antifingica e fungicida frentea fungos patogénicos. O Oleo de Hyssopus officinalis inibiu
completamente os fungos Pyrenophora avenae e Pyricularia Oryzae. Os compostos 1-bornil
acetato, isopinocanfenol e pinocanfona utilizados individualmente inibiram o crescimento de
Pyrenophora avenae e misturas contendo isopinocanfenol inibiram completamente o crescimento
fungico. Desta forma, o extrato SFE e o 6leo voldtil de lavanda brasileira apresentam potencial
para serem utilizados tanto na agricultura ecolégica com na medicina tradicional. E necessério o
conhecimento preciso da composi¢do quimica antes da utilizacdo dos extratos em um contexto
fitoterdpico e aromaterapéutico. O 6leo essencial de Hyssopus officinalis é vendido na Francga
somente sob prescricdo médica. O uso de plantas de forma indiscriminada pode causar sérios
problemas de satide. Segundo Schenkel (1995) algumas das mais toxicas substincias conhecidas
sdo derivadas em geral de plantas, as quais sdo constituidas por uma diversidade de substincias
quimicas que interferem nos processos fisiolégicos normais, sendo entdo passiveis de causar
efeitos nocivos, assim como terapéuticos.

Porém, tanto o dleo essencial como o extrato SFE apresentaram o mesmo perfil de
composi¢do e este fator concorda com o resultado do perfil de composi¢ao obtido para a Aloysia

sellowi.
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4.1.4 Avaliacao das Atividades Biologicas dos extratos SFE e oleo essencial de lavanda

brasileira

4.1.4.1 Atividade antiinflamatoria dos extratos de lavanda brasileira

As atividades antiinflamatérias do 6leo voldtil e do extrato SFE de lavanda brasileira
foram avaliadas comparativamente a atividade do NDGA. Nao se observou nenhum efeito
inibitério significativo sobre a lipoxigenase de soja nas concentracdes estudadas (4-10 g/L).
Observou-se que ao invés de inibir a acdo da enzima o extrato SFE e o 6leo voldtil de lavanda
brasileira induziram a acio desta enzima, ou seja, a adicao de extrato e de 6leo volatil aumentou a
velocidade da reacdo de inflamacao.

De acordo com Croft et al (1993), aldeidos formados pela acdo de lipoxigenases inibem,
possivelmente, o crescimento de fungos, insetos e potozodrios em plantas. Desta forma, a
avaliacdo do efeito alelopdtico (efeito direto ou indireto, benéfico ou prejudicial de uma planta
sobre outra, mediante a producdo de agentes aleloquimios, que em geral sdo liberados no
ambiente) dos extratos e do 6leo essencial de lavanda brasileira torna-se interessante.

Duarte et al (2005) estudaram a atividade anti-caindida de plantas medicinais brasileiras,
dentre elas a lavanda brasileira. Os resultados mostraram que a lavanda brasileira apresentou uma
MIC (concentragdo inibitéria minima) superior a 2mg/mL. De acordo com o estudo, valores
maiores que este para concentra¢do indica fraco potencial antimicrobiano. Entretanto o extrato
hidroalcodlico desta mesma planta apresentou atividade antimicrobiana (MIC = 0,1 mg/mL)
contra o Bacillus subtilis CCT 2576 (Duarte et al, 2005).

Dellacasa et al (2003) estudaram a atividade antifiingica do 6leo essencial de lavanda

brasileira. Dentre os 6leos estudados, somente aqueles que apresentaram em sua composi¢ao 30
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% de terpenos oxigenados provaram ter atividade antifingica. A lavanda brasileira ndo

demonstrou atividade antifingica relacionada ao Ascosphaera apis.
4.1.4.2 Atividade antioxidante dos extratos de lavanda brasileira

A atividade antioxidante do Oleo voldtil e do extrato SFE foi comparada a dois
componentes de referéncia (BHT e rutina), utilizando dois métodos diferentes (DPPH e ORAC).
Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.4 e os valores indicam uma eficiéncia de mesma
magnitude para o 6leo essencial e para o extrato SFE. O Scsy para o 6leo essencial ndo pode ser
medido nas condi¢des experimentais. O resultado Scao= 1,8 x 10 mg/L indica que sua atividade
antioxidante € menos eficaz que a do extrato SFE (Scso = 1,3 X 107 mg/L). O método DPPH
mostrou 0 mesmo comportamento observado por meio do método ORAC, onde o extrato SFE foi
ligeiramente mais eficiente que o 6leo essencial (225 contra 203 uM TE/g, respectivamente). Nos
dois casos a atividade antioxidante dos extratos de lavanda brasileira foi mais fraca que a da
rutina, embora a taxa de atividade varie com o método utilizado: a atividade dos extratos foi 300
vezes menor com o método DPPH (Scso (Rutina) = 4,0 mg/L) e somente 3 vezes menor com O
método ORAC (587 (UM TE/guin). A mesma ordem de grandeza foi obtida em estudos
anteriores que avaliaram pelos dois métodos a atividade antioxidante do BHT (butil-hidroxi-
tolueno) habitualmente utilizado como composto de referéncia. Foi obtido um Scsp = 8,8 mg/L
pelo método DPPH (Alitonou et a,l 2006) e 0,16 TE (Trolox equivalente), (Ou et al, 2002) que

corresponde a 727 uM TE/g de acordo com o método ORAC.
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Tabela 4.4: Atividade antioxidante do 6leo essencial, do extrato SFE de lavanda brasileira e
do composto de referéncia (Rutina),.

Método DPPH Método ORAC
SCs0 (Ruting) (ME/L) 40+0,3 |ORACRuin (MM TE/guing) 587 +48
Scso (see) (mg/L) 1300 0,3 |ORACsg) (UM TE/gsgg) 225+ 18
Sc40 (sieo 1) (ME/L) 1800 £0,1 |ORAC 510 1) (UM TE/gsie01) 203 £ 15

2 (,)leo]; dleo essencial da planta colhida em Novembro 2005;
® SFE: extrato supercritico (40 °C e 200 bar) da planta colhida em Novembro 2005;
Sc: concentragdo referente a porcentagem de redugdo do radical DPPH

As diferengas entre os resultados dos dois métodos antioxidantes DPPH e ORAC, estdao
relacionadas com os mecanismos de reacdo envolvidos em cada método.

O método DPPH restringe-se somente a habilidade dos compostos presentes no extrato
SFE e no 6leo voldtil de lavanda brasileira de doar hidrogénios ou de doar elétrons. Os baixos
valores de AA obtidos por este método podem ter sido causados por alguns fatores como, uma
primeira suposi¢@o seria a inexisténcia de substincias doadoras de hidrogénio ou de elétrons nos
extratos e no 6leo voldtil desta planta; outra suposi¢do seria a presenca de uma grande variedade
de compostos nestes extratos e no 6leo que interagem com o meio contendo radicais DPPH e
entre si estas substancias podem ser capazes de doar hidrogénio ou elétrons quando puras e
podem ser incapazes de fazé-lo quando compdem uma mistura complexa, pois em sistemas
complexos o estato de excitacdo das moléculas interfere diretamente na AA; e uma ultima
suposicdo para a fraca AA do extrato SFE e do 6leo volatil desta planta seria a presenca de
compostos de alta massa molecular e forma estrutura complexa, como no caso dos triterpenos e
sesquiterpenos podem apresentar dificuldade de reagir com o radical DPPH devido ao

impedimento estérico que este apresenta e que lhe conferi uma alta estabilidade.
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As estruturas quimicas do DPPH, do BHT e da Rutina (Figura 4.3) e dos compostos
majoritarios presentes no extrato SFE e no 6leo volétil de lavanda brasileira conforme mostra a
Figura 4.4, pode-se verificar que o BHT apresenta maior atividade antioxidante frente ao radical
DPPH. O mecanismo antioxidante envolvido neste método € baseado na doacdo de hidrogénios
ou elétrons. No caso do BHT ndo somente as hidroxilas podem doar elétrons, os grupos metoxi
também atuam fortemente nesta funcdo e quelando metais (que sdo catalisadores na formacdo de
radicais livres). Por outro lado, a rutina apresenta uma menor AA devido ao efeito do agucar
(rutinose) ligado a estrutura, que provoca uma diminui¢do da AA devido provavelmente ao
impedimento estérico e também a modulacdo da capacidade de doacdo de elétrons. A baixa AA
dos extratos frente ao método DPPH, pode ser devido a baixa capacidade de doacdo de elétrons
por esses compostos. No caso do B-pineno, acredita-se que a baixa capacidade de doagdo de
elétrons ocorra devida a estabilizacdo por ressoniancia, mas principalmente pela questio da
solubilidade, esse composto é pouco solivel em metanol e etanol, este pode ser um motivo para a

baixa AA (De Rosso et al, 2008).

O,N NO

2 2

O-rutinose

NO

BHT Rutina DPPH

Figura 4.3.: Estrutura quimica do DPPH e dos compostos de referéncia BHT e Rutina.
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b s b (R

-pineno Pinocanfona Pinocarvil acetato Guaiol Bulnesol

Figura 4.4: Estrutura quimica dos compostos majoritarios presentes no oleo essencial e no extrato SFE
de lavanda brasileira.

A determinacdo pelo método ORAC € um pouco mais complexa. Neste método a
oxidacdo da fluoresceina é desencadeada pelo radical AAPH, que ndo interage diretamente com
os compostos da mistura (extrato ou 6leo volatil), mas com radicais formados pela oxida¢dao da
fluoresceina. Segundo Ou et al (2002), os resultados ORAC s3o muito representativos e
fornecem dados valiosos para o estabelecimento de uma medida global do poder antioxidante de
substincias puras, misturas como em frutas e extratos de plantas. O método ORAC ¢ utilizado
pelos USDA (United States Departament of Agriculture) para selecionar alimentos com grande
poder antioxidante.

Os resultados da atividade antioxidante do extrato SFE (225 + 18 uM TE/gsgg) € do dleo
volatil (203 £ 15 uM TE/gse,) de lavanda brasileira indicam um alto poder antioxidante pelo
método ORAC. Este resultado € satisfatério pelo fato de que este método tem sido considerado
confidvel e tem sido muito utlizado devido a sua correlagdo linear com uma grande variedade de
amostras que incluem frutas, extratos vegetais, plasma e fitoquimicos puros (Huang et al, 2002).
As desvantagens deste método comparadas aos demais restringem-se ao controle da temperatura,

controle da solubilidade de substancias lipossoliveis e disponibilidade de equipamento.
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A Figura 4.5 apresenta a atividade antioxidante dos extratos LPSE (metanol; etanol e

hexano) e extratos SFE obtidos em diferentes condi¢des de extracdo, em relacdo a atividade do -

caroteno (controle). Analisando-a pode-se constatar um comportamento bem diferenciado entre

os extratos analisados. Os extratos metandlico e etandlico apresentaram uma atividade

antioxidante variando de -5 a 62 %, como a atividade estd acima de 50 % pode-se considerar que

estes extratos apresentam uma atividade antioxidante significativa quando comparada ao [-

caroteno. O extrato SFE obtido a 40 °C e 200 bar apresentou atividade antioxidante fraca

variando de 23 a 31 %. Ja os extratos obtidos a 40 °C/100 bar, 40 °C/300 bar e 50 °C/100 bar

apresentaram uma atividade antioxidante inferior, atuando como pré-oxidantes, acelerando a

reacdo de oxidacdo do P-caroteno com AA variando de (-1 a -29%; 4 a -13 e -7 a -51),

respectivamente. A 50 °C e 300 bar o extrato apresentou AA bem mais elevada que a do B-

caroteno variando de 119 a 188%.
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Figura 4.5: Comparacao da atividade antioxidante dos diferentes extratos de lavanda brasileira

analisados pela reacao acoplada f-caroteno/acido linolénico.
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A habilidade dos antioxidantes de seqiiestrar radicais livres, avaliada pelo método DPPH
que ndao demonstrou ser eficaz para o caso da lavanda brasileira, quando comparadas as
atividades da rutina e do BHT. O método ORAC também relacionado a reacdo com radicais
livres, neste caso por uma rea¢do iniciada pela adicdo de AAPH e adaptada para substancias
lipossoluveis, apresentou valores de AA apenas 3 vezes menor que a atividade dos compostos de
referéncia, demonstrando que pelo método ORAC o extrato SFE e o 6leo volatil apresentaram
uma AA significatica. Finalmente, pelo método P-caroteno /4cido linolénico, que avalia a
atividade de inibi¢do de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linolénico, os
extratos apresentaram uma AA que variou de acordo com o solvente utilizado (metanol, etanol e
hexano) e de acordo com a condicdo SFE empregada. Podemos constatar que a avaliacdo da
habilidade de extratos de plantas atuarem como antioxidantes é um processo complexo, que
depende diretamente da metodologiade andlise aplicada, do tipo de extrato analisado, da
composi¢do quimica dos extratos.

A Figura 4.6 apresenta os resultados da reacdo acoplada -caroteno/dcido linolénico em fungdo

da absorbancia e do tempo de reagao.
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Figura 4.6: Reac¢io acoplada -caroteno /acido linolénico (absorbancia versus tempo de reacio) dos

extratos de lavanda brasileira.
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4.2 Quebra pedra

4.2.1 Caracterizacdo da Matéria-prima

O didmetro médio das particulas (dp) utilizadas nos ensaios para determinacdo do

rendimento global foi de 8,4 x 10 m.

