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RESUMO

No presente trabalho ¢ apresentado um estudo global do processo de extracdo de
produtos naturais usando diéxido de carbono supercritico como solvente. As duas etapas do

processo foram estudadas usando diversas matrizes vegetais.

Na Etapa de Extracio (Artemisia annua, Cordia verbenacea ¢ Ocimum selloi)
foram medidos dados de rendimento global para os trés sistemas. Para os sistemas CO, + 4.
annua ¢ CO, + C. verbenacea foram calculados os parametros cinéticos do processo de
extragdo ¢ um modelo matematico foi selecionado para representar as curvas globais de
extracdo. A técnica de extracdo fracionada foi aplicada para os sistemas CO, + C.

verbenacea € CO, + Ocimum Selloi.

A determinagdo do rendimento global permitiu visualizar o efeito da temperatura e
pressdo sobre a solubilidade do extrato, além de proporcionar informagdes necessarias para
modelagem do processo de extracdo. A condi¢do que maximizou o rendimento em extrato
nos sistemas CO, + 4. annua e CO, + C. verbenacea foi 300 bar / 50 °C. Entretanto, foi
demonstrado que o extrato de C. verbenacea obtido nesta condi¢do apresenta menor
atividade anticancer aquele obtido a 200 bar / 40 °C. Para o sistema CO; + Ocimum Selloi o

maior rendimento foi obtido a 200 bar / 40 °C.
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No estudo da cinética do processo de extragdo foi verificado que para o sistema CO,
+ A. annua a vazao do solvente foi o unico fator significante sobre os pardmetros cinéticos.
No estudo do efeito da altura do leito para o sistema CO, + C. verbenacea, verificou-se que
0s parametros cinéticos aumentam com a altura do leito. Na modelagem matematica das
curvas globais de extragdo (OEC) dos sistemas CO, + A. annua e CO, + C. verbenacea
verificou-se que os modelos de Naik et al. [1989] (empirico), Sovova [1994] e Goto et al.
[1993] apresentaram os melhores ajustes aos dados experimentais. Do estudo do efeito da
altura do leito na SFE a partir de C. verbenacea, verificou-se que a selecao de um modelo
para aumento de escala ¢ dificil de ser realizada, uma vez que o modelo selecionado nem

sempre ¢ valido para todos os ensaios.

Na Etapa de Separacgao (Foeniculum vulgare) foi realizado o estudo da influéncia
das condigdes operacionais (temperatura, pressdo e vazao do solvente) na recuperacido do
extrato. As condi¢des de temperatura e pressao de separagao foram determinadas através de

modelagem termodinamica usando-se a equagdo de estado de Peng-Robinson.

A determinagdo do comportamento da solubilidade dos componentes majoritarios
do extrato de F. vulgare (anetol e acido oléico) em CO, supercritico permitiu obter uma
aproximacao das condi¢des Otimas de separagdo. No estudo da influéncia das condigdes
operacionais (temperatura e pressdo) determinou-se que o aumento da pressdao no primeiro
separador permite a solubilizagdo do compostos de maior massa molecular, os quais sao
transferidos para o segundo separador. Entretanto, se o objetivo for o fracionamento do
extrato de F. vulgare, observou-se que a melhor condicdo operacional para separagdo da
fragdo rica em componentes de 6leo volatil foi 80 bar / 40 °C no primeiro separador. Foi
verificado também que o aumento da vazao de solvente diminui o rendimento em anetol e

funchona e, conseqiientemente, no rendimento global.
A otimizacao das condigdes de separagcdo da mistura extrato + solvente ¢ uma etapa

importante do processo de extragdo de produtos naturais usando fluidos supercriticos, uma

vez que permitira uma 6tima recuperacao e/ou fracionamento do extrato.

Palavras-chave: extragdo supercritica, 6leo volatil, rendimento global, cinética, modelagem
matematica, separacdo fracionada, Artemisia annua, Cordia verbenacea, Ocimum selloi,
Foeniculum vulgare.
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ABSTRACT

In the present work a global study of the extraction of natural products using
supercritical carbon dioxide as solvent is presented. The two steps of the SFE process were

studied using several raw materials.

In the Extraction Step (Artemisia annua, Cordia verbenacea and Ocimum selloi),
global yield data for the three plants were determined. Kinetic parameters of the extraction
process were calculated for the CO, + A. annua and CO; + C. verbenacea systems and a
mathematical model to represent the overall extraction curves was selected. The fractional
extraction technique was applied for the CO, + C. verbenacea and CO, + Ocimum Selloi

systems.

The determination of the global yield allowed to identify the effect of the
temperature and pressure on the solubility of the extract, besides providing necessary
information for the modeling of the extraction process. The operational condition that
maximized the global yield in the systems CO; + 4. annua and CO, + C. verbenacea was
300 bar / 50 °C. However, it was demonstrated that the C. verbenacea extract obtained at
this condition shows a lower anticancer activity than that obtained at 200 bar / 40 °C. The

higher global yield for the CO, + Ocimum Selloi system was obtained at 200 bar / 40 °C.
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In the study of the kinetic of the extraction process for the CO, + 4. annua system, it
was verified that the flow rate was the only significant factor on the kinetic parameters. In
the study of the effect of the extraction bed height for the CO, + C. verbenacea system, it
was verified that the kinetic parameters increase with the bed height. The Naik et al. [1989]
(empirical), Sovova [1994] and Goto et al. [1993] models presented the best fittings to the
experimental overall extraction curves (OEC) for the CO, + A. annua and CO, + C.
verbenacea systems. From the study of the effect of the height of the bed for the C.
verbenacea, it was verified that the selection of a mathematical model to scale-up is
difficult to be accomplished, because the selected model is not always valid for all

experiments.

In the Separation Step (Foeniculum vulgare) the study of the influence of the
operational conditions (temperature, pressure and flow rate) in the recovery of the extract
was carried out. The temperature and pressure of the separation step was calculated through

thermodynamic modeling using the equation of state of Peng-Robinson.

The determination of the solubility behavior of anethole and oleic acid (major
compounds of the F. vulgare extract) with supercritical CO, allowed to obtain an
approximation of the optimal condition of the separation step. In the study of the influence
of temperature and pressure, it was determined that the increase of pressure in the first
separator allows the solubilization of high molecular mass compounds that are transferred
to the second separator. However, if the objective is the fractionation of the fennel extract,
it was observed that the best operational condition to separate a rich fraction in volatile oil
compounds was 80 bar / 40°C. Additionally, it was verified that the increase of flow rate

diminishes the anethole and fenchone yields and, consequently, the global yield.

The optimization of the operational conditions in the separation of the mixture
extract + solvent is an important step in the supercritical extraction of natural products,

because it will allow an optimal recovery and/or fractionation of the extract.

Keywords: supercritical extraction, volatile oil, global yield, kinetic, mathematical
modeling, fractional separation, Artemisia annua, Cordia verbenacea, Ocimum selloi,
Foeniculum vulgare.
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducao

Durante as ultimas décadas temos contemplado o crescente interesse pela
utilizacao de substancias de origem vegetal, considerando que muitas plantas produzem um
amplo espectro de metabolitos que sdo de interesse para as industrias farmacéutica,
cosmética e/ou alimenticia [Cowan, 1999; Phillipson, 2001; Suffredini et al., 2004]. A
extracdo de componentes ativos usando fluidos supercriticos (SFE — Supercritical Fluid
Extraction), principalmente didéxido de carbono, ¢ uma tecnologia com significativas
vantagens em relacdo aos métodos de extragdo convencionais [Del Valle & Aguilera,
1999; Chen & Ling, 2000; Huie, 2002; Meireles, 2003]. O fluido supercritico apresenta
diferentes densidades (poder de solvatagdo) a diferentes condi¢des de pressao e

temperatura, sendo possivel otimizar a seletividade da extracdo [Brunner, 1994].

Na otimizag¢dao da SFE, diversas varidveis de processo devem ser consideradas
(temperatura, pressdo, vazao do solvente, caracteristicas do leito de particulas) e a

influéncia de cada uma delas deve ser estudada nas diferentes etapas do processo.

De forma geral, a SFE a partir de matrizes vegetais pode ser dividida em duas
etapas: (i) etapa de extrag¢do, na qual o sistema ¢ formado pela matriz celuldsica + extrato +

solvente; e (i1) etapa de separa¢do do solvente, onde consideramos a interacdo extrato +
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solvente. Na etapa de extracdo, a temperatura e pressdo sao selecionadas para maximizar o
rendimento nos compostos de interesse, enquanto que na etapa de separacdo o nivel de

solubilidade ¢ reduzido para assegurar a precipitagdo do extrato e a reciclagem do CO,.

Na etapa de extracdo, duas informagdes experimentais sdo necessarias [Meireles,
2003]: (i) Rendimento global (X,), e; (ii) Cinética das curvas globais de extracdo (OEC —
Overall Extraction Curves). Na literatura sdo encontrados varios estudos abordando a etapa
de extracdo, cujos trabalhos foram concentrados no estudo da influéncia das condi¢des
operacionais sobre a cinética do processo [Ferreira et al., 1999; Povh et al., 2001;
Zancan et al., 2002; Braga et al., 2003; Rodrigues et al., 2003] e no desenvolvimento de
modelos matematicos que representem as curvas globais de extracdo [Naik et al., 1989;
Tan & Liou, 1989; Goto et al., 1993; Sovova, 1994; Esquivel et al., 1999a; Fullana et
al., 2000; Skerget & Khnez, 2001; Martinez et al., 2003]. Medidas experimentais de
rendimento global (Xo) foram recentemente reportadas na literatura [Gémez et al. 1996;
Sass-Kiss et al., 1998; Began et al., 2000; Simandi et al., 2002; Leal et al., 2003;
Rodrigues et al.,, 2003]. A obtengdo destas informag¢des ¢ importante para a andlise
preliminar do custo de manufatura (COM) de extratos obtidos por SFE [Meireles, 2003;

Rosa & Meireles, 2005].

Na etapa de separagdo do solvente as referéncias sdo limitadas [Sievers &
Eggers, 1996; Sievers, 1998; Bravi et al., 2002]. A importancia da otimizacdo desta etapa
estd relacionada, principalmente, aos custos de recompressdao do solvente, derivados da
reducdo da pressdo necessaria para a recuperagdo do extrato. Embora tenham sido
propostos métodos de recuperagdo sofisticados a fim de reduzir custos de recompressao e

garantir a maior eficiéncia do processo [Sarrade et al., 1998; Spricigo et al., 2001], o
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método de separagdo preferencialmente empregado tem sido a diminuicdo do poder de
solvatacdo pela simples reducdo da pressdo. Entretanto, o problema associado a este Gltimo
¢ garantir a completa recuperagdo do extrato, porque mesmo que o equilibrio seja favoravel
a separagdo, os solutos podem formar pequenas gotas ou ainda aerossois e sua recuperacao
pode ser incompleta ou parcial [Clifford, 1999]. Esta dificuldade aumenta quando os
solutos apresentam alta volatilidade, como € o caso dos componentes do 6leo volatil, e que
podem ser vaporizados junto com o CO, [Zancan et al., 2002; Rodrigues et al., 2003].
Conseqiientemente, o grau de separacdo e, portanto, de recuperacdo pela simples

descompressdo pode ser insatisfatorio.

Para o estabelecimento das condi¢des de temperatura e pressdo de separacio, o
conhecimento do comportamento de equilibrio de fases do sistema extrato (mistura
complexa de compostos) + CO, ¢ principalmente importante [Francisco & Sivik, 2002;
Sousa et al., 2002; Souza et al., 2004]. Entretanto, Brunner [1994] afirma que, além deste
dado, a vazdo do solvente precisa ser considerada durante a separagdo. Com o aumento da
vazdo do solvente, a separacdo das fases pode ser incompleta e, conseqiientemente,

aumentar a possibilidade de perda de produtos [Brunner, 1994].

Logo, ¢ evidente que a descricdo fenomenoldgica da etapa de separagdo ¢ dificil
de ser estabelecida, pois além do equilibrio de fases, precisa ser considerada a

hidrodinamica do processo.

Portanto, considerando que a etapa de separagdo ndo tem sido estudada
extensivamente e varios parametros podem ser considerados na sua interpretacdo, o
presente trabalho pretende aprofundar os conhecimentos nesta etapa com o intuito de

otimizar o processo global e servir como ferramenta para o projeto e avaliacdo econdmica.
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Entretanto, considerando o processo global, estudos do rendimento global e de cinética e

modelagem na etapa de extragdo também foram realizados.

A etapa de extragdo foi estudada para trés sistemas: Artemisia annua L
(artemisia), Cordia verbenacea DC (Erva-baleeira) e Ocimum selloi Benth. Medidas
experimentais de rendimento global (X,) em func¢do da temperatura e pressdo foram
realizadas para os trés sistemas. Os resultados foram comparados aqueles obtidos por
hidrodestilacdo e extracdo em sistema do tipo Soxhlet. A cinética e modelagem do processo
de extracdo foram estudadas para a A. annua e C. verbenacea. Foram calculados os
parametros cinéticos das curvas globais de extracdo e um modelo matematico foi
selecionado para descrever a cinética da SFE. Devido a pequena quantidade de matéria-

prima de O. selloi ndo foi possivel estudar a cinética do processo.

Para o estudo da etapa de separagdo foi utilizado o sistema Foeniculum vulgare
(funcho). O comportamento da solubilidade dos principais componentes (anetol e acido
oléico) foi determinado usando a EDE de Peng-Robinson. Dados da literatura foram usados
para a determinacdo dos pardmetros de interagdo binaria. A determinacdo experimental da
influéncia das condi¢gdes operacionais (pressdo, temperatura e vazdo do solvente) na etapa

de separacdo do solvente foi realizada.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

Estudar as diferentes etapas do processo de extracdo com dioxido de carbono

supercritico a partir de matrizes vegetais (Artemisia annua L, Cordia verbenacea DC,

Ocimum selloi Benth, e Foeniculum vulgare Miller), dando especial ateng¢do a etapa de

separacdo da mistura extrato + solvente.

iii)

1.2.2. Objetivos Especificos

Determinar as isotermas do rendimento global (X,) e a variagdo da composi¢ado

quimica dos extratos em fun¢do da temperatura e pressao do didéxido de carbono.

Comparar os resultados do rendimento global, obtidos por SFE, aqueles obtidos por
métodos de extragdo convencionais (hidrodestilagdo e extragdo com solvente

organico).

Construir as curvas globais de extragdo por SFE, calcular os pardmetros cinéticos do
processo e selecionar os modelos matematicos que melhor representem as curvas

globais de extracao.

Aplicar os conceitos de fracionamento por SFE (extracdo e separagdo fracionada) para

obter diferentes classes de compostos presentes nos extratos.

Estudar a influéncia das condigdes operacionais na etapa de separagdo da mistura

extrato + solvente.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A extragdo ¢ uma operagdo unitdria que tem por objetivo a separagdo de
determinadas substancias a partir de diversas matrizes, solidas ou liquidas, através de

processos quimicos, fisicos ou mecanicos.

Diversos métodos de extragdo podem ser aplicados na obtencdo de componentes
ativos a partir de matrizes vegetais [Huie et al., 2002]. Do ponto de vista de projeto de
processos, os seguintes fatores devem ser considerados [Al-Jabari, 2002]: (i) Rendimento:
extrair a maior quantidade de extrato e/ou do composto alvo; (if) Produtividade: empregar o
menor tempo de operacdo; e (iii) Seletividade: retirar preferencialmente a(s) substancia(s)

de interesse.

Os dois primeiros fatores tém fortes implicagdes econdmicas e determinam a
viabilidade industrial da maioria dos processos, enquanto que a seletividade esta

relacionada com a qualidade e pureza do produto.

Do ponto de vista da seletividade, a extragdo com fluidos supercriticos (SFE) pode
ser considerada uma tecnologia com grande potencial para a extracdo de compostos ativos a
partir de matrizes vegetais. A SFE tem importantes vantagens em relagdo aos métodos de
extracdo convencionais. O fluido supercritico apresenta diferentes densidades (poder de

solvatacdo) a diferentes condigdes de pressdo e temperatura, sendo possivel otimizar a
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seletividade da extracdo [Brunner, 1994]. Adicionalmente, uma vez finalizado o processo,
ndo ¢ necessaria uma etapa adicional de eliminagdo do solvente, obtendo-se um produto
com alta pureza relativa pela simples descompressdao do sistema. O uso de solventes
organicos em extracdes, cria a necessidade de estabelecer etapas adicionais de remog¢do do
solvente, principalmente se o produto ¢ destinado ao consumo e higiene humana
[Reverchon, 1997]. A elimina¢do de solventes constitui, algumas vezes, uma etapa critica
do projeto, pois pode encarecer o custo de manufatura, além de introduzir riscos de
degradag¢do e contaminagdo dos produtos. Normas internacionais de qualidade impdem

limites muito exigentes neste ultimo aspecto [Del Valle & Aguilera, 1999].

Entretanto, para afirmarmos se a SFE ¢ superior aos métodos de extragdo
convencionais (considerando também o aspecto econdmico), ¢ necessario o estudo do
processo de extracdo de forma sistematica, desde a produgdo agricola da matriz vegetal até
a determinagdo da composicdo quimica e o estudo das propriedades funcionais dos extratos
[Meireles, 2003]. A Figura 2-1 mostra um esquema do estudo sistematico do processo de

extragdo com fluidos supercriticos.

O estudo dos aspectos agronomicos (producdo da matéria-prima) e do estudo de
propriedades funcionais estdo além de nosso trabalho. Porém, o trabalho integrado com
outros grupos de pesquisa (IAC, CPQBA, Instituto Adolfo Lutz) tem nos permitido obter
algumas conclusdes interessantes. Uma vez que estes aspectos ndo sdo do nosso dominio,
nos paragrafos seguintes serdo discutidos aspectos referentes ao processo de extracdo
supercritica aplicado a matrizes vegetais. As diferentes etapas do processo serdo
consideradas. Na parte final desta secdo, serdo apresentadas as diferentes matérias-primas

usadas no desenvolvimento do presente trabalho.
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Figura 2-1. Estudo sistematico da SFE para avaliacio econdmica do processo.

2.1. Extra¢ao com Fluidos Supercriticos (SFE)

A extragdo com fluidos supercriticos (SFE) ¢ uma operagdo unitaria por contato,
que se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-quimicas dos fluidos
supercriticos: alto poder de solvatacao, alto coeficiente de difusdo, baixa tensao superficial

e baixa viscosidade [Brunner, 1994].

A Figura 2-2 apresenta o diagrama de fases pressdo — temperatura de uma
substancia pura (diéxido de carbono - CO,). A regido critica tem sua origem no ponto

critico, e acima desta temperatura (7,) e pressao (P.) criticas, o CO; ¢ considerado fluido
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supercritico. Na regido supercritica, existe uma s6 fase que possui propriedades fisico—
quimicas intermedidrias entre gas e liquido [Taylor, 1996]. Existem diferentes trabalhos de

revisdo sobre as propriedades fisico-quimicas dos fluidos supercriticos [Rizvi et al., 1986;

King & Catchpole, 1993; Brunner, 1994; Taylor, 1996; Clifford, 1999].
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Figura 2-2. Diagrama pressdo - temperatura do dioxido de carbono [adaptado de

Brogle, 1982].
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A densidade do fluido supercritico aumenta com a pressdo a temperatura
constante, e diminui com a temperatura a pressdo constante. Nas proximidades da
temperatura critica, estas variacdes acontecem rapidamente em um pequeno intervalo de
pressdo (aproximadamente 0,7 — 2 vezes acima da pressdo critica) [Clifford, 1999]. A
temperaturas muito maiores que a temperatura critica, altas pressdes sdo requeridas para
alcancar densidades de liquido. A densidade do fluido esta relacionada com o poder de
solvatacdo. Assim, o poder de solvatacdo de um fluido supercritico aumenta com a

densidade a temperatura constante e aumenta com a temperatura a densidade constante.

De maneira similar a densidade, os valores da viscosidade ¢ difusividade também
sdo dependentes da temperatura e pressdo. As mudancas na viscosidade e difusividade sdao

mais pronunciadas na regido proxima ao pronto critico.

A pressdo constante, a viscosidade do fluido supercritico diminui com a
temperatura até um minimo, e apds, aumenta com a temperatura. As temperaturas abaixo
do minimo o fluido apresenta viscosidade similar a do liquido; e as temperaturas acima do

minimo, o fluido apresenta viscosidade similar aos gases [Brunner, 1994].

Para temperaturas reduzidas entre 0,97 e 1,09, a difusividade diminui com a

pressdo e aumenta com a temperatura [Clifford, 1999].

As condicdes de viscosidade e difusividade similares aos gases, juntamente com
as densidades similares aos liquidos e, combinadas com a solubilidade dependente da
pressdo tém proporcionado a forga para a utilizagdo dos fluidos supercriticos nos processos

de extrag¢do [Taylor, 1996].

13
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Além das propriedades fisico-quimicas, para se ter vantagem diante dos processos
convencionais, um fluido supercritico deve possuir baixa temperatura critica, pequena
entalpia de vaporizagdo, alta volatilidade relativa, deve ser inerte, ndo toxico, ndo corrosivo
e ndo inflamavel. Dos varios gases e liquidos utilizados na SFE (ver Tabela 2-1), o CO, tem
se tornado o solvente mais utilizado por possuir estas caracteristicas, além de encontrar-se

em forma abundante e ser relativamente barato.

Tabela 2-1. Propriedades criticas de alguns fluidos [Clifford, 1999].

Solvente T.(°C) P. (bar) Z. ()
Dioxido de carbono 31 74 0,274 0,239
Agua 374 221 0,235 0,344
Etano 32 49 0,285 0,099
Etileno 9 50 0,280 0,089
Propano 97 43 0,281 0,153
Xenon 17 58 0,287 0,008
Amoénia 132 114 0,244 0,250
Oxido nitroso 37 72 0,274 0,165
Fluoroformio 26 49 0,259 0,260

Pelo anteriormente mencionado, a aplicacdao industrial da SFE deveria ser muito
mais difundida do que ¢ na atualidade. A razdo de ndo ser assim, ¢ o fato de que no
desenvolvimento do projeto ainda existem algumas lacunas cientificas. Na Tabela 2-2 sdo

apresentadas as principais vantagens e desvantagens da SFE.

14
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Tabela 2-2. Vantagens e desvantagens da SFE.

Vantagens

Desvantagens

Para solventes como o CO,, o uso de

temperaturas ~ amenas  evita a
degradacao térmica do extrato,
obtendo-se produtos com

caracteristicas proximas ao natural
[Reverchon, 1997];

Flexibilidade das varidveis do
processo. A diferentes condi¢cdes de
pressio e temperatura o fluido
apresenta diferentes densidades, o que
permite otimizar a seletividade
[Brunner, 1994];

A seletividade possibilita a extracao
de diferentes classes de compostos.
Finalizado o processo ndo ¢
necessdria uma etapa adicional de
eliminagdo do solvente. Ela ¢
conseguida pela simples reducdo da
pressdo e/ou aumento da temperatura

[Brunner, 1994];

Na separagdo, diferentes classes de
compostos podem ser obtidas através
da redugdo de densidade em cascata,

usando varios separadores em série;

E considerado como um processo

GRAS (Generally Recognized As
Safety)

E preciso dispor de dados de equilibrio para

determinar a distribuicao do(s)
componente(s) de interesse nas distintas
fases e estimar a possivel composi¢do do
produto extraido [Sousa et al., 2002].

Na modelagem da extragdo, ndo existe um
unico modelo que possa representar todas
as matrizes. Cada matriz vegetal se
comporta de uma maneira particular nas
mesmas condi¢des operacionais;

Do ponto de vista industrial, os métodos
comuns de aumento de escala ndo sdo
facilmente aplicaveis a processos em alta
pressao;

Os extratos obtidos podem possuir
caracteristicas diferentes dos obtidos pelos
influi

convencionais. Isto

do

métodos na

preferéncia mercado  por um
determinado produto ao invés do produzido
por esta “nova tecnologia”.

Se as condi¢des de separacdo da mistura
extrato + solvente ndo sdo otimizadas,
existe a possibilidade de perda de produtos
junto com a corrente de solvente [Clifford,

1999].

O investimento relativamente alto devido a

operagao a alta pressao.
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Contudo, a SFE ¢ uma 4area de interesse de inimeros pesquisadores ao redor do
mundo. Os estudos sdo concentrados tanto no campo experimental como no campo teorico.
No campo experimental, o estudo da influéncia das condi¢des operacionais sobre o
rendimento, composicao quimica e cinética da extragdo tem recebido especial atengdo. Os
resultados foram comparados aqueles obtidos por métodos de extragdo convencionais.
Dados do comportamento de equilibrio de fases de sistemas reais a elevada pressdo foram
reportados recentemente. No campo teodrico, os estudos foram concentrados no
desenvolvimento de modelos matematicos que representem a cinética de extragdo, e de
modelos termodindmicos que permitam a predicdo do comportamento de fases a elevadas
pressoes. Revisdes da literatura mais detalhadas foram apresentadas por Reverchon [1997],

Hauthal [2001] e Meireles [2003].

2.1.1. Etapas da SFE de Solutos de Matrizes Vegetais.

O processo de SFE ¢, conceitualmente, muito simples e o diagrama de operagao ¢é

apresentado na Figura 2-3.
De forma geral, a SFE opera como segue:

a. No extrator (£), o leito fixo é formado por particulas da matriz vegetal (sementes,
folhas, flores). A matéria-prima deve ter entre 10 a 18 % (b.u. — base umida) de agua

[Meireles, 2003];

b. O solvente ¢ alimentado no extrator por meio de um compressor ou bomba (B) para
alcangar a pressdo de extracdo [Brunner, 1994]. Logo, o solvente e o extrator sdo
aquecidos até¢ a temperatura de extragdo desejada. Um sistema para adi¢ao de co-

solvente (ndo mostrado) pode ser incorporado;
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c. Atingidas as condi¢des de processo, as valvulas de redu¢do de pressdo sdo abertas para
permitir o fluxo do solvente ao longo do leito, com a conseqiiente extragdo do extrato.
Para evitar o congelamento das valvulas, devido ao efeito Joule-Thompson, um sistema

de aquecimento ¢ necessario;

d. A separacdo da mistura extrato + CO, acontece no separador (S). Na temperatura e
pressdo reduzidas, o extrato precipita no separador, enquanto que o solvente livre ou
com baixo teor de extrato € recirculado no sistema, com estadgios prévios de
resfriamento e compressdo. Para extracdo em pequena escala, a coleta pode ser
realizada a pressdo atmosférica e o solvente pode ser descartado ao ambiente. Em um
processo de escala maior, o fluido que deixa o dispositivo de coleta sera resfriado para
recirculacdo e a coleta deve ser realizada em condi¢des que diminuam os custos de

recompressao do solvente [Brunner, 1994].

A Aquecimento

@

Extracao

Pressio

Fluido

Compressio supercritico ||

P.C.
B

Descompressiao

Separacio
Condensaciao

n

Temperatura

Figura 2-3. Diagrama do processo de Extracao com Fluidos Supercriticos (SFE).
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Se considerarmos os estdgios nos quais a matriz vegetal (estrutura celulosica),
extrato (mistura multicomponente) e solvente (CO,) entram em contato, o processo pode
ser dividido em duas etapas: (i) etapa de extrac¢do, na qual o sistema ¢ formado pelo sistema
ternario estrutura celuldsica + extrato + CO, [Rodrigues et al., 2002], e (ii) etapa de
remocao do solvente, onde consideramos a interacao extrato + CO,. Na etapa de extracdo, a
temperatura e pressdo sdo selecionadas para maximizar o rendimento nos compostos de
interesse, enquanto que na etapa de separacdo o nivel de solubilidade ¢ reduzido para

assegurar a precipitacdo do extrato e possibilitar a reciclagem do CO,.

2.1.2. Etapa de Extracao

O primeiro passo da SFE a partir de matrizes vegetais ¢ otimizar as condi¢des de
temperatura e pressdo para maximizar o rendimento nos compostos de interesse e

minimizar a co-extracao de compostos indesejaveis.

O estudo da etapa de extracdo permite realizar uma analise preliminar do custo de
manufatura (COM). Para tal, duas informagdes experimentais sdo necessarias [Meireles,
2003]: (i) Rendimento global (Xo), e; (ii) Cinética de extracdo, determinada a partir das

curvas globais de extragdo (OEC — Overall Extraction Curves).

2.1.2.1. Rendimento global (Xo)

O rendimento global (Xo) ¢ definido como a méxima quantidade de material
solivel que pode ser extraido a uma determinada temperatura e pressdo. Dados de
rendimentos globais experimentais ou estimados, de diferentes matrizes vegetais, foram

compilados recentemente por Meireles [2003].
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O rendimento global ¢ um parametro importante na modelagem matematica das
OEC. Na maioria dos modelos, o rendimento global ¢ um parametro de ajuste ou ¢
estimado por extrapolagao das curvas globais de extracdo. Por exemplo, na extragdo de 6leo
volatil' e oleoresina de camomila, o valor de Xo foi considerando como sendo 10 % maior

do que o rendimento obtido ap6s 10 horas de processo [Povh et al., 2001].

Medidas experimentais de rendimento global sdo escassas na literatura. Gomez et
al. [1996] estudaram os efeitos da temperatura e pressao sobre o rendimento global de 6leo
de sementes de uva. A metodologia de superficie de resposta foi aplicada no estudo do
rendimento global de extrato nos sistemas CO, + alho [Sass-Kiss et al., 1998] ¢ CO, +
circuma [Began et al., 2000]. Simandi et al. [2002] aplicaram um planejamento fatorial
completo na extracdo a partir de folhas de dente-de-ledao usando didéxido de carbono. Leal
et al. [2003] mediram o rendimento global do extrato do sistema CO, + alecrim nas
pressdes de 200 e 300 bar. Rodrigues et al. [2003] determinaram a influéncia da pressao

sobre o rendimento global do sistema CO; + erva-doce na isoterma de 30 °C.

De forma geral, foi observado que o comportamento do rendimento global com a
temperatura e pressdo pode-se assemelhar ao da solubilidade de solutos em fluidos
supercriticos. Na Figura 2-4 ¢ apresentado um comportamento simples do rendimento

global com a temperatura e pressao para o dente-de-ledo [Simandi et al., 2002].

Na Figura 2-4 o rendimento global apresenta dois comportamentos. A pressdes
baixas ¢ observado um fendmeno denominado de retrogradacdo, que consiste na

diminui¢do da solubilidade com o aumento da temperatura a uma dada pressdo. A elevadas

" Oleo volatil — Oleo de alta volatilidade extraido de plantas, principalmente um 6leo essencial. Chamado
também o6leo etéreo (The American Heritage® Stedman's Medical Dictionary Copyright © 2002, 2001, 1995
by Houghton Mifflin Company http://www.answers.com/topic/volatile-oil, acessado em 23/02/05)
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pressoes, o efeito do aumento da pressdo de vapor do extrato ¢ mais importante do que o
efeito da densidade do solvente. Assim, duas propriedades fisico-quimicas afetam o
rendimento global do extrato em fluidos supercriticos: (i) Densidade do fluido supercritico,

e (if) Pressao de vapor e / ou sublimagao do extrato.
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=
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& A 65 °C

1 |
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Pressao (bar)
Figura 2-4. Isotermas de rendimento global para o sistema CO; + dente-de-ledo
[Simandi et al., 2002].

Entretanto, devido a complexidade da composi¢do quimica dos extratos,
comportamentos diferentes podem ser esperados, como o apresentado por Leal et al.
[2004] para o sistema CO, + manjericdo (ver Figura 2-5). Na Figura 2-5 observa-se que
entre 30 e 50 °C o rendimento global do extrato de manjericdo apresenta trés pontos de

inversao.

Portanto, o estudo do rendimento global permitird visualizar o comportamento da
solubilidade do extrato, indicando a temperatura e pressao na qual ocorre o ponto de

inversdo. Adicionalmente, proporcionara informacdes necessarias para a selecdo das
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condi¢des operacionais de extragdo, e serd usado como um dado experimental importante

na aplicagdo dos diversos modelos matematicos.

2.5
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Pressao, bar

Figura 2-5. Rendimento global em extrato do sistema manjericao + CO; com 1% H,0

(v/v) como cosolvente: 30 °C (—— o —) e 50 °C (- - ¢ - -) [Leal et al., 2004].

2.1.2.2. Cinética de Extracao — Curvas Globais de Extracao (OEC)
Ao longo do processo de extragdo, a taxa de obtengao de extrato ndo ¢ uma fungao

linear do tempo. Portanto, diversos comportamentos podem ser observados. Para classifica-

los, ¢ necessario visualizar as formas tipicas da variagdo do grau de extragdo (w(r)) e da

taxa de extragdo (Am /At) com o tempo ou massa de solvente. O grau de extragdo ¢

extrato

definido por:

_ M, a0 (t )
w(t)——(t S o) Q)

mextrato

Onde: m,,  (t) e m,,, (t = o) sdo as massas totais extraidas no tempo ¢ =t e ¢t = oo,

respectivamente.
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/ At em fun¢ao do tempo ou massa de solvente

extrato

A representacdo de w(t) e Am
utilizada na extracdo permite construir as conhecidas Curvas Globais de Extragao (OEC —

Overall Extraction Curves). De forma geral, dois tipos das OEC sdo observados na

literatura, e estas sao esquematizadas na Figura 2-6.

Tipo 1
—_ A A
§ L Am@xtmm
At
Tempo, Massa de solvente Tempo, Massa de solvente
Tipo 11
= A A
g Amextralo
At
Tempo, Massa de solvente Tempo, Massa de solvente
Figura 2-6. Formas tipicas das curvas globais de extracio (OEC) [Adaptado de

Brunner, 1994].
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As OEC do Tipo I representam a extracdo a partir de um substrato com alto teor
inicial de extrato e / ou de facil acesso ao solvente. Uma situacdo de regime permanente se

desenvolve nos primeiros estdgios, com valor constante de Am / At, seguida por um

extrato
periodo de regime transiente, na qual a taxa de extracdo diminui com o tempo. Exemplos
deste tipo de OEC sdo: extragdo de oleos vegetais [Esquivel et al. 1999a; Reverchon &
Marrone, 2001] ¢ extracdo de oleo volatil de cravo da india [Reverchon & Marrone,
1997; Rodrigues et al., 2002]. No segundo tipo, ndo existe um periodo inicial diferenciado
da taxa de extracdo constante, prevalecendo o regime transiente desde o inicio da extragao,

com Am / At diminuindo progressivamente com o tempo. Este tipo de curva representa

extrato
a extracdo de substratos com baixo teor de extrato e / ou que sdo de dificil acesso ao
solvente. O Tipo II também corresponde a segunda parte da OEC Tipo 1. Exemplos das
OEC Tipo II sdao as extragdes de cafeina de café¢ [Brunner, 1994] e 6leos volateis de
horteld [Goto et al., 1993], pimenta-do-reino [Ferreira et al., 1999], camomila [Povh et

al., 2001], gengibre [Zancan et al., 2002] e erva-doce [Rodrigues et al., 2003].

Para ambos tipos de OEC (embora ndo tdo diferenciado na OEC Tipo II), a taxa

de extragdo pode ser dividida em trés periodos [Brunner, 1994; Ferreira et al., 1999]:

a. Taxa de extragdo constante (CER — Constant Extraction Rate), onde a retirada de
extrato da superficie externa da particula ocorre a uma velocidade aproximadamente

constante, por um fendmeno de convecgao.

b. Taxa de extracdo decrescente (FER — Falling Extraction Rate), onde comeca a aparecer
a resisténcia a transferéncia de massa na interface solido — fluido. Neste periodo

prevalecem tanto a transferéncia de massa por convec¢ao como por difusao.
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c. Taxa de extragdo lenta, caracterizada pela retirada do extrato através do mecanismo de

difusdo.

Na Figura 2-7 ¢ mostrada a curva global de extracdo de cravo-da-india obtida por

Rodrigues et al. [2002] representando os trés periodos.

25 r Difusdo

20

15

Massa de extrato (g)

0 20 40 60 80 100 120
Tempo / 60 (s)

Figura 2-7. Curva global de extracdo de cravo-da-india mostrando os trés periodos de

taxa de extracao [adaptado de Rodrigues et al., 2002].

Uma vez que no periodo de taxa de extragdo constante (CER) consegue-se extrair
entre 50 e 90 % do extrato total, a otimizagdo do processo deveria ser focada neste periodo,
e a modelagem poderia ser realizada considerando unicamente o fendmeno de convecgao
[Ferreira et al., 1999]. Povh et al. [2001], usando o modelo de Sovova [1994],
propuseram uma metodologia para a modelagem das OEC a partir dos pardmetros cinéticos

do periodo CER (ver Item 2.1.2.3)
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Os parametros cinéticos do periodo CER sdo:

a. Taxa de extragdo para o periodo CER (Mcgr);

b. Duragdo do periodo CER (tcer); €,

c. Concentragdo de extrato na fase supercritica na saida do leito (Ycgr), calculada como a

razao entre Mcgr € a vazao do solvente (Ocoz).

Os parametros cinéticos podem ser calculados através de um ajuste linear aos
dados experimentais das OEC, segundo metodologia apresentada por Rodrigues et al.

[2002].

A determina¢do da duracdo do periodo CER (tcer) € de fundamental importancia
na estimativa do custo de manufatura do processo. Rosa & Meireles [2005] demonstraram

que apos o tcgr, 0 custo de manufatura aumenta com o tempo.

A concentragdo de extrato na fase supercritica na saida do leito (Ycgr) pode ser
utilizada como uma estimativa da solubilidade (Y*) do sistema ternario estrutura celuldsica
+ extrato + CO,. Entretanto, a uma determinada condi¢do de pressdo e temperatura a
verdadeira solubilidade poderia ser determinada na vazdo critica do solvente QO*

[Rodrigues et al., 2002].

2.1.2.3. Modelagem Matematica das Curvas Globais de Extracio

A habilidade para predizer as curvas globais de extracdo, conhecendo os
parametros do processo, ¢ de fundamental importancia tanto no projeto como na otimizagao
de uma planta industrial. A modelagem matematica ¢ provavelmente a principal ferramenta

de predi¢do, que tem por objetivo a estimativa dos parametros envolvidos no processo.
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De forma geral, os modelos matematicos reportados na literatura pertencem a uma
das categorias: (i) modelos empiricos e (i) modelos baseados no balango de massa

diferencial das fases fluida e solida.

Na modelagem empirica as OEC podem ser representadas por equagdes do tipo

exponencial [Barton et al., 1992]:

1
Moo ()= F - X - (1 _eTj (2)

ou Isoterma de Langmuir [Naik et al., 1989]:

t
mextmto(t):F'XO'[k_l_tJ (3)
Onde:
m,, (t) : Massade extrato no tempo ¢ [kg]
Massa de alimentagao [kg]
X, :  Rendimento global [kg extrato / kg de material x 100]
t : Tempo [s]
k :  Parametro ajustavel [s]

O modelo empirico representa bem as OEC com formato hiperbolico (Tipo II).
Entretanto, nestes modelos, as relagdes de equilibrio termodinamico e de mecanismos de
transferéncia de massa estdo englobados no parametro k. Assim, a extensao do modelo para

diferentes condi¢des de extracao, aquelas usadas no ajuste, nao ¢ aconselhavel.

Nos modelos baseados no balango de massa diferencial, a modelagem ¢ realizada

sobre uma sec¢do do leito cilindrico de didmetro d, e altura H,. O leito ¢ formado por

particulas de matéria vegetal seca (umidade entre 10 a 18 % b.u. [Meireles, 2003]) por

onde escoa o solvente, retirando o material soluvel.
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Na Figura 2-8 ¢ apresentado o esquema de um leito fixo de particulas. O balango
de massa ¢ realizado nas duas fases do sistema [Brunner, 1994]: (i) na fase fluida, que
envolve o solvente supercritico e o extrato dissolvido e (ii) na fase sélida, que permanece

dentro da coluna de extrag@o e por onde escoa o fluido supercritico.

Fluido supercritico
+

Extrato

T YZ:HB
e Z:HB

z+Az
z
r
Matriz solida
T Yi-00=0
Fluido supercritico
z : Coordenada axial [-] Hy Altura do leito [m]
r : Coordenada radial [-] dg Diametro do leito [m]
Yy Razao massica de soluto / massa de solvente [kg extrato / kg CO,];

Figura 2-8. Leito fixo de particulas para o balanco de massa diferencial.

A transferéncia de massa acontece entre as duas fases, sendo o extrato transferido
da fase solida para a fase fluida pelos seguintes mecanismos: (a) Difusdo na matriz sélida;
(b) Transferéncia de massa pela interface sélido — fluido; (c) Convec¢do no fluido

supercritico; e, (d) Dispersao no fluido supercritico.
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Para este sistema, as equacdes de balango de massa nas duas fases sdo [Meireles,

1999]:
Fase Fluida: W o avy=v. (D, VY)+ J(X.7) 4)
ot € Pco,
. X XY
Fase Solida: 9X =V-(D,VX)- M ®))
ot (1 - ) "Ps

Onde:

XeY . Razdes massicas (massa de extrato / massa de solido livre de extrato para a
fase solida; e massa de extrato / massa de solvente para a fase fluida,
respectivamente),

u VY :  Termo referente a conveccao na fase fluida,

V-(D,VY): Dispersio do extrato na fase fluida,

V.(DaXVX ) :  Difusdo da mistura extrato + solvente ao interior da matriz sélida;

J(X,Y) : Termo referente a transferéncia de massa na interface solido - fluido.

Em geral, se a razdo entre o diametro do leito e o didmetro das particulas ¢ muito

grande, os efeitos de transferéncia de massa axial predominam e, conseqiientemente, as

transferéncias de massa radial e angular podem ser desprezadas [Brunner, 1994]. Com

estas consideragdes, as equagdes de balangos de massa na fase fluida e solida podem ser

reduzidas a:

Fase Fluida:

Fase Solida:

oY oY a( ayj J(X,Y)
—+u—=—|D,— |+
ot 0z 0Oz 0z

X 0 [ GX} J(X,Y)
~ =P "
ot 0z oz | (1-¢)- pg
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A diferenca entre os diferentes modelos apresentados na literatura estd na
interpretacdo de cada fendmeno e a possibilidade de desprezar alguns deles. Dentre os
modelos mais estudados estao os modelos de Crank [1975], Tan & Liou [1989], Goto et
al. [1993], ¢ Sovova [1994]. Dentre eles, o0 modelo de Sovova [1994] tem o pardmetro

termodinamico (solubilidade) dissociado dos parametros de transferéncia de massa (k,, e
k)

Povh et al. [2001], usando o modelo de Sovova [1994], propuseram uma
metodologia para a modelagem das OEC a partir dos pardmetros cinéticos do periodo CER.

Os coeficientes de transferéncia de massa nas fases fluida (4,, ) e sélida (k,, ), puderam ser

calculados utilizando as seguintes equagdes:

_ Z'QCO2 '(1_5)'[’5

Ky (8)
Mg - Peo,
Z=—In l—fwi )
Y 'QCO2
k, - -AY
an — Ya pCOz (10)
Ps - AX
M
AY = CER (11)
Pco, S-Hp - ky,
Ay = Lot X (12)
2
X,=X,-X, (13)
tegn Y - Z-
X, =X, - CER Oco (14)
mg;
mg = Mg '(I_Xo) (15)
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Onde:

an
kYa

Oco,

Ps

Pco,
msy

mss
Mcer
{CER

Y*

Hp

X

Xo

: Coeficiente de transferéncia de massa na fase solida [s™']
: Coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida [s']

: Vazado massica de solvente [kg CO, / s]

: Porosidade [-]

. Densidade do solido ou densidade real [kg/m’]
: Densidade do CO, [kg/m’]

: Massa de soélido inerte [kg]

: Massa de soélido seco [kg]

: Taxa de transferéncia de massa do periodo CER [kg extrato / s]
: Duracao do periodo CER [s]

: Solubilidade [kg extrato / kg CO,]

. Area transversal de transferéncia de massa [m”]

: Altura do leito [m]

: Razdo massica de soluto / massa de soluto de facil acesso [kg extrato / kg extrato

de facil acesso]

: Razdo massica de soluto / massa de s6lido ndao moido [kg extrato / kg solido nao

moido]

: Rendimento global [kg extrato / kg sélido livre de soluto]

Martinez et al. [2003] apresentaram um modelo para descrever sistemas

multicomponentes, como os normalmente encontrados em extragdo supercritica de extratos

naturais. Entretanto, os parametros do modelo ndo estdo relacionados com varidveis de

processo, e sua aplicabilidade em outras condig¢des operacionais ainda deve ser estudada.

Na Tabela 2-3 sdo apresentadas as equacdes dos diferentes modelos matematicos

usados para interpretar as OEC.

32



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

Tabela 2-3. Modelos matematicos usados para representar as OEC

Modelo

Crank [1975]

X
M trato (t) = XO F£1_7]

0

T an )

X 61 —-n*-w-D-t
X() 22 2 p( 1"2 J
Tan & Liou [1989]

s O)= 2 [ =expll, - B [exp(, -0)=1]

d

1—8 ps
A:QCOZTXO 0
co,

B= B :Oco2
Oco,
Goto et al. [1993]

a,

(16)

(17)

(18)

(19)

)= BIE+ =P ps Oeo, [i (eXp(al 3 - 1J + i[l - exp(% %m (20)

Pco,

_ (1-¢)-¢
B Kl e @)

a, :%(—b+\/b2 —40)
a, :%(—b—\/bz —40)

b= ¢ +l+¢'(1—€)
B+(1-B)-K ¢ £
o= ¢
[B+(-p)-K] e
P=kp-a,-7T

1)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)
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continuacdo ...

Sovova [1994]

- lStCER

M oxtrato (t ) = QCO2 Y [1 - CXp(— Z )]

= lepp <t < ! rer

mextmto (t) = QCOZ Y * [1 - tCER exp(Zw - Z)]

— >t

Y* WX /4
mextrato (t) = mS[ {XO - Wln|:1 + exp( Y *O j - 1:| exp|: 5002 (tCER - t):|(
SI

g Ky, Peo,

- Qco2 ‘(l_g)'ps

_ My -k,
QCOZ'(I_E)
W'Qco
X, exp| — 2 (to —t)|— X
7.y * 0 { my CER } K
L = In
w-X, X, — Xy
[ = mg - Xp
CER Y*'Z'Qcoz
XK"'XPeXp(W‘XOY*j
Lrgr =Tepr T s In
QCOZ'W X,

Martinez et al. [2003]

()= —50F { ”exp(b"m))]_l}

- exp(b-tm) 1+exp[b-(tm —t

(27)

(28)

(29)

(30)

€1y

(32)

(33)

(34)

(35)
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Onde:

D . Coeficiente de difusdo [m?/s] - ParAmetro do modelo de Crank [1975]

p : Raio da particula [m]

ka . Constante de dessorcdo [s”'] - ParAmetro do modelo de Tan & Liou [1989]

S . Area transversal de transferéncia de massa [m?’]

K : Constante de equilibrio de adsor¢ao do modelo de Goto et al. [1993]

B : Porosidade das folhas [-]

T : Volume do leito / fluxo volumétrico do solvente [s]

0 : Parametro relativo ao coeficiente de transferéncia de massa global [-] - Modelo
de Goto et al. [1993]

k, : Coeficiente de transferéncia de massa global [s']-Modelo de Goto et al. [1993]

b : Parametro ajustavel [s'] - Modelo de Martinez et al. [2003]

tm : Parametro ajustavel [s] - Modelo de Martinez et al. [2003].

2.1.2.4. Extracao Fracionada

A coleta de extrato em varios intervalos de tempo pode ser considerada como um
processo de fracionamento simples, uma vez que se obtém fragdes de diferentes
caracteristicas. A pressdes muito elevadas, a seletividade deste método diminui e a

composi¢ao do extrato pode nao variar com o tempo.

A extracdo fracionada ¢ uma técnica alternativa que permite obter diferentes
classes de compostos através de extracdes sucessivas pelo aumento da densidade do CO,.
Reverchon [1997] apresenta uma revisao de estudos referentes a extragdo fracionada.
Reverchon et al. [1999] recalizaram a extragdo fracionada de funcho em condi¢des de 90
bar / 50 °C e 200 bar / 40 °C. Simandi et al. [1999] aplicaram esta técnica na extragdo de

oleoresina de orégano a 40 °C, com pressdes variando de 80, 120, 200, e 300 bar.
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De forma geral, os extratos obtidos em temperaturas entre 40 e 50 °C e pressdes
menores que 100 bar foram similares aqueles obtidos por hidrodestilagdo. Os componentes
de alta massa molecular foram extraidos com o aumento da densidade. As fracdes obtidas

foram diferentes tanto em composi¢do como aparéncia.

A desvantagem deste método € que requer mais que o dobro do tempo de extragao
e, conseqilientemente, da quantidade de solvente para obter um rendimento similar ao da
separacgdo fracionada [Simandi et al., 1999]. A separacdo fracionada ¢ um outro método de
fracionamento, onde a coleta ¢ realizada usando separadores em série com redugdo da
densidade em cascata. Detalhes sobre a separagdo fracionada sdo apresentados

posteriormente no Item 2.1.3.2.

2.1.3. Etapa de Separacio

Como mencionado anteriormente, a SFE a partir de matrizes vegetais ocorre em
duas etapas: (i) a solubilizagdo dos solutos pelo solvente supercritico, no extrator; e (ii) a
separagdo dos solutos do solvente supercritico, no separador. Na etapa de extragdo, a
temperatura e pressdo sdo selecionadas para maximizar o rendimento nos compostos de
interesse, enquanto que na etapa de separagdo a solubilidade é reduzida para assegurar a

precipita¢do do extrato e a reciclagem do COs.

A importancia da otimizagdo da etapa de separagdo estd relacionada,
principalmente, aos custos de recompressdo do solvente, derivados da redu¢do de pressao
necessaria para a recuperacdo do extrato. Bravi et al. [2002] afirmam que quando se

[({P4

trabalha a pressoes abaixo ou acima da pressdo de separacdo “6tima”, o custo global do

Processo se eleva.
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Diferentes esquemas de separagdo podem ser aplicados na SFE (ver Figura 2-9)

[Reverchon, 1997]. Entretanto, os processos que devem ser preferencialmente utilizados

devem ser aqueles que ndo introduzam substincias adicionais ao extrato [Brunner, 1994].

@ D (b)
V y SC Y
S
E S E
7
B
M
() (d) ,
G
E B S
L B
G/Sc g
E : Extrator S : Separador B Bomba
|2 Valvula Sc Trocador de calor  Ad Coluna de adsor¢ao
G Solvente M Misturador

Figura 2-9. Diferentes processos de separacido que podem ser implementados apos a

etapa de extracio: (a) Descompressao , (b) Variacdo da temperatura; (¢) Adsorcao, (d)

Adicao antisolvente [adaptado de Reverchon, 1997].

O método de separacao freqiientemente empregado ¢ a reducdo do poder de

solvatacdo. Em geral, o poder de solvatagao de um fluido aumenta com densidade e vice-

versa. Densidades baixas podem ser conseguidas pela diminui¢ao da pressdao ou aumento da

temperatura [Brunner, 1994]. Neste método, o fracionamento do extrato pode ser

conseguido pela redugdo da densidade em cascata através de varios estagios de separagao.
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2.1.3.1. Modelagem da Etapa de Separac¢io — Estado da Arte

Estudos sobre a etapa de extracdo sdo reportados amplamente na literatura,
segundo recente revisdo apresentada por Meireles [2003]. Entretanto, as referéncias
relacionadas a etapa de separagdo sdo limitadas [Sievers & Eggers, 1996; Sievers, 1998;

Bravi, 2002].

Embora tenham sido propostos métodos de recuperagdo sofisticados, tais como
nanofiltragdo [Sarrade et al., 1998] ¢ membranas de osmose reversa [Spricigo et al.,
2001], a fim de reduzir custos de recompressao e garantir a maior eficiéncia do processo, o
método freqlientemente empregado ainda ¢ a simples reducao da pressdo e/ou aumento da

temperatura.

Neste ultimo, diferentes solubilidades a diferentes condigdes operacionais de
temperatura e pressdo podem ser usadas para separar o extrato dissolvido no CO..
Entretanto, o problema associado ¢ garantir a completa recuperagao do extrato, pois, alguns
componentes podem ser vaporizados junto com o CO,. Uma quantidade aprecidvel de
compostos foi recuperada da corrente de CO, que sai do separador nas extragdes de
oleoresina de gengibre [Zancan et al., 2002] e 6leo volatil de erva-doce [Rodrigues et al.,

2003].