4.2.2 Rendimento Global de Extragdo

A Tabela 4.5 apresenta os rendimentos globais de extracdo obtidos através de extragdo

supercritica (SFE) e extracdo a baixa pressao (LPSE) com solventes organicos (metanol, etanol e

hexano).

Tabela 4.5: Rendimento global de extraciao de quebra pedra obtido por SFE e por (LPSE).

Extracao SFE

Extracdao LPSE

Condicoes de Operacao Densidade  Rendimento

Solvente

Rendimento

T (°C) P (bar) CO, (% massa)® (% massa)”
(kg/m®)
100 628 2,30+ 0,01 Metanol 10,20 + 0,04
150 780 2,90 + 0,09 Etanol 3,40 + 0,04
40 200 839 1,90 + 0,01 Hexano 1,90 + 0,04
250 879 - - -
300 909 1,60 + 0,01 - -
100 384 0,80 +0,01
150 699 3,20 + 0,08 - -
50 200 784 2,20 +0,01
250 834 3,60 + 0,04 - -
300 870 2,50 +0,01 - -

*Rendimento do extrato supercritico de quebra pedra em base imida.
" Rendimento do extrato a baixa pressio de quebra pedra em base Gmida.
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Diferentes fatores afetam a eficiéncia o processo de extragdo supercritica, sendo
necessario determinar as melhores condi¢des de extracdo empiricamente. Por exemplo, com o
aumento do poder de solvatacdo do diéxido de carbono por mudanca na pressdo, temperatura e
densidade € possivel maximizar a extracdo dos produtos (Saengcharoenrat e Guyer, 2004).
Através da investigacao da influéncia da temperatura e pressdo no rendimento global de extracio
de quebra pedra, verificou-se que o maior rendimento foi obtido a 50 °C e 250 bar (3,60 + 0,04).

As isotermas de rendimento global de extracdo da quebra pedra sdo apresentadas nas

Figuras 4.7(a) e 4.7(b).
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Figura 4.7(a): Isotermas de Rendimento Global do Sistema quebra pedra + CO,,
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Figura 4.7(b): Isotermas de Rendimento Global do Sistema quebra pedra + CO,,
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O poder de solubilizagdo do CO, no estado supercritico depende da sua densidade, e nas
regides proximas ao ponto critico, a densidade aumenta bruscamente com o aumento da pressdo a
temperatura constante e também diminui com o aumento da temperatura a pressdo constante.
Embora a densidade do CO; seja conhecida, € necessdrio também conhecer as interacdes entre
quebra pedra + CO, e como estas variam com a densidade. As interagdes podem ser descritas por
meio da solubilidade medida para o sistema quebra pedra + CO; ou através da determinacdo do
tendimento global de extracao.

Observa-se na Figura 4.7(a) que o aumento da pressao de 100 bar para 150 bar nas duas
isotermas provoca um aumento no rendimento global, na densidade do solvente e
consequentemente na solubilidade do extrato de quebra pedra. Nas pressdes variando de 150 bar
a 200 bar a influéncia da temperatura no rendimento foi desprezivel, apesar de haver diferenca na
da densidade do solvente conforme a Figura 4.6(b). Pode-se constatar na Figura 4.7(a) que para
pressdes inferiores a 100 bar, o rendimento global é maior na isoterma de 40 °C que na isoterma
de 50 °C. Neste caso, prevalece o efeito da densidade do solvente sobre o efeito da pressdo de
vapor do soluto. Na Figura 4.7(b) nota-se que a densidade do CO; diminui com o aumento da
temperatura e como resultado a solubilidade do extrato de quebra pedra em CO; também diminui.
Na pressdo de 135 bar as isotermas convergem e os dois efeitos de pressdao de vapor do soluto e
densidade do slvente tem a mesma importancia.sobre a solubilidade e consequentemente sobre o
rendimento global. Acima desta pressao o rendimento global € maior na isoterma de 50 °C que na
isoterma de 40 °C, portanto para pressdes maiores que 135 bar o efeito da pressdao de vapor do
soluto é mais importante. Podemos verificar que os valores da densidade do solvente nas
isotermas de 40 °C e 50 °C diminui a medida que aumentamos a pressdo. Entretanto, observa-se

que o rendimento global na isoterma de 50 °C apresenta dois pontos de maximo a 150 bar e a 250
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bar, ja para a isoterma de 40 °C observa-se pequenas diminui¢cdes no rendimento com o aumento
da pressao.

Baixos rendimentos totais médios foram obtidos no solvente apolar hexano (1,9 £ 0,04%),
enquanto que maior rendimento foi obtido com o solvente polar metanol (10,2 + 0,04%).

As coloragdes dos extratos também foram distintas de acordo com o solvente usado na

extracdo LSPE. Os extratos de quebra pedra apresentaram uma tonalidade verde-amarelada.

4.2.3 Anadlises Quimicas

Foram realizadas andlises de cromatografia em camada delgada a fim de verificar a
presenca de 6leo voldtil, pigmentos, flavondides, saponinas e triterpenos nos diferentes extratos

SFE e extratos LPSE de quebra pedra, conforme descrito no Capitulo 3.

4.2.3.10leo Voldtil

De acordo com Wagner (1985) a presenca de 6leo volatil é confirmada pela presenca de
bandas arroxeadas quando a placa cromatogrifica é tratada reveladores adequados. Houve o
aparecimento das bandas, portanto, os extratos SFE obtidos a 40 °C e 50 °C nas diferentes
pressdoes de operagdo, portanto os extratos obtidos com solventes organicos apresentam Oleo
volatil em sua composi¢ao.

Analisando as bandas com a revelagdo das placas para verificagdo da presenca de dleos
volateis foi observado que ndo hé diferencga perceptivel entre as bandas originadas do extrato SFE
nas temperaturas de 40 °C e 50 °C para as diferentes pressOes analisadas (Figura 4.8).
Comparando as bandas das CCDs, de SFE com a de LPSE foi observado que nesta dltima as

bandas aparecem em posi¢des e coloracdes diferentes indicando uma composicao diferente entre
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estes extratos, como ja era esperado devido as diferencas de polaridade dos solventes utilizados

para extracao.

Isoterma 40°C Isoterma 50°C Extraciao LPSE

Figura 4.8: CCD para deteccio de 6leo volatil presente nos extratos de quebra pedra 1 (40 °C/100 bar);
2 (40 °C/200 bar); 3 (40 °C/300 bar); 4 (50 °C/100 bar); 5 (50 °C/200 bar); 6 (50 °C/300 bar) 7 (MeOH);
8 (EtOH); 9 (Hexano).

Do ponto de vista quimico os 6leos voldteis sao de misturas complexas, que se compdem,
sobretudo, de terpenos. A medicina recorre frequentemente a substincias presentes nestes leos

voléteis como, por exemplo, ao mentol, a canfora, ao eucalipitol, entre outros, devido a suas

propriedades fisiolgicas como, expectorante, digestivo, desinfectante, bacetricida, entre outras.

4.2.3.2 Pigmentos e Flavondides

Na Figura 4.9 as bandas na parte superior das placas indicam a presenga de pigmentos em
todos os extratos analisados. Nas bandas referentes aos extratos metandlico e etandlico observou-
se a presenca de duas bandas com mesmos Rfs (razdo entre a distancia percorrida pelo composto
e a distancia percorrida pelo eluente), o que indica a presencga de diferentes pigmentos nestes dois

extratos.
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Isoterma 40°C Isoterma 50°C Extracio LPSE

1 2 3 4 5 6 3 7 8 9

Figura 4.9: CCD para deteccao de pigmentos presentes nos extratos de quebra pedra 1 (40 °C/100 bar);
2 (40 °C/200 bar); 3 (40 °C/300 bar); 4 (50 °C/100 bar); 5 (50 °C/200 bar); 6 (50 °C/300 bar) 7 (MeOH);
8 (EtOH); 9 (Hexano).

Segundo Wagner (1985) a presenca de bandas laranja-amarelo e amarelo-verde indicam a
presenca de flavondides, com uso dos eluente e revelador descritos anteriormente.

As CCDs dos extratos SFE de quebra pedra apresentados na Figura 4.10 mostram as
bandas alaranjadas nas pressdes de 200 e 300 bar para ambas as temperaturas. Na CCD para
extratos a baixa pressdo de quebra pedra foi também utilizado o extrato SFE na condicao 40 °C a
300 bar; para fins de comparacdo com os extratos LPSE. As bandas superiores laranjas

fluorescente confirmaram a presenca de flanovéides em todos os extratos de quebra pedra. As

bandas dos extratos de solvente organico foram mais intensas que a do extrato supercritico.
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Isoterma 40°C Isoterma 50°C Extracio LPSE

1 2 3 4 5 6 3 7 8 9

Figura 4.10: CCD para detecc¢io de flavondides presentes nos extratos de quebra pedra 1 (40 °C/100
bar); 2 (40 °C/200 bar); 3 (40 °C/300 bar); 4 (50 °C/100 bar); 5 (50 °C/200 bar); 6 (50 °C/300 bar) 7
(MeOH); 8 (EtOH); 9 (Hexano).

Os flavondides sdo substancias de origem natural encontradas na maioria dos vegetais,
onde desempenham o papel de bloqueadores da radiacdo ultravioleta, além de atuarem na
pigmentacdo dessas espécies. No desenvolvimento de pesquisas cientificas, os flavondides sdo
utilizados como marcadores taxondmicos, substincias que auxiliam na identificacdo botanicas
das plantas. Na ecologia quimica eles funcionam como indicativos para a polinizacdo por insetos.
Em seres humanos e animais, os favondides apresentam efeitos potenciais como antioxidante,
antiinflamatdrio, protetor cardiaco, analgésico, antialérgico, anticancér, antiulcera, entre outros.

Dentre os antioxidantes encontrados no extrato de quebra pedra estdo as lignanas
(Shahidi, 1997), as taninas como a quercetina e os flavonédides (Simic e Karel, 1979). Segundo
Khatoon et al. (2005), a analise fitoquimica dos extratos de quebra pedra registra a presencga de
glicosideos, flavonodides, alcaldides e taninos quando extraidas com dlcool, o que demonstra a

natureza polar destes compostos extraidos da quebra pedra. Segundo Rajeshkumar et al (2002),
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flavondides naturais encontrados no extrato de quebra pedra mostraram experimentalmente

atividade significante contra canceres.

4.2.3.3 Saponinas UV

Foi observado na Figura 4.11 que n3o hd a presenca de saponinas nos extratos SFE
obtidos a 100 bar, nas temperaturas de 40 °C e 50 °C. Nas demais temperaturas e pressdes foram
observadas bandas amarelas e laranjas fluorescentes, ou seja, nas demais condi¢cdes de SFE
saponinas foram extraidas.

Na placa LPSE da Figura 4.11 foi observado que todos os extratos apresentam saponinas,
mas o extrato SFE apresentou diferentes colora¢des para as bandas, indicando que na SFE ha a
extragdo de maior variedade de saponinas que nas extracdes a baixa pressio com solvente
organico. Wagner (1985) descreve a deteccio de saponinas com a visualizagdo de bandas
amarelas ou laranjas fluorescentes quando o cromatograma € eluido e revelado adequadamente.

As saponinas, também chamadas saponosideos, formam um grupo particular de
heterosideos derivados de triterpenos tetraciclicos, sendo muito comuns nas plantas mediciais. O
nome provém do fato de formarem espuma abundante quando agitadas na dgua; devido a esta
propriedade sdo excelentes emulsificantes. Do ponto de vista quimico caracterizam-se por um
radical glucidico (glucose, galactose) ligado a um radical aglicono. Uma propriedade
caracteristica das saponinas € proporcionar a hemolise dos glébulos vermelhos (eritrécitos), isto
€, libertam hemoglobina, o que explica o efeito téxico de algumas saponinas. As saponinas
geralmente possuem propriedades hemoliticas e purificativa (Wagner e Wolff, 1977). Segundo
Khatoon et al. (2005), a andlise fitoquimica dos extratos de quebra pedra registra a presenca

alcaldides, taninas e saponinas quando extraidos com dgua (Khatoon et al, 2005).
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Isoterma 40°C Isoterma 50°C Extracio LPSE

Figura 4.11: CCD para deteccao de saponinas presentes nos extratos de quebra pedra 1 (40 °C/100 bar);
2 (40 °C/200 bar); 3 (40 °C/300 bar); 4 (50 °C/100 bar); 5 (50 °C/200 bar); 6 (50 °C/300 bar) 7 (MeOH);
8 (EtOH); 9 (Hexano).

4.2.3.4 Triterpenos

Analisando as bandas para a CCD a 40 °C na Figura 4.12, observa-se a semelhanga entre
as bandas nas diversas pressoes. O mesmo foi visto para a CCD a 50 °C. Comparando-as entre si
(isotermas) observa-se, da metade para cima na placa SFE a 50 °C, bandas azuladas e arroxeadas
ausentes na placa referente aos extratos LPSE. Este fato indica que na extra¢do SFE a 50 °C sdo
extraidos mais compostos que nas demais extracdes SFE a 40 °C, e extracio LPSE, fato que
demonstra a seletividade do processo SFE, pela influéncia das condigdes de operacdo na
composi¢do dos extratos.

No cromatograma referente a LPSE nota-se que o extrato metandlico foi o que apresentou

menos bandas referentes a presenca de triterpenos, este fato leva a conclusdo que os triterpenos

presentes nos extratos SFE de quebra pedra, principalmente os extratos obtidos na temperatura de
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50 °C, sao compostos apolares. Nos extrato supercritico (40 °C/300 bar) e no etandlico as bandas
foram similares. O extrato hexandlico mostrou uma banda acentuada na parte superior da placa.
Segundo Khatoon et al. (2006), a andlise fitoquimica dos extratos de quebra pedra registra a

presenca de triterpendides, quando extraidos com hexano.

Isoterma 40°C Isoterma 50°C Extracdo LPSE

Figura 4.12: CCD para deteccio de triterpenos presentes nos extratos de quebra pedra 1 (40 °C/100
bar); 2 (40 °C/200 bar); 3 (40 °C/300 bar); 4 (50 °C/100 bar); 5 (50 °C/200 bar); 6 (50 °C/300 bar) 7
(MeOH); 8 (EtOH); 9 (Hexano).

4.2.4 Avaliacdo das Atividades Biolégicas dos extratos de quebra pedra

4.2.4.1 Atividade antiinflamatoria dos extratos de quebra pedra

A atividade antiinflamatéria do extrato SFE de quebra pedra foi avaliada
comparativamente com a atividade do NDGA. Nado se observou nenhum efeito inibitério
significativo sobre a lipoxigenase de soja nas concentracdes estudadas (4-10 g/L). Os extratos de

quebra pedra também apresentaram um efeito acelerador da reacdo de inflamacdo in vitro
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desencadeada pela lipoxigenase. Desta forma, também ¢€ interessante o estudo do efeito
alelopdtico deste extrato sobre fungos, insetos e protozodrios em plantas.

Kassuya et al (2003) mostraram que o extrato hexandlico de quebra pedra possui
compostos com ag¢do antiinflamatéria e Raphael e Kutton (2003) mostraram que o extrato

metandlico de quebra pedra inibe lesdes gastricas.

4.2.4.2 Atividade antioxidante dos extratos de quebra pedra

A atividade antioxidante (AA) do extrato de quebra pedra obtido a 40 °C e 250 bar foi
comparada a dois componentes de referéncia (BHT e Rutina), utilizando-se o método DPPH. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 4.6. O extrato de quebra pedra foi 188 vezes menos eficaz
que a rutina, antioxidante natural, e 425 vezes menos eficaz que o BHT, antioxidante sintético.
Este método avalia a habilidade do antioxidante (extrato de quebra pedra) de doar hidrogénio ou
elétrons. A eficicia da capacidade antioxidante dos componentes bioativos depende de sua
estrutura quimica, da concentracido destes fitoquimicos no alimento e do meio no qual encontra-
se 0 AA (etandlico, metandlico ou aquoso).

Apesar de a composicdo quimica ter indicado a presenca de flavondides nos extratos de
quebra pedra e de saber-se das caracteristicas antioxidantes referentes a estes compostos
verificamos que dentre os flavondides existem estruturas quimicas distintas conforme mostram as
Figuras 4.13 e Figura 4.14. Portanto, os flavondides presentes nos extratos de quebra pedra
possivelmente apresentam estruturas como a apresentada na Figura 4.13, devido a sua pouca
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons de acordo com o método de avaliacdo da AA DPPH. O
nimero de hidroxilas ligadas ao anel benzenicoo esta diretamente relacionada com AA do

flavonoide.

118



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo - Quebra pedra

Figura 4.13: Critério estrutural de um flavonéide que nio apresenta atividade antioxidante.
OH

OH
OH

HO @)

OH O
Figura 4.14: Critério estrutural de um flavonéide com alta atividade antioxidante
O teor destes compostos em vegetais € amplamente influenciado por fatores genéticos,
condi¢cdes ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta, entre outros fatores.
Sabe-se ainda que a atividade antioxidante seja influenciada pelo substrato lipidico utilizado no
ensaio, o solvente e a técnica de extracdo empregados (Madsen e Bertelsen, 2003).

Tabela 4.6: Atividade antioxidante dos compostos de referéncia (Rutina e BHT) e do
extrato SFE de Quebra pedra.

Método DPPH
SC50 (Rutina) (Mg/L) 9,0+0,3
Scso gaT) (Mg/L) 4,0+0,3
Scso srp)* (mg/L) 1700 + 0,4

SFE: extrato supercritico da planta (40 °C e 250 bar).

A seguir sdo apresentados os resultados referentes a AA de diferentes extratos de quebra
pedra avaliados pela reagdo acoplada B-caroteno/dcido linolénico, conforme Figura 4.15 e Figura

4.16. Segundo Koleva et al (2002), a oxidacdo lipidica é um complexo processo em cadeia, no
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qual estdo envolvidos varios tipos de radicais livres de diferentes reatividades do substrato
lipidico, solubilidades e mecanismos de acdo. Além disso, a complexa composi¢do dos extratos
vegetais pode provocar interagdes sinérgicas ou antagOnicas entre 0S compostos presentes,
podendo também afetar sua particdio nas fases do meio e conseqiientemente sua aciao
antioxidante.

A Figura 4.15 apresenta os resultados da reacdo acoplada B-caroteno/acido linolénico em

funcdo da absorbancia e do tempo de reacgao.
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Figura 4.15: Reacéo acoplada p-caroteno /acido linolénico (absorbéncia versus tempo de reacio) dos
extratos de quebra pedra.

Analisando os resultados da AA, avaliada pela reacdo acoplada B-caroteno/dcido
linolénico, constatou-se que a maior atividade antioxidante foi atingida com o extrato SFE obtido
a 50 °C e 200 bar, que apresent AA variando entre 117 e 175%, conforme mostra a Figura 4.16.

O extrato etanodlico apresentou AA de 170% em uma hora de reacdo, 141% em duas horas de
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reacdo e 87% em trés horas de reacdo. O extrato hexanico apresentou comportamento semelhante
em uma, duas e trés horas de reacdo com AA de 217, 202 e 177%, respectivamente. Pode-se
notar que os extratos SFE apresentam estabilidade frente a reacao, pois o valor da AA se mantém
constante com o passar do tempo. Por exemplo, o extrato SFE obtido a 40 °C e 200 bar
apresentou valores de AA de 118 % em uma hora de reacdo, 103% em duas horas de reacdo e
100% em trés horas de reacdo; o extrato obtido a 40 ° C e 250 bar apresentou comportamento
semelhante em uma hora de reacdo com a AA foi de 53% em duas horas de reacdo 42% e em trés
horas de reacdo 37%. A estabilidade de antioxidantes frente a rea¢des € indicativo de qualidade
destas substancias. Outro ponto de vista que pode ser levado em consideracdo sdo as diferencas
de AA observadas para os extratos obtidos pelas duas técnicas de extracdo estudadas. Dentre os
extratos LPSE estudados o extrato metandlico apresentou AA 60% em uma hora de reacdo; 48%
em duas horas de reacdo e 17% em trés horas de reacdo, os extratos metandlico e etandlico
apresentaram comportamento semelhante em relacdo ao tempo de reacdo. Estes resultados
indicam pouca estabilidade dos compostos antioxidantes presentes nestes extratos frente a reagao
que avalia a protecdo que os compostos presentes no extrato conferem ao f-caroteno. Dentre os
extratos SFE obtidos a 40 °C verificou-se que a AA variou de 21% para o extrato SFE, obtido a
40 °C e 300 bar em uma hora de reacdo a 118% de AA para o extrato obtido a 40 °C e 200 bar
em uma hora de reacdo. Para os extratos obtidos com solventes organicos jd era esperada a
diferenca em termos de atividade antioxidante, visto que extratos obtidos com solventes de
diferentes polaridades apresentam uma composicio distinta, e conseqiientemente uma atividade
antioxidante diferente. J4 os extratos SFE apresentam diferencas muito sutis em termos de
polaridade, a maior diferenca entre estes extratos diz respeito as condi¢des de operagdo pressao e
temperatura que definem automaticamente a propriedade de densidade do CO; e que influenciam

o processo em termos de fendmenos relacionados ao processo de transferéncia de massa entre o
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soluto e o solvente. Desta forma, a andlise da densidade do CO,, nas diferentes condi¢des de
extragdo, com a atividade antioxidante dos extratos obtidos nestas condi¢des € pertinente. Foi
observado que os extratos obtidos nas condi¢cdes de operagao de 40 °C/200 bar (densidade do
C0,=839 kg/m’), apresentou uma AA constante e em torno de 100 %. J4 os extratos obtidos a 40
°C/250 bar (densidade do CO, = 879 kg/m3) e 40 °C/300 bar (densidade do CO,= 909 kg/m3)
apresentaram as AA menos efetivas, comparadas as dos demais extratos que variaram de 21 a
66%. O extrato obtido a 50 °C e 200 bar (densidade do CO, = 784 kg/m’) apresentou a maior AA.
Desta forma, pode-se constatar a seletividade do processo de extragdo supercritica. Poucas
variacdes na densidade do diéxido de carbono (784 kg/m’, 839 kg/m’, 879 kg/m’ e 909 kg/m”)

ocasionam grandes varia¢des no potencial antioxidante dos extratos.
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Figura 4.16: Comparacao da atividade antioxidante dos diferentes extratos de quebra pedra analisados
pela reacio acoplada p-caroteno/acido linolénico.
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A reagdo acoplada de B-caroteno/dcido linolénico € colorimétrica, e o responsdvel pela
coloragao amarela da solucao ¢ o B-catoreno um antioxidante natural. No tempo zero a colorag@o
¢ intensa; quando o extrato tem baixo poder antioxidante o -catoreno € consumido rapidamente
com o tempo na rea¢do de oxidacd@o e a solucdo perde a cor ligeiramente. Assim, é natural que a
atividade antioxidante dos extratos deve diminuir com o tempo. Podemos observar que os
extratos obtidos com diferentes solventes organicos apresentam uma redugdo acentuada no grau
de atividade antioxidante com o passar da reacdo. Os extratos supercriticos de quebra pedra,
apresentaram uma boa atividade antioxidante e um perfil de estabilidade como mencionado

anteriormente.
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4.3 Ginseng brasileiro

4.3.1 Caracterizacdo da Matéria-prima

A umidade média das folhas de ginseng brasileiro foi de 6,7%; a densidade aparente (d,),
a densidade real (d,), a porosidade do leito (¢) € o didmetro médio das particulas (d,,) utilizados
nos ensaios para determinacdo do rendimento global foram: 0,863 g/cm3; 1,408 + 0,004 g/cm3;

0,38¢ 7,9 x 104 m, respectivamente.

4.3.2 Rendimento Global de Extragdo

Na Tabela 4.7 sdo apresentados os rendimentos de extracdo obtidos para diferentes
condi¢des de operacdo para o processo SFE, e os valores médios obtidos pelo processo de

extragdo a baixa pressdo, como descrito no Capitulo 3.
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Tabela 4.7: Rendimento global de extrato de ginseng brasileiro obtido por SFE e por LPSE.

Extracao SFE Extracao LPSE
Condicoes de Operacdo  Densidade Rendimento Rendimento
Solvente
T (°C) P (bar) CO; (kg/m’) (% peso)? (% peso)®
100 727 0,50+0,02 Metanol 82+0,8
150 832 0,60 £ 0,01 Etanol 22+0,7
30 200 894 0,90 £ 0,01 Hexano 0,6 £0,1
250 940 1,40 £ 0,07
300 976 1,0+£0,1
100 628 0,60 £ 0,01
150 780 1,00 £0,03
40 200 839 1,00 £ 0,03
250 879 1,3+0,1
300 909 1,10 £0,02
384 0,8 +0,1
784 1,00 £ 0,04
870 1,00 £ 0,04

“Rendimento do extrato supercritico de ginseng brasileiro em base seca.
"Rendimento do extrato a baixa pressdo de ginseng brasileiro em base seca.

Para avaliar a influéncia do solvente na extracdo, o processo SFE foi comparado com o

processo de extragdo a baixa pressdo (LPSE). Os resultados demonstram que no tempo total de 2

horas de extracdo o extrato SFE que apresentou maior rendimento foi obtido a 30 °C e 250 bar

(1,40 = 0,07%). Os extratos LPSE apresentaram valores de 8,2 + 0,8%, 2,2 £+ 0,7% ¢ 0,6 £ 0,1%

para os extratos metandlico, etandlico e hexanico, respectivamente. O extrato hexanico
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apresentou um rendimento menor que os extratos SFE, confirmando a seletividade dos
compostos de acordo com a polaridade dos solventes empregados nas extragdes. Comparando os
rendimentos obtidos por SFE com o rendimento obtido com a utilizacdo do solvente organico
hexano verificou-se uma maior efici€éncia em relagcdo ao rendimento quando a extracio SFE foi
utilizada. O extrato etandlico apresentou um rendimento de mesma ordem de grandeza que o
extrato SFE. As desigualdades dos rendimentos globais indicam nao somente que a polaridade do
solvente usado influéncia no valor global como também este cresce com a polaridade. As
coloragdes dos extratos também foram distintas de acordo com o solvente utilizado; o extrato
metandlico apresentou coloracdo verde mais intensa que o extrato etandlico e hexanico,
coloragdes que podem ter sido diferenciadas devido a presenca de clorofila nos extratos,

conforme mostra a Figura 4.17.

Figura 4.17: Extratos LPSE do ginseng brasileiro.