De forma geral, a selecdo das condi¢gdes de separacdo ¢ realizada de maneira
arbitraria. Nos estudos em escala laboratorial, a separacdo ¢ realizada em condigdes
ambientais. Na desterpenagdo de 6leo volatil de laranja foram usadas condi¢des de 20 bar e
0 - 17 °C [Espinosa et al., 2000]. A pressao de 40 bar foi escolhida no estudo da avaliacio
econdmica do processo de extracdo de oOleo volatil de cravo-da-india e gengibre,

considerando que nesta condi¢do ¢ atingida uma completa separacdo de fases [Rosa &
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Meireles, 2005]. A limitada informagao sobre o comportamento de equilibrio de fases para
sistemas reais com CO; supercritico [Francisco & Sivik, 2002; Sousa et al., 2002; Souza

et al., 2004] pode ser identificada como uma das causas.

A discussdo anterior se centra no equilibrio termodinamico, estabelecido pela
temperatura e pressao. Entretanto, Brunner [1994] afirma que, além destes parametros, a
vazao do solvente precisa ser considerada durante a separa¢do. Com o aumento da vazao do
solvente, a separacdo das fases pode ser incompleta e, conseqiientemente, aumentar a

possibilidade de perda de produtos.

Logo, ¢ evidente que a descri¢do fenomenologica da etapa de separacdo ¢ dificil
de ser estabelecida, pois além do equilibrio de fases, determinado pela pressdo e
temperatura, precisa ser considerada a hidrodinamica do processo, determinada pela vazao

do solvente.

No campo da tecnologia de extracdo supercritica aplicada a produtos naturais, a
literatura ndo reporta referéncias sobre a modelagem dinamica da etapa de separacdo
[Reverchon, 1997]. Entretanto, Camy & Condoret [2001] apresentam dois modelos
aplicados ao sistema formado por 4gua + metanol + dimetilcarbonato + CO,. No primeiro
modelo, o separador ¢ considerado como um unico estagio tedrico, onde a fase vapor que
sai do separador e o soluto que permanece no separador estdo em equilibrio. No segundo, o
equilibrio ¢ atingido imediatamente depois da valvula de expansdo, e as fases vapor e
liquida sdo completamente separadas. Os autores avaliaram ambos modelos e concluiram
que, embora a modelagem ndo seja satisfatoria, o segundo modelo parece descrever melhor

o comportamento da mistura no separador.
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2.1.3.2. Separacio Fracionada

A separagdo fracionada consiste no fracionamento do extrato em dois ou mais
separadores em série. Os separadores sdo operados a diferentes condigdes de temperatura e

pressdo, a fim de precipitar seletivamente os compostos extraidos.

A eficiéncia do processo de separagdo fracionada foi revisada por Reverchon
[1997] e nos ultimos anos tem recebido especial atencdo por varios pesquisadores [Simandi
et al., 1998; Doneanu & Anitescu, 1998; Della-Porta et al., 1998; Rincon et al., 2000;

Marongiu et al., 2001; Coelho et al., 2003; Marongiu et al., 2003].

Na Tabela 2-4 sdo apresentados os diferentes sistemas que foram estudados
utilizando a técnica de separagao fracionada, assim como as condi¢gdes operacionais em que

foram realizados os experimentos.

De forma geral, um aumento na pressdo do primeiro separador produz uma
diminui¢do consideravel da quantidade da fracdo coletada e, conseqiientemente, um
aumento de rendimento no segundo separador. De fato, quando a fracdo volatil (6leo
volatil) e pesada (acidos graxos, cera, pigmentos) estdo presentes na solugdo supercritica, ¢

possivel usar dados de solubilidade para selecionar as melhores condi¢des de separagao.

Simandi et al. [1998] afirmam que a importancia desta técnica esta na possibilidade
de obter produtos oleosos, que podem ser usados na industria farmacéutica para melhorar a
consisténcia dos produtos. A fragdo pesada do extrato serve como estabilizante do 6leo
essencial e retarda a volatilizacdo das fragrancias. Esta propriedade ¢ muito util no

desenvolvimento de produtos de aromaterapia e cosméticos.
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Tabela 2-4. Condicoes operacionais utilizadas na separacio fracionada na SFE de diversas matrizes vegetais.

Matriz vegetal 2 (bl;:‘i;rat;l;oc) 2 (Sl)e:)rz;rad;r(ic) 2 (Sbe;z;rad;lgc) Referéncia

Alecrim — Rosmarinus officinalis L. 100 40 80 10 25 0 Reverchon & Senatore {1592,
apud Reverchon [1997]

Camomila — Chamomilla recutita (L.) Rausch 90 40 90 0 30 -5 Reverchon & Senatore [1994]
Lavanda — Lavandula officinalis Chaix & Kitt 90 48 80 -10 25 0 Reverchon et al. [1995]
Gengibre — Zingiber officinale Roscoe 246 40 79 — 109 60 45 30 Yonei et al. [1995]
Orégano — Origanum vulgare L. 300 40 80 33-37 2 20—25 Siméandi et al. [1998]
Angélica — Angelica archangelica L. 120 40 60 10 30 0 Doneanu & Anitescu [1998]
Cravo-da-india — Eugenia caryophyllata Thun. 90 50 90 -10 15 10 Della-Porta et al. [1998]
Anis-estrelado — lllicium verum Hooker filius 90 50 90 -10 15 10 Della-Porta et al. [1998]
Segurelha — Satureja hortensis L. 120 40 80 0 15 -5 Esquivel et al. [1999b]
Levistico — Levisticum officinale Koch. 250 40 80 50 50-55 20-30 Dauksas et al. [1999]
Funcho — Foeniculum vulgare Mill. 300 40 70-90 20-40 20 20 Simandi et al. [1999]
Cistus ladanifer L. 90 40 70 -10 20 -10  Rincén et al. [2000]
Alecrim — Rosmarinus officinalis L. 350 50 200 50 20 25 Sefiorans et al. [2000]
Menta — Mentha spicata ssp insularis 90 50 90 -5 15-20 15-21 Marongiu et al. [2001]
Salvia — Salvia desoleana 90 50 90 -5 15-20 15-21 Marongiu et al. [2001]
Funcho — Foeniculum vulgare ssp. piperitum 90 40 80 -10 20 -10  Coelho et al. [2003]
Inula viscosa L. Aiton e I. graveolens L. Desf 90 50 90 -5 15-20 15-21 Marongiu et al. [2003]
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2.2. As Matrizes Vegetais

Durante as ultimas décadas temos contemplado o crescente interesse pela
utilizacao de substancias de origem vegetal, considerando que muitas plantas produzem um
amplo espectro de metabolitos que sdo de interesse para as industrias farmacéutica,
cosmética e/ou alimenticia [Cowan, 1999; Phillipson, 2001; Suffredini et al., 2004]. O
Brasil tem um papel muito importante neste campo, ja que possui a maior diversidade
vegetal do mundo, com mais de 55000 espécies conhecidas, dentre um total de 350000 a

550000 aproximadamente [Nodari & Guerra, 2001].

No presente trabalho quatro matérias-primas foram estudadas: Artemisia annua

L., Cordia verbenacea DC, Ocimum selloi Benth e Foeniculum vulgare Miller

2.2.1. Artemisia annua L.

A Artemisia annua é a principal fonte natural para producdo de artemisinina,
composto que demonstrou ser um antimaldrico altamente efetivo contra cepas de

Plasmodium spp [Newton & White, 1999].

Malaria ¢ uma doenca parasitaria, causada por uma das quatro espécies do
protozoario intracelular: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae; que ¢
transmitida pela picada do mosquito fémea da espécie Anopheles. Esta doenca esta presente
em aproximadamente 90 paises, distribuidos na Africa, Asia, Oceania, e América Central e
do Sul [Bleoland, 2001], infectando entre 300 a 500 milhdes de pessoas por ano, com uma
mortalidade de 0,7 a 2,7 milhdes. Setenta e cinco por cento delas sdo criangas africanas,

com uma média de uma morte a cada 12 segundos [Phillips, 2001]. Dados recentes

43



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

mencionam que aproximadamente 40 % da populagdo mundial — principalmente pessoas
que vivem em paises pobres e em regides tropicais e subtropicais — estdo propensos a

contrair esta doenca [WHO, 2002].

No Brasil, durante a década de 50, os programas de controle desta doenca
conseguiram reduzir os cinco milhdes de casos reportados anualmente em quase 100 vezes.
Vinte anos depois, com o desenvolvimento da regido Amazonica, trabalhadores rurais,
garimpeiros e outros migraram para estas regides, muitos deles sem nenhuma imunidade
contra a maldria, fizeram com que esta doenca se espalhasse novamente [Marques, 1987].
Assim, no inicio da década de noventa foram reportados mais de 700 mil casos e o Brasil
passou a ter a maior populacdo exposta a infeccdo de maldria em toda América [Phillips,
2001]. Atualmente, esta doenca ocasiona no Brasil mais de 600 mil novos casos ao ano

[PAHO, 2002].

Apesar dos inimeros esforcos para controlar esta doenca, a maldria continua
sendo um problema de saude publica. O desenvolvimento e espalhamento de cepas de
parasitas resistentes a diversas drogas tém sido identificados como os principais fatores
deste ressurgimento e sdo os principais desafios para seu controle e eliminacdo [Bloland,
2001]. Duas possibilidades sdo propostas para atacar este problema [Olliaro et al., 2001]: 1)
desenvolver drogas que tenham diferentes ou novos modos de acdo (um processo longo),
ou, i1) usar combinagdes de drogas que tenham modos independentes de acdo, como, por

exemplo: mefloquina + artemisinina.

A artemisinina, sintetizada pela planta Artemisia annua L., demonstrou ser um
antimalédrico altamente efetivo contra cepas de Plasmodium falciparum resistentes a

diversas drogas [Newton & White, 1999; WHO, 1998]. Inumeras rotas de sintese quimica
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da artemisinina tém sido apresentadas na literatura [Webster & Lehnert, 1994]; porém, a
demanda de trabalho intensiva e a falta de potencial para produ¢do em escala maior fazem
com que esta técnica seja economicamente inviavel. Somado a isto, estd o fato da falta de
interesse por parte das industrias para produzir drogas antimalaricas, uma vez que a
populacdo que sofre esta doenca se encontra em paises pobres [Ensenrik, 2000]. Da
mesma forma, os métodos de cultura de tecidos, células e 6rgaos ndo parecem oferecer uma
alternativa de produ¢do viavel [Dhingra et al., 1999; Delabays et al., 2001]. Assim, na
atualidade, a planta de A. annua ¢ a principal fonte vidvel para extragdo de artemisinina
[Dhingra et al.,, 1999; Delabays et al., 2001]. Através de técnicas de melhoramento
genético foi possivel obter cepas de A. annua com alto rendimento em artemisinina

[Magalhaes et al., 1987; Delabays et al., 2001].

A A. annua é uma planta nativa da Asia e leste da Europa, que nos tiltimos anos
vem sendo cultivada em varios paises da Europa, América do Norte, Central e Sul. Os
primeiros cultivos no Brasil foram realizados pela Divisdo de Agrotecnologia do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) — UNICAMP
[Magalhaes et al., 1987]. Na Figura 2-10 pode ser observada uma foto da planta de A.

annua cultivada no Campo Experimental do CPQBA-UNICAMP.

Com a descoberta de que a 4. annua sintetiza a artemisinina, inimeros trabalhos
tém sido dedicados ao estudo da composi¢do quimica e de outras aplicacdes funcionais dos
extratos. Dentro dos estudos de aplicacdes funcionais, a literatura reporta que os extratos
etandlicos de A. annua apresentam atividade antiulcerogénica [Dias et al., 2001; Foglio et
al., 2002] e antitumoral [Zheng, 1994] e o dleo volatil obtido por hidrodestilagdo apresenta

atividade repelente [Tripathi et al., 2000], antibacteriana e antioxidante [Juteau et al.,
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2002]. Na industria de alimentos, as folhas da 4. annua tém sido empregadas como meio de
crescimento do fungo Aspergillus, usado na fabricagdo de vinho [Plants for a Future,
2002]. O oleo volatil da 4. annua ¢ usado como saborizante de bebidas alcoolicas, i.e.
vermouth [Plants for a Future, 2002]. Na industria de cosméticos, o 6leo volatil ¢ usado
como base para producdo de perfumes e sabonetes, devido a seu odor agradavel, refrescante

e ligeiramente balsamico [Plants for a Future, 2002].

Figura 2-10. Foto da planta Arfemisia annua L cultivada no Campo Experimental do
CPQBA-UNICAMP (Hibrido Ch x Viet 55, em estado de corte) [Divisio de
Agrotecnologia / CPQBA-UNICAMP].

O método convencional de extracdo da artemisinina a partir da A. annua é por
solventes organicos. A extracdo com fluidos supercriticos (SFE), principalmente usando

CO,, surge como uma alternativa de processo. Trabalhos sobre extracdo de artemisinina
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com CO; supercritico (CO,-SC) sdo reportados na literatura, sendo a maioria estudos de
comparagdo dos rendimentos com a extragdo com solventes organicos [Kohler et al.,
1997a; Kohler et al., 1997b; Hao et al., 2002] e extracio com solventes orgénicos
auxiliada com microondas [Hao et al., 2002]. Um recente trabalho divulgou dados da
solubilidade de artemisinina em CO,-SC [Xing et al., 2003]. A importincia da aplicagdo da
tecnologia supercritica foi demonstrada pelo melhoramento de velocidade de dissolugdo de
preparados de dispersdes solidas de artemisinina obtida através do processo RESS (Rapid

Expansion of Supercritical Solutions) [Van Nijlen et al., 2003].

2.2.2. Cordia verbenacea DC — Erva baleeira

A Cordia verbenacea DC € uma espécie que cresce de forma natural em quase
todo o Brasil entre 500 a 1000 metros sobre o nivel do mar [Angely, 1970, citado por
Bayeux et al., 2002] ¢ ¢ conhecida popularmente como Erva baleeira [Lorenzi & Matos,
2002]. Um estudo sobre produ¢do de mudas de C. verbenacea foi apresentado por Figueira
et al. [2001]. Segundo Lorenzi & Matos [2002], esta planta foi erroneamente apresentada
como Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. Na Figura 2-11 pode ser observada uma

foto da planta de C. verbenacea.

Na medicina popular a C. verbenacea ¢ usada como antiinflamatoria, anti-
artritica, analgésica, tonica e anti-ulcerogénica [Panizza, 1998; citado por Lorenzi &
Matos, 2002]. As infusdes das folhas de C. verbenacea sao tomadas para o tratamento do
reumatismo, artrite reumatoéide, gota, dores musculares e da coluna, prostatites, neuralgias e
contusdes [Panizza, 1998; citado por Lorenzi & Matos, 2002]. Estudos farmacologicos

tém validado sua atividade antiinflamatoria [Sertié et al., 1988; Sertié et al., 1990]. Um
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recente trabalho mostrou que os extratos das folhas apresentam atividade

antiedematogénica (antiinflamatéria) e antinociceptiva (analgésica) [Bayeux et al., 2002].

g

2 r“r_'f \.‘.- I '-.! "" ' .-l L’% .- (
Figura 2-11. Foto da planta Cordia verbenacea DC cultivada no Campo Experimental

do CPQBA-UNICAMP [Divisao de Agrotecnologia / CPQBA-UNICAMP].

O ¢leo volatil de C. verbenacea, obtido por hidrodestilagdo, inibe o crescimento
de bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus, B. subtillis, Staphylococcus aureus, S.
epidermitis) e leveduras (Candida albicans, C. dublinenesis, C. glabrata, C. guillermondlii,
C. lusitaneae, C. parapsilosis, C. Stellatoidea, C. tropicallis, Cryptococcus sp.) [Carvalho

Jr. et al., 2004].

Lins et al. [1980] identificaram os flavonoides sitosterol, 5-hidroxi-3,6,7,3,4’-
pentametoxiflavona (artemetina) e 5,6’-dihidroxi-3,3,4’°,6,7-pentametoxiflavona. O
flavonoide artemetina tem sido identificado como o composto responsavel da atividade
antiinflamatéria da C. verbenacea [Sertié et al., 1990]. Entretanto, Bayeux et al. [2002]
demonstraram que esta atividade ndo pode ser atribuida somente a este flavonoide. Os

melhores resultados foram obtidos com o extrato bruto obtido das folhas de C. verbenacea.
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Van de Velde [1982] revelaram a presenca de dois triterpenos: Cordialina A e B.
No oleo volatil de C. verbenacea foram citados trés componentes majoritarios: 1,8 cineol,
B-cariofileno e a-humuleno [Magalhaes et al., 2002]. Um recente trabalho mostrou que,
além destes componentes, no 6leo volatil sdo encontrados o o-pineno, B-felandreno, [3-
elemeno, B-gurjuneno, alo-aromadendreno, biciclo-germacreno, d-cadineno, espatulenol e

epoxi-cariofileno [Carvalho Jr. et al., 2004].

Os métodos empregados na extracdo de solutos de C. verbenacea tém sido a
extragdo com etanol [Lins et al., 1980; Sertié et al., 1988], acetona [Sertié et al., 1990] ¢
diclorometano [Bayeux et al., 2002]. Seu 6leo volatil tem sido extraido por arraste a vapor
[Magalhaes et al., 2002] e hidrodestilagdo [Carvalho Jr. et al., 2004]. A literatura ndo

reporta dados sobre extragdao de solutos de C. verbenacea por SFE.

2.2.3. Ocimum selloi Benth

O género Ocimum (Labiataec) ¢ uma fonte de Oleos essenciais das industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética. Dentre as espécies mais conhecidas temos: O.
americanum, Q. basilicum, O. kilimandscharicum, O. suave, e O. selloi. O Ocimum selloi
Benth (= O. sellowi e O. carnosum) ¢ uma planta nativa que cresce nas regides sudeste e sul
do Brasil. Os nomes comuns desta planta sdo “Pepper Basil”, “anis”, “alfavaquinha”,

» o«

“atroveran”, “elixir paregdrico”. Na Figura 2-12 ¢ apresentada uma foto da planta de O.

selloi.

Esta planta ¢ usada na medicina tradicional como analgésico, antidiarréico,
antiespasmoddico e antiinflamatério [Vanderlini et al., 1994, citado por Morais et al.,

2002].
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Figura 2-12. Foto da planta Ocimum selloi Benth [The Herb Society of America]

Seu o6leo volatil é caracterizado pela presenca majoritaria de anetol [Morais et al.,
2002]. Entretanto, Martins et al. [1997] indicaram a existéncia de outras variedades
quimicamente distintas, ricas em estragol (metil chavicol) e metil eugenol. Adicionalmente
o O. selloi pode ser considerado como uma fonte relativamente alta de vitamina B-6 (2,32

mg / 100g) [Leonard et al., 2001].

O método convencional de extracdo do seu oOleo volatil ¢ a hidrodestilagao
[Morais et al., 2002; Martins et al., 1997]. A literatura ndo reporta dados sobre a extragao

de solutos de O. selloi com CO, supercritico.

2 www.herbsociety.org, Acessado em 15 de margo de 2005
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2.2.4. Foeniculum vulgare Mill. — Funcho

O funcho ¢ uma planta nativa do mediterraneo e que na atualidade ¢ cultivada na
Inglaterra, Alemanha, China, Vietna e América do Sul. Os extratos de funcho sdo usados na
medicina popular como antiinflamatdério, antiespasmodico, diurético, expectorante,
laxativo, analgésico, estimulante da mobilidade gastro intestinal e para o tratamento de
perturbacdes nervosas. Na industria de alimentos ¢ usado para dar sabor a vérias comidas,
como sopas, molhos, conservas, bolos, etc. [Farrell, 1985 ¢ Hiinsel et al., 1993, citados

por Simandi et al., 1999].

Os principais componentes do 6leo volatil obtido por hidrodestilagdo sdo anetol e

funchona [Moura et al., 2005].

Diversos estudos s3o reportados na literatura sobre a aplicagdo da tecnologia
supercritica na extragdo de solutos de funcho. A cinética e modelagem matematica do
processo de extracdo foram reportadas por Reverchon et al. [1999]. Uma vez que o funcho
¢ formado por dois grupos de compostos bem diferenciados (6leo volatil e acidos graxos),
varios estudos tém se concentrado no fracionamento do extrato utilizando as técnicas de
extragdo fracionada [Reverchon et al., 1999] e separagdo fracionada [Simandi et al., 1999;

Coelho et al., 2003].

No Brasil so6 existe uma referéncia sobre extracdo de solutos de funcho por
extragcdo supercritica [Moura et al., 2005]. O autor se concentrou na etapa de extragdo do
processo, através da determinacdo de isotermas de rendimento global e da influéncia da
relagdo altura / didmetro sobre a cinética de extracdo. Adicionalmente, um modelo

matematico foi selecionado para representar as OEC.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria-Prima

Quatro matérias-primas foram utilizadas no presente trabalho: Artemisia annua L,

Cordia verbenacea DC (Erva baleeira), Ocimum selloi Benth e Foeniculum vulgare

(funcho).

Folhas moidas de A. annua (hibrido Ch x Viet 55), cultivadas no Campo
Experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Bioldgicas, Quimicas e Agricolas
(CPQBA) - UNICAMP (Campinas, Sao Paulo), foram usadas. As folhas foram secas em
um secador de bandejas com circulacao de ar (Fabbe-Primar, modelo 170, Piracicaba, Sao
Paulo) a 40 °C e moidas em um moinho de facas (Stephan, modelo UM 140, Sao Paulo,
Sao Paulo). As particulas foram colocadas em sacos de pléstico e armazenadas em freezer
doméstico (-10 °C) (Brastemp, modelo 7501, Sao Paulo, Sao Paulo). A distribuigdo do
tamanho das particulas foi determinada usando um agitador de peneiras (Bertel, modelo
1868, Caieiras, Sao Paulo); peneiras de mesh padrao da série Tyler 24 a 100 (Mentor,

E.U.A.), foram usadas. Para as extracdes, particulas de 48 - 60 mesh foram selecionadas.

As folhas de C. verbenacea, cultivadas também no Campo Experimental do
CPQBA - UNICAMP (Campinas, Sao Paulo), foram fornecidas em dois lotes. O primeiro

lote, fornecido no més de abril de 2002, foi acondicionado da mesma forma que a 4. annua.
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Particulas de 24 a 60 mesh foram selecionadas. Este lote foi usado para os estudos de
rendimento global e extragdo por métodos convencionais (hidrodestilagdo e extragdo com
etanol). O segundo lote, fornecido no més de agosto, foi formado pela planta inteira sem a
raiz. As condi¢cdes de secagem foram as mesmas utilizadas para a A. annua. Para a
realizagdo dos experimentos as folhas foram separadas dos galhos manualmente. As folhas
foram armazenadas em freezer doméstico (Metalfrio, modelo HC-4, Sao Paulo, Sao Paulo)
a -10 °C. A moagem foi realizada em um moinho de facas (Marconi, modelo MA340,
Piracicaba, Sdo Paulo). A distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada usando
um agitador de peneiras (Bertel, modelo 1868, Caieiras, Sdo Paulo); peneiras de mesh
padrdo da série Tyler 24 a 100 (Mentor, E.U.A.), foram usadas para os ensaios. Particulas
de 48 - 60 mesh foram selecionadas. Este lote foi usado para o estudo da extragdo

fracionada e cinética do processo.

Folhas secas de O. selloi provenientes da Fazenda Experimental de Lageado -
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP (Botucatu, Sdo Paulo), foram usadas. As
folhas foram colocadas em sacos de pléstico e armazenadas em geladeira doméstica a —10
°C (Brastemp, modelo 7501, Sao Paulo, Sdo Paulo). A moagem foi realizada em um
moinho de facas (Tecnal, modelo TE-631/1, Piracicaba, Sao Paulo) a 20500 rpm por 15
segundos. A peneiragem foi realizada em um agitador de peneiras (Bertel, modelo 1868,
Caieiras, Sao Paulo). A distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada usando
peneiras de 24 a 100 mesh (W.S. Tyler, Mentor, E.U.A.). Para os ensaios foram usadas

particulas de 32 a 80 mesh.

Sementes de funcho, correspondente a classificagdo funcho seco, provenientes da

Fazenda Experimental de Lageado - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP
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(Botucatu, Sao Paulo), foram usadas. As sementes foram colocadas em sacos de plastico e
armazenadas ao ambiente. A moagem foi realizada em um moinho de facas (Marconi,
modelo MA340, Piracicaba, Sdo Paulo). A distribuicdo do tamanho das particulas foi
determinada usando um agitador de peneiras (Bertel, modelo 1868, Caieiras, Sdo Paulo);
peneiras de mesh padrao da série Tyler 16 a 100 (Mentor, E.U.A.), foram usadas. Particulas

de 32 a 60 mesh foram selecionadas para os ensaios.

3.2. Caracterizacao da Matéria-Prima

A umidade dos materiais foi determinada pelo método de destilacdo com solvente
imiscivel xilol [Jacobs, 1973]. Este método ¢ recomendado para produtos que contem 6leo

volatil. Na Figura 3-1 ¢ mostrada a unidade experimental para determinagdo da umidade.

Figura 3-1. Unidade experimental para determinacio da umidade.
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O sistema ¢ constituido por: (1) manta de aquecimento com controlador de
voltagem (Fisaton, modelo 102, Sao Paulo, Sdo Paulo); (2) baldo de 250 mL; (3)

condensador e (4) tubo coletor.

Para as determinacdes, 15 x 10” kg de material moido e 85 — 90 mL de xilol
(P.A., Ecibra, Sao Paulo, Sdo Paulo), foram colocadas no balao de 250 mL. O sistema foi
levado a ebuli¢do com auxilio da manta de aquecimento. O sistema foi deixado em refluxo
por 5 horas. Apos resfriamento, mediu-se o volume de dgua condensada no tubo coletor,

assim como sua correspondente temperatura.

A umidade do material, expressada em percentagem (% base imida) foi calculada

por:

& szo
—X

Umidade = 100 (36)

Onde: ¥ = volume de 4gua condensada (m’); p n,0 = densidade da agua na correspondente
temperatura (kg/m’); F = massa de alimentacdo (kg).

O diametro médio de Sauter foi usado para caracterizar o tamanho das particulas:

n
Zm,—Xd,-3
_ _i=l

dm=-———
n
Zm[xdf
i=1

(37)

Onde: d,, = diametro médio (m); m; = massa de material retida na i-€sima peneira (kg); d; =

abertura nominal da i-ésima peneira (m).
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A densidade aparente ( p,,) do leito foi calculada usando a massa de alimentagio

(F) e o volume do leito (V). A densidade real das particulas (o) foi determinada por

picnometria com gas hélio pela Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp. A

porosidade (leito + particulas) foi calculada com as densidades aparente e real.

Py
Ps

e=1- (38)

3.3. Extracao por Hidrodestilacao

3.3.1. Unidade Experimental - Aparelho Schilcher

Para a extragdo do 6leo volatil foi utilizado o sistema mostrado na Figura 3-2. O
sistema ¢ formado por (1) manta de aquecimento (Fisaton, modelo 102, Sao Paulo, Sao

Paulo); (2) balao de 2000 mL; (3) aparelho Schilcher.

A matéria-prima ¢ colocada no baldo A, junto com a agua. A mistura ¢ levada a
ebulicdo com ajuda da manta de aquecimento. O vapor da dgua + 6leo volatil sobe pelo
tubo B e condensam no condensador C. A mistura cai no tubo coletor D e lentamente enche
o tubo. Quando a mistura alcanca o topo do tubo E, a 4gua retorna para dentro do baldo A.

O dleo volatil possui menor densidade que a 4gua e este fica na parte superior do tubo.

Ap6s algumas horas de extracdo — considerando que o volume do 6leo volatil ndo
varia - o processo ¢ interrompido e o 6leo volatil ¢ separado da agua por diferenga de

densidade. Esta separa¢do pode ser realizada com ajuda de uma centrifuga.
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Figura 3-2. Unidade experimental para extracao por Hidrodestilacio (Aparelho
Schilcher).

3.3.2. Procedimento Experimental

No baldo de vidro de 2000 mL, foram adicionadas 80,3 x 107 kg de material
moido e 1500 mL de 4agua destilada. O sistema foi levado a ebuli¢do com auxilio da manta
de aquecimento (Fisaton, modelo 102, Sao Paulo, Sdao Paulo). Posteriormente, o vapor foi
condensado. O tempo de refluxo foi de 3 horas para a A. annua e 4 horas para a C.
verbenacea. O 6leo volatil foi recolhido com uma pipeta Pasteur, depositado em tubo de
centrifuga e submetido a centrifugacao (Heraus Instruments, modelo Biofuge-haemo,
Osterode, Alemanha), a 10000 rpm por 10 min, para garantir a completa separacao de fases
(6leo volatil + agua). Finalmente, o 6leo foi recolhido com ajuda da pipeta Pasteur e

depositado em frasco ambar, pesado e armazenado em geladeira para posterior analise.
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3.4. Extracao com Solventes Organicos

3.4.1. Unidade Experimental - Extrator Soxhlet

A unidade experimental para extragdo com solvente organico ¢ apresentado na
Figura 3-3. O sistema ¢ constituido por (1) manta de aquecimento com controlador de
voltagem (Fisaton, modelo 102, S3ao Paulo, Sdo Paulo); (2) baldo de 500 mL (onde ¢
colocado o solvente); (3) aparelho Soxhlet (onde ¢ colocada a matéria-prima) e (4)

condensador.

Figura 3-3. Unidade experimental de extracdo com solvente organico (Aparelho

Soxhlet).
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A amostra deve ser colocada em um cilindro de papel filtro A (confeccionado
manualmente), e este, por sua vez, inserido no tubo interno (D) do aparelho Soxhlet. O
extrator ¢ ajustado ao baldo B (contendo o solvente) e ao condensador de refluxo C. A
solugdo ¢ levada a fervura. O vapor do solvente sobe pelo tubo E, condensa no condensador
C, o solvente condensado cai no cilindro A e lentamente enche o corpo do tubo D. Quando
o solvente alcanga o topo do tubo F, ¢ sifonado para dentro do baldao B. O processo ¢
repetido automaticamente até que a extragdo se complete. Apos algumas horas de extragdo,

o processo ¢ interrompido e o extrato ¢ concentrado por evaporagdo do solvente utilizado.

3.4.2. Procedimento Experimental

A extrag@o no sistema do tipo Soxhlet foi realizada usando hexano (grau HPLC,
Lote 41123118, Merck, Jacarepagua, Rio de Janeiro) ou etanol (PA, Lote K30916283231,
Merck, Darsmtadt, Alemanha) como solventes. Oito gramas de material moido foram
empacotadas em papel de filtro Qualy n° 42 (JProlab, Curitiba, Parand) e acondicionado no
aparelho Soxhlet. No baldo foram colocados 200 mL de solvente. O solvente foi levado a
ebulicdo com o auxilio da manta de aquecimento (Fisaton, modelo 102, Sao Paulo, Sao
Paulo). O tempo de refluxo foi de 4 horas. Apos o resfriamento, o solvente foi evaporado
em um sistema de rotaevaporagao (Heildoph Instruments, modelo Laborota 4001, Viertrieb,
Alemanha) com controlador de vacuo (Heildoph Instruments, modelo Rotavac Control,
Viertrieb, Alemanha). Finalmente, o extrato foi pesado (Sartorius, modelo A200S,

Goettingen, Alemanha) e armazenado em geladeira para posterior analise.
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3.5. Extracao com Dioxido de Carbono Supercritico

3.5.1. Unidades de Extracio Supercritica

3.5.1.1. Unidade Spe-ed SFE

Na Figura 3-4 ¢ apresentada a unidade de extragdo supercritica Spe-ed SFE

(Applied Separation, Allentown, E.U.A.).

Py

' e
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Figura 3-4. Unidade de extracdo supercritica Spe-ed SFE (Applied Separation,
Allentown, E.U.A.).

A unidade consta de: (1) cilindro de N, (Gama Gases Especiais, Campinas, Sao
Paulo); (2) cilindro de CO; (99,0 % de pureza, Gama Gases Especiais, Campinas, Sao

Paulo); (3) banho de resfriamento (PolyScience, modelo 9110, Niles, E.U.A.); (4) Unidade
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de bombeamento (Applied Separation, Allentown, E.U.A); e (5) Unidade de controle de

temperatura (Applied Separation, Allentown, E.U.A.).

Para os ensaios, duas colunas de extragcdo foram utilizadas: a) 5 ml (Thar Designs,
CL 1165, Pittsburgh, E.U.A.) e b) 300 mL (Thar Designs, CL 1373, Pittsburgh, E.U.A.)

(ver Figura 3-5).

Figura 3-5. Colunas de extracdo usadas na unidade de extracido Spe-ed SFE: a) 5 ml
(Thar Designs, CL 1165, Pittsburgh, E.U.A.) e b) 300 mL (Thar Designs, CL 1373,
Pittsburgh, E.U.A.).

A seqiiéncia de operacdo da unidade de extragdo ¢ descrita a seguir:

a. Ligar o banho de resfriamento de CO, duas horas antes do inicio do experimento. A

maxima temperatura do banho deve ser -5 °C;
b. Verificar se as valvulas de entrada, saida (micrométrica) e de ventilagao estao fechadas;

c. Abrir os cilindros de nitrogénio (N) e didxido de carbono (CO;). O nivel da valvula

reguladora do cilindro de N devera estar no maximo em 7 kgf/cm?;

d. Ligar as unidades de controle de temperatura e de bombeamento;
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e. Conectar a coluna de extracdo devidamente preenchida com a matéria-prima na linha da
unidade de controle de temperatura. O termopar devera estar conectado junto a coluna

de extragao;

f. Aumentar a pressdo com o botdo regulador da unidade de bombeamento até a pressao

de operacao;

g. Abrir a valvula de alimentacdo de CO, para pressurizar a coluna e o sistema;

h. Regular o set-point da unidade de controle de temperatura para a temperatura de

operagao;

1. Atingidas as condi¢des operacionais, regular o set-point da temperatura da vélvula

micrométrica para evitar o congelamento pelo efeito Joule-Thompson;

j. Quando estas condigdes forem atingidas, abrir a unidade de controle de temperatura

para verificar se ndo tem vazamento na coluna de extragdo ou na linha do sistema;

k. Conectar o(s) frasco(s) coletor(es);

1. Abrir a valvula de saida e micrométrica vagarosamente, até conseguir a vazdo de

solvente de operagao;

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:

a. Fechar a valvula de alimentagao de CO,. As valvulas de saida e micrométrica deverao

ficar abertas para despressurizar a coluna.
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b. Desligar os botdes de aquecimento da unidade de controle de temperatura;
c. Esperar resfriar o sistema e retirar a coluna de extracao;

d. Limpar a linha de saida com etanol e/ou acetato de etila;

e. Desligar a bomba do banho de COy;

f.  Diminuir a pressdao com o botao regulador da unidade de bombeamento até a pressao do

cilindro;
g. Desligar as unidades de bombeamento e controle de temperatura;

h. Fechar os cilindros de CO, e de N,.

3.5.1.2. Unidade LASEFI_TUHH

Na Figura 3-6 ¢ apresentada a unidade de extrag¢do supercritica LASEFI TUHH.
Este equipamento foi construido no ambito do projeto de cooperagdo internacional
“Supernat” (CNPq / Brasil e DLR / Alemanha), entre o Laboratdrio de Separagdes Fisicas
LASEFI / DEA / FEA - UNICAMP (Campinas, Brasil) e a Arbeitsbereich Thermische
Verfahrenstechnik - Technical University Hamburg Harburg (TUHH) (Hamburgo,

Alemanha). O equipamento foi descrito anteriormente por Zetzl et al. [2003].

A unidade consta de: (1) cilindro de CO, (99,0 % de pureza, Gama Gases
Especiais, Campinas, Sao Paulo); (2) cilindro de N, (Gama Gases Especiais, Campinas, Sdo
Paulo); (3) valvula reguladora da pressdo V1; (4) banho de resfriamento (PolyScience,
modelo 9510, Niles, E.U.A.); (5) coluna de extragdo; e (6) colunas de separacao. Os banhos

de refrigeracdo e de aquecimento se encontram na parte posterior do equipamento.
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Figura 3-6. Unidade de extracio supercritica LASEFI_TUHH.
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A Figura 3-7 mostra o diagrama da unidade de extracdo supercritica
LASEFI TUHH. A unidade consta de trés se¢des: preparacdo do solvente, extracdo e
separa¢do do solvente. Na secdo de preparacao do solvente, a unidade possui um cilindro de
CO; pressurizado (99,0 % de pureza, Gama Gases Especiais, Campinas, Sdo Paulo); um
banho de refrigera¢do (Thermo Haake, modelo C10-K10, Rohrbach/Ilm, Alemanha), que
usa uma mistura de agua e etileno glicol mantida a -10 °C; e uma bomba Air Driven
(Maximator, modelo M111D, Zorge, Alemanha), para pressurizar o sistema. Na se¢do de
extracdo, a unidade tem uma coluna de extragdo encamisada, construida de ago inoxidavel.
A capacidade do extrator ¢ de 100 cm’, tendo 2 cm de didmetro e 32 c¢m de altura. O
sistema de aquecimento original da coluna foi substituido por um banho termostatizado
com controlador digital de temperatura (PolyScience, modelo 9510, Niles, E.U.A.). Na
secdo de separacdo, a unidade ¢ formada por dois separadores colocados em série, sendo o
primeiro um separador ciclonico. Adicionalmente, a unidade também inclui uma valvula
micrométrica (Sitec, modelo 710.3012, Zurique, Suiga); valvulas sanitarias (Autoclave
Engineers, modelo 10V2071, Erie, E.U.A.); valvulas de regulagem (Swagelok, modelo SS-
3 NR4, Solon, E.U.A.); um medidor de vazao (ABB Automation Products, modelo
10A6131/41, Gottingen, Alemanha); e mandmetros (Wika Technologies, Cat. 233.50.10,

Velbert, Alemanha).
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A seqiiéncia de operagdo da unidade de extragdo € descrita a seguir:
Ligar o banho de resfriamento de CO; duas horas antes do inicio do experimento;

Meia hora antes do inicio do experimento ligar os sistemas de aquecimento das valvulas

de expansdo e da coluna de extragdo. Selecionar as temperaturas de operacgao;

Empacotar o leito (Se esferas de vidro sdo usadas para completar o leito, coloque-as na
entrada de alimentagdo de CO,). Colocar 1a de polipropileno ou 13 de vidro nas

extremidades do leito para evitar o arraste de particulas finas;
Verificar se todas as valvulas estdo fechadas;

Abrir os cilindros de CO; e N,. O nivel da valvula reguladora do N, devera estar no

méximo em 4 kgf/cm?;

Abrir a vélvula de estrangulamento do N, (VT) e pressurizar a Se¢ao de Preparagdo do

Solvente com ajuda da valvula reguladora de pressao (V1) até a pressao de operagao;

Para pressurizar a Secdo de Extragdo, abrir a valvula de entrada do extrator (V2).

Atingida as condi¢des de operagdo, escolha uma das duas alternativas seguintes;

Se os ciclones nao sao usados, conecte a linha de saida do extrator diretamente 4 linha
alternativa (8) — diretamente para o frasco coletor, abrir as valvulas V3 e micrométrica

(V4) vagarosamente até atingir a vazdo de solvente de operagao;

Caso contrario, conecte a linha de saida do extrator diretamente ao ciclone (6) e
separador (7), abrir as véalvulas V3 e V4 até atingir a pressdo do ciclone (6), e na

seqiiéncia, abrir a valvula V5 e V6 para regular a vazao do solvente.
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3.5.2. Estudo da Etapa de Extracao

3.5.2.1. Determinac¢iao do Rendimento Global

Para determinacdo do rendimento global foram realizadas extragdes exaustivas
usando-se dioxido de carbono (99,0 % de pureza, Gama Gases Especiais, Campinas, Sao
Paulo) como solvente. As condi¢des operacionais para o estudo dos efeitos da pressdo e
temperatura sobre os rendimentos globais dos diferentes sistemas estdo apresentadas na
Tabela 3-1.

Tabela 3-1. Condicées operacionais no estudo do rendimento global dos diferentes

sistemas usando CO; pressurizado.

Condigdes operacionais

Sistema Massa de alimentacdo Temperatura Pressdo Vazao
(107 kg) (°C) (bar) (107 kg CO,/s)
A. annua® 2,01 30e 50 75 — 400 6,8
C. verbenacea ® 3,37 30-50 100 — 300 6,8
0. selloi 3,76 30-50 100 — 300 7,2
* Isotermas

® Superficie de resposta 27 (o ponto axial 59 bar / 26 °C, foi substituido por 78 bar / 26 °C)
¢ Fatorial completo 2*

Os ensaios foram realizados no equipamento Spe-ed SFE (Applied Separations,
modelo 7071, Allentown, E.U.A), usando-se a coluna de extragdao de 5 ml (Thar Designs,
CL1165, Pittsburgh, E.U.A.). A formagdo do leito foi realizada pela adigdo e
empacotamento manual do material moido. Um tampao de 13 de vidro foi colocado em cada
extremo do leito a fim de prevenir o arraste de particulas finas. O periodo estatico foi de 5
minutos. As vazdes do CO; sdo mostradas na Tabela 3-1. O extrato foi coletado em frasco

de vidro imerso em banho de etileno glicol (-5 a 5 °C). A extragdo foi finalizada quando
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ndo era mais observada saida de extrato do sistema. Em seguida, a linha de extracdo foi
lavada com acetato de etila (PA, Merck, Darmstadt, Alemanha) e o solvente presente na
solugdo resultante foi removido no sistema de rotaevaporagdo com controlador de vacuo. A

massa do extrato foi determinada pela soma dos extratos de coleta e limpeza.

A Analise de Variancia (ANOVA) foi realizada usando o programa STATISTICA

5.0 (StatSoft Inc., Tulsa, E.U.A.).

3.5.2.2. Extracao fracionada

A técnica de extragdo fracionada foi aplicada a dois sistemas: C. verbenacea ¢ O.

selloi. As condi¢des operacionais sdo apresentadas na Tabela 3-2.

Tabela 3-2. Condicdes operacionais na extracio fracionada usando CO; pressurizado.

Condi¢ao operacional

Sistema Massa de alimentacdo Temperatura Pressao Vazao
(107 kg) (°C) (bar) (107 kg CO4/s)
C. verbenacea 50 60 80; 200; 300 6,8
0. selloi 50 50 95; 150; 200; 250 8,3

Os ensaios foram realizados no equipamento Spe-ed SFE, usando-se a coluna de
extragdo de 300 mL (Thar Designs, CL1373, Pittsburgh, E.U.A). Parte da coluna de
extragio foi empacotada com 50 x 10~ kg de material moido. O volume livre da coluna de
extracdo, localizado na entrada de CO,, foi preenchido com esferas de vidro (mesh 12). Um
periodo estatico de 20 minutos foi usado. O extrato foi coletado em frasco de vidro imerso

em banho de etileno glicol (-5 a 5 °C). Para cada fragdo, a extracdo foi finalizada quando
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ndo era observada mais saida de extrato do sistema. A massa de extrato foi determinada

pela pesagem do frasco de coleta no inicio e fim de cada extragao.

3.5.2.3. Determinac¢ao das Curvas Globais de Extracio (OEC)

Os experimentos cinéticos foram realizados nas duas unidades de extracdo

supercritica.

Na unidade Spe-ed SFE, a coluna de 300 ml (Thar Designs, CL1373, Pittsburgh,
E.U.A.) foi usada. Dois sistemas foram estudados: 4. annua e C. verbenacea. As condi¢des

operacionais sdo apresentadas na Tabela 3-3.

Tabela 3-3. Condicoes operacionais no estudo da cinética do processo de extracio com

CO; pressurizado.

Condig¢ao operacional Sistema

A. annua® C. verbenacea "
Temperatura (°C) 30-50 40 ¢ 50
Pressao (bar) 200 - 400 200 e 300
Vazao do solvente (10'5 kg COy/s) 5,5-11,1 7,63
Massa de alimentago (107 kg) 50 50
Altura do leito (107 m) 7 53
Diametro do leito (107 m) 5,45 5,45
Densidade real (kg/m3 ) 950,9 1360
Diametro das particulas (10™ m) 4,92 4,21
Porosidade do leito - € (-) 0,68 0,71

® Fatorial completo 2°
® Melhores condi¢des de rendimento global e de atividade anticancer (ensaios replicados)

Parte da coluna de extragdo foi preenchida com 50 x 10 kg de material moido. O

volume livre da coluna de extracdo, localizado na entrada de CO,, foi preenchida com
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esferas de vidro (mesh 12). Um periodo estitico de 20 minutos foi usado. O tempo de
coleta variou de 5 a 20 minutos, dependendo da taxa de extracdo. As dimensdes do leito

empacotado foram medidas com um paquimetro (Mitutoyo, Suzano, Sao Paulo).

O estudo do efeito da altura do leito sobre a cinética de extragdo foi estudado para
o sistema C. verbenacea. A unidade de extragdo supercritica LASEFI-TUHH foi usada.
Leitos com alturas de 8; 16; € 24 X 10 m foram usados. O didmetro da coluna de extracao
foi 2 x 107 m. A densidade aparente do leito (e = 0,71) e a vazdo do solvente (7,63 x 107
kg CO,/s) foram mantidas constantes para todos os ensaios. Os experimentos foram
realizados na condi¢do operacional de 200 bar e 40 °C (melhor condicdo no teste de

atividade anticancer).

3.5.2.4. Calculo dos Parametros Cinéticos das OEC

Os parametros cinéticos foram calculados de acordo com o procedimento descrito
por Rodrigues et al. [2002]. Os dados experimentais das curvas globais de extracdo (OEC)
foram ajustados a um spline usando duas linhas retas. O ajuste foi realizado usando os
procedimentos PROC REG ¢ PROC NLIN do programa SAS 6.12 (SAS Institute Inc.,
Cary, E.U.A.). A primeira linha foi identificada como o periodo de taxa de extragdo
constante (CER). Do Spline, a taxa de extragdo para o periodo CER (Mcgr) foi calculada,
assim como o tempo correspondente a intersec¢do das duas linhas (zcpr). A concentragdo de
extrato na fase supercritica na saida do leito (Ycgr), foi calculada como a razdo entre o
Mcgr € a vazao do solvente (Qcoz). A Analise de Variancia (ANOVA) foi realizada usando

o programa STATISTICA 5.0 (StatSoft Inc., Tulsa, E.U.A.).
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3.5.2.5. Modelagem Matematica das OEC

Virios modelos matematicos podem ser usados para descrever o comportamento
cinético da etapa de extragdo com fluidos supercriticos. Dentre eles, os seguintes modelos
foram testados no ajuste das curvas globais de extragao (OEC): Difusional [Crank, 1975],
Tan & Liou [1989], Empirico [Naik et al., 1989], Desor¢ao [Goto et al., 1993], Sovova
[1994] ¢ Martinez et al. [2003]. O ajuste dos modelos as curvas de extragdo foi realizado

com ajuda do software Tecanalysis, desenvolvido pelo LASEFI-DEA/FEA-UNICAMP.

3.5.3. Estudo da Etapa de Separacao

Para este estudo o sistema funcho foi selecionado. A unidade de extragado

supercritica LASEFI-TUHH foi usada.

3.5.3.1. Solubilidade de Anetol e Acido Oléico em CO, Supercritico

A predi¢do do comportamento de equilibrio de fases para o anetol e acido oléico
em CO, supercritico foi realizada a partir de dados experimentais apresentados por
Reverchon [1997] e Yu et al. [1992], apud Aratjo & Meireles [2000]. Os dados foram

modelados usando-se a equacdo de estado de Peng — Robinson [1976]:

p_ RT _ a(T)
V—b V(¥ +b)+b(V —b)

(39)
Com a regra de mistura de van der Waals:

a, =22 %X,a (40)
j

i

b, =22 %xb, (41)
P
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com as seguintes regras de combinag¢ao:

a,=a, = (a..a. )0'5 (l—ky.) (42)

ij J i jj

b b, - (b,-,- ‘;bjf J(l _ lij) (43)

Os parametros de interagdo binaria (k; e /;;) foram ajustados usando-se o software
EDEFlash [Arafjo & Meireles, 2000]. As propriedades dos componentes puros foram

obtidas de dados da literatura [Rodrigues, 2001; Aratjo & Meireles, 2000].

3.5.3.2. Determinacio do Tempo de Operac¢do do Processo

O tempo de operacao do processo, definido como a duragdo do periodo da taxa de
extragcdo constante, foi calculado a partir da OEC. A densidade aparente para formagao do
leito de particulas foi 497 kg/m’, reportada por Moura et al. [2005]. A altura e didmetro do
leito foram 16 x 107 ¢ 2 x 10 m, respectivamente. O espaco vazio da célula de extragio
foi preenchido com esferas de vidro de 12 mesh. As esferas de vidro ficaram na regido de
alimentacdo do CO,. Um periodo estatico de 15 minutos foi usado. As condicdes
operacionais de pressdo e temperatura foram 250 bar e 40 °C, respectivamente. Esta
condicdo de extracdo foi selecionada de estudos prévios de rendimento global [Moura et
al., 2005]. A vazio do CO, foi 6,8 x 10° kg de CO, / s. As amostras foram coletadas a cada
5, 10 e 20 minutos. Os extratos foram coletados em frasco de vidro imerso em banho a -
5°C, a fim de reduzir as perdas dos componentes mais volateis. O ensaio foi replicado.
Usando os dados experimentais, as OEC foram ajustadas a um spline linear segundo
metodologia descrita no Item 3.5.2.4, e o tempo de operagdo do processo foi determinado

(tcer).
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3.5.3.3. Estudo da Influéncia das Condicées Operacionais

Devido as limitagdes do equipamento o estudo da influéncia das condi¢des de
temperatura e pressao na etapa da separacao foi realizado s6 para a isoterma de 40 °C no
primeiro separador, com pressdes variando de 20 a 120 bar. O segundo separador foi
mantido a 1 bar e -5 °C. A condi¢do de extracdo foi a mesma que para o rendimento global

(250 bar / 40 °C / 6,8 x 10” kg de CO, / s).

As amostras foram coletadas ao final do tempo de operagao (zcgr). Para remogao
dos solutos aderidos as paredes do ciclone, foi usado hexano (Merck, Darmstadt,
Alemanha). A eliminagdo do hexano foi realizada no sistema de rotaevaporagdo com

controlador de vacuo.

3.6. Analise quimica

3.6.1. Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa (GC-MS)

A composicdo quimica dos extratos de C. verbenacea foi determinada em um
sistema de GC-MS (GC-HP5890 / MS-HP5971, Boblingen, Alemanha), equipado com
coluna capilar de silica fundida WCOT DB-5 (30 m x 0,25 mm X 0,25 wm, Chrompack,
Middelburg, Holanda). A coluna foi aquecida a 110 °C por 2 min e programada a 5 °C /
min até 270 °C, e aquecida por 2 min. A identificacdo dos componentes foi realizada pela

comparag¢do dos espectros de massas com os da base de dados do equipamento — NIST.
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3.6.2. Cromatografia Gasosa - Detector de Ionizacido de Chama (GC-FID)

A andlise dos extratos de A. annua, C. verbenacea, O. selloi e F. vulgare foi
realizada em um sistema de GC-FID (Shimadzu, modelo 17A, Kyoto, Japao), equipado
com coluna capilar de silica fundida DB-5 (30m X 0,25mm X 0,25 pum, J&W Scientific,
Folsom, E.U.A.). Gés hélio (99,9 % pureza, White Martins Gases Industriais, Campinas,
Sao Paulo) foi usado como gas de arraste. As temperaturas do injetor e detector foram 240
°C e 280 °C, respectivamente. A coluna foi aquecida a 50 °C por 5 min e programada a 5
°C / min até 280 °C, e aquecida por 5 min. Um microlitro das amostras foi injetado (5 x 10

% kg de extrato diluido em 1 x 10 m’ de acetato de etila).

A identificagdo dos componentes majoritarios de cada matéria-prima foi realizada
pela comparagdo dos tempos de retencao com os dos seguintes padrdes: artemisinina (98%,
CPQBA-UNICAMP, Campinas, Sao Paulo); canfora (Lote 73H3697, Sigma, St. Louis,
E.U.A); a-pineno (98 %, Lote 00523MX, Aldrich, St. Louis, E.U.A.); mirceno (98 %, Lote
54H1129, Sigma, St. Louis, E.U.A.); 1,8-cineol (99 %, Lote 2817K, Aldrich, St. Louis,
E.U.A); linalool (95-97 %, Lote 68H3489, Sigma, St. Louis, E.U.A.); borneol (98 %, Lote
03519ES, Aldrich, St. Louis, E.U.A); anetol (PA, Lote 06605HR, Aldrich, St. Louis,
E.U.A.); B-cariofileno (PA, Lote 38H2503, Sigma, St. Louis, E.U.A.); funchona (PA, Lote

04416TS, Aldrich, St. Louis, E.U.A.).

A quantificacdo dos principais componentes foi realizada pelo método de
padronizagdo externa [Collins et al., 1997]. Neste ponto é importante mencionar que
devido a instabilidade térmica da artemisinina, a sua quantificagdo foi realizada pelo

método indireto [Sipahilamani et al., 1991], que considera um dos produtos de degradagao
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(para maiores detalhes ver Anexo C). As curvas de calibracdo dos diferentes compostos se

encontram no Anexo C.