As Figuras 4.18(a) e 4.18(b) apresentam as isotermas de rendimento global do ginseng
brasileiro. As pressdes de inversdo entre as isotermas de 30 °C e 40 °C foram determinadas nas
proximidades de 225 bar e 285 bar. Em pressdes superiores a 225 bar nas isotermas de 30 °C e 40

°C verificou-se que a influéncia da temperatura no rendimento global € desprezivel (Figura
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4.18(a)), apesar de haver diferenca em funcido da densidade do solvente Figura 4.18(b). Os efeitos
da pressdo e da temperatura no rendimento global sio semelhantes aos efeitos desses parametros
na solubilidade do extrato de ginseng brasileiro em CO, supercritico. Para o sistema ginseng
brasileiro + CO; supercritico os efietos da pressdo de vapor do soluto sdo muito importantes nas
pressdes que antecedem a pressao de inversdo (225 bar). Pode-se observar que na isoterma de 40
°C sdo apresentados rendimentos globais superiores aos rendimentos obtidos nas mesmas
pressdes para isoterma de 30 °C. Desta forma, constata-se que a temperatura influéncia
fortemente a pressdo de vapor da mistura de solutos nas pressodes inferiores a 225 bar. Para as
isotermas de 40 °C e 50 °C observou-se que as pressdes de inversio foram determinadas nas
proximidades de 125 bar e 200 bar. Neste caso, observou-se influencia da temperatura na pressao
de vapor da mistura de solutos em pressdes inferiores a 125 bar, j& para pressoes superiores a 150
bar o rendimento global foi maior a 40 °C do que a 50 °C, portanto para pressdes maiores que
150 bar nao pode ser negligenciado o efeito da densidade do solvente no rendimento global de

extrato, ou seja, o efeito da pressio de vapor do soluto é menos importante que o efeito da

densidade de solvente.
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Figura 4.18(a): Isotermas de Rendimento Global do sistema ginseng brasileiro + CO,
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Figura 4.18(b): Isotermas de Rendimento Global do sistema ginseng brasileiro + CO,,

Pode-se verificar que a temperatura pouco influenciou no rendimento global de extra¢dao

de folhas de ginseng brasileiro. Com o aumento da temperatura de extragdo constatou-se que o Xo
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mateve-se constante e em alguns casos até diminuiu. Para pressdo de 300 bar nas temperaturas de
30 °C, 40 °C e 50 °C, o rendimento manteve-se constante em 1%. Na condi¢do de 30 °C e 250
bar e 40 °C e 250 bar o X, variou muito pouco de 1,4 a 1,3, respectivamente. Portanto em termos
de Xy, a condi¢do mais adequada para obten¢do de extratos de folhas de ginseng brasileiro € 30

°C e 250 bar.

4.3.3 Cinética de extracdo

A extracdo de solutos a partir de matrizes vegetais com fluidos supercriticos ndo ¢ uma
funcdo linear do tempo de extracdo. De forma geral, as curvas tipicas de extragdao apresentam trés
periodos (Ferreira et al, 1999). Do ponto de vista industrial, a otimizacdo do processo que
emprega SFE requer o conhecimento de caracteristicas termodindmicas (solubilidade e
seletividade), bem como caracteristicas cinéticas (taxa de transferéncia de massa). Uma vez que
no periodo de taxa de extracdo constante (CER) consegue-se extrair entre 50 e 90% do extrato
total, a otimizacdo do processo deveria ser focada neste periodo, e a modelagem poderia ser
realizada considerando unicamente o fendmeno de conveccao (Ferreirra ef al, 1999).

A seguir € mostrada a curva de extracdo do ginseng brasileiro obtita na condi¢cdo de
extragdo de 250 bar, 40 °C e 7,0 x 10” kg/s. Na Figura 4.19 os trés periodos de taxa de extracdo
sdo mostrados (taxa de extra¢do constante (CER), onde o principal mecanismo de transeréncia de
massa € a convecc¢do na fase fluida; taxa de extracao decrescente (FER), onde a difusdo na matriz
vegetal e a convec¢do na fase fluida sao importantes para a transferéncia de massa, e o periodo
difusional, onde a transferéncia de massa € limitada pela difusdo do solvente no interior das

particulas).
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Figura 4.19: Curva de extracao do ginseng brasileiro obtida na condicao de operacao de 40 °C, 250 bar,
7,0 x 10° kg/s e 30 gramas.

Através da metodologia de Gauss-Newton para obtencdo dos parametros de extragdo,
através do ajuste linear e ndo linear de 3 retas da curva experimental de extracdo do ginseng
brasileiro e utlilizando o Software SAS Learning Edition foram determinados os seguintes
parametros de processo: tcgr = 60 minutos; Mcgr = 3,43 X 10 8 kg/s; Ycer = 0,00049 kgex/kg coz;
Rcer = 0,4 % Rt = 1,13 %. Por meio da andlise dos pardmetros de extragdo obtidos através da
curva de extracao do ginseng brasileiro determinou-se que o rendimento global na etapa CER
representa 34% do rendimento total, o que mostra que para otimizagdo do processo de extracao
SFE do ginseng brasileiro os dois mecanismos de transferéncia de massa (convecgdo e difusdo)
devem ser levados em consideracdo. Uma vez que no periodo de taxa de extracdo constante
(CER) consegue-se extrair entre 50 e 90% do extrato total, a otimizacdo do processo deveria ser

focada neste periodo, e a modelagem poderia ser realizada considerando unicamente o fendmeno
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de conveccdo (Ferreirra et al, 1999). Para o sistema ginseng brasileiro + CO, supercritico a
consideracao de Ferreira et al (1999) nao foi valida. Segundo a classificagao de Brunner (1994), a
curva de extracdo do ginseng brasileiro pode ser considerada do tipo II, tipica da extracio a partir
de matrizes vegetais com baixo teor de solutos. Para otimizacdo do processo de extracdo
supercritica do ginseng brasileiro adotou-se o tempo de extracdo de 225 mintuos como tempo
necessario para extrair em torno de 70% do extrato total. Esta escolha foi feita por meio da
andlise visual da curva de extracdo do ginseng brasileiro (come¢o da etapa difusional de
extracao).

Uma curva de extracdo do ginseng brasileiro com 10% de etanol como co-solvente foi
feita com a finalidade de avaliar o comportamento da curva com o tempo de extracdo e de obter
extratos para comparar o perfil quimico dos extratos obtidos com CO; e com CO; + 10% de
etanol. A Figura 4.20 apresenta a curva de extracdo do ginseng brasileiro obtida a 40 °C, 250 bar

e 10% de etanol.
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Figura 4.20: Curva de extracao do ginseng brasileiro obtida na condicao de operacao de 40 °C, 250 bar,
10% de etanol, 2,7 x 10°kg/s e 30 gramas.

4.3.4 Andlises Quimicas

4.3.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O perfil de composicao dos extratos foi analisado por meio de cromatografia em camada
delgada. As fases moveis foram escolhidas de modo a possibilitar uma boa separacdo dos
compostos e o revelador foi escolhido conforme os compostos de interesse. Nesta etapa do
trabalho o objetivo foi avaliar a presenca de 6leos volateis (Figura 4.21(a)) e de saponinas (Figura
4.21 (b)) nos diferentes extratos de folhas de ginseng brasileiro. As Figuras 4.21(a) e 4.21(b)
mostram as diferentes bandas referentes aos extratos estudados, sendo possivel notar que trés
bandas aparecem em todos os extratos. No ambito geral o perfil das bandas na placa

cromatografica ¢ muito semelhante para todos os extratos. A fase mdvel utilizada foi hexano e
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acetato de etila, e o revelador anisaldeido para deteccio de Oleos volateis. O extrato obtido
através da técnica de extra¢do supercritica + co-solvente foi 0o que apresentou maior nimero de
bandas com boa definicdo. Para detec¢do de saponinas, a fase movel utilizada foi hexano e
acetato de etila, e o revelador cloridrato de antimonio 20%. Analisando a Figura 4.21(b) podemos
verificar que somente os extratos etandlico, metandlico e extrato supercritico + co-solvente
apresentaram bandas que indicam a presenca de saponinas, 0s extratos supercriticos nao

apresentaram estas bandas.
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(a) CCD de deteccao de 6leos volateis (b) CCD de deteccao de saponinas

Figura 4.21: Placas cromatograficas em camada delgada (CCD) de deteccao de dleos volateis presentes
nos extratos supercritico (1) 30 °C/300 bar; (2) 40 °C/100 bar), extrato hexanico (3), extrato etanélico (4),
extrato metandlico (5) e SFE + co-solvente (6) de ginseng brasileiro.
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Com a fase movel hexano e acetato de etila ndo foi detectada a presenga de saponinas nos
extratos SFE. Como a bibliografia cita que as raizes de ginseng brasiliero apresentam uma
variedade de compostos desta classe quimica, e para verificar se realmente pode-se afirmar que
ndo foram extraidas saponinas pela SFE de folhas de ginseng brasileiro, fez-se novamente a
andlise de determinacdo de saponinas no extrato SFE de folhas de ginseng brasileiro, agora
utilizando outra fase modvel (cloroférmio: dcido acético glacial: metanol: dgua) e revelador
anisaldeido, de acordo com Wagner (1985). A Figura 4.22 mostra a placa com o resultado. Nestas
condi¢Oes de andlise, onde detectou-se a presenca de saponinas no extrato SFE de ginseng

brasileiro.

Figura 4.22: Placa cromatografica em camada delgada (CCD) de deteccao de saponinas
presentes no extrato supercritico (SFE) de ginseng brasileiro.

A fim de verificar a possivel separacdo das bandas (compostos) referentes as saponinas
fez-se a co-eluicdo do extrato SFE + co-solvente, com a fase mdvel e o revelador respectivos,
hexano:acetato de etila e cloridrato de antimonio 20%. A Figura 4.23 mostra como foi feito o

fracionamente das bandas e as novas bandas referentes as fragdes 1, 2, 3,4 e 5.
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Figura 4.23(a): CCD para o fracionamento do extrato SFE + co-solvente de ginseng brasileiro.

Fracaol - 2 compostos foram separados;
Fracao 2 - 5 compostos foram separados;
Fracao 3 - 2 compostos foram separados;
Fracao4 - 2 compostos foram separados;
Fracao5 - 3 compostos foram separados

Fragiol Frag¢3do2 Frag¢ao3 Frag¢aod FragaoSs

Figura 4.23(b): CCD do extrato SFE + co-solvente de ginseng brasileiro.

135



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo - Ginseng brasileiro

Através da andlise da Figura 4.23(b) pode-se constatar a possibilidade de separar
saponinas pelo método de cromatografia em camada delgada.

A Figura 4.24 mostra a placa cromatografica comparativa para os padrdes [3-sitosterol,
estigmasterol e extrato SFE (40 °C/150 bar). E possivel visualizar uma banda no extrato SFE na
mesma altura que as bandas referentes aos padrdes f-sitosterol e estigmasterol, mostrando que
possivelmente estes compostos estejam presentes no extrato analisado.Porém, ndo € possivel
afirmar qual dos padrdes corresponde a banda em questdo visto que estas apresentam Rfs muito

proximos.

Figura 4.24: CCD para de deteccao de 6leos volateis presentes no extrato (1) SFE (40 °C/150 bar) de
ginseng brasileiro e comparacio com os padrdes comerciais (2) p-sitosterol e (3) estigmasterol em termos
de coloracao das bandas e Rfs.
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Foi feita a comparacdo entre o perfil de composicdo das folhas e das raizes de ginseng
brasileiro (Leal er al, 2005) quanto a presenca de dleos volateis e flavondides. A Figura 4.25
mostra a andlise do perfil de composicao referente a presenca de 6leos volateis. Pode-se observar
que os extratos, tanto das folhas quanto das raizes apresentam nimero de bandas semelhantes. E
em alguns casos apresentam Rfs também préximos, sugerindo uma composicdo quimica
semelhante destes extratos. Os extratos metandlicos e etandlicos das folhas de ginseng brasileiro
apresentaram maior quantidade de bandas que os mesmos extratos obtidos das raizes da planta
nas mesmas condi¢des de extragdo, o que sugere uma maior diversidade de compostos possiveis

de serem extraidos das folhas com a utiliza¢@o de solventes polares.

Folhas Raizes

SFE HEX EtOH MeOH SFE HEX EtOH MeOH

Figura 4.25: CCD para deteccao de 6leos volateis presentes nos extratos supercritico (40 °C/150 bar),
extrato hexanico, etanélico, metanélico de folhas e de raizes de ginseng brasileiro.
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A Figura 4.26 mostra o perfil de composi¢do dos extratos SFE obtidos em diferentes
condic¢des de extracdo e dos respectivos compostos volateis recuperados através da utilizagdo de

colunas de adsor¢@o dos volateis nas extracdes realizadas.
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Figura 4.26: CCD para deteccio de dleos voliteis presentes nos extratos supercriticos de folhas de
ginseng brasileiro nas seguintes condicoes de operacao: 1 e 11 (30°C/100 bar), 2 e 12 (30 °C/150 bar), 3 e
13 (30 °C/200 bar), 4 e 14(30 °C/250 bar), 5 e 15(30 °C/300 bar), 6 e 16( 40 °C/100 bar), 7 e 17( 40 °C/150
bar), 8 e 18(40 °C/200 bar), 9 e 19(40 °C/250 bar), 10(40 °C/300 bar), os extratos referentes a codificacio
de 11 a 19 sdo respectivamente a fracio de volateis retidos na coluna de adsorcio.