3.6.3. Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A anélise por CCD foi realizada em placas de silica gel 60 F,s4 (Lote 940378601,
Merck, Darmstadt, Alemanha). Trés microlitros das diferentes amostras preparadas para
analise por GC-FID (5 x 10 kg de extrato diluido em 1 x 10 m’ de acetato de etila) foram
aplicadas com ajuda de uma microseringa. A fase movel foi composta de hexano : acetato
de etila nas propor¢des de 95:5 (4. annua) ou 90:10 (C. verbenacea). A placa foi revelada
usando-se uma solu¢do de anisaldeido : 4cido acético glacial : acido sulfurico (0.5:50:1),

seguido de aquecimento a 100 °C até a visualiza¢do das substancias [Kritchevsky et al.,

1963].
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de SFE de solutos a partir de matrizes vegetais pode ser dividido em
duas etapas: (i) extracdo e (ii) separacdo. Para a otimizacdo das condigdes operacionais em
ambas etapas ¢ necessdria a determinagdo experimental de diferentes varidveis de processo.
Na etapa de extragdo, dados de rendimento global e da cinética de transferéncia de massa
sdo principalmente importantes, enquanto que na etapa de separacdo ¢ necessario o
conhecimento de dados de solubilidade dos compostos a serem extraidos, assim como, da
influéncia das condi¢des operacionais na separa¢ao do extrato. No presente trabalho as duas
etapas foram estudadas. O estudo da etapa de extragdo foi realizado para os sistemas CO; +
Artemisia annua, CO, + Cordia verbenacea e CO,+ Ocimum selloi. Dados de rendimento
global foram reportados para os trés sistemas. A cinética de transferéncia de massa foi
estudada para a 4. annua e C. verbenacea. Devido a pequena quantidade de O. selloi ndo
foi possivel o estudo da cinética para este sistema. O estudo da etapa de separacdo foi
realizado no sistema CO, + Foeniculum vulgare. A predi¢do do comportamento de
equilibrio de fases dos principais componentes (anetol e 4cido oléico) foi realizada em base
aos dados reportados na literatura e foi estudada a influéncia das condi¢des operacionais na
separacdo fracionada por SFE. Para uma melhor discussdo dos resultados, a apresentagao

dos dados foi organizada individualmente para cada matéria-prima (ver Figura 4-1).

93



Artemisia annua B — 8 Cordia Verbenacea
. . Matéria prima .
Ocimum selloi @ Foeniculum vulgare

Caracterizagdo do material

— | ——

Etapa de extrac:io Etapa de Separacio
[ Selecio das condicdes de Extracso ] [ Sele¢ao das condicoes de Separacsio }
___________________ -
O * [ ] ‘ [ ! !
I
Rendimento global (X0) Curvas Globais de Extragio 1 Tf‘"“ll:'*f=f-“<3lﬁ"| 2 ¢ Pressdo :
|
: I
* UL ! :
N I
[ Propriedades funcionais ] Cinética do Processo | Separador 1 Separador 2 !
i ¥ | "
! I
AL : | !
Modelagem matemética : Vazdo do solvente :
! I

Rendimento global e composi¢io quimica

Figura 4-1. Organograma dos experimentos realizados com A. annua, C. verbenacea, O. Selloi ¢ F. vulgare.
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4.1. Artemisia annua L.

4.1.1. Rendimento Global

O rendimento em 6leo volatil obtido por hidrodestilagao foi de 0,49 % (base seca -
b.s.) (Tabela 4-1); este resultado é compardvel com dados da literatura que reportam
rendimentos entre 0,24 % ¢ 0,5 % (b.u.) [Tellez et al., 1999; Juteau et al., 2002]. O 6lco
volatil foi caracterizado pela presenca dos seguintes componentes majoritarios
(porcentagem em massa em relacdo ao extrato): canfora (28,3 %), B-cariofileno (11,46 %),
borneol (1,02 %) e 1,8 cineol (0,52 %). A composi¢ao quimica da 4. annua varia de acordo
com a origem, condi¢gdes edafoclimaticas, e nas varias partes da planta. A canfora ¢ citada
como componente majoritirio [Juteau et al., 2002], porém outras referéncias citam o
a-pineno [Tellez et al., 1999] e a artemisia cetona [Jain et al., 2002; Simon et al., 1990]
como sendo majoritarios. Na andlise por cromatografia gasosa (GC), o o-pineno foi
identificado, porém em proporc¢do inferior a 1 %. Por outro lado, considerando o tempo de
retencdo da artemisia cetona reportada na literatura (9,12 min) [Tellez et al., 1999], nao foi

observada a presenca deste composto nos extratos.

O rendimento da extracdo com hexano foi de 7,28 % (b.s.). Este resultado ¢
comparavel ao rendimento de 3,37 a 28,3 % (b.u) obtido com varios solventes [Hao et al.,
2002]. Para tempos de retencdo menores foi observada a presenca da canfora (5,35 %),
B-cariofileno (1,29 %) e o 1,8-cineol (0,23 %). Porém, quando comparado com o 6leo
voléatil, foi observado um maior espectro de compostos em tempos de retengdo maiores. Os

cromatogramas do 6leo volatil obtido por hidrodestilagdo e do extrato obtido com hexano
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podem ser observados na Figura 4-2. Nesta mesma figura ¢ mostrado o cromatograma do

extrato obtido por SFE a 30 °C / 150 bar.

Canfora
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Soxhlet - Hexano
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SFE (30 °C / 150 bar)
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Tempo (min)

Figura 4-2. Cromatogramas do dleo volatil obtido por hidrodestilacio e dos extratos

obtidos com hexano e por SFE a 30 °C / 150 bar, a partir de A. annua (* Produto de

degradacio da artemisinina).

O comportamento do rendimento global em extrato, obtido por SFE nas

temperaturas de 30 e 50 °C, pode ser observado na Figura 4-3. Na isoterma de 50 °C houve

um aumento de rendimento em extrato de doze vezes quando a pressdo foi aumentada de 75

a 100 bar; posteriores aumentos de pressdo também tiveram um efeito positivo sobre o

rendimento, mas ndo significativo como a baixas pressdes. A 30 °C, o rendimento aumenta

consideravelmente com o aumento da pressdo até 150 bar, e depois o rendimento

permanece aproximadamente constante. A elevadas pressdes, o rendimento global aumenta
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com a temperatura. Entretanto, um comportamento oposto ¢ observado para baixas
pressoes. Nas proximidades de 250 bar, existe uma convergéncia das duas isotermas. Neste
valor, ndo ha influéncia da temperatura sobre o rendimento global. Para pressdes menores
que 250 bar ¢ observado um comportamento similar ao da condensacdo retrograda em
fluidos supercriticos. Nestas condigdes, a densidade diminui consideravelmente com o
aumento da temperatura, resultando em uma diminuicdo do poder de solvatacdo e,
conseqiientemente, em uma diminui¢do do rendimento global. Para pressdes superiores a
250 bar, o rendimento global aumenta com a temperatura, devido ao aumento da pressao de

vapor do soluto com a temperatura.
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Figura 4-3. Isotermas de rendimento global em extrato de A. annua obtidas com CO,

pressurizado.

Comportamentos similares foram apresentados na SFE de sementes de uva
[Gomez et al., 1996] ¢ dente-de-ledo [Simandi et al., 2002]. Entretanto, as pressdes de

inversdo variaram para os diferentes sistemas.
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Os rendimentos globais em artemisinina e canfora sdo apresentados na Figura 4-4.
A variagdo do rendimento de artemisinina com a pressdo ¢ similar ao rendimento global
para 50 °C. Para 30 °C, o rendimento de artemisinina ¢ praticamente constante com a
pressdo. No intervalo de 200 a 250 bar, provavelmente exista uma pressdo de inversdo.
Dados de solubilidade de artemisinina pura em CO,, mostram que o ponto de inversiao
acontece a 190 bar aproximadamente [Xing et al., 2003]. Logo, para o sistema A. annua +
CO; ocorre um deslocamento na pressdo de inversdo. No caso da canfora, o rendimento
global aumenta ligeiramente a pressdes menores que 300 bar, tendo um significativo
aumento a 400 bar. O ponto de inversdo da canfora ndo ¢ observado. A pressdo de inversdo

da solubilidade para o sistema canfora + CO; ocorre a 75 bar [Akgiin et al., 1999].

0,8 0,35
A0,7 - /ﬂ~\\ﬂ 10,30
% . s
2 0.6 02573
0,5 <
- 10208
£ ol . 0,15§
.é 0,3 [ (g
[<P] _
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0,1 0,05
0,0 0,00

75 100 150 200 300 400
Pressao (bar)
Figura 4-4. Isotermas de rendimento em artemisinina (O) e canfora (<) de A. annua,

obtidas com CO; pressurizado (. 30°C,----50°0C).
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Do ponto de vista qualitativo pode-se afirmar que o dleo volatil obtido por
hidrodestilacdo apresentou uma coloragdo verde clara. Por outro lado, o extrato obtido com
hexano pode ser considerado um concreto, apresentando uma coloracdo verde escura,
provavelmente devido a presenga de altos teores de clorofila. O aspecto do extrato obtido
com CO; pressurizado varia em funcdo da condi¢cdo operacional usada na extragdo. Na
menor densidade (50 °C / 75 bar), o extrato apresentou uma colora¢do amarela clara, mas a
medida que se aumentou a densidade, os extratos tornaram-se mais escuros. Mesmo na
maior densidade (30 °C / 400 bar), o extrato foi menos escuro aquele obtido por extragdo
com hexano. O escurecimento pode ser o resultado da co-extragdo de componentes de alta

massa molecular.

Na andlise por cromatografia em camada delgada (Figura 4-5) observou-se a
presenca de artemisinina em todos os extratos, exceto no B, obtido por hidrodestilagdo. Este
resultado ndo ¢ surpreendente, considerando que na hidrodestilacdo somente as substancias
volateis sdo extraidas, o que ndo se aplica a artemisinina. Tellez et al. [1999] afirmam que
a artemisinina se decompde nas condi¢des da hidrodestilagdao (altas temperaturas) e que

estes produtos de degradagdo ndo sao destilados.

Do ponto de vista quantitativo a explicagdo pode ser dada com auxilio da Tabela
4-1, onde sao apresentados os rendimentos em extrato, canfora e artemisinina, obtidos na
extracao por hidrodestilagao, com hexano, e CO, a 30 °C / 75 bar, 30 °C / 150 bar e 50 °C /

300 bar.
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L vic_lf
¢ & ¢ ¢

A B C D E F A
Figura 4-5. Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos de A. annua:
Artemisinina (4); Hidrodestilacao (B); Hexano (C); SFE: 30 °C / 75 bar (D); SFE: 30

°C /150 bar (E); SFE: 50 °C / 300 bar (F). Fase mével hexano e acetato de etila (95:5).

Revelador: Solucio de anisaldeido.

Os maiores rendimentos tanto em extrato, canfora e artemisinina foram
conseguidos pela extragdo com hexano. Isto ¢ devido ao fato de que o hexano, a diferenga
do dioxido de carbono, ndo ¢ seletivo, extraindo acidos graxos livres, fosfolipidios,
pigmentos, e substancias insaponificaveis junto com os trigliceridios. Conseqiientemente, a
quantidade de extrato obtida usando hexano foi maior aquela obtida por SFE e
hidrodestilagao. No caso da SFE, a extragdo a 50 °C / 300 bar resultou em rendimentos
maiores em extrato e artemisinina do que as extragdes a 30 °C / 75 bar e 30 °C / 150 bar. O
aumento da densidade do solvente favorece a solubilidade de compostos de elevada massa

molecular, como os trigliceridios e 4cidos graxos.
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Tabela 4-1. Comparacio dos rendimentos em extrato, cinfora e artemisinina obtidos

por hidrodestilacdo, com hexano e extracio supercritica a partir de A. annua.

Rendimento (% b.s.)
M¢étodo de extracao

Extrato Canfora Artemisinina
Hidrodestilagao 0,49 0,14 0,00
Extracdo com Hexano 7,28 0,39 0,77
SFE: 30 °C/ 75 bar 3,56 0,02 0,58
SFE: 30 °C / 150 bar 5,27 0,05 0,62
SFE: 50 °C / 300 bar 5,73 0,02 0,70

Por outro lado, podemos afirmar que, embora o maior rendimento em artemisinina
na extragio com hexano (0,77 % b.s.), sua pureza relativa® (10,6 %) é menor do que nos
extratos obtidos por SFE (i.e. 16,3 % para o extrato obtido a 30 °C / 75 bar). Teoricamente,
um extrato com um maior teor de artemisinina pode ser mais facilmente purificado. No
entanto, a escolha do melhor processo de obtengao de artemisinina deveria levar em conta o
custo global do processo (extracao + purificacao), assim como das propriedades funcionais

dos extratos.

Reverchon [1997] afirma que para obter classes de compostos diferenciadas
usando fluidos supercriticos, duas técnicas podem ser aplicadas: extracdo fracionada e
separacao fracionada (ver Item 2.1.2.4 e 2.1.3.2). No caso da 4. annua, ambas técnicas
poderiam ser aplicadas na otimizacdo de extracao de artemisinina por SFE. Por um lado, a
extracdo fracionada, na qual a extragdao de artemisinina poderia ser realizada primeiramente
a 30 °C / 75 bar seguida por uma maior pressao; ou, a extracdo poderia ser realizada a 50

°C / 300 bar, seguida por uma separagao fracionada, com o primeiro separador operando a

3 . , . ;. . -~ , .
A pureza relativa sera definida como a porcentagem maxima a ser obtida em condigdes 6timas de
purificag@o (Pureza relativa = massa de artemisinina / massa de extrato X 100).
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50 °C / 100 bar. A aplicagao destas técnicas também permitiria a obtencao de fragdes com
propriedades funcionais diferenciadas, tal como demonstrado para o extrato de alecrim
[Ibafiez et al., 1999]. Através da técnica de separagdo fracionada foi possivel obter duas

fragdes do extrato de alecrim com atividade antioxidante diferenciada.

A SFE foi comparada extensivamente com os métodos de extracdo convencionais,
segundo revisdo apresentada por Reverchon [1997] ¢ Luque de Castro et al. [1999].
Segundo os autores, a SFE oferece significativas vantagens em relagdo aos métodos de
extracdo convencionais. A SFE evita a degradacdo e hidrdlise de compostos termolébeis,
produzindo produtos de superior qualidade, sem a presenca de compostos indesejaveis e
com sabor e odor proximos ao da matriz vegetal [Reverchon, 1997]. Adicionalmente, o
aumento da densidade do solvente permite extrair compostos diferentes aos do 6leo volatil,
que poderiam apresentar propriedades funcionais interessantes. O extrato de alecrim
(Rosmarinus officinalis), obtido por SFE a 40 °C e 300 bar, apresentou maior atividade
antioxidante do que os obtidos por hidrodestilacdo e com etanol [Carvalho-Junior et al.,
2005]. As maiores quantidades de 4cido carnosdico e acido rosmarinico foram obtidas a 40
°C e 300 bar. Entretanto, para outros sistemas, como a curcuma (Curcuma longa) [Braga et
al., 2003], foi observado que os extratos obtidos por métodos convencionais
(hidrodestilagao, extragdo com solvente a baixa pressdo e em sistema do tipo Soxhlet),

apresentam maior atividade antioxidante do que os obtidos por SFE.
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4.1.2. Cinética de Extracio e Modelagem Matematica

A extracdo de solutos a partir de matrizes vegetais com fluidos supercriticos ndo ¢
uma funcao linear do tempo de extracdo. De forma geral, as curvas tipicas de extracao
apresentam trés periodos [Ferreira et al., 1999]: (i) taxa de extracao constante (CER), onde
o principal mecanismo de transferéncia de massa ¢ a convecgdo na fase fluida; (ii) taxa de
extragdo decrescente (FER), onde a difusdo na matriz vegetal e a convecgdo na fase fluida
sdo importantes para a transferéncia de massa; e (iii) periodo difusional, onde a
transferéncia de massa ¢ limitada pela difusdo ao interior das particulas. Em geral, no
periodo de taxa de extragdo constante (CER) consegue-se extrair entre 50 a 90 % do extrato
total e a otimizacdo do processo deveria ser focalizado neste periodo. As curvas globais de
extragdo (OEC) de artemisinina por SFE estdo apresentadas na Figura 4-6. Nesta figura, os
trés periodos da taxa extragdo sdo mostrados para a isoterma de 30 °C. Segundo a
classificagdo de Brunner [1994], as curvas de extragdo de artemisinina podem ser
consideradas de tipo II, tipico da extragdo a partir de matrizes vegetais com baixo teor de

solutos. A artemisinina se encontra na 4. annua em concentragdes baixas (ver Tabela 4-1).

Pode ser observado na Figura 4-6 que, para a extra¢dao a 50 °C, a vazdo de CO,
teve pequena influéncia sobre a concentracdo de artemisinina na saida do extrator durante o
periodo CER, enquanto que esta concentragdo variou consideravelmente para 30 °C. O
mesmo pode ser observado para a pressdo. Para 50 °C pequena influéncia ¢ observada,

enquanto que para 30 °C e alta vazdo de CO, houve influéncia.

A massa total de artemisinina obtida no periodo CER foi praticamente constante
para cada vazdo de solvente, com valores de (0,22 + 0.01) x 107 ¢ (0,44 * 0.02) x 107 kg

de artemisinina, para 5,5 x 10™ kg COo/s e 11,1 x 10™ kg CO,/s, respectivamente.
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Figura 4-6. Curvas globais de extracio de artemisinina de A. annua a diferentes

condicdes operacionais (A,A) 5,5 X 107 kg CO,/s; (B,0) 11,1 X 10° kg CO,/s (simbolos

cheios: 400 bar e simbolos vazios: 200 bar).
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Durante o processo de extracgdo, a pureza relativa de artemisinina (kg artemisinina
/ kg extrato X 100) diminui com o tempo, como pode ser observado na Figura 4-7 para o
experimento a 400 bar, 50 °C ¢ 5,5 x 10” kg CO,/s. Para todos os experimentos 0 mesmo
comportamento foi observado. A maior pureza relativa foi 17,9 % no intervalo de tempo de
0 — 6,5 min, a 200 bar, 50 °C ¢ 5,5 x 10? kg CO,/s; e a menor pureza foi 4,1 % no intervalo

de 70 — 80 min a 400 bar, 30 °C ¢ 5,5 x 10™ kg CO,/s.
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Figura 4-7. Grau de extracio (- - - A - - -) versus pureza de artemisinina (—O—) de
A. annua a 400 bar, 50 °C e 5,5 X 107 kg COs/s.

A Tabela 4-2 apresenta os parametros cinéticos calculados para o periodo CER:
taxa de extra¢do (Mcgr), razdo massica de extrato na fase supercritica na saida do extrator
(Ycgr), duracdo do periodo CER (tcer), € rendimento do processo de extracdo (Ry). Da
Tabela 4-2, podemos observar que a taxa de extragdo no periodo de taxa de extracdo

constante (Mcgr) aumenta com a vazao do solvente para todos os ensaios. As maiores taxas
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de extracgdo foram obtidas a 30 °C / 200 ou 400 bar, 50 °C / 400 bar, com vazio de solvente
de 11,1 x 10~ kg CO,/s. Na mesma tabela, podemos observar que a razio de soluto na fase

fluida na saida do extrator (Ycgr) também aumenta com a vazao do solvente. O maior valor

de Yczr foi obtido a 30 °C, 200 bar e vazio de solvente de 11,1 x 107 kg COy/s.

Tabela 4-2. Parametros cinéticos para o periodo de taxa de extragdo constante (CER).

Pressdo Temperatura Qco; X 10°  Mcgr % 107 Yepr X 10° tcer/60  Rr
(bar) °C) (kg CO,/s) (kg Extrato/s) (kg Extrato/ kg CO;) (s) (% b.s.)
400 50 55 2,63 4,78 32 3,62
400 50 11,1 8,75 7,88 26 6,30
200 50 5,5 3,75 6,81 24 2,97
200 50 11,1 7,73 6,96 28 4,80
400 30 5,5 4,09 7,43 49 3,56
400 30 11,1 8,67 7,81 26 4,43
200 30 55 2,10 3,82 50 2,50
200 30 11,1 9,54 8,59 22 4,54

A influéncia da temperatura, pressao e vazao de solvente sobre a velocidade de
transferéncia de massa na SFE de matrizes vegetais apresenta comportamentos diferentes.
Na SFE de pimenta-do-reino (Piper nigrun L.) a influéncia de temperatura e pressao
dependeu da origem da matéria-prima [Ferreira et al., 1999]. Os efeitos da pressao e vazao
de solvente sobre Mcgr € Ycpr foram significantes na SFE de camomila (Chamomila
recutita) [Povh et al., 2001]. Na extragdo de oleoresina de gengibre (Zingiber officinale) a
interacdo pressao — vazao de solvente foi significante na velocidade de transferéncia de

massa [Zancan et al. [2002].
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Da andlise do grafico dos efeitos normalizados (ver Anexo D), a vazdo do
solvente resultou ser o Unico fator significante sobre os pardmetros cinéticos (Mcgr € Ycer).
Assim, para aumentar a taxa de transferéncia de massa ndo seria necessario aumentar a
temperatura ou a pressdo, dentro das condi¢des operacionais estudadas. Estes resultados
confirmam os resultados do rendimento global (Xj), onde os efeitos da temperatura e
pressdo ndo aumentaram o rendimento de forma significativa. Assim, pode-se concluir que,
nas condigdes em que foram realizados os experimentos, as melhores condigdes para

extragdo de artemisinina seriam 200 bar, 30 °C e 11,1 kg COx/s.

A habilidade para predizer as OEC ¢ de fundamental importancia na otimizagao
de uma planta industrial. A modelagem matematica ¢ provavelmente a principal ferramenta
de predicdo, que tem por objetivo a estimativa dos pardmetros envolvidos no processo.

Dependendo do modelo selecionado, diferentes informagdes experimentais sdo necessarias.

Na Tabela 4-3 sdo apresentadas as condigdes operacionais, vazdo de solvente,
rendimento global (Xo), solubilidade (Y*), densidade do CO,, e as caracteristicas do leito,
usadas no ajuste das OEC. O maior valor de Y¢zr (ver Tabela 4-2) aumentada em 10 % foi
considerado como uma estimativa da solubilidade do extrato no solvente supercritico (¥*).
A solubilidade ¢ um dado experimental necessario no modelo de Sovova [1994]. A
densidade do CO, foi obtida de Angus et al. [1976]. A porosidade das particulas foi similar
ao reportado para folhas por Goto et al. [1993]. Os parametros ajustados dos modelos
testados estdo apresentados na Tabela 4-4. Os desvios médios quadraticos médios (S°) para
cada modelo se encontram na Tabela 4-5. Como pode ser observado nesta tabela, os
modelos de Sovova [1994], Empirico [Naik et al., 1989], e Martinez et al. [2003] sdo os

que melhor representam as curvas globais de extragdo.
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Tabela 4-3. Condicoes experimentais usadas para a modelagem matematica da SFE de

A. annua.

Pressdo Temperatura Qco; X 10° X, Solubilidade (Y*)*  Pco, b
(bar) (°C) (kg COy/s) (kg extrato/kgss) (kg extrato / kg CO2) (kg/m?)
400 50 5,5

0,06496 0,00867 923,32
400 50 11,1
200 50 5,5
0,04934 0,00749 784,29
200 50 11,1
400 30 5,5
0,05529 0,00859 988,31
400 30 11,1
200 30 5,5
0,05195 0,00945 890,50
200 30 11,1
Caracteristicas do leito de particulas
Diametro médio das particulas (m) 4,92 x 10™
Massa de alimentacao (kg) 0,050
Volume do leito (m’) 1,63 x 107
Altura do leito (m) 0,07
Diametro do leito (m) 0,0545
Densidade real (kg/m’) 950,9
Densidade aparente (kg/m’) 306,19
Porosidade de leito (€) 0,678
Porosidade das particulas ( 5) 0,54

Valor mdximo de Ycgr aumentado em 10 %, bAngus et al. [1976]
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Tabela 4-4. Parametros ajustados dos varios modelos usados na modelagem das OEC de A. annua.

Crank Tan & Liou  Goto et al. Sovova Naik et al. Martinez et al.
Pressio Temperatura Qco, x10°  [1975] [1989] [1993] [1994] [1989] [2003]
(bar) o) (kg CO2/5)  px10" ka! 60 teer /60 k k160 b/60 £ X 60
N 0 N © MO N ® )
400 50 5,5 0,16 0,0051 1,4153 1,771 349 0,096 141,22 0,0056 -3130,59
400 50 11,1 1,01 0,0149 0,7642 0,729 9,1 0,135 30,629 0,0183 -1730,74
200 50 5,5 0,24 0,0062 2,8303 1,921 7,9 0,095 107,14 0,0069 -4477,28
200 50 11,1 1,09 0,0160 0,6237 0,709 8,88 0,123 28,318 0,0200 -1094,89
400 30 5,5 0,39 0,0078 4,0953 1,174 23,5 0,053 71,461 0,0092 -3345,11
400 30 11,1 0,80 0,0127 2,9355 1,003 10,5 0,046 36,223 0,0127 -2480,19
200 30 5,5 0,12 0,0045 1,8692 2,457 38,1 0,061 167,02 0,0048 -3650,47
200 30 11,1 1,21 0,0161 12,433 0,872 10,3 0,049 22,934 0,0232 -969,76
Tabela 4-5. Desvios quadrados médios do ajuste dos dados experimentais.
Pressdo Temperatura Qcpz X 10° Crank Tan & Liou Goto etal. Sovova Naik et al.  Martinez et al.

(bar) (°O) (kg CO,/s) [1975] [1989] [1993] [1994] [1989] [2003]

400 50 5,5 0,2890 0,0379 0,1462 0,0527 0,0306 0,0028

400 50 11,1 0,3969 0,3467 0,5219 0,1686 0,2302 0,0118

200 50 5,5 0,1020 0,0917 0,0982 0,0042 0,0165 0,0069

200 50 11,1 0,2658 0,2123 0,1670 0,0146 0,1199 0,0063

400 30 5,5 0,2850 0,2617 0,0131 0,0158 0,0309 0,0159

400 30 11,1 0,1439 1,0108 0,0836 0,0467 0,0776 0,0923

200 30 5,5 0,1700 0,0206 0,0195 0,0016 0,0028 0,0015

200 30 11,1 0,2041 1,7631 0,1120 0,3767 0,1746 0,0983
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A Figura 4-8 apresenta a comparacdo dos dados experimentais e o ajuste dos
modelos de Sovova [1994], Empirico [Naik et al., 1989], e Martinez et al. [2003], para as

extragoes realizadas a 200 bar, 50 °C, ¢ 5,5 X 10° kg COy/se 11,1 x 10° kg COy/s.
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Figura 4-8. Comparacio dos dados experimentais com as melhores curvas ajustadas a

200 bar, 50 °C e (&) 5,5 % 107 kg CO,/s; (O) 11,1 X 10° kg COa/s ( Sovova [1994],

- - - - Empirico [Naik et al., 1989], — — — Martinez et al. [2003]).