Com o perfil de composi¢ao apresentado pode-se constatar que as diferentes condi¢des de
processo interferem pouco na composi¢ao dos extratos em termos de 6leos voléteis.

De maneira geral, tanto os extratos de folhas como das raizes de ginseng brasileiro
apresentam flavondides em sua composicio. Porém , as bandas referentes a presenca desta classe
de compostos diferem quanto a coloragdo e Rfs, sugerindo diferenca na composicdo quimica

destes extratos, conforme Figura 4.27(a), 4.27(b), 4.27(c) e 4.27(d).
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Folhas Raizes Folhas Raizes

Extrato SFE Extrato LPSE

(A) B)
Folhas

LPSE/EtOH LPSE/MeOH LPSE/EtOH LPSE/MeOH
© (D)

Figura 4.27: CCD para detecc¢iio de flavonéides presentes nos extratos supercritico (40 °C/150 bar),
extrato etandlico e metandlico de folhas e de raizes de ginseng brasileiro.
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4.3.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As Figuras 4.28 e 4.29 e a Tabela 4.8 apresentam os resultados referentes a composi¢ao
dos extratos SFE de ginseng brasileiro obtidos em diferentes condigdes de operagdo nas
temperaturas de 30 °C e 40 °C, com a pressao variando de 100 a 300 bar. As condi¢des de andlise
foram descritas no item 3.5.2.

Os extratos SFE sao compostos por substincias de massa molecular elevada. A fracdo
volétil foi recuperada em coluna de adsor¢do e a composicdo desta fracdo é apresentada na
Tabela 4.9. Os compostos majoritdrios da fracdo pesada (fracdo SFE) foram: dacido
hexadecandico ou acido palmitico (0,5 — 27,1%), B-sitosterol e/ou estigmasterol (1,1 — 20,1%),
fitol (6,0 — 30,8%) e hexatriacontane (0,7 — 30,6%). Os compostos referentes aos indices de
retencdo de 2028 e 2035 também foram majoritdrios (6,2 — 31,2%) e (1.4 — 29,1%),
respectivamente, porém nao foi possivel a identificacdo exata destes.

Os compostos majoritdrios da fracdo retida na coluna de adsorcio foram o para-
dietilbenzeno (25,7 - 59,3%) e o meta-dietilbenzeno (3,4 - 27,1%). Como ndo existem
informacdes na literatura sobre a composi¢cdo de extratos SFE ou convencionais de folhas de
ginseng brasileiro, ndo hd informacdes para comparar com os resultados encontrados. Por outro
lado,ao se relacionar a composi¢do dos extratos obtidos das folhas de ginseng brasileiro com os
extratos obtidos das raizes pode-se constatar que os extratos das folhas apresentam grupos de
compostos como saponinas, triterpenos, dcidos e esterdis, que sdo citados na literatura como
constituintes presentes nos extratos de raizes do ginseng brasileiro (Mazzanti et al 1993). Por
meio das duas andlises quimicas realizadas com os extratos de ginseng brasileiro pode-se conferir
que as técnicas de cromatografia em camada delgada e cromatografia gasosa forneceram um

perfil de composicdo dos extratos SFE de ginseng brasileiro onde foi detectada a presenca desde
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compostos de baixa massa molecular até compostos com estruturas complexas de alta massa

molecular (saponinas, dcidos, triterpenos, pigmentos, esterois).

40 -+
30 -
©
19}
@ 20 -
X
10 -
O i T - I - T T T -
100 150 . 200 250 300
Pressao (bar)
| fitdlico acido,butil isobutil ester B hexadecandico acido, metil ester m dibutilfitalate
acido hexadecandico M Beta-sitosterol e/ou estigmasterol H fitol
B octadecandico acido, metil ester B Di-n-octil fitalate hexatriacontane

Figura 4.28: Composicao dos extratos SFE de ginseng brasileiro (em % area) obtidos na temperatura de
30 °C e nas pressoes de 1-(100 bar); 2-(150 bar); 3-(200 bar); 3-(250 bar) e 4-(300 bar).

40 -
30 -+
©
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X
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100 150 ~ 200 250 300
Pressao (bar)
| fitalico acido,butil isobutil ester B hexadecandico acido, metil ester m dibutilfitalate
acido hexadecandico M Beta-sitosterol e/ou estigmasterol H fitol
B octadecandico acido, metil ester B Di-n-octil fitalate hexatriacontane
NI-2 M NI-3 u NI-4

Figura 4.29: Composicao dos extratos SFE de ginseng brasileiro (em % area) obtidos na temperatura de
40 °C e nas pressoes de 1-(100 bar); 2-(150 bar); 3-(200 bar); 3-(250 bar) e 4-(300 bar).
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Tabela 4.8: Composicao do extrato SFE (% em area) do ginseng brasileiro em diferentes condicoes de extracao (°C/bar).

Composto IR* 30 40

100 150 200 250 300 100 150 200 250 300
fitalico acido,butil isobutil ester 1460 0,5 - - - - 4,0 0,6 - - -
hexadecanéico acido, metil ester 1619 - - - - - 1,7 - - - -
dibutilfitalate 1658 0,8 0,8 0,5 - 0,8 2,8 1,1 - - -
acido hexadecanéico 1666 1,0 27,1 0,8 - 0,9 0,5 1,6 - - -
B-sitosterol e/ou estigmasterol 1768 - - - 6,5 - 1,1 - 7,9 20,1 33
fB-sitosterol e/ou estigmasterol 1772 - - - - - - - - - -
fitol 1859 283 6,0 20,5 293 27,2 15,8 30,8 22,9 214 36,1
octadecanoico acido, metil ester 1892 0,7 - - - - 1,5 - - - -
di-n-octil fitalate 1978 - - - - - 0,6 - - - -
hexatriacontane 2009 9.8 0,7 4,5 6,8 6,3 30,6 7,6 11,5 X 6,9
n.i 2028 24,2 31,2 16,3 25,6 24,0 8,9 20,1 239 6,2 21,6
n.i 2035 27,6 14 19,5 26,1 29,1 13,8 24,6 24,7 16,6 23,0
n.i 2060 2,7 0,7 0,8 - 0,8 4,0 1,3 - - -
n.i 2067 1,7 4.4 - - - 3,2 - - - -
n.i 2397 0,5 0,9 8,7 5,7 - 1,0 - - - 4,0
Total - 41,1 34,6 26,3 42,6 35,2 584 41,8 42,3 41,4 46,4
n.i’ - 58,9 65,4 73,7 574 64,8 41,6 58,2 57,7 58,6 53,6

*Indice de retengdo calculado.
® Porcentagem de compostos nio identificados.
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Tabela 4.9: Composicao do extrato SFE (% em area) do ginseng brasileiro retido na coluna de adsorc¢ao em diferentes
condicoes de extracao (°C/bar).

Composto IR? 30 40

150 200 250 300 100 150 200 300
acido hexandico 870 0.4 0,7 - 0,3 0,4 0,5 0,5 0,2
isobutilbenzenzo 907 - 0,7 1,0 - - - - -
sec-butilbenzenzo 909 0,7 - - 0,7 0,8 0,7 0,8 0,7
2-hexanéico acido 912 1,3 4,1 0,6 1,2 1,3 1,1 1,4
1,4-dietilbenzeno (para-dietilbenzene) 954 57,4 24,4 27,9 25,7 26,4 56,3 55,5 59,3
1,3-dietilbenzeno (meta-dietilbenzene) 959 26,3 34 4,0 3,6 3,7 25,9 25,5 27,1
p-etoxystirene 986 3,7 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,4
canfora 1046 0,4 0,4 - 0,3 0,3 - 0,2 -
benzociclohexano 1056 0,3 04 - 0,2 0,2 0,3 0,2 -
etilbenzaldeido 1062 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -
1,3,5- trimetil-2-propil-benzene 1083 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 04
cumin alcool 1144 1,0 1,4 0,8 1,2 1,0 1,2 0,8 0,7
timol 1153 0,6 0,8 04 0,7 0,6 0,6 0,5 04
m-etilacetofenone 1162 2,1 2,8 1,6 2.4 2,2 2,3 1,6 1,6
acetofenone 1181 1,2 1,6 0,9 1.4 1,3 1,3 0,9 1,0
curcumeno 1256 0,8 0,9 04 0,6 0,6 0,6 0,9 0,6
beta- sesquifelandreno 1322 - - - - - - 0,1 -
epoxido de cariofileno 1383 0,3 0,3 0,3 - - - 0,4 0,3
5-7-dimetiloctahidrocoumarin 1395 - - - - - - 0,8 0,5
fitalico acido, isobutil octil ester 1460 - - - - - - 04 03
exadecanodico acido, metil ester 1619 - - - - - - 0,6 0,3
fitol 1859 0,3 0,9 0,9 - 0,6 0,2 -
hexatriacontane 2009 - 0,4 - 0,3 - - - -
n.i 2028 0,2 1,1 - 1,0 - 0,4 0,1 -
n.i 2035 0,3 1,1 - 1,0 - 0,4 0,2 -
Total - 97,8 44,7 39,2 40,8 40,3 92,8 92,5 93,7
ni’ ) 2,2 55,3 60,8 59,2 59,7 7,2 7,5 6.3

*Indice de retengdo calculado; ° Porcentagem de compostos ndo identificados.
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Com a finalidade de avaliar a influéncia do tempo de extra¢do na composiciao do extrato
SFE de ginseng brasileiro, foi feita a andlise dos extratos coletados em diferentes estdgios da
curva de extragdo conforme mostra a Tabela 4.10. Os extratos foram obtidos na condicdo de 40
°C, 250 bar, 7,0 x 10” kg/s e 30 gramas de matéria-prima.

Analisando os resultados, percebe-se um comportamento global semelhante no perfil de
composicdo dos extratos obtidos nas diferentes fracdes coletadas ao longo da extracdo. As
Figuras 4.30(a) e 4.30(b) apresentamos compostos identificados e os compostos majoritarios
prsentes no extrato de ginseng brasileiro em fun¢do do tempo de extracdo. Nao houve variacao no
perfil de composicdo dos extratos nos diferentes tempos de extracdo, ocorrendo apenas a
diminuicdo da quantidade e o esgotamento de alguns compostos com o passar do tempo. Os
compostos majoritarios fitol e hexatriacontane ap6s 150 minutos de extragdo apresentaram % em

drea relativamente constante até 620 minutos de extracgdo.
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Tabela 4.10: Composicao do extrato SFE (% em area) do ginseng brasileiro coletados em diferentes tempos da curva de

extracao.
Tempo (minutos)
Composto IR 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 260 320 380 500 620
n.i 700 0,08 - - - - - - - - - - - - - -
n.i 710 0,15 0,09 0,10 0,38 0,24 0,70 0,72 0,82 087 1,03 0,30 0,34 0,34 0,80 0,57
n.i 762 0,23 0,17 0,15 0,77 0,44 139 138 164 1,72 166 0,58 066 096 1,30 1,10
n.i 871 0,24 0,21 0,09 - - - - - - - - - - - -
2-hexanédico acido 912 2,33 2,44 1,32 - - - - - - - - - - - -
Etilbenzaldeido 106 0,50 0,94 1,77 0,69 0,73 0,79 0,89 - - - 0,61 - - - -
Cumin alcool 114 0,23 0,58 1,13 0,67 0,70 0,90 0,88 - - - 0,47 - - - -
curcumene 125 0,10 0,10 0,06 - - - - - - - - - - - -
n.i 152 0,48 0,30 0,34 1,16 0,712 2,12 2,14 244 2,47 3,21 087 097 106 0,64 1,61
n.i 166 1,72 2,05 3,03 2,37 3,64 3,80 3,14 266 243 1,74 0,73 056 0,80 0,91
B-sitosterol e/ou 176 0,42 0,21 0,22 - - - - - - - - - - - -
B-sitosterol e/ou 177 0,08 0,06 0,08 - - - - - - - - - - - -
fitol 185 27,7 21,5 244 14,3 155 25,5 27,0 27,3 266 264 26,8 259 24,1 26,1 29,3
hexatriacontane 200 6,83 5,53 6,39 478 6,16 11,1 13,6 14,1 14,5 15,3 15,6 16,1 15,0 16,0 16,9
n.i 202 0,86 - - o060 151 093 o097 1,10 0091 1,00 1,00 1,05 1,17 - 1,14
n.i 202 - - - 843 9,81 14,2 15,9 16,1 15,7 15,3 15,7 156 14,5 14,8 17,6
n.i 203 16,7 15,4 15,8 13,5 18,8 22,3 25,2 26,1 25,6 24,7 29,2 29,2 27,5 23,7 26,8
n.i 204 26,7 22,5 24,4 - - - - - - - - - - - -
n.i 205 1,82 364 1,83 0,68 3,27 1,14 1,30 1,29 1,47 1,37 190 191 1,72 1,17 1,06
n.i 206 0,66 - 1,14 - 3,15 - - - - - 0,68 0,60 0,62 - -
n.i 211 0,63 - - - 119 260 061 1,45 2,29 1,37 063 1,03 0,00 2,30 0,63
n.i 211 1,15 6,37 1,53 20,5 - 365 1,49 2,05 2,52 1,83 2,27 8,64 7,87 0,86
n.i 228 0,17 1,75 2,01 8,96 3,01 - 0,66 - - - 0,29 0,82 0,86 - -
n.i 238 - 0,56 0,14 2,23 2,08 - - - - - - - - - -
n.i 239 0,71 3,57 093 13,8 7,39 2,64 - - - - - 0,34 1,09 - -
Total identificados - 382 314 354 205 23,2 38,4 42,5 41,5 41,2 41,8 43,6 42,1 39,2 42,3 46,3

*Indice de retengdo calculado; n Composto nao identificado;
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Tempo (minutos) 380 500 620
M 2-hexandico 4cido H Etilbenzaldeido
fdcumin dlcool L.Icurcumene

M B-sitosterol e/ou estigmasterol (1) .| B-sitosterol e/ou estigmasterol (2)

Figura 4.30(a): Compostos identificados no extrato de ginseng brasileiro em funcao do tempo de
extragio.