O modelo empirico [Naik et al., 1989] representou bem os dados experimentais
devido ao formato hiperbolico das OEC, principalmente na menor vazio do solvente. Neste
modelo, os efeitos termodindmicos e de transferéncia de massa estdo englobados no
parametro k. Assim, a extensdo do modelo para condi¢des de extracdo diferentes aquelas
usadas no ajuste nao ¢ aconselhdvel. O modelo empirico foi aplicado satisfatoriamente na
modelagem das OEC de cravo-da-india (Eugenia caryophyllus), Elettaria cardamum,
gengibre (Zingiber officinale Linn.) e vetiver (Vernonia zizanioides) [Naik et al, 1989].

Esquivel et al. [1999a] usaram a equagao empirica para modelar as OEC na SFE a partir de
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polpa de azeitona seca, concluindo que o pardmetro & diminui com a vazdo do solvente a
uma dada temperatura e pressdo. Este comportamento ¢ verificado por uma simples

inspecao da Tabela 4-4.

Da mesma maneira que o modelo empirico, os parametros do modelo de
Martinez et al. [2003] ndo t€m significado fisico, e sua relagdo com outras varidveis de
processo ainda deve ser estudada. Os autores modelaram dados de extragdo de oleoresina
de gengibre (Zingiber officinale) comparando-o com o modelo de Sovova [1994],
afirmando que o modelo apresentado (logistico) proporciona menores desvios médios

quadraticos que o modelo de Sovova [1994], e, portanto, representa melhor as OEC.
Por outro lado, o modelo de Sovova [1994] tem o pardmetro termodindmico
(solubilidade) dissociado dos parametros de transferéncia de massa (k,, e k,,) e foi obtido

a partir do balangco de massa diferencial. Este modelo ¢ adequado para representar curvas
de extragdo com um periodo CER bem definido. A Tabela 4-6 apresenta os valores dos

coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (k,,) e na fase solida (k,,). O
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida ( k,, ) foi calculado segundo

procedimento apresentado por Povh et al. [2001] usando as Egs. (8) e (9). O coeficiente de

transferéncia de massa na fase solida (&, ) foi obtido da relagao:

k = an'ps'XK

= 44
kYa'pcoz'Y* ( )

Onde k ¢ o parametro ajustado no modelo de Sovova [1994] e X, ¢ definido pela Eq. (14).
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Os valores obtidos estdo em concordancia com os coeficientes de transferéncia de
massa apresentados na SFE de camomila [Povh et al., 2001] e gengibre [Zancan et al.,

2002; Martinez et al., 2003].

Podemos observar da Tabela 4-6 que o pardmetro de transferéncia de massa na
fase fluida (k,,) ¢ de duas a trés ordens de magnitude maior que o parametro na fase solida
(ky, ). Na SFE a partir de Hippophaé rhamnoides, o coeficiente de transferéncia de massa

na fase fluida foi trés ordens de magnitude maior que o coeficiente de transferéncia de

massa na fase solida [Stastova et al., 1996].

Tabela 4-6. Coeficientes de transferéncia de massa na fase fluida e solida, calculados a

partir do modelo de Sovova [1994].

Pressdo Temperatura Ocor % 10° ky, % 10° ky, x 10°
(bar) C) (kg CO2/s) s s
400 50 5,5 0,34 0,59
400 50 11,1 2,06 6,57
200 50 5,5 1,18 1,80
200 50 11,1 2,39 7,66
400 30 5,5 0,82 1,68
400 30 11,1 1,90 3,55
200 30 5,5 0,22 0,32
200 30 11,1 2,10 5,58

O coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (%,,) ¢ uma funcdo das

condi¢des de processo e das caracteristicas do leito. Como as caracteristicas do leito
(tamanho da particula e densidade do leito) foram mantidas constantes, deveria se esperar

que as condi¢des de processo (temperatura, pressdo e vazao de solvente) influenciassem no
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coeficiente de transferéncia de massa. Da analise do grafico dos efeitos normalizados
(Anexo D), observamos que a vazao ¢ o unico fator cujo efeito ¢ significante, como seria de
se esperar no caso de transferéncia de massa convectiva. Na SFE a partir de Hippophaé
rhamnoides o coeficiente foi aproximadamente proporcional a raiz quadrada da velocidade
intersticial do solvente [Stastova et al., 1996]. De forma geral, a temperatura e pressio nio

tem efeito significante sobre o k,,, tal como reportado na SFE de pimenta do reino

[Ferreira et al., 1999], camomila [Povh et al., 2001] e gengibre [Zancan et al., 2002].

Por outro lado, o coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida (k,,) ndo

deveria depender da vazdo do solvente, porém, da andlise do grafico dos efeitos

normalizados (Anexo D), observamos que existe uma dependéncia de k,, com a vazao.

Similares resultados foram apresentados na SFE de camomila [Povh et al., 2001]. De fato,
observando na Figura 4-8, vemos que apesar de termos alguma relagdo aproximadamente
linear entre a massa de extrato com o tempo no final do experimento, ainda devemos ter

alguma influéncia da convecgdo no processo de extra¢do, uma vez que k,, ndo deveria ser

funcdo da vazdo do solvente. De maneira similar para o coeficiente de transferéncia de

massa na fase fluida (%,,), a temperatura e pressdo ndo apresentaram efeitos significantes
sobre o coeficiente de transferéncia de massa na fase solida (&, ). Stastova et al. [1996]

observaram incrementos significativos do coeficiente de transferéncia de massa na fase

solida com a temperatura.

No aumento de escala do processo de extracdo ¢ desejavel obter valores

confiaveis do coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (k,, ), uma vez que a taxa

de extragdo no periodo CER (Mcgr) pode ser calculada a partir deste valor e
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conseqilientemente o tempo de operacdo. A determinacdo do tempo de operacdo ¢ de
fundamental importidncia na estimativa do custo de manufatura, pois o tempo estd
relacionado com o numero de ciclos de extracdo que uma unidade de extracdo pode

executar por periodo [Rosa & Meireles, 2005].

Dos resultados anteriores podemos concluir que o modelo de Sovova [1994] ¢ o
que melhor representa as OEC, permitindo obter os pardmetros necessarios para projetos de
aumento de escala. Porém, ¢ preciso salientar que os métodos comuns de aumento de escala
ndo sdo facilmente aplicaveis a processos de alta pressdo. Fullana et al. [2000] afirmam
que o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida ndo pode ser usado de forma

direta no aumento de escala, sendo necessaria alguma corregao.
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4.2. Cordia verbenacea DC — Erva baleeira

4.2.1. Rendimento Global e Extracao Fracionada

Os rendimentos globais em extrato para o sistema CO, + Cordia verbenacea sao
apresentados na Tabela 4-7. A andlise de variancia (ANOVA) indicou que o modelo
estatistico se ajusta bem aos dados experimentais. O coeficiente de correlagio foi R* =

0,9712.

Tabela 4-7. Influéncia da temperatura e pressio sobre o rendimento global na

extracio de soliveis de C. verbenacea usando CO,-SC.

Ensaio Pressao Temperatura  Rendimento global (X,) em extrato
(bar) 0 (% base seca)
1 300 30 2.87
2 300 50 425
3 100 30 1,60
4 100 50 0,47
5 341 40 336
6 200 54 3,90
’ 78 40 0.11
8 200 26 235
9 200 40 3,36
10 200 40 3,35
1 200 40 332

X, = kg extrato / kg matéria-prima seca

O modelo estatistico indicou que a contribuicdo de cada varidvel pode ser
ordenada da seguinte maneira: termo linear da pressdo (p-valor = 0,000106), termo

quadratico da pressdo (p-valor = 0,001402), interacdo pressdo / temperatura (p-valor =
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0,01194), e termo linear da temperatura (p-valor = 0,046091), para um nivel de

significancia de 95 %.

Os efeitos da pressdo e temperatura (nos intervalos de 150 — 450 bar e 35 — 65 °C)
foram estudados na SFE de dente-de-ledo usando um planejamento fatorial completo 3%. A
ANOVA mostrou que o termo linear da pressdo e a interacdo da pressdo e temperatura

foram altamente significativos, para um nivel de confianc¢a de 95 % [Simandi et al., 2002].

Da Tabela 4-7 observamos que o maximo e minimo rendimento foram obtidos a
300 bar / 50 °C (4,25 % b.s.) e 78 bar / 40 °C (0,11 % b.s.), respectivamente. Na pressao de
100 bar, o rendimento global diminuiu de 1,60 % b.s. para 0,47 % b.s., nas temperaturas de
30 e 50 °C, respectivamente. A 300 bar o rendimento global aumenta de 2,87 % b.s. para
4,25 % b.s., nas mesmas temperaturas. Estes comportamentos correspondem as mudangas
das propriedades fisicas do CO,, principalmente da densidade, que est4 relacionada com
seu poder de solvatacdo. Na pressio de 100 bar, a densidade do CO, diminui
consideravelmente com o aumento da temperatura (de 771,5 kg/m’ a 30 °C para 384,33
kg/m® a 50 °C), resultando em uma diminui¢io do poder de solvatagio do CO, e,
conseqlientemente, na diminui¢do do rendimento global. Por outro lado, um efeito contrario
¢ observado para a pressao de 300 bar. Embora se tenha um aumento da densidade nestas
condicdes (de 870,43 para 947,98 kg/m3, a 50 °C e 30 °C, respectivamente), o efeito do
aumento da pressdo de vapor do soluto ¢ mais importante que o efeito do aumento da
densidade. Estudos referentes aos efeitos da temperatura e pressdo sobre o rendimento
global de 6leo de sementes de uva [Gomez et al., 1996] e dente-de-ledo [Simandi et al.,

2002] mostraram comportamentos similares.
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O modelo estatistico prediz que para cada isoterma existe uma pressao na qual se
obtém um mdéximo de rendimento global e, acima deste valor, ocorre um decréscimo.
Comportamento similar foi predito nos estudos dos rendimentos globais de curcuma
[Began et al., 2000] e alho [Sass-Kiss et al., 1998]. Entretanto, os dados experimentais
para as isotermas de 30 °C (ensaios 1 e 3), 50 °C (ensaios 2 ¢ 4) e 40 °C (ensaios 5, 7 e 9-
11), mostram que ocorre um aumento do rendimento global com a pressdo, o que era
esperado, pois segundo Brunner [1994], o aumento da pressdo resulta em um aumento do

poder de solvatagdo do COs.

A fim de se obter uma identificacdo diferenciada da composi¢cdo quimica do
extrato obtido por SFE, foi realizada uma extracdo seletiva através da técnica de extracao
fracionada. A temperatura selecionada foi 60 °C, nas pressdes de 80, 200 e 300 bar. Estas
condi¢des foram selecionadas considerando que a 60 °C e 80 bar consegue-se obter um
extrato com composi¢do similar ao 6leo volatil obtido por hidrodestilagdo [Reverchon,
1997]. A medida que se aumenta a pressao consegue-se solubilizar componentes de elevada

massa molecular.

Na Tabela 4-8 ¢ apresentada a comparacdo dos rendimentos da extracdo
fracionada por SFE, aqueles obtidos pelos métodos convencionais (extragdo com etanol e

hidrodestila¢do) e do rendimento global por SFE a 60 °C / 300 bar.

Os rendimentos da extragdo com etanol e hidrodestilagao foram 8,13 = 0,01 %
(b.s.) e 0,55 £ 0,06 % (b.s.), respectivamente. Na SFE os rendimentos foram de 3,1 £ 0,4 e
3,6 £ 0,4 % (b.s.), na extragdo fracionada e no rendimento global, respectivamente. Na

extragdo fracionada, as maiores porcentagens em extrato foram obtidas a 200 e 300 bar,

com 48,4 % do rendimento total para cada condi¢do de pressao.
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Tabela 4-8. Comparaciio dos rendimentos em extrato e B-cariofileno de C. verbenacea

obtidos pelos diferentes métodos de extracio.

X, (% b.s.) Pureza
Método de extracio
Extrato B-cariofileno (%o)*
Hidrodestilagdo 0,55+ 0,06 0,12 £0,01 21,8
SFE fracionada (60 °C) 3,104 0,077 £ 0,007 2,48
- 80 bar 0,096 + 0,004 0,032 £ 0,001 33,3
- 200 bar 1,5+£0,2 0,045 £ 0,006 3,0
- 300 bar 1,5+0,2 - -
SFE (60 °C / 300 bar) 3,604 0,043 + 0,005 1,19
Extra¢do com Etanol 8,13+ 0,01 0,0894 + 0,0001 1,09

* Pureza = (kg B-cariofileno / kg extrato) x 100

Da andlise quimica foi observada que a composi¢do quimica dos extratos obtidos
pelos diferentes métodos variou apreciavelmente. Em todos os extratos foi observada a
presenga majoritaria do B-cariofileno, exceto na fragdo obtida a 60 °C / 300 bar. Para cada
extrato ou fragcdo s6 foram identificados os componentes com maior porcentagem em area.
O extrato obtido com etanol apresentou os compostos a-santaleno e -cariofileno. No 6leo
volatil extraido por hidrodestilagdo foram identificados os compostos «-pineno,
d—elemeno, B-cariofileno, a-humuleno e (+)-aromadendreno. No extrato obtido por SFE a
60 °C / 300 bar foi observada a presenga do careno, santalol e 6,10-dimetil-5,9-undecadien-
1-ino. Nos extratos obtidos por SFE fracionada, as composi¢des variaram de acordo com a
condicdo operacional. A maior quantidade de componentes foi observada na fragao obtida a
60 °C /200 bar. Na fracdo obtida a 60°C / 80 bar, foram identificados, além dos compostos

presentes no 6leo volatil (exceto o a-pineno), o B—elemeno, longicicleno, germacreno D, e

130



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

B—bisaboleno. Na fragdo obtida a 60 °C / 200 bar, foram identificados os compostos 3-
farneseno, germacreno D, d-cadineno, espatulenol, e cis—o—santalol, assim como os
compostos do 6leo volatil, exceto o d—elemeno e o-pineno. A fra¢do obtida a 60 °C / 300
bar, apresentou uma composi¢ao completamente diferente, e s6 foi observada a presenca de
compostos de massa molecular elevada, como o clionasterol. Destes resultados, ¢ evidente
que na extracdo fracionada o teor de componentes de alta massa molecular aumenta
significativamente com a pressao de extragdo. A variagdo da composi¢ao quimica com a
pressao (densidade) ¢ amplamente reportada na literatura, segundo revisao apresentada por

Reverchon [1997].

Para fins de comparacdo entre os diferentes métodos, o teor de B-cariofileno foi
quantificado e os resultados também sdo apresentados na Tabela 4-8. Muito embora o
maior rendimento tenha sido observado na extragdo com etanol (8,13 = 0,01 % b.s.), o 6leo
volatil obtido por hidrodestilagdo apresentou o maior teor de B-cariofileno (0,12 = 0,01 %
b.s.). Quando comparado com a extragao fracionada por SFE, o 6leo volatil apresentou uma
menor pureza relativa de B-cariofileno do que a fragdo obtida a 60 °C / 80 bar; sendo 21,8 e
33,3 %, respectivamente. A pureza relativa foi definida como a massa de B-cariofileno
dividida pela massa de extrato. Na extragdo fracionada, o teor de B-cariofileno diminuiu
com o aumento da pressao. Na fracdo de 60 °C / 300 bar nao foi observada a presenca de
B-cariofileno. Do ponto de vista qualitativo, o extrato obtido com etanol apresentou uma
cor verde escura. Por outro lado, o dleo volatil obtido por hidrodestilacdo foi verde claro.
Na extracdo fracionada por SFE, a cor dos extratos variou desde uma cor amarela clara a 80
bar até uma cor verde escura a 300 bar. A placa da CCD dos extratos de C. verbenacea

pode ser observada na Figura 4-9.
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Figura 4-9. Analise por CCD dos extratos de C. verbenacea: Hidrodestilacio (4),
Extracao Fracionada por SFE a 60 °C: 80 bar (B), 200 bar (C), 300 bar (D);
Rendimento global por SFE a 60 °C / 300 bar (£); Extracdo com etanol (F). Fase

movel hexano e acetato de etila (90:10). Revelador: Solucao de anisaldeido.

O o6leo volatil produzido por hidrodestilagdo (A) e a fracdo obtida com CO,-SC a
60 °C / 80 bar (B) apresentam a menor quantidade de compostos (menor quantidade de
bandas), com, praticamente, o mesmo perfil cromatografico (ver Figura 4-10). Esta
similaridade sugere que, na fracdo obtida a 60 °C / 80 bar (B), sao extraidos varios
componentes presentes no oleo volatil. Cabe mencionar que uma classe de compostos
(como por exemplo o O-pineno) ndo esta presente no extrato supercritico, os quais,
provavelmente, foram perdidos devido ao arraste com a corrente de CO, na
despressurizacdo. Muitos pesquisadores t€ém recomendado temperaturas entre 40 e 60 °C e

pressoes de extragdo menores que 100 bar para obter um extrato com composi¢ao similar
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ao Oleo volatil a partir de matrizes vegetais [Reverchon, 1997]. No estudo da composi¢ao
dos extratos das raizes de angélica [Nykénen et al., 1991] e folhas de orégano, manjericao
e menta [Diaz-Maroto et al., 2002], a percentagem de varias classes de compostos do 6leo

volatil obtido por hidrodestilagao foi similar aos extratos obtidos por SFE.

o-pineno B-cariofileno

/! /
||y e el k“.Ulm v 11].

Hidrodestilacao
2
Extracao Fracionada 60 °C / 80 bar mw
L : J (I
| j1_Soxhlet - Etanol L
\ \ \ \
0 10 20 30 40 50

Tempo (min)
Figura 4-10. Cromatogramas do o6leo volatil obtido por hidrodestilagido e do extrato
obtido por extracdo fracionada a 60 °C / 80 bar, e com etanol a partir de C.

verbenacea.

Por outro lado, nas fragdes obtidas a 60 °C / 200 bar (C) e 60 °C / 300 bar (E),
existem uma maior quantidade de compostos (grande numero de bandas). A altas
densidades de CO, a extragdo de compostos de massa molecular elevada ¢ possivel. No
extrato obtido com etanol (F) ndo ¢ observada a presenga de muitas bandas. Como o etanol
¢ um solvente mais hidrofilico, ocorre a extragao preferencial de compostos hidrofilicos, o
que pode ser observado pela grande quantidade de material retido no ponto de aplicagdo da

CCD.
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4.2.2. Estudo das Propriedades Funcionais dos Extratos de Erva Baleeira

Segundo Meireles [2003], todo estudo sobre aplicagdo da tecnologia de fluidos
supercriticos deve incluir, além da determinagdo da composi¢do quimica, algum estudo de
uma propriedade funcional. Estes estudos podem mostrar se a SFE € mais atrativa do que os
métodos convencionais. Nesse sentido, a atividade anticancer dos diferentes extratos de
Cordia verbenacea foi avaliada. Os testes foram realizados pela Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia do CPQBA-UNICAMP. A descricdo da metodologia foi apresentada por
Braga et al. [2003]. Os resultados sdo apresentados no Anexo E. Da analise dos resultados
foi possivel concluir que o extrato obtido a 40 °C / 200 bar apresentou o melhor resultado
de atividade anticancer. Para o estudo da cinética do processo por SFE esta condigdo foi

usada.

Uma outra propriedade funcional estudada foi a atividade antibacteriana dos
extratos obtidos por SFE. Estes ensaios foram realizados pela Dra. Daisy Sato, do Instituto
Adolfo Lutz — Ribeirdo Preto. A descricdo da metodologia foi apresentada por Leal et al.
[2003]. Os resultados sdo apresentados no Anexo F. A atividade antibacteriana,
considerando as concentragdes minimas inibitorias (MIC) contra Mycobacterium
tuberculosis, mostrou que as condigdes de extragdo usadas na SFE, ndo afetam sua
atividade antibacteriana (MIC = 128 g / mL). Similar valor foi reportado para o extrato de
alecrim [Leal et al. 2003] e cravo-da-india [Quispe-Condori et al., 2004]. Estes valores
sdao maiores aos reportados para os extratos de gengibre e circuma (31,25 g / mL) [Leal et
al. 2003]. Portanto, o extrato de C. verbenacea apresenta baixa atividade antibacteriana

contra M. tuberculosis.
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4.2.3. Cinética de Extracio e Modelagem Matematica

A determinagdo do rendimento global e a avaliagdo da composi¢dao quimica e das
propriedades funcionais, em funcdo da temperatura e pressdo de extracdo, ndo sdo
suficientes para o projeto de processos por SFE. Outros pardmetros de processo, tais como
vazao de solvente (ou tempo de residéncia para uma dada altura de leito), e tamanho das
particulas, dentre outras, podem afetar a velocidade de extracdo do processo [Brunner,
1994]. O estudo da influéncia destes pardmetros permite selecionar modelos confidveis para
interpretar a cinética da etapa da extragdo e executar procedimentos de aumento de escala

[Reverchon, 1997].

Para o estudo da cinética do processo de extracdo, as condi¢des de maior
rendimento (300 bar / 50 °C) e melhor resultado de teste de atividade anticancer (200 bar /
40 °C) foram selecionadas. A Tabela 4-9 apresenta as condigdes operacionais, rendimento
global, densidade do CO,, e as caracteristicas do leito de particulas usadas nestes
experimentos. Os dados de densidade do CO, foram obtidos de Angus et al. [1976]. A
porosidade das particulas foi similar ao reportado para folhas por Goto et al. [1993]. Estes
dados foram usados no ajuste dos diversos modelos matematicos as curvas globais de

extracao.

Na Figura 4-11 sdao apresentadas as curvas globais de extracdo para ambas
condi¢cdes operacionais. As OEC apresentam uma etapa inicial em que a taxa de extracao
cresce lentamente até atingir o regime pseudo-estacionario. De acordo com a classificacao

de Brunner [1994], a OEC da C. verbenacea pode ser considerada do tipo II.
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Tabela 4-9. Condi¢des experimentais para a modelagem das OEC de C. verbenacea.

Bed porosity (&)

Rendimento global (X,) (kg extrato / kg matéria-prima)
Densidade real (kg/m3)

Densidade do CO, (kg/m’)

Vazdo do solvente (kg CO,/s)
Altura do leito (m)

Diametro do leito (m)
Diametro das particulas (m)
Massa de alimentacdo (kg)

Porosidade das particulas (-)§

0,71
300 bar / 50 °C = 0,0377
200 bar / 40 °C = 0,0304
1360
300 bar / 50 °C = 870,43
200 bar / 40 °C = 839,81
7,63 x 10°
0,053
0,0545
421 x10*
0,050
0,54

Goto et al. [1993]
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Figura 4-11. Curvas globais de extracio de C. verbenacea a diferentes condicées de

temperatura e pressio, e vazio de solvente de 7,63 x 10”° kg CO,/s.
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Os parametros cinéticos do periodo CER estdo apresentados na Tabela 4-10. Os
maiores valores sdo obtidos a 300 bar / 50 °C. Nesta condic¢do, os parametros sdo 73 a 82 %
maiores aqueles obtidos a 200 bar / 40 °C. Este comportamento pode ser explicado pelo
baixo rendimento obtido a 200 bar / 40 °C. Nesta condi¢cdo, o Rcgr representa 49,34 % do

rendimento global (Xo).

Tabela 4-10. Parametros cinéticos do periodo CER na extracido de solutos de C.

verbenacea.

Pressdo Temperatura — Mcgg X 107 Yerr X 10° tcer / 60 Reer
(bar) (°O) (kg Extrato /s) (kg Extrato / kg CO,) (s) (% b.s.)
200 40 1,8 £0,2 2,6 10,2 505 1,15+0,04
300 50 3,1£0,3 44104 53+7 2,10%£0,07

Usando os dados da Tabela 4-9, os modelos de Crank [1975], Tan & Liou
[1989], Goto et al. [1993], ¢ Empirico [Naik et al., 1989] foram ajustados as curvas
globais de extracdo. Os modelos que apresentaram os menores desvios médios quadraticos
(Sz) foram os modelos de Goto et al. [1993] ¢ Empirico [Naik et al., 1989]. Na Tabela
4-11 sdo apresentados os desvios médios quadraticos (S°) e os pardmetros obtidos para

ambos modelos.

Tabela 4-11. Desvios médios quadraticos e parametros ajustados na modelagem das

OEC de C. verbenacea.

. Goto et al. Empirico
Pressio Temperatura [1993] [Naik et al., 1989]
(bar) °O)
§7 % 107 ) K $7%x 107 k /60 (s)
200 40 2,44 0,8 1,6 1,65 105

300 50 4,66 0,6 0,89 5,42 58
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Da Tabela 4-11 observamos que os parametros relativos a transferéncia de massa

(@) e a adsor¢ao (K) diminuem com o aumento das condi¢des operacionais. De forma
geral, o parametro relativo a transferéncia de massa (¢ ) diminui com a densidade do

solvente [Goto et al., 1993; §kerget & Knez, 2001]. Por outro lado, §kerget & Knez
[2001] afirmam que, a pressdo constante, K diminui com a temperatura e, a temperatura
constante, K diminui com a pressdo. Quando usamos o modelo de Goto et al. [1993] ¢
desejavel que o processo de extracdo seja realizado a valores baixos de K, onde a desorcao
¢ maior. Peker et al. [1992] afirmam que para valores de K << 1, o extrato ¢ totalmente

desorvido nos poros e, conseqiientemente, de facil acesso ao solvente.

O modelo de Goto et al. [1993] foi aplicado na SFE de cacau, paprica, pimenta e
Silibum marianum, tendo como Unico parametro ajustavel a constante de equilibrio de
adsor¢io (K), com valores variando entre 5,70 e 453,53 [Skerget & Knez, 2001].
Entretanto, os desvios relativos médios do modelo foram relativamente altos. Os autores
atribuiram estes resultados ao fato de usarem propriedades dos componentes ativos na
estimativa do coeficiente de difusdo binaria ¢ de transferéncia de massa externa. De fato,
esta suposi¢ao ndo pode ser valida na SFE a partir de matrizes vegetais, considerando que o

extrato ¢ uma mistura complexa de compostos.