% area

Tempo (minutos) 320 380 500 20

M fitol & hexatriacontane

Figura 4.30(b): Compostos majoritario identificados no extrato de ginseng brasileiro em funcao do
tempo de extracao.

A Figura 4.30(b) apresenta a porcentagem em area de fitol em funcido do tempo, presente no
extrato de ginseng brasileiro. O fitol € um composto que integrante da clorofila e corresponde

quimicamente a um dlcool alifatico ramificado de cadeia longa (C20H400), ligado a molécula por
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uma ligacdo éster conforme mostra a Figura 4.31(a). De acordo com Lanfer-Marquez (2003), o
fitol pode ser librado da molécula de clorofila por acdo enzimdtica ou através de processamento
dos vegetais, o fitol na forma livre quando ingerido pode ser convertido em dcido fitdnico, um

acido graxo ainda pouco conhecido, mas de importantes efeitos bioldgicos Figura 4.31(b).

Fitol (a)

Acido fitanico (b)

Figura 4.31:Estrutura quimica do fitol (a) e do acido fitanico (b).

De acordo com Schluter et al, 2002 e Lemotte et al, 1996, o fitol pode ser responsédvel por efeitos
biolégicos importantes, tais como atividade termogénica em mamiferos e atividade inibidora

sobre efeitos teratogénicos do retinol, recentemente descobertos
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4.3.4 Avaliacdo das Atividades Biolégicas dos extratos de ginseng brasileiro

4.3.4.1 Atividade antiinflamatoria dos extratos de ginseng brasileiro

A atividade antiinflamatéria do extrato SFE de ginseng brasileiro foi avaliada
comparativamente com a atividade do NDGA. Nenhum efeito inibitério significativo sobre a

lipoxigenase de soja nas concentracdes estudadas (4-10 g/L) foi observado.

4.3.4.2 Atividade antioxidante dos extratos de ginseng brasileiro

Determinou-se a atividade antioxidante do extrato SFE de ginseng brasileiro pelo método
DPPH e comparou-se aos resultados obtidos para os compostos de referéncia (BHT e Rutina),
conforme a Tabela 4.11. A habilidade de doar hidrogénio do extrato de ginseng brasileiro foi
inferior a Scsp para as concentracdes testadas, portanto, a fim de quantificar esta atividade
determinou-se a capacidade anti-radical livre destes extratos em Scps = 100 mg/L. Para os
compostos de referéncia procedeu-se da mesma forma para possibilitar a comparacdo dos
resultados., comparando a habilidade dos compostos de referéncia (Scas (rutina) = 4 mg/L € 0 Scas
@ur) = 0,6 mg/L) de doar hidrogénio (capacidade anti-radical livre) com a habilidade do extrato
de ginseng brasileiro podemos dizer que o extrato é 25 vezes menos eficaz que o antioxidante

natural rutina e 166 vezes menos eficaz que o antioxidante sintético BHT.

148



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo - Ginseng brasileiro

Tabela 4.11: Atividade antioxidante do extrato SFE de ginseng brasileiro e dos compostos
de referéncia (Rutina e BHT).

Método DPPH
SC25 (Rutina) (Mg/L) 4 +0,3
SCas (gur) (mg/L) 0,6 +0,3
SCos (srg)* (mg/L) 100 = 0,1

*SFE: extrato supercritico da planta (40 °C e 200 bar)

Os antioxidantes podem ser definidos como substincias que numa concentracao
consideravelmente menor que a do substrato oxidavel, retardam o ranco oxidativo, diminuindo a

velocidade da reac¢do ou prolongando o seu periodo de inducdo.

A Figura 4.32 apresenta os resultados da reagdo acoplada -caroteno/4cido linolénico em

funcio da absorbancia e do tempo de reacao.
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= =#- - Controle B-caroteno 40°C/100 bar — = 40°C/200 bar
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Figura 4.32: Reacio acoplada f-caroteno /acido linolénico (absorbéancia versus tempo de reacao) dos
extratos de ginseng brasileiro.

149



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo - Ginseng brasileiro

Analisando os resultados da atividade antioxidante obtida com o método da reacdo
acoplada do B-caroteno/acido linolénico (Figura 4.33) pode-se verificar que todos os extratos
apresentaram uma atividade antioxidante positiva comparada a do B-caroteno. Os extratos LPSE
apresentaram uma AA variando de 43 a 117%, este resultado indica que o uso de solventes
polares para obten¢do de extratos de ginseng brasileiro promove a extracdo de compostos polares
com atividade antioxidante. Os extratos SFE obtidos a 40 °C e 100 bar e 40 °C e 200 bar
apresentaram fraca AA variando de -2 a 39%. Os extratos obtidos a 40 °C e (150 e 300 bar) e 50
°C e 100 bar foram os extratos SFE que apresentaram inibi¢ido ao processo de oxidac¢do variando
de 59 a 79%. Pode-se verificar que com o passar do tempo, os extrato obtidos a 40 °C e 150 bar,
40 °C e 300 bar e 50 °C e 200 bar diminuem suavemente sua capacidade de atuar com
antioxidante da reacdo. Analisando a densidade do CO; nestas condi¢des que sdo 780 kg/m3 , 909
kg/m’, 384 kg/m’ e 784 kg/m’, respectivamente verificou-se novamente que as diferencas nas
condic¢des operacionais geram diferencas de composi¢do dos extratos, mostrando a seletividade
do processo SFE. Os extratos que apresentaram maiores AA por este método foram obtidos a 50
°C nas pressdes de 200 e 300 bar. Valores de AA maiores que 100% foram obtidos para estes
extratos, o que indica rea¢des de formacao de complexos que impedem a degradacdo, portanto o
descoloramento da solugdo. O extrato obtido a 50 °C e 200 bar apresenta uma AA constante com
o tempo, o que pode ser observado na Figura 4.32, com a absorbancia medida nos intervalos de
uma hora, duas horas trés horas de reacdo manteve-se constante. Como ndo se conhece o
mecanismo que esta ocorrendo durante esta reacdo, devido a natureza complexa da composi¢ao
dos extratos vegetais, ndo € possivel afirmar nada do ponto de vista quimico, fica somente a
observagao de que pelo método da reacdo acoplada PB-caroteno/acido linolénico, os diferentes

extratos de ginseng brasileira apresentam potencial como antioxidante.
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Figura 4.33: Comparacao da atividade antioxidante dos diferentes extratos de ginseng brasileiro
analisados pela reacao acoplada do p-caroteno/acido linoléico.

Um fator que pode interferir na AA dos extratos € a presenca de compostos de alta massa
molecular de dificil identificacio. A quebra da cadeia reacional da oxidacdo lipidica pelos
antioxidantes nao ocorre segundo um mecanismo simples, e certos aspectos, relativos as
interacdes entre os constituintes de meios complexos, ndo estdo completamente esclarecidos. O
emprego de antioxidantes em formulacdes € muitas vezes empirico, de tal modo que a garantia de
sua eficicia nem sempre existe. Podemos observar que os extratos obtidos com solventes
organicos apresentaram uma reducdo no grau de atividade antioxidante com o passar do tempo.
Os extratos supercriticos apresentaram um perfil de estabilidade em relacdo a atividade

antioxidante que € um atributo de qualidade dos antioxidantes naturais.
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Capitulo 5 — Conclusoes

5.1 Lavanda brasileira

v O rendimento global de extracdo (Xo) de lavanda brasileira obtido por SFE variou de 2,0
+ 0,1% a 4,0 = 0,2% (b.u), de acordo com as condi¢des de extracdo (pressdo e
temperatura), sendo que a condi¢do de extracdo que favoreceu o maior rendimento foi de
50 °C e 300 bar;

v O rendimento do 6leo volatil de lavanda brasileira obtido por hidrodestilagdo foi de 1,2 +
0,1%;

v Os rendimentos dos extratos obtidos por extra¢do a baixa pressio foram: 9,4 + 0,1%
(metanol), 3,3 £0,2% (etanol) e 0,8 + 0,2% (hexano);

v" Para o sistema lavanda brasileira + CO; foi possivel determinar duas pressdes de inversio
do rendimento a 125 bar e 250 bar, aproximadamente;

v" Os monoterpenos majoritirios presentes no 6leo volétil de lavanda brasileira foram
pinocanfona (13,5 - 16,3%), B-pineno (10,5 - 12%) e pinocarvil acetato (7,3 - 8,3%);

v O monoterpeno majoritirio presente no extrato SFE de lavanda brasileira foi a
pinocanfone (6,3%). O guaiol (6,6 - 8,7%) e o bulnesol (3,7 - 4,1%) representaram 34 -
44% da fracdo sesquiterpénica do 6leo essencial de lavanda brasileira. No extrato SFE

esta fracdo sesquiterpénica representou 73 % da composic¢ao total;

153



Capitulo 5 — Conclusdes - Lavanda brasileira

O dleo volatil e o extrato SFE de lavanda brasileira ndo apresentaram efeito inibitério
(atividade antiinflamatdria) sobre a lipoxigenase de soja nas concentracdes estudadas (4-
10 g/L);

Pelo método DPPH, o 6leo essencial e o extrato SFE de lavanda brasileira apresentaram
fraca AA, comparada a atividade dos compostos de referéncia (BHT e rutina);

O dleo volatil (203 = 15uM TE/ggieo) € 0 extrato SFE (225 + 18uM TE/gsrg) apresentaram
poder antioxidante pelo método ORAC compardveis ao do composto de referéncia rutina;
Pelo método do B-caroteno/acido linolénico a atividade antioxidante dos extratos de
lavanda brasileira variou de acordo com o solvente utilizado (metanol, etanol e hexano) e
de acordo com a condicdo SFE empregada. A atividade antioxidante dos extratos de
lavanda brasileira obtidos com solventes organicos variou de -5 a 62%, o extrato obtido a
50 °C e 300 bar apresentou a maior AA entre 119 e 188%, os demais extratos nao
apresentaram AA pelo método do B-caroteno/acido linolénico.

O extrato SFE e o 6leo volatil de lavanda brasileira apresentam potencial para serem

utilizados tanto na agricultura ecoldgica com na medicina tradicional.
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5.2 Quebra pedra

v" O rendimento global de extra¢do (Xo) da quebra pedra obtido por SFE variou de 0,8 +
0,01% a 3,6 = 0,04% (b.u), de acordo com as condi¢des de extragdo (pressdo e
temperatura), aendo que a condi¢cdo de extracdo que favoreceu o maior rendimento foi de
50 °C e 250 bar;

v" Os rendimentos dos extratos obtidos por LPSE foram: 10,2 + 0,04% (metanol), 3,4 +
0,04% (etanol) e 1,9 +£0,04% (hexano);

v' Para o sistema quebra pedra + CO, foi possivel determinar a pressio de inversio do
rendimento global em torno de 135 bar;

v’ Através da cromatografia em camada delgada foi confirmada a presenga de dleo volatil,
pigmentos, flavondides e triterpenos nos extratos SFE obtidos nas condicdes de
temperatura e pressdao de 40 °C e 100 bar, 40 °C e 200 bar, 40 °C e 300 bar, 50 °C e 100
bar, 50 °C e 200 bar e 50 °C e 300 bar, e nos extratos LSPE. Nao foi detectada a presenca
de saponinas nos extratos SFE obtidos a 40 °C e 100 bar, 50 °C e 100 bar. Foi confirmada
a presenca de saponinas nos extratos obtidos nas condi¢des de 40 °C e 200 bar, 40 °C e
300 bar, 50 °C e 200 bar e 50 °C e 300 bar, e nos extratos LPSE;

v' O extrato SFE de quebra pedra ndo apresentou efeito inibitério (atividade
antiinflamatdria) sobre a lipoxigenase de soja nas concentragdes estudadas (4-10 g/L);

v Pelo método DPPH de AA, o extrato SFE de quebra pedra apresentou fraca atividade

antioxidante comparada a atividade dos compostos de referéncia (BHT e rutina);
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v' Pelo método do PB-caroteno/dcido linolénico a atividade antioxidante variou com o
solvente utilizado (metanol, etanol e hexano) e de acordo com as condi¢dos de
temperatura e pressao empregadas na SFE. De maneira geral, os extratos SFE de quebra
pedra apresentaram AA superiores a do controle B-caroteno pelo método da reacdo
acoplada B-caroteno/acido linolénico. A atividade antioxidante dos extratos de quebra
pedra obtidos com solventes organicos variou de 17 a 217%; o extrato SFE obtido a 40 °C
e 200 bar apresentou AA em torno de 100% em uma, duas e trés horas de reacdo; os
demais extratos SFE (40 °C e 250 bar e 40 °C e 300 bar) apresentaram AA variando de 21
a 66%; os extratos de quebra pedra podem ser considerados antioxidantes naturais com
boa estabilidade e efeito prolongado.

v’ A extracdo supercritica ofereceu bom rendimento de extrato e preservou as propriedades
antioxidantes dos extratos de quebra pedra pelo o controle da pressdo e da temperatura de

extracao.
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5.3 Ginseng brasileiro

v" O rendimento global de extracdo (Xo) do ginseng brasileiro obtido por SFE variou de 0,50
+ 0,02 % a 1,40 = 0,07 % (b.s) de acordo com as condi¢des de extracdo (pressdao e
temperatura), sendo que a condi¢ao de extragdo que favoreceu o maior rendimento foi de
30 °C e 250 bar;

v Os rendimentos dos extratos obtidos por LPSE foram: 8,2 + 0,8% (metanol), 2,2 + 0,7%
(etanol) € 0,6 = 0,1% (hexano);

v’ Para o sistema ginseng brasileiro + CO, foi possivel determinar as pressdes de inversdo
do rendimento global em torno de 225 bar e 285 bar;

v Por meio das duas andlises quimicas realizadas com os extratos de ginseng brasileiro foi
possivel verificar que as técnicas de CCD e CG nos forneceram um perfil de composicao
dos extratos SFE de ginseng brasileiro onde foi detectada a presenca desde compostos de
baixo peso molecular até compostos com estruturas complexas de alto peso molecular
(saponinas, 4cidos, triterpenos e esterdis). Através da CCD foi confirmada a presenca de
Oleo volatil nos extratos SFE, nos extratos LPSE (metandlico, etandlico e hexdnico) e no
extrato SFE + co-solvente. Com o perfil de composi¢cio apresentado para os extratos
obtidos nas diferentes condicdes SFE constatou-se que as diferentes condicdes de
processo interferem pouco na composi¢ao dos extratos em termos de 6leos volateis. A
presenca de saponinas foi detectada no extrato SFE a 40 °C e 150 bar, nos extratos LPSE

(metandlico e etandlico) e no extrato SFE + co-solvente. O extrato obtido a 40 °C e 150
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bar apresentou bandas com Rfs semelhantes aos dos padrdes B-sitosterol e estigmasterol.
Como estes padrdes apresentam bandas com Rfs muito préximos foi impossivel afirmar
se ambos os padroes ou se somente apenas um deles estava presente no extrato SFE
analisado;

Comparando os cromatogramas em camada delgada referentes aos extratos SFE das
folhas e das raizes de ginseng brasileiro verificou-se, que em termos de Oleos voldteis,
tanto as folhas quanto as raizes da planta apresentam bandas com Rfs préximos,
sugerindo uma composicao quimica semelhante entre os extratos das folhas e das raizes;
Os extratos LPSE obtidos das folhas de ginseng brasileiro apresentaram maior variedade
de bandas que os extratos LPSE das raizes, fator que sugere uma maior diversidade de
compostos extraiveis com solventes polares das folhas da planta;

Foi detectada a presenca de flavondides nos extratos SFE das folhas e das raizes de
ginseng brasileiro, porém as bandas apresentaram diferentes coloragdes e diferentes Rfs,
indicando a diferenca entre os flavondides detectados nos extratos obtidos das diferentes
partes da planta;

Os compostos majoritdrios identificados no extrato SFE de ginseng brasileiro foram dcido
hexadecandico (0,5 a 27,1%), B-sitosterol e/ou estigmasterol (1,1 - 20,1%) fitol (6,0 - 30,8
%) e hexatriacontane (0,7 a 30,6%). Os compostos com indice de retencido de 2028 e 2035
também foram majoritdrios, mas nao foram possiveis suas identificacoes;

Os compostos majoritdrios da fracdo retida na coluna de adsor¢do foram o para-

dietilbenzeno (25,7 - 59,3%) e o meta-dietilbenzeno (3,4 - 27,1%);
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Os extratos SFE obtidos a 30 °C/250 bar, 40°C/150bar, 40°C/200bar, 40°C/250bar e
40°C/300bar apresentaram em sua composicdo quimica o B-sitosterol e/ou estigmasterol,
compostos que, de acordo com a bibliografia, fazem parte da composicio quimica das
raizes de ginseng brasileiro;

O extrato SFE de ginseng brasileiro ndo apresentou efeito inibitorio (atividade
antiinflamatdria) sobre a lipoxigenase de soja nas concentracdes estudadas (4-10 g/L);
Pelo método DPPH de AA, os extratos SFE de ginseng brasileiro apresentaram AA
significativa, 25 vezes menos eficaz que a AA desempenhada pela rutina antioxidante
natural;

Pelo método do B-caroteno/4cido linolénico, maior atividade antioxidante foi observada
para os extratos metanolico e etandlico, variando de 49 a 110%. Os extratos SFE que
apresentaram maior potencial antioxidante foram obtidos a 50 °C e 200 bar e 50 °C e 300
bar, sendo que a porcentagem de inibicdo a oxidacdo destes extratos variou entre 143 e

246 %, mantendo-se estavel com o tempo.
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5.4 Conclusao geral

O emprego de antioxidantes em formulacdes é muitas vezes empirico de tal modo que a
garantia de sua eficicia nem sempre existe. Por meio das metodologias de determinacdo da
atividade antioxidante de extratos de plantas utilizadas neste estudo, constatou-se que os extratos
de lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro apresentam significativo potencial
antioxidante quando avaliadas pelo método da reagdo acoplada do B-caroteno e acido linolénico.
Pelo método DPPH todos os extratos apresentaram uma atividade antioxidante fraca. Dentre os
métodos utilizados o método DPPH € o mais simples de ser executado, por outro lado, o radical
utilizado para avaliacdo da AA ndo esta relacionado com nenhum sistema oxidante presente em
seres vivos, ou seja, este método nido € representativo quando comparado com reacdes de
oxidagdo in vivo. Para o extrato SFE e 6leo volatil de lavanda brasileira verificou-se uma boa
atividade antioxidante pelo método ORAC, este resultado vem de encontro aos estudos atuais que
tem considerado este método como adequado para representar o poder antioxidante total de
extratos naturais. Outro ponto estudado neste trabalho diz respeito a natureza dos solventes
utilizados na obtencdo dos diferentes extratos das plantas. Concluiu-se que os extratos obtidos
com solventes organicos apresentam um grau de reducdo de sua atividade antioxidante com o
tempo, jd os extratos supercriticos destas plantas apresentaram um perfil de estabilidade em
relacdo a AA o que é um atributo de qualidade dos antioxidantes naturais, € que mostra que a

extragdo supercritica de lavanda brasileira, quebra pedra e ginseng brasileiro é adequada para

obtencdo de extrato (compostos) com propriedades antioxidantes.
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7.1. Cromatogramas lavanda brasileira
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Figura 7.1.: Cromatogramas do dleo essencial de lavanda brasileira obtidos com a utilizacao da coluna

polar DB-1 e da coluna apolar Carbowax.
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7.1.1. Estruturas quimicas dos compostos identificados no éleo essencial e no extrato SFE de
lavanda brasileira (Adams, 2001 ).
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7.2. Atividade antiinflamatoria

Preparo da solugdo tampao:
° 6,8 g (0,1M) de H2P04K
e Solu¢do molar de NaOH: 8g de NaOH em 250 mL de dgua deionizada

Preparo das solug¢des para determinac¢ao da solubilidade:
e Os extratos foram diluidos em etanol nas concentragdes de 2, 4 e 10 g/L;
e O substrato foi preparado com 30 g de 4cido linoléico diluido em 100 mL de solugdo
tampao.

Tabela 7.2.1: Solubilidade da Lavanda brasileira (6leo volatil)

Concentracgao (g/L) Comprimento de onda
210 nm 234 nm
10 1,11 0,52
4 0,38 0,15
2 0,22 0,08
1,2 -
1 -
0,8 -
.
e
«T
2 0,6 -
o
é ——210nm
0,4 - 234 nm
0,2 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo (g/L)

Figura 7.2.: Solubilidade do éleo volatil de lavanda brasileira nos comprimentos de onda
de 210 e 234 nm.
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Tabela 7.2.2. Solubilidade da Lavanda brasileira (extrato SFE)

Concentragdo (g/L) Comprimento de onda
210 nm 234 nm
10 1,17 0,61
4 0,35 0,13
2 0,11 0,04
1,4 -
1,2 -
1 .
Rl
e 08 -
:f-g
2 06 - ——210nm
< 234 nm
0,4 -
0,2 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentragio (g/L)

Figura 7.3: Solubilidade do extrato SFE de lavanda brasileira nos comprimentos de onda de 210 e 234
nm.

Tabela 7.2.3. Solubilidade da Quebra pedra (extrato SFE)

Concentracao (g/L) Comprimento de onda
210 nm 234 nm
10 1,15 0,57
4 0,44 0,13
2 0,20 0,05
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1,2 -

0,8 -

0,6 - =—9—210 nm
234 nm

Absorbancia

0,2 -

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentragio (g/L)

Figura 7.4: Solubilidade do extrato SFE de quebra pedra nos comprimentos de onda
de210 e 234 nm.

Tabela 7.2.4. Solubilidade do Ginseng brasileiro (extrato SFE)

Concentragdo (g/L) Comprimento de onda
210 nm 234 nm
10 1,23 0,47
4 0,56 0,12
2 0,29 0,04
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14 -
1,2 -
1
.S
g 08 -
:(.5
2 06 - —6—210 nm
< 234 nm
0,4 -
0,2 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentragio (g/L)
Figura 7.5: Solubilidade do extrato SFE de ginseng brasileiro nos comprimentos de onda
de 210 e 234 nm.
80 -
70 A L 4
60 -
L 2
50 N ’
o
240 1
30 B ’
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10 ¢
0 ‘ T T T T T 1
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Concentracao (mg/L)

Figura 7.6: Cinética da lipoxigenase de soja em relacao ao composto de referéncia NDGA.
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7.2.2. Resultados da atividade antiinflamatoria do extrato SFE de ginseng brasileiro, do oleo
essencial e do extrato SFE de lavanda brasileira e do extrato SFE de quebra pedra.

Lavanda Lavanda brasileira Ginseng
Referénci brasileira/HD /SFE brasileiro
Primeira a 10 g/L 4 g/l 4 g/l
0,494 0,827 0,596 0,644
0,672 1,007 0,817 0,866
k(ref 0,010 X X X
k(x) X 0,010 0,012 0,012
%0 X X -23,852 -24,076
Lavanda Lavanda brasileira Ginseng
Referénci brasileira/HD /SFE brasileiro
Segunda a 0 g/L 4 g/L 4 g/L
0,558 0,934 0,652 0,722
0,720 1,079 0,815 0,926
k(ref 0,009 X X X
k(x) X 0,008 0,009 0,011
%o X 10,640 X -25,215
Lavanda Lavanda brasileira Ginseng
Referénci brasileira/HD /SFE brasileiro
Terceira a 10 g/L. 4 g/L 10 g/L.
0,304 0,613 0,436 1,152
0,429 0,731 0,574 1,330
k(ref 0,007 X X X
k(x) X 0,007 0,008 0,010
% X -10,040 -41,275
Média X 0,008 X X
Média k(x) X X 0,010 0,011
Média % 10,640 -16,94601214 -30,18876679
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Primeira Referéncia Quebra pedra 4g/L
0,4665 0,8005
0,638 0,9869
k(ref) 0,010 X
k(x) X 0,010
% 1C X X
Segunda Referéncia Quebra pedra 4g/1.
0,4762 0,7135
0,6739 0,9308
k(ref) 0,011 X
k(x) X 0,012
% 1C X -9,914
Terceira Referéncia Quebra pedra 4g/L
0,3645 0,6287
0,5634 0,8474
k(ref) 0,011 X
k(x) X 0,012
% 1C -9,558
Média k(ref) 0,011 X
Média k(x) X 0,012
Média % I1C X -9,736093753
Quarta Referéncia Quebra pedra 10g/L.
0,4659 1,3308
0,6481 1,5273
k(ref) 0,010 X
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7.3. Atividade antioxidante pelo método DPPH

Atividade antioxidante do dleo essencial e do extrato SFE de lavanda
80 - brasileira

60 -
50 -

40 -

% Sc
2

20 - @ Oleo essencial

10 1 Extrato SFE

O T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Concentragdo (g/L)

Figura 7.7: Atividade antioxidante do 6leo essencial e do extrato SFE de lavanda brasileira

Atividade antioxidante do extrato SFE Quebra pedra
80 -

70 - 2

0 ‘ T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Concentragio (g/L)

Figura 7.8: Atividade antioxidante do extrato SFE de quebra pedra
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40 -

30 A V'S *

% Sc

20 -

0 ‘ T T T T

0 0,3 0,6 0,9 1,2
Concentragdo (g/L)

Figura 7.9: Atividade antioxidante do 6leo essencial e do extrato SFE de ginseng brasileiro.
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Figura 7.10:Grafico da comparacio entre as atividades antioxidante dos extratos de lavanda brasileira,
quebra pedra e ginseng brasileiro.
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7.4. Resultados da atividade antioxidante dos extratos de lavanda brasileira, quebra pedra
e ginseng brasileiro pelo método da reacao acoplada do B-caroteno/acido linolénico.