No modelo empirico o valor de k& aumenta com as condi¢des operacionais. Mas
como mencionado anteriormente (ver Item 4.1.2), este modelo engloba os efeitos
termodindmicos e de transferéncia de massa no pardmetro &, e sua extensao para condi¢des
de extragdo diferentes aquelas usadas no ajuste ndo ¢ aconselhavel. O modelo empirico foi
aplicado satisfatoriamente na modelagem das OEC de cravo-da-india, gengibre e vetiver

[Naik et al., 1989].
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A Figura 4-12 mostra as curvas globais de extracdo de C. verbenacea, incluindo

aqueles obtidas pelos modelos de Goto et al. [1993] e Empirico [Naik et al., 1989].
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~ ® Experimental: 200 bar / 40 °C
— Goto et al. [1993]
— Empirico [Naik et al., 1989]
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0 30 60 90 120 150 180
Tempo / 60 (s)

Figura 4-12. Comparacio entre os dados experimentais e os modelos de Goto et al.
[1993] e Empirico [Naik et al., 1989] a diferentes condi¢coes de temperatura e pressio.

Vazao de solvente: 7,63 X 10° kg CO;/s.

4.2.4. Efeito da Altura do Leito de Particulas na Cinética de Extracao de
Erva baleeira

O estudo do efeito da altura do leito de particulas na cinética de extragao de C.

verbenacea foi realizado nas condi¢des de extragdo para os quais obteve-se o melhor

resultado do teste de atividade anticancer (200 bar / 40 °C). A vazao do solvente foi 6,49 X

10° kg CO,/s. Para todos os ensaios, o didmetro (0,02 m) e porosidade do leito (0,71)

foram mantidos constantes. Os experimentos foram realizados usando alturas de leito de

0,08; 0,16 e 0,24 m, correspondentes a 10,05; 20,11 e 30,16 X 10° kg de massa de
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alimentagao, respectivamente. As OEC para as diferentes alturas de leito sdo apresentadas

na Figura 4-13. Desta figura podemos observar que todas as curvas t€ém comportamentos

similares.
1,6
(0,08 m . f
_ L4 - ¢0,16 m u L
@ ] ° ¢
= 1,2 F ® (0,24 m . . IS
§ 1,0 - o = )
£ ot . ®
]
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Lt
2 04 o
| ]
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0 25 50 75 100 125 150
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Figura 4-13. Curva global de extraciio da C. verbenacea a 200 bar / 40 °C / 6,49 x 10°
kg COy/s, para diferentes alturas de leito.

Na Tabela 4-12 sdo apresentados os parametros cinéticos do periodo CER para as
diferentes alturas de leito. A taxa de transferéncia de massa (Mcxr) aumenta com a altura do
leito, com valor constante para leitos de 0,16 ¢ 0,24 m; similares tendéncias sdo observadas

para os outros parametros (Ycgr € Rcgr). A duragdo do periodo CER aumenta com a altura

do leito.
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Tabela 4-12. Parimetros cinéticos do periodo CER a 200 bar / 40 °C / 6,49 x 10° kg

COy/s e diferentes alturas de leito na SFE de C. verbenacea.

Fx10° Megg % 107
B
/)B (kg Extrato / s)

YCER X 103

(kg Extrato / kg CO»)

tcer / 60 Rcer
(s) (% b.s.)

(kg)

10,05 0,02
20,11 0,08
30,16 0,12

8,10 0,57
9,44 0,78
13,65 0,72

Usando os dados da Tabela 4-9 ¢ Tabela 4-12, os modelos de Crank [1975], Tan

& Liou [1989], Goto et al. [1993], Sovova [1994] e Empirico [Naik et al., 1989] foram

ajustados as curvas globais de extragdo. No modelo de Sovova [1994] o maximo valor de

Ycrr aumentado em 10 % foi usado como uma estimativa da solubilidade Y*. Na Tabela

4-13 sio apresentados os desvios médios quadraticos (S°) dos diferentes modelos

matematicos. Os modelos que apresentaram os menores desvios médios quadraticos (S°)

foram os modelos de Crank [1975], Goto et al. [1993] e Sovova [1994].

Tabela 4-13. Desvios médios quadraticos dos modelos usados no ajuste das OEC para

diferentes alturas do leito.

Desvio médio quadratico x 10°

Modelo
0,08 m 0,16 m 0,24 m
Crank [1975] 0,320 14,605 5,622
Tan & Liou [1989] 7,508 72,494 92,295
Goto et al. [1993] 2,251 1,785 50,081
Empirico [Naik et al., 1989] 4,504 49,715 11,257
Sovova [1994] 0,042 1,821 1,772
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Na Tabela 4-14 sdo apresentados os parametros ajustados para os modelos de

Crank [1975], Goto et al. [1993] ¢ Sovova [1994] em fungdo da altura do leito.

Tabela 4-14. Parametros ajustados dos modelos de Crank [1975], Goto et al. [1993] e
Sovova [1994].

Crank [1975] Goto et al. [1993] Sovova [1994]
Hp x 102 m
D x 10'* (m?/s) ¢ K tcer k
0,08 0,131 0,4390 5,108 5,94 0,008
0,16 0,142 9071,4 9,827 2,11 0,008
0,24 0,156 9,7189 5,532 4,35 0,022

No modelo de Crank [1975], pode ser considerado que a altura do leito teve uma
ligeira influéncia sobre o coeficiente de difusdo (D). Entretanto, por ser um modelo que
interpreta a SFE como unicamente devido a transferéncia de massa na fase sélida, esta
variagdo ndo deveria ser esperada, pois as caracteristicas do leito foram mantidas
constantes. Taylor [1996] afirma que durante a extracdo dindmica, a difusdo no leito de
particulas ndo acontece idealmente, como ¢ de se esperar para um processo convectivo. A
difusdo ¢ um fendmeno predominante apenas na etapa final da extragdo, na qual resta

apenas extrato no interior das particulas.

No modelo de Goto et al. [1993], o pardmetro relativo a transferéncia de massa

(@) apresenta um valor méximo a 0,16 m. Entretanto, a constante de equilibrio de desorcao

(K) ¢ aproximadamente constante para 0,08 e 0,24 m, com um valor maximo a 0,16 m.
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Berna et al. [2000], a partir do modelo de Sovova [1994], propuseram uma

relacdo da variacdo do coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (k,,) com a

altura do leito (Hp) e massa de alimentacao (F):

10
ky, = (43)
" tres .QCOZ .FO’M

Onde:
treszﬁ-dé-Hpapcoz 46)
4-Oco,
K, Coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida [s™']
L, - Tempo de residéncia [s]
Oco, Vazdo massica de solvente [kg CO, / s]
F : Massa de alimentacao [kg]
dp : Diametro do leito [m]
Hp : Altura do leito [m]
£ : Porosidade [-]
Pco, Densidade do CO, [kg/m’]

Segundo esta relagdo o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida
diminui com a altura do leito. Entretanto, os valores do coeficiente de transferéncia de

massa na fase fluida ( k,, ) apresentados pelos mesmos autores ndo tém uma relacdo
inversamente proporcional com a altura do leito.

Assim, os parametros obtidos na modelagem parecem ndo seguir um
comportamento definido com a altura do leito. Conseqilientemente, a selecao de um modelo

para aumento de escala ¢ complicada, pois todos os modelos nem sempre sao validos para

todos os ensaios.
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A Figura 4-14 mostra as curvas globais de extracao relacionando a razao da massa
de solvente / massa de alimentagéo (m,, /F) com o rendimento para as diferentes alturas
de leito, incluindo aquelas obtidas pelos modelos de Crank [1975], Goto et al. [1993] ¢

Sovova [1994].

As curvas globais de extragdo mostram que mantendo constante a relagdo
M, / F, o maximo rendimento pode ser obtido usando leitos com alturas entre 0,16 e 0,24

m.

Rendimento (% b.s.)

0 10 20 30 40 50 60
Mco2 | F

Figura 4-14. Comparacio entre os dados experimentais e os modelos de Crank [1975]
(—), Sovova [1994] (———) e Goto et al. [1993] (
10° kg COy/s.

), a 200 bar / 40 °C / 7,63 X
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4.3. Ocimum selloi Benth

4.3.1. Rendimento Global

O primeiro passo na SFE de 6leos volateis ¢ otimizar a temperatura e pressao de
operacdo para maximizar o rendimento do composto alvo e evitar a co-extracdo de
compostos de alta massa molecular. O estudo do rendimento global do O. selloi foi
realizado usando um planejamento fatorial completo 27, com pressdes de 100 ¢ 300 bar e

temperaturas de 30 e 50 °C.

O comportamento do rendimento global do O. selloi em fun¢do da temperatura e
pressdo ¢ apresentado na Figura 4-15. O rendimento foi expresso em base imida devido a

pequena quantidade de matéria-prima disponivel para determinacdo da umidade.
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=
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50 100 150 200 250 300 350

Pressao (bar)

Figura 4-15. Rendimento global em extrato de O. selloi usando CQO, pressurizado.
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O maximo rendimento foi obtido a 200 bar / 40 °C (2,21 % b.u.). Uma
significativa diminui¢do do rendimento ¢ observada na pressdo de 100 bar. O rendimento
global diminuiu de 1,42 % (b.u.) a 30 °C para 0,71 % (b.u.) a 50 °C. Entretanto, na pressao
de 300 bar ¢ observado um ligeiro aumento com a temperatura. O rendimento global
aumenta de 1,85 % (b.u.) a 30 °C para 2,13 % (b.u.) a 50 °C. Este comportamento ¢ similar
ao reportado para A. annua e C. verbenacea. A 100 bar, a densidade do solvente diminui
consideravelmente com o aumento da temperatura, resultando em uma diminuicao do poder
de solvatacdo e, conseqiientemente, na diminui¢ao do rendimento global. Por outro lado, na
pressdo de 300 bar, mesmo com o aumento da densidade do solvente com a temperatura,

pressdo de vapor do soluto ¢ predominante.

O teor de anetol foi quantificado pelo método de padronizag¢do externa [Collins et

al., 1997] e os resultados sdo apresentados na Tabela 4-15.

Tabela 4-15. Rendimento global em extrato e teor de anetol na SFE de O. selloi.

Temperatura Pressao Xo (%) Teor de anetol (%)
(°O) (bar) (kg Extrato / kg Material) (kg Anetol / kg Extrato)
30 100 1,42 n.q.
30 300 1,85 0,33
50 100 0,71 0,50
50 300 2,13 0,23
40 200 2,21 0,73

n.q. = ndo quantificado

Embora os rendimentos sejam superiores aos apresentados para o oleo volatil

(0,20 a 0,60 % b.u.) [Morais et al., 2002], o teor de anetol ndo excede o 1 %. Dados da
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literatura reportam que o teor de anetol no o6leo volatil esta entre 41,34 e 58,29 %

(porcentagem em 4rea) [Morais et al., 2002].

4.3.2. Extracao Fracionada

Para separar diferentes fracdes de compostos de O. selloi por SFE, a técnica de
extracdo fracionada foi aplicada. Os ensaios foram realizados a 50 °C em um processo de
quatro passos, a pressoes de 95, 150, 200 e 250 bar. Os rendimentos de cada fracdo foram

0,23; 0,45; 0,45 ¢ 1,13 % (b.u.). O rendimento global do processo foi de 2,33 % (b.u.).

Do ponto de vista qualitativo, cada fracdo variou de aspecto com a condigdo
operacional, sendo um extrato amarelo claro a 95 bar e verde escuro a 250 bar. Na Figura
4-16 pode ser observada a variagdo da composi¢ao quimica entre as fragdes obtidas a 95 ¢
250 bar. Os teores de anetol e metil chavicol variam significativamente nas diferentes
fragoes obtidas por SFE. Estes componentes foram principalmente concentrados na

primeira fragdo (95 bar).

Todas as fracdes foram analisadas em relagdo ao teor de anetol, e os resultados
sdo mostrados na Figura 4-17. O rendimento em extrato a 95 bar foi baixo (0,23 %),
entretanto, a maior quantidade do anetol foi eficientemente extraida nesta fragao (66,76 %
do anetol total). A medida que se aumentou a pressdao, a porcentagem de anetol extraida
diminui drasticamente. A pressdes elevadas sdo extraidos componentes de alta massa

molecular.
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Figura 4-16. Cromatograma das fracdes de O. selloi obtidas por extracido fracionada

com CO; pressurizado a 50 °C.

Na Figura 4-18 ¢ apresentada a variagdo da pureza relativa do anetol nas
diferentes fracdes. Foi observado que a pureza relativa de anetol varia para cada condi¢ao
operacional, sendo 37,09 % para 95 bar e 0,33 % para 250 bar. A pureza relativa do anetol

a 95 bar é menor ao obtido para o 6leo volatil.

O rendimento global do anetol foi 0,13 % b.u. Este valor est4d dentro do intervalo

do rendimento de anetol para 6leo volatil (0,11 e 0,25 % b.u.) [Morais et al., 2002].

Assim, pela simples mudanga das condigdes operacionais, a extragdo fracionada
permitiu obter fracdes ricas em 6leo volatil e em compostos de elevada massa molecular.
Para o sistema O. selloi + CO,, a 50 °C e 95 bar pode-se obter uma fracdo rica em 6leo

volatil, especificamente rica em anetol.
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extracao fracionada com CO; pressurizado.

159



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.4. Foeniculum vulgare Mill. — Funcho

Os experimentos realizados com o funcho se referem ao estudo da etapa de
separacao da mistura extrato + solvente. Moura et al. [2005] estudaram a etapa de extragao
do funcho, determinando as isotermas de rendimento global e calculando os parametros da

cinética da extracao.

Com o objetivo de otimizar a etapa de separagdo, primeiramente foi realizada a
determinagdo da solubilidade dos principais componentes do extrato de funcho (anetol e
acido oléico) na temperatura de 40 °C. A seguir foi determinado o rendimento global na
condicao de 250 bar / 40 °C. Esta condi¢ao foi selecionada considerando o maximo
rendimento em extrato obtido por Moura et al. [2005]. O tempo de operacao do processo
foi determinado a partir da OEC, segundo critério apresentado por Rosa & Meireles
[2005]: apos o periodo da taxa de extracdo constante o custo especifico de manufatura
aumenta significativamente. Assim, a duragdao do periodo CER (#cgr) foi escolhida como o
tempo de operacdo do processo. Na seqiiéncia, foi realizado o estudo da influéncia das
condi¢des operacionais (temperatura, pressao € vazao do solvente) na etapa de separagao do

solvente.

4.4.1. Solubilidade do anetol e acido oléico em CQO, supercritico

Os parametros de interagdo bindria (k; e /;) da equagdo de estado de Peng-
Robinson (PR-EOS) foram determinados usando os dados experimentais apresentados por
Reverchon [1997] e Yu et al. [1992], apud Aratijo & Meireles [2000], para o anetol e
acido oléico, respectivamente. A Tabela 4-16 mostra as propriedades dos componentes

puros. Os dados foram ajustados usando o software EDEFlash [Arafjo & Meireles, 2000].
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Tabela 4-16. Propriedades criticas do CO;, anetol e acido oléico.

Massa molecular Tc Pc A
Componente ® Referéncia
(g/mol) (K) (bar)
CO, 44,01 304,1 73,75 0,2250 Clifford [1998]
Anetol 148,20 723,0 29,00 0,4846 Rodrigues [2001]
A. Oléico 282,47 796,34 12,42 0,9245 Araujo & Meireles [2000]

O comportamento da solubilidade em fung¢do da pressdo, na temperatura de 40 °C,
¢ mostrado na Figura 4-19. A menor solubilidade de anetol ocorre a 20 bar, podendo ser
considerada como a condi¢do minima para recuperacao de anetol na etapa de separagdo da
mistura extrato + CO,. Da Figura 4-19 também observamos que o aumento da pressdo de
60 para 80 bar resulta em um aumento da solubilidade de 5,8 e 28 vezes para o anetol e
acido oléico, respectivamente. Quando aumentamos a pressao para 100 bar as solubilidades
do anetol e 4cido oléico aumentam em 39,91 e 84,94 vezes, respectivamente. Assim, o
efeito do aumento da pressao sobre a solubilidade ¢ maior para o acido oléico do que para o

anetol.

Para um isolamento efetivo de uma determinada fracdo do extrato, as
solubilidades dos componentes a serem separados devem ser muito diferentes.
Componentes da fracdo de 6leo volatil sdo soltiveis em CO,-SC a pressdes relativamente
baixas (menores que 100 bar). De fato, nestas condi¢des as solubilidades dos componentes

de elevada massa molecular sdo praticamente despreziveis [Reverchon, 1997].

Extratos que contém Oleos volateis e acidos graxos, como o do funcho, podem ser
parcialmente separados através da técnica de separagdo fracionada. Dependendo das
condi¢des operacionais, no primeiro separador, os acidos graxos sdo enriquecidos,

enquanto que no segundo, um extrato concentrado de 6leo volatil ¢ obtido.
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Figura 4-19. Solubilidade de anetol (k; = 0,069447 e [;; = -0,06825) e acido oléico (k; =
0,121289 e /;; = 0,0921) em CO; a 40 °C.

4.4.2. Rendimento Global

A determinacdo do rendimento global de funcho foi realizada a 250 bar / 40 °C e

os teores de anetol e funchona foram calculados pelo método de padronizagdo externa.

Os rendimentos globais em extrato (Xo), anetol e funchona foram 10,07 = 0,02;
0,9 £ 0,1; e 0,033 = 0,003 % (b.s.), respectivamente. As purezas relativas do anetol e
funchona representam 9,6 = 0,9 ¢ 0,34 + 0,04 % (m/m), respectivamente. Estes resultados

sdo comparaveis aos obtidos por Moura et al. [2005].

4.4.3. Determinacao do Tempo de Operacao do Processo

O tempo de operagdo de todo processo de extragdo esta relacionado com dois
aspectos fundamentais: qualidade (propriedades funcionais e composi¢do quimica) e

economia (rendimento em extrato ou composto alvo, e consumo de CO,).
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Na SFE, se considerarmos um tempo de operagdo curto, embora a qualidade e
composicdo quimica se assemelhem ao do 6leo volatil, o rendimento pode ser baixo. Por
outro lado, se a extracdo ¢ realizada por um tempo longo, existe a possibilidade de co-
extrair compostos que podem ndo ser de interesse, além de aumentar o consumo de
solvente. Na SFE a partir de A. annua foi demonstrado que o extrato obtido no intervalo de
5-10 min apresenta maior atividade antibacteriana (MIC = 64 mg/mL) do que o extrato

obtido no intervalo de 110-113 min (MIC = 128 mg/mL) [Quispe-Condori et al., 2004].

No aspecto da qualidade, Simandi et al. [1999] indicaram que, dependendo do
tempo de extragdo da SFE, o sabor e composicao quimica do extrato de funcho podem ser
comparados com os do 6leo volatil obtido por hidrodestilacdo. No aspecto da economia,
Rosa & Meireles [2005] demonstraram que o tempo de operagdo ¢ de fundamental
importancia para a avaliagdo econdmica do processo, concluindo que o custo especifico de
producdo aumenta consideravelmente apos o periodo de taxa constante de extracdo (Zcgr).
Assim, quando o periodo de extragdo ¢ selecionado, deveriam ser equilibrados os aspectos

de qualidade do produto e economia do processo.

No presente trabalho a determinacdo do tempo de operacdo do processo foi
determinada a partir do conceito de Rosa & Meireles [2005]. Para tal determinacdo sdo

necessarios dados das OEC.

A OEC de funcho ¢ mostrada na Figura 4-20. O comportamento da OEC
assemelha-se ao tipo I. O funcho apresenta um alto teor de solutos, que sdo liberados na
moagem e que sao de facil acesso ao solvente durante a extragcdo. Comportamento similar

foi observado por Moura et al. [2005].

164



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

12
A Exp. 1 Difusio
Z
R 10 O Exp. 2 - . 5 4
2 g
X |
s 6 |
= |
g I
|
5 4 i
= |
¥ |
© 2 |
|
|
O ) 3|5 !
0 20 40 60 80 100 120

Tempo / 60 (s)
Figura 4-20. Curva global de extraciio de funcho por SFE a 250 bar / 40 °C / 6.8 x 10”
kg COa/s.

Usando os dados experimentais, a OEC foi ajustada a um spline usando duas
linhas retas, de acordo com a metodologia apresentada por Rodrigues et al. [2002] (ver
Item 3.5.2.4). A primeira linha foi identificada como o periodo de taxa de extragao
constante (CER). Os parametros cinéticos para este periodo sdo apresentados na Tabela
4-17. O tempo de duragao do periodo CER (tcgr) foi identificado como o tempo de

operacgao do processo.

Na Figura 4-21 sdo apresentadas a curva global de extracao e de pureza relativa
do anetol em funcdo do tempo. A linha vermelha indica o tempo de operagao selecionado

para a realizacao dos experimentos.
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Tabela 4-17. Parametros cinéticos do periodo CER na SFE de funcho com CO,

supercritico.

Parametros cinéticos
Mcer (kg Extrato/s) X 108 8,6 0,6
tcer / 60 (s) 3542

Yerr (kg extrato / kg CO,) x 10° 12+1

Reer (% d.b)) 7,70 + 0,03
Rrow (% d.b.) 9,9+0,2
1,2
e e he = ——\
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Figura 4-21. Curva global de extracio e pureza relativa de anetol na cinética de
extraciio de funcho a 250 bar / 40 °C / 6.8 x 107 kg CO,/s (Experimento 1).

Da Figura 4-21 observamos que o tempo selecionado de 35 min ¢ adequado se o
composto alvo for o anetol. Neste periodo consegue-se extrair entre 84 ¢ 88 % do anetol. O

anetol € o componente majoritario do 6leo volatil obtido por hidrodestilagdo [Moura et al.,

2005].
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Assim, para o estudo da influéncia das condi¢des operacionais na etapa de
separagdo este tempo de operacdo pode ser adequado, pois foram considerados aspectos

econdmicos e de qualidade do produto.

4.4.4. Estudo da Influéncia das Condi¢des Operacionais na Etapa de
Separacao
Na Tabela 4-18 sdo apresentados os rendimentos globais de extrato, anetol e
funchona para diferentes condi¢des operacionais do primeiro separador. O segundo
separador foi operado a pressdo ambiente e -5 °C.
Tabela 4-18. Rendimento em extrato, anetol e funchona (% b.s.) nos dois separadores

(condicoes de extracao: 250 bar / 40 °C / 6,8 X 107 kg CO,/s). A coleta foi realizada a 1
bar /-5 °C.

Rendimento (% b.s.)
Condigao operacional

o Iro separador 2do Separador (Coleta)
do primeiro separador

Extrato Anetol Funchona Extrato Anetol Funchona

20 bar /40 °C 7,554 0,677 0,0781 0,019 0,010 0,0003
80 bar / 40 °C 7,303 0,435 0,0469 0,232 0,195 0,0095
100 bar / 40 °C 7,541 0,313 0,0013 0,173 0,153 0,0153
120 bar / 40 °C 6,137 0,262 0,0009 1,386 0,259 0,0096
80 bar /- 10 °C 7,535 0,449 0,0520 0,106 0,102 0,0214

Pode ser observado da Tabela 4-18 que o rendimento total em extrato (soma dos
dois separadores) ¢ mantido aproximadamente constante (7,60 £ 0,08 % b.s.), e estd em
concordancia com o rendimento no periodo CER (Tabela 4-17). Como pode ser observado
nesta tabela, a fracdo de o6leo volatil (segundo separador) e a fragdo rica em acidos graxos

(primeiro separador), dependem dos parametros de separagao.
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Na pressao de separacdo de 20 bar observa-se que ndo foi possivel a completa
recuperagdo do anetol. O anetol foi recuperado no segundo separador (0,019 % b.s.) com
uma pureza relativa de 52,63 %. A perda de compostos de alta volatilidade com a corrente
de CO; que sai do separador foi observada nas extragdes de oleoresina de gengibre

[Zancan et al., 2002] e 6leo volatil de erva-doce [Rodrigues et al., 2003].

Como era de se esperar, o aumento da pressdo de 20 a 120 bar diminuiu o
rendimento do primeiro separador em 18,8 %. Entretanto, o rendimento do segundo
separador aumentou 72 vezes. O aumento da densidade, e conseqiientemente o aumento do
poder de solvatacdo permitiram a solubilizacdo dos compostos de alta massa molecular que

foram transferidos do primeiro para o segundo separador.

Similares tendéncias foram observadas nos rendimentos em anetol e funchona. No
primeiro separador, os rendimentos tanto em anetol como em funchona diminuiram com a
pressdo. No segundo separador, por outro lado, o rendimento do anetol aumentou com a
pressdo do primeiro separador. A funchona apresentou um rendimento maximo a 100 bar /
40 °C. Quando aumentamos a pressao para 120 bar observamos um aumento do rendimento
no segundo separador, entretanto, foi verificado que existe uma diminuicdo da pureza

relativa do anetol de 88,4 % (m/m) (100 bar / 40 °C) para 18,7 % (120 bar / 40 °C).

Na press@o de 80 bar, a diminui¢do da temperatura no primeiro separador resultou
em uma diminui¢do do rendimento no segundo separador. A 80 bar / -10 °C obteve-se a

maior pureza relativa de anetol (96 %) no segundo separador.

Simandi et al. [1999] concluiram que as melhores condigdes operacionais para o

fracionamento do extrato de funcho foi 80 e 84 bar e temperaturas entre 31 a 35 °C no
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primeiro separador. Assim, se o objetivo for o fracionamento do extrato de funcho por SFE

o primeiro separador poderia ser operado a 80 bar / 40 °C.

Nesta condig@o de separagdo foi realizado o estudo do efeito da vazdo do solvente
sobre a recuperagdo de extrato, anetol e funchona. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4-19. Desta tabela observamos uma diminuicdo do rendimento com a vaziao do
solvente. Com o aumento da vazdo a recuperagdo de solutos pode ser incompleta e,
conseqlientemente, aumentar a possibilidade de perda de produtos [Brunner, 1994].
Tabela 4-19. Efeito da vaziao de solvente sobre a recuperacio de extrato, anetol e

funchona (% b.s.) no primeiro e segundo separador. Condicio de extragao: 250 bar /

40 °C; condiciao operacional do 1ro separador: 80 bar / 40 °C.