Tabela 7.4.1: Resultados da atividade antioxidante referentes a lavanda brasileira

(Absorbdncia)
Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3

Controle B-

caroteno 0,665 0,563 0,460 0,406
40 °C/100 bar 0,867 0,735 0,643 0,605
40 °C/200 bar 0,866 0,787 0,725 0,680
40 °C/300 bar 0,851 0,738 0,655 0,558
50 °C/100 bar 0,821 0,667 0,575 0,544
50 °C/200 bar 1,645 1,556 1,490 1,156
50 °C/300 bar 1,04 1,13 1,17 1,09
controle 0,330 0,277 0,256 0,244
Metanol 0,458 0,437 0,404 0,393
Etanol 0,492 0,450 0,431 0,410
Hexano 0,551 0,505 0,483 0,460

Tabela 7.4.2: Resultados da atividade antioxidante referentes a lavanda brasileira (% de

inibigcdo).
% Atividade antioxidante
Tempo (h) 1 2 3
40 °C/100 bar -29 -9 -1
40 °C/200 bar 74 31 28
40 °C/300 bar -10 4 -13
50 °C/100 bar -51 -20 -7
50 °C/200 bar 13 25 -89
50 °C/300 bar 188 164 119
Metanol 62 28 25
Etanol 22 18 5
Hexano 14 8 -5
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Tabela 7.4.3: Resultados da atividade antioxidante referentes a quebra pedra

(Absorbancia)
Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3

Controle - 0,66 0,56 0,46 0,41
caroteno

40 °C/100 bar 1,58 1,54 1,47 1,45
40 °C/200 bar 0,97 0,99 0,98 0,97
40 °C/300 bar 0,96 0,88 0,89 0,87
50 °C/100 bar 1,17 1,07 1,13 1,09
50 °C/200 bar 1,36 1,38 1,52 1,54
50 °C/300 bar 1,27 1,26 1,29 1,31
Controle p- 0,33 0,28 0,26 0,24
caroteno

Metanol 0,55 0,53 0,51 0,48
Etanol 0,57 0,61 0,60 0,56
Hexano 0,68 0,75 0,76 0,75

Tabela 7.4.4:.Resultados da atividade antioxidante referentes a quebra pedra (% de

inibicdo)
% Atividade antioxidante

Tempo (h)

40 °C/100 bar 59 46 49
40 °C/200 bar 118 103 100
40 °C/250 bar 53 42 37
40 °C/300 bar 21 66 64
50 °C/100 bar -6 77 69
50 °C/200 bar 117 175 167
50 °C/300 bar 83 110 113
Metanol 60 48 17
Etanol 170 141 87
Hexano 217 202 177
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Tabela 7.4.5: Resultados da atividade antioxidante referentes a ginseng brasileiro

(Absorbancia)

Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
Controle -
caroteno 0,665 0,563 0,460 0,406
40 °C/100 bar 0,718 0,655 0,583 0,546
40 °C/200 bar 0,863 0,775 0,680 0,618
40 °C/300 bar 1,079 1,041 0,994 0,948
50 °C/100 bar 1,816 1,776 1,772 1,753
50 °C/200 bar 1,351 1,407 1,438 1,472
50 °C/300 bar 1,869 1,993 2,030 2,064
Controle B-
caroteno 0,3302 0,2769 0,2562 0,2436
Metanol 0,4037 0,4128 0,4052 0,3986
Etanol 0,481 0,4777 0,4566 0,437
Hexano 0,6396 0,6207 0,6129 0,5906

Tabela 7.4.6: Resultados da atividade antioxidante referentes a ginseng brasileiro (% de

inibicdo)
% Atividade antioxidante
Tempo (h) 1 2 3
40 °C/100 bar 39 34 34
40 °C/150 bar 76 69 59
40 °C/200 bar 7 3 2
40 °C/300 bar 62 59 50
50 °C/100 bar 60 79 75
50 °C/200 bar 155 143 147
50 °C/300 bar 246 184 167
Metanol 117 102 94
Etanol 94 67 49
Hexano 65 64 43

7.5. Resultados referentes curva de SFE do ginseng brasileiro
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0,6 - Curvas de extra¢ao do ginseng brasileiro
40°C - 250 bar (30 g)

0,5 -
C
% 0/4 T
3 ot o ® L N 4
€03 - P *®
<
§0,2 - M’
s

014 ¥

‘i
0 ’ T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Massa de CO2 (g)
Figura 7.11(a): Curvas de extracido do ginseng brasileiro obtida na condicao de operacio de 40 °C, 250
bar, 7,0 x 10” kg/s e 30 gramas.
0,025 - Curvas de extragao do ginseng brasileiro
40°C - 250 bar (5 g) . *
__ 0,02 - o * *
o0
5 ¢
£ 0,015 - ¢
£ L g
=
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g 0,01 -
@
Z 0005 | ¢
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0 250 500 750 Masslaoggz (8) 1250 1500 1750 2000

Figura 7.11(b): Curvas de extracao do ginseng brasileiro obtida na condicao de operacao de 40 °C, 250
bar, 7,0 x10°kg/s e 5 gramas.
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Programacao do ajuste Linear — SAS Learning Edition
options 1s=80 ps=50;
Title 'pfaffia L'
data EnsaioPP;
input tmin mext;
ALI=max(tmin-60,0);
AL2=max(tmin-260,0);

cards;

10 0.0097
20 0.0362
30 0.0655
40 0.0783
50 0.1086
60 0.1196
70 0.1277
80 0.1352
90 0.1452
10 00.1527
110 0.1593
120 0.1690
130 0.1771
140 0.1845
150 0.1903
160 0.2049
170 0.2140
180 0.2254
190 0.2409
200 0.2531
230 0.2676
260 0.2815
290 0.2940
320 0.3029
350 0.3200
380 0.3270
440 0.3290
500 0.3347
560 0.3430
620 0.3481
Proc Reg;

Model mext = tmin AL1 AL2;
Output out = a p = mexthat r = Mres;
Proc Print;
Proc gplot; axis order=(0 to 0.40 by 0.05);
Plot mext*tmin/legend overlay vaxis=axisl;
Plot Mres*mexthat;
Proc gplot;
Symboll value = diamond color = black; Symbol2 value = star color = black;
Plot]l mext*tmin/legend overlay vaxis=axis1; Plot2 mexthat*tmin/legend overlay vaxis=axisl;

Run;
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Programagao do ajuste Nao Linear — SAS Learning Edition
options 1s=80 ps=50;
Title 'pfaffia NL";
data OECI;
input tmin mext;
ALl = max(tmin-100,0);
AL2 = max(tmin-300,0);

Cards;

10 .0097
20 0.0362
30 0.0655
40 0.0783
50 0.1086
60 0.1196
70 0.1277
80 0.1352
90 0.1452
100 0.1527
110 0.1593
120 0.1690
130 0.1771
140 0.1845
150 0.1903
160 0.2049
170 0.2140
180 0.2254
190 0.2409
200 0.2531
230 2676
260 0.2815
290 0.2940
320 0.3029
350 0.3200
380 0.3270
440 0.3290
500 0.3347
560 0.3430
620 0.3481
Proc Nlin;
parms

b0 =-0.00429
bl =0.00206
b2 =-0.00118
b3 =-0.00071153
knotl = 100
knot2 = 300;

ALl = max(tmin-knot1,0);

AL2 = max(tmin-knot2,0);

Model mext = b0 + b1*tmin + b2*AL1 + b3*AL2;
Output out = a p=mexthat r=Mres;

Axis order = (0 to 0.40 by 0.05);
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Proc gplot;

Plot Mres*mexthat;

Proc gplot;

Symboll value = diamond color = black;
Symbol2 value = star color = black;

Plot]l mext*tmin/legend overlay vaxis = axisl;
Plot2 mexthat*tmin/legend overlay vaxis = axis1;

Run;

Saida do programa SAS Learning Edition — Ajuste nio linear
Ensaio 40 °C, 250 bar e 30 gramas de matéria-prima (ginseng brasileiro)

The NLIN Procedure
Dependent Variable mext
Method: Gauss-Newton

Iterative Phase

Iter b0 bl b2 b3  knotl knot2

0 -0.00429 0.00206 -0.00118 -0.00071 100.0  300.0
1 0.00805 0.00167 -0.00088 -0.00067 84.9994 291.1
2 0.00321 0.00182 -0.00102 -0.00068 70.0098 289.4
3 -0.00261 0.00201 -0.00114 -0.00072 58.8952  267.7
4 -0.00746 0.00221 -0.00134 -0.00072 53.9918 268.6
5 -0.0116 0.00237 -0.00150 -0.00072 51.6414 269.4
6 -0.0123 0.00240 -0.00153 -0.00072 51.5781  269.5
7 -0.0123 0.00240 -0.00153 -0.00072 51.5773 269.5

8 -0.0123 0.00240 -0.00153 -0.00072 51.5773  269.5

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
Iterations 8
Subiterations 1

Sum of
Squares

0.0737
0.00223
0.00154
0.00106

0.000939
0.000827
0.000816
0.000816

0.000816
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Estimation Summary

Average Subiterations 0.125

R 2.878E-8

PPC(b0) 1.333E-8

RPC(b0) 0.000011

Object 5.5E-10

Objective 0.000816

Observations Read 29

Observations Used 28

Observations Missing 1
Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Approx

Pr>F
Model 5 0.2675 0.0535  1442.51 <.0001
Error 22 0.000816 0.000037
Corrected Total 27 0.2683
Parameter Estimate Approx Approximate 95% Confidence
Std Error Limits

b0 -0.0123 0.00639  -0.0256 0.000936
b1 0.00240 0.000193  0.00200 0.00280
b2 -0.00153 0.000194  -0.00193 -0.00113
b3 -0.00072 0.000033  -0.00079 -0.00065
knotl 51.5773 3.8098  43.6764 59.4783
knot2 269.5 7.3576 254.2 284.8
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Approximate Correlation Matrix

b0 bl b2 b3 knotl knot2
b0 1.0000000 -0.9045340  0.8956034  0.0000000  0.4456240  0.0000000
bl -0.9045340  1.0000000 -0.9901268 -0.0000000 -0.7129258 -0.0000000
b2 0.8956034 -0.9901268  1.0000000 -0.1142135 0.6431013 -0.0879141
b3 0.0000000 -0.0000000 -0.1142135  1.0000000  0.3649548  0.1657938

knotl  0.4456240 -0.7129258  0.6431013  0.3649548  1.0000000  0.2010383

knot2  0.0000000 -0.0000000 -0.0879141 0.1657938  0.2010383  1.0000000

mext mexthat

0.40 7 - 0.40

035 « ¥ —0.35
. e * -

0.30- 3 ¥ $ 4 030
N - C

0.25 ‘j —0.25

0.20 f* - 0.20

0.15 "*#' - 0.15
o104 * L 0.10
] : -
0.05 —0.05
1 * r
0.00 * —0.00
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tmin

& mext W mexthat
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7.6. AS Curvas padrao do estigmasterol e do [-sitosterol sio apresentadas na Figura
7.613(a) e 7.13(b).

43,16 -
43,159 -
43,158 -
43,157 - ¢
43,156 -
43,155 -
43,154 -
43,153 - y=0,011x + 43,14
43152 - S R2=0,942

43,151 - ' ' '

0 0,5 1 1,5 2
Concentragdo (mg/mL)

Figura 7.13(a): Resultados das curvas padrio do -sitosterol.
Curva padrao estigmasterol

Curva padrao Beta-sitosterol

*

Tempo de retengao

43,194 -
43,192 - 2
43,19 - @

43,188 - 2

43,186 -
43,184 -

Tempo de retengao

43,182 -
y=0,012x + 43,17
R?=0,869

43,178 . . . .

0 0,5 1,5 2

43,18 - 2

1
Concentrag¢io (mg/mL)
Figura 7.13(b): Resultados das curvas padrao do estigmasterol.

Como os tempos de reten¢do dos dois compostos de referéncia foram muito préximos,
ficou impossivel afirmar se os dois compostos estdo presentes nos extratos SFE deginseng
brasileiro, ou se somente um deles estd presente. Os extratos obtidos nas condi¢des de extracdo
de (30 °C/100 bar, 30 °C/150 bar, 30 °C/200 bar, 30 °C/250 bar, 30 °C/300 bar, 40 °C/100 bar,
40 °C/150 bar, 40 °C/200 bar, 40 °C/250 bar, 40 °C/300 bar) foram analisados quanto a presenca
ou ndao de um composto que apresenta-se o tempo de reten¢do em torno de 43 minutos.
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Tabela 7.6.1: Extratos que apresentaram o tempo de retenciao em torno de 43 minutos.
Condig¢do de Operacao (T °C e P bar) Tempo de retencio
30 °C/100 bar -

30 °C/150 bar -

30 °C/200 bar -
30 °C/250 bar 43,108
30 °C/300 bar -

40 °C/100 bar -
40°C/150bar 42,344
40°C/200bar 43,131
40°C/250bar 43,130
40°C/300bar 43,131

Na temperatura de 30 °C somente o extrato obtido a 250 bar apresentou um composto
com tempo de retencdo de 43,108 minutos, ja para temperatura de 40 °C somente na pressao de
100 bar nao foi observado nenhum composto com tempo de retencdo em torno de 43 minutos,
novamente confirmando a seletividade do processo SFE de acordo com a condic¢do de operagao.
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