3 s Rendimento (% b.s.)
Vazao de solvente X 10° kg CO,/s Separador

Extrato Total Anetol Funchona

on 1o 7,303 0435  0,0469
’ 2do 0,232 0,195 0,0095
1ro 6,964 0244  0,0178

13,89
2do 0,054 0,036  0,0002
1ro 7.957 0270  0,0207

20,83
2do 0,016 0,014  0,0001

Destes resultados pode-se concluir que a descricdo do fendmeno de separagdo

deve levar em consideragdo tanto o equilibrio de fases como a hidrodindmica do processo.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

O rendimento global ¢ uma varidvel de processo importante para o projeto do
processo por SFE. Para o sistema CO, + Artemisia annua foi possivel determinar a pressao
de inversdo do rendimento global (250 bar aproximadamente). O maior rendimento em
extrato e artemisinina foi obtido a 300 bar e 50°C. Os resultados do rendimento global do
sistema CO, + Cordia verbenacea indicaram que a contribuicdo da pressio ¢
principalmente importante na obtencdo de altos rendimentos em extrato. Os maiores
rendimentos foram obtidos a 300 bar e 50 °C. Para o sistema CO, + Ocimum selloi a
maxima condi¢do de pressdo e temperatura estudada (300 bar e 50 °C) ndo representou o
maior rendimento. A condi¢do operacional que maximizou o rendimento global foi 200 bar
e 40 °C. Assim, o estudo do rendimento global permitiu visualizar o comportamento da
solubilidade do extrato em func¢do da temperatura e pressdo do solvente, além de
proporcionar informagdes necessdrias para a modelagem das curvas globais de extragcdo. A
composicdo quimica dos extratos variou em funcdo da condi¢do operacional. Em geral,
componentes do Oleo volatil foram extraidos a pressdes entre 80 e 100 bar, nas

temperaturas de 50 e 60 °C.

De maneira geral, verificou-se que os maiores rendimentos foram conseguidos

pela extracdo com solventes organicos (hexano ou etanol), porém com uma menor pureza

173



Capitulo 5 — Conclusoes

relativa dos componentes considerados alvo. Conseqilientemente, a purificacdo do extrato
obtido por solventes organicos pode resultar em um processo mais laborioso. Do ponto de
vista de purifica¢do, duas técnicas alternativas poderiam ser aplicadas na SFE: a extragdo

fracionada e a separacdo fracionada.

A extragdo fracionada foi estudada nos sistemas CO; + C. verbenacea e CO, + O.
selloi. Os resultados permitiram obter classes de compostos diferenciados. Para o sistema
CO;, + C. verbenacea, a fragao obtida a 60 °C e 80 bar apresentou uma composi¢ao quimica
similar ao do 6leo volatil obtido por hidrodestilacdo, porém com uma maior pureza relativa
do componente alvo (B-cariofileno). O aumento da pressdo permitiu a extracdo de
componentes de elevada massa molecular, como o clionasterol. Para o sistema CO, + O.
selloi a maior quantidade dos componentes alvo (anetol e metil chavicol) foi extraida na
fracdo de 95 bar e 50 °C, com uma pureza relativa de anetol de 37,09 %. Assim, pela
simples mudanca das condi¢cdes operacionais, foi possivel obter fragdes ricas em oleo
volatil e em compostos de elevada massa molecular, o que permitiria reduzir os custos de

purificagdo do extrato.

No estudo da cinética de extragdo do sistema CO, + 4. annua, os resultados
mostraram que a vazdo do solvente resultou ser o unico fator significante sobre os
parametros cinéticos. Assim, para aumentar a taxa de transferéncia de massa ndo seria
necessario aumentar a temperatura ou a pressao. Estes resultados confirmaram os resultados
do rendimento global (X,). Dentro do intervalo das condi¢des operacionais estudadas, os
efeitos da temperatura e pressdo ndo aumentaram o rendimento de forma significativa. Na
cinética de extra¢do do sistema CO, + C. verbenacea os maiores valores dos pardmetros

cinéticos foram obtidos na condigdo que maximiza o rendimento global (300 bar e 50 °C).
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Porém, esta condi¢do ndo representa o melhor resultado do teste de atividade anticancer.
No estudo do efeito da altura do leito de particulas sobre a cinética de transferéncia de
massa, na condi¢do de melhor atividade anticancer (200 bar e 40°C), verificou-se que os
parametros cinéticos aumentam com a altura do leito, com valor aproximadamente

constante para leitos de 0,16 e 0,24 m de altura.

Na modelagem matematica das curvas globais de extragdao (OEC) dos sistemas 4.
annua e C. verbenacea verificou-se que os modelos de Naik et al. [1989] (empirico),
Sovova [1994] e¢ Goto et al. [1993] apresentaram os melhores ajustes aos dados
experimentais. O modelo de Sovova [1994] foi satisfatoriamente aplicado no ajuste das
OEC de A. annua, enquanto que o modelo de Goto et al. [1993] representou bem os dados
experimentais das OEC de C. verbenacea. O modelo empirico [Naik et al.,, 1989]
representou bem os dados experimentais para ambos sistemas. Entretanto, devido ao fato de
os efeitos termodindmicos e de transferéncia de massa estarem englobados no pardmetro £,
sua extensdo para condicdes de extracdo diferentes aquelas usadas no ajuste ndo ¢

aconselhavel.

No estudo do efeito da altura do leito na SFE a partir de C. verbenacea, verificou-
se que os parametros obtidos na modelagem ndo seguem um comportamento definido com
a altura do leito. Conseqilientemente, a sele¢do de um modelo para aumento de escala ¢

complicada, pois todos os modelos nem sempre sdo validos para todos os ensaios.

No estudo da etapa de separacdo, a determinagdo do comportamento da
solubilidade dos componentes majoritarios do extrato de F. vulgare (anetol e acido oléico)
em CO, supercritico permitiu obter uma aproximagao das condigdes Otimas de separagao.

O conceito apresentado por Rosa & Meireles [2005], utilizado na determinagdo do tempo
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de operacdo do processo, resultou ser adequado também para manter a qualidade do
produto. Neste periodo (fcer = 35 min) foi extraido entre 84 e 88 % do anetol. No estudo da
influéncia das condi¢des operacionais (temperatura e pressdo) determinou-se que o
aumento da pressdo no separador permite a solubilizagdo do compostos de maior massa
molecular, os quais sdo transferidos para o segundo separador. Entretanto, se o objetivo for
o fracionamento do extrato de funcho, observou-se que as melhores condigdes de separacao
da fragdo rica em 6leo volatil foram 80 bar e 40 °C. A separacdo fracionada confirmou ser
um método de purificagdo efetivo, verificando-se a obtengdo de fragdes ricas em
componentes de elevada massa molecular e em o6leo volatil através da mudanca das
condi¢des operacionais. O efeito da vazao do solvente ¢ um pardmetro muito importante
que também deve ser considerada na etapa de recuperacdo do extrato. Foi verificado que o
aumento da vazdo de solvente diminui o rendimento em anetol e funchona e,
conseqilientemente, no rendimento global. Neste ponto, o presente trabalho concorda com
Taylor [1996], que afirma que a etapa critica do processo SFE ¢ a separagdo do solvente ou

recuperacdo do extrato.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1) Realizar um estudo da etapa de separacdo do sistema CO, + Artemisia annua, com o

objetivo de obter uma fragdo de extrato rica em artemisinina.

i1) Aplicar a técnica de extragdo ou separacdo fracionada no sistema CO, + Cordia
verbenacea para obter fragdes diferenciadas em composi¢do e avaliar suas propriedades
funcionais, visto que na fragdao obtida a 60 °C / 80 bar foi possivel extrair uma maior
proporgao de B-elemeno, composto que foi identificado como inibidor do crescimento

de células de leucemia.

111) Para futuros trabalhos sobre aplicacdo da tecnologia supercritica em produtos naturais
se recomenda primeiramente otimizar a etapa de separacdo de solvente a fim de
diminuir a perda de compostos. Sugere-se o estudo de novos métodos de recuperacao de

extrato, tais como o uso de membranas.
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B.1. Extraciio Supercritica de Oleo Volatil de Cravo-da-india

De forma geral, o teor de 6leo de cravo-da-india varia entre 14 e 24 % (m/m). O
eugenol, acetato de eugenila, P-cariofileno e o-humuleno s3o os componentes que
determinam o sabor caracteristico do seu oleo volatil. O eugenol ¢ o componente

majoritario (70 %).

Na industria farmacéutica o eugenol € usado como anti-séptico e antiinflamatorio.
O ¢leo volatil extraido por hidrodestilagdo tem propriedades antioxidante [Madsen &
Bertelsen, 1995], antimicrobiana [Hammer et al., 1999; Ponce et al., 2003] ¢ acaricida
[Kim et al.,, 2004]. Na industria de alimentos ¢ usado como ingrediente de diferentes
produtos. Estudos recentes t€ém demonstrado que o 6leo volatil de cravo-da-india pode ser
usado contra o crescimento da Listeria monocytogenes, na produgao de salsichas [Singh et
al., 2003], Fusarium graminearum, no processamento pés-colheita de milho [Marin et al.,
2004] e Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae, C. musae ¢ Fusarium

proliferatum no processamento pds-colheita de banana [Ranasinghe et al., 2002].

A extracdo de solutos por extragdo supercritica tem sido amplamente estudada
para este sistema. A comparagdo dos rendimentos e das composi¢des quimicas dos extratos,
obtidos com CO, sub e supercritico, foi realizada por Gopalakrishnan et al. [1990].
Zapata-Norefia & Meireles [1997] determinaram experimentalmente o coeficiente de
difusdo efetivo do o6leo volatil de cravo-da-india em CO, supercritico. A cinética e
modelagem matematica da etapa de extragdo foi estudada por Reverchon & Marrone

[1997]. Diferentes grupos de compostos (0leo volatil e corantes) foram obtidos pela técnica
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de separagdo fracionada [Della-Porta et al., 1998]. Rodrigues et al. [2002] mediram a
solubilidade do 6leo volatil de cravo-da-india, considerando o sistema ternario formado
pela matéria-prima (estrutura celulésica + soluto) e o CO, supercritico. Quispe-Condori
[2002] utilizou o cravo-da-india na avaliagdo de metodologias para determinacdo do
coeficiente de difusdo efetivo em CO, supercritico. Dados do comportamento de equilibrio
de fases do sistema 6leo volatil de cravo da india + CO, foram reportados por Souza et al.
[2004]. Na literatura ndo existem estudos da influéncia da temperatura e pressdo sobre o

rendimento global.

No presente trabalho os ensaios com o cravo-da-india foram divididos em: (i)
determinag¢do das isotermas de rendimento global (Xy); e, (if) estudo da cinética de

transferéncia de massa.

B.1.1. Material e Métodos

Brotos de cravo-da-india foram comprados no Mercado Municipal de Campinas,
em Julho de 2002. As condigdes de tratamento da colheita até a compra final ndo sao
conhecidas. Com o objetivo de retirar materiais estranhos, foi realizada uma selecdo e
limpeza manual com ajuda de peneiras de mesh 8 e 10 (W.S. Tyler, Mentor, E.U.A.). O
material selecionado foi armazenado em geladeira doméstica (Metalfrio, modelo HC-4, Sao
Paulo, Sao Paulo) a -10 °C. A moagem foi realizada em um moinho de facas (Tecnal,
modelo TE-631/1, Piracicaba, Sao Paulo) a 20500 rpm por 15 segundos. A distribuicao do
tamanho das particulas foi determinada usando um agitador de peneiras (Bertel, modelo
1868, Caieiras, Sdo Paulo); peneiras de mesh padrio da série Tyler 16 a 80 (Mentor,

E.U.A.), foram usadas. Particulas de 32 a 60 mesh foram selecionadas para os ensaios.
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Os experimentos de rendimento global foram realizados na unidade Spe-ed SFE
(Applied Separations, modelo 7071, Allentown, E.U.A), usando-se a coluna de extragdo de
5 ml (Thar Designs, CL1165, Pittsburgh, E.U.A.). A metodologia foi apresentada no Item
3.5.2.1. Estes ensaios foram realizados como parte do treinamento nesta unidade e de testes

preliminares do estudo de rendimento global.

O estudo da cinética de transferéncia de massa do sistema CO, + cravo-da-india
foi realizado na unidade de extragdo supercritica LASEFI-TUHH. Estes ensaios
correspondem aos testes preliminares de treinamento e verificagdo da performance desta
unidade. A condi¢do operacional foi 100 bar / 35 °C. Esta condicdo foi selecionada de
Rodrigues et al. [2002]. Na Tabela B-1 sdo apresentadas as condi¢cdes operacionais € as

caracteristicas do leito de particulas usadas na constru¢cdo das curvas globais de extracao

(OEQ).

Tabela B-1. Condicdes operacionais da cinética de extracdo de cravo-da-india.

Temperatura (°C) 35¢
Presséo (bar) 100 ¢
Vazio do solvente (10~ kg CO,/s) 7,63
Massa de alimentago (107 kg) 21,7
Altura do leito (m) 0,08
Diametro do leito (m) 0,02
Densidade real (kg/m3 ) 13458
Diametro médio das particulas (10 m) 5,6
Porosidade do leito (-) 0,358

*Rodrigues et al. [2002]; ¥ Quispe-Condori [2002]
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B.1.2. Resultados

B.1.2.1. Isotermas de Rendimento Global (X))

As isotermas de rendimento global (Xj) do cravo-da-india obtidas por SFE a 30 e

50 °C, sdo apresentados na Figura B.1.
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Figura B-1. Isotermas de rendimento global do sistema CO, + cravo-da-india.

Da Figura B-1 observamos que a 50 °C ocorre um aumento do rendimento com a
pressao. A 30 °C, por outro lado, o rendimento permanece aproximadamente constante até
100 bar e diminui com o aumento a 150 bar. O méaximo e minimo rendimento foram

obtidos a 100 bar / 30 °C (19,25 % base seca —b.s.) e 75 bar / 50 °C (9,97 % b.s.).

Gopalakrishnan et al. [1990] estudaram a influéncia da pressdo, temperatura,
tempo de contato e teor de umidade na SFE de cravo-da-india. Os autores concluiram que

os maiores rendimentos foram obtidos no estado de liquido subcritico.
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Reverchon & Marrone [1997], baseados no trabalho de Gopalakrishnan et al.
[1990], mencionam que a melhor condicao para extragdo de 6leo volatil de cravo-da-india €

90 bar e 50 °C, obtendo um rendimento de 20,8 % (base umida).
B.1.2.2. Cinética de Extracio e Modelagem Matematica

Na Figura B-2 ¢ apresentada a curva global de extra¢do (OEC) do cravo-da-india
obtido por SFE. Os parametros cinéticos calculados para o periodo de taxa de extracdo
constante (CER) foram: taxa de transferéncia de massa (Mcgz) = (4,9 + 0,5) x 10° kg
extrato/s; razdo méssica do soluto na fase supercritica (Yczg) = (65 % 6) x 10~ kg extrato /

kg CO;; duragao do periodo CER (¢cgr) =9 £ 1 min.
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O. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
0O 10 20 30 40 50 60 70 &8 90 100 110

Tempo / 60 (s)
Figura B-2. Curva global de extragio de cravo-da-india a 100 bar / 35 °C / 7,63x10
kg COa/s.
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A solubilidade do extrato de cravo-da-india (Y*) foi obtida de [Rodrigues et al.,
2002]. A solubilidade ¢ um dado importante para a modelagem matemadtica com o modelo
de Sovova [1994]. A Tabela B-2 apresenta o rendimento global, densidade do CO,,
porosidade das particulas, a taxa de extragdo constante e a solubilidade. Estes dados foram

usados no ajuste das curvas de extra¢do aos diversos modelos matematicos.

Tabela B-2. Condicdes experimentais para a modelagem da extracdo de solutos de

cravo-da-india na condicao de 100 bar e 35 °C

Rendimento global (X,) (kg extrato / kg matéria-prima)* 0,217
Densidade do CO, (kg/m3)¥ 707,92
Porosidade das particulas (-) : 0,54
Mg (kg extrato / s) 4,9 %10°
Solubilidade (kg extrato / kg CO,)* 0,23

¥ Quispe-Condori [2002]; ¥ Angus et al. [1976]; * Goto et al. [1993]; * Rodrigues et al. [2002]

Os modelos que melhor representaram os dados experimentais foram os modelos
de Goto et al. [1993] ¢ Sovova [1994]. Reverchon & Marrone [1997] concluiram que o
processo de extragdo de 6leo volatil de cravo-da-india é controlado tanto pela desor¢do
como pela transferéncia de massa na fase fluida. Rodrigues et al. [2002] utilizaram o

modelo de Sovova [1994] para a modelagem das OEC de cravo-da-india.

Na Tabela B-3 sdo apresentados os desvios médios quadraticos dos diferentes

modelos assim como seus correspondentes pardmetros ajustados.
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Tabela B-3. Desvio médio quadratico e parametros ajustados dos diferentes modelos

Desvio médio
Modelo ) Parametro Ajustado
quadratico (S°)

Crank [1975] 3,6+0,6 D (m?/s)=(1,5%0,2) x 107"

Tan & Liou [1989] 11+1 kq/ 60 (s) = 0,022 % 0,002

Goto et al. [1993] 0,16 +0,03 0 (-)=0,18£0,03; K (-) = 0,41 £ 0,02
Sovova [1994] 0,04 + 0,02 teer /60 (s) =8+ 1; k (-) = 0,013 £ 0,003
Naik et al. [1989] 4+1 k/60(s)=21%2

A Figura B-3 apresenta a comparacdo dos dados experimentais e o ajuste pelos

modelos de Goto et al. [1993] ¢ Sovova [1994].

16
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= 12
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é o) — Goto et al. [1993]
— Sovova [1994]
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0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110
Tempo / 60 (s)

Figura B-3. Comparacio entre os dados experimentais e os modelos de Goto et al.

[1993] e Sovova [1994] na SFE de cravo-da-india (100 bar / 35 °C / 7,63><10'5 kg
COy/s).
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B.2. Estudo da sazonalidade de artemisinina de Artemisia annua

O método convencional de extracdo da artemisinina a partir da A. annua é por
solventes organicos. Entretanto, este método pode ser laborioso e demandar bastante tempo,
criando demora no fluxo de informacao desde o laboratorio [Christen & Veuthey, 2001].
A extracdo usando fluidos supercriticos (SFE) ¢ um método alternativo para extrair
artemisinina a partir de 4. annua devido a sua melhor recuperacdo e curto tempo de

extracgao.

O presente trabalho teve como principal objetivo usar a SFE como uma
ferramenta analitica para estudar a variagdo sazonal do teor de extrato, artemisinina e

canfora a partir de plantas de A. annua cultivadas em Brazil [Magalhaes et al., 1987].
B.2.1. Material e métodos

Folhas moidas de 4. annua (hybrid Ch x Viet 55), correspondentes a diferentes
datas de colheita, entre fevereiro e margo de 2003, foram fornecidas pela Divisdao de
Fitoquimica do CPQBA - UNICAMP (Campinas, Brasil). Extracdes exaustivas foram
realizadas usando a unidade Spe-ed SFE (Applied Separations, model 7071, Allentown,
E.U.A), com uma coluna de extracdo de 5 mL (Thar Designs, CL 1165, Pittsburgh, E.U.A).
O leito fixo de particulas foi formado com 2,01 x 10~ kg de material moido (umidade de
8,27 %). As condigdes de extracao foram 300 bar e 40 °C. A vazao do solvente foi de 6.8 x
10° kg CO,/ s. Um periodo estatico de 5 minutos foi usado. O extrato foi coletado em
frasco de vidro imerso em banho de etileno glicol (-5 °C). O tempo de operacao foi de 2,5
horas. Apos despressurizar o sistema, a linha que fica apds a coluna de extracao foi lavada

com acetato de etila (PA, Merck, Darmstadt, Alemanha) e o solvente presente na solugao
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resultante foi removido num sistema de rotaevaporagdo com controlador de vacuo. A massa

do extrato foi determinada pela soma dos extratos de coleta e limpeza.

Os extratos foram analisados em um sistema de GC-FID (Shimadzu, modelo 17A,
Kyoto, Japdo). A quantificacdo de artemisinina e canfora foi realizada pelo método de
padronizagdo externa [Collins et al., 1997]. O teor de artemisinina foi determinado pelo

método indireto [Sipahimalani et al., 1991].

B.2.2. Resultados e Discussao

A variacao sazonal do extrato, artemisinina e canfora ¢ apresentada na Figura A-4.
Os rendimentos em extrato, artemisinina e canfora variaram de 5,67 a 6,73; 0,451 a 0,972; ¢

0,008 a 0,321 % base seca (b.s.), respectivamente.

Da Figura B-4 podemos observar que os rendimentos em extrato e artemisinina
tém um comportamento irregular ao longo do periodo de colheita. Estes resultados mostram
que o teor de extrato e artemisinina variam dentro da planta nos diferentes estagios de
crescimento. A producdo de artemisinina ¢ influenciada pelas condigdes edafoclimaticas

[Chen & Zhang, 1987; Weathers et al., 1994].

Por outro lado, o teor da canfora aumenta com o tempo de colheita. A canfora ¢ o
componente majoritario do oleo essencial de A. annua. A A. annua apresenta baixo teor de
oleo essencial (0,2 % b.s.) no estagio vegetativo, enquanto que no estdgio de completo

florescimento, aumenta significativamente (1,2 % b.s) [Chalchat et al., 1991].
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Figura B-4. Variacao sazonal de extrato, artemisinina e canfora de Artemisia annua.
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Anexo C — Curvas de Calibracao

As curvas de calibracdo fora construidas de acordo com o procedimento

apresentado por Collins et al. [1997].

Devido a instabilidade térmica da artemisinina, a sua quantifica¢do foi realizada
segundo metodologia apresentada por Sipahimalani et al. [1991], que considera as areas
dos picos dos seus produtos de degradacdo. O cromatograma da artemisinina e seus
produtos de degradagdo ¢ apresentado na Figura C-2. Uma relacdo linear foi observada
entre a concentragdo de artemisinina e as areas dos picos A e B. Assim, segundo
Sipahimalani et al. [1991], qualquer um dos dois picos poderia ser usado para detecgdo e
quantificacdo de artemisinina. Entretanto, se os extratos de Artemisia annua contém o
composto arteanuina-B, que tem o mesmo tempo de retengdo que o produto de degradacao
A, a quantificacdo da artemisinina pode ser determinada usando-se somente a curva de

calibragdo do pico B.

5,5
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Figura C-1. Cromatograma GC-FID de artemisinina mostrando os dois produtos de

degradacao.

213



Anexo C — Curvas de calibragao

Detalhes sobre os produtos de degradagdo foram descritos por Christen e
Veuthey [2001]. Segundo os autores, a termolise da artemisinina produz um produto de

decomposicao e dois produtos de rearranjo, segundo o esquema apresentado na Figura C-2.

Figura C-2. Produtos de degradac¢io da artemisinina [Christen e Veuthey, 2001]

Na Figura C-3 sdo apresentadas as curvas de calibra¢do de diferentes compostos.
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Figura C-3. Curvas de calibracio de compostos presentes nos extratos dos diferentes

sistemas.
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Anexo D — Analise Estatistica da SFE de A. annua
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D.2. Coeficientes de transferéncia de massa

D.2.1. Coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (ky,)
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Anexo E — Teste de Atividade Anticancer: C. verbenacea

No presente estudo foi avaliada a atividade anticincer dos extratos de Cordia
verbenacea obtidos pelos diferentes métodos de extragdo. Os testes foram realizados pela

Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA-UNICAMP.

E.1. Material e Métodos

O teste de atividade anticancer foi realizado segundo o procedimento descrito na
literatura [Braga et al., 2003; Leal et al., 2003]. As linhagens tumorais humanas foram
cedidas pelo National Center Institute, Frederick, MD (NCI — E.U.A). Para a realizacdo da
triagem in vitro foram utilizadas as linhagens: K562 (leucemia), MCF-7 (mama), NCI-
ADR (mama com fenétipo de resisténcia a multiplas drogas), UACC-62 (melanoma),
NCI460 (pulmao), PCO3 (prostata), HT29 (c6lon), OVCAR (ovario) e 786-0 (rim). As
células foram cultivadas em frascos de 25 mL (Nunc Brand Products, Roskilde, Dinamarca)
contendo 5 mL de RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technologies, Sao Paulo, Brazil) com 5%
de soro fetal bovino (Gibco BRL, Life Technologies, Sdo Paulo, Brazil). Os extratos foram
diluidos em dimetilsulféxido de so6dio (DMSO) (Sigma Chemical Co.) a 400 vezes a
concentragdo final. O ensaio da sulforrodamina B (SRB) foi realizado de acordo com o
método de Skehan [1990]. As células foram fixadas por meio da precipitagdo de proteinas
com 50 mL de 4cido tricloroacetico (TCA) (Sigma Chemical Co.), a 50% para as células
aderidas e 80 % para as células em suspensdo (leucemia), por 1 hora a 4 °C. Apds esse
tempo, foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua destilada. As células
foram coradas por 30 minutos com 50 pL do corante protéico sulforrodamina B (SRB) a

0,4 % (peso/volume), dissolvido em 4cido acético a 1 % e subseqiientemente lavadas por 4
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vezes com uma solucdo de &acido acético 1 %. As placas foram novamente secas a
temperatura ambiente, e o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150 uL
de uma solu¢do de Trizma Base (Sigma Chemical Co.) 10 mM e pH 10,5 por 5 minutos em
ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um

leitor de microplacas. Os ensaios foram realizados em triplicata.

E.2. Resultados e Discussao

Na Figura E-1 ¢ apresentado o resultado do teste da atividade anticancer do
extrato de C. verbenacea obtido com CO,-SC a 200 bar / 40 °C. Para sua analise, os
extratos podem ser considerados ativos se sua inibicao de crescimento celular for maior que

50 % (indicada pela linha tracejada).

+

g 75 - *

Q

E50 fee . :

Q

#

— -

S 25

. 0

E —a— UACC.62 - Melanoma
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0 0,25 2,5 25 250

Concentragdo (pLg/ mL)

Figura E-1. Atividade anticincer in vitro em funcio da concentracio das células

cancerosas do extrato de C. verbenacea obtido com CO, supercritico a 200 bar e 40 °C.
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Da Figura E-1 pode ser observado que o efeito citotdxico comegou a uma
concentragcdo de extrato de 0,25 pug/mL, exceto para as células de leucemia (K562) e rim
(786-0), que comecaram a 2,5 pug/mL. O efeito citocida comecou a 25 pg/mL, exceto para
as células de ovario (OVCAR), melanoma (UACC.62) e colon (HT29). Quando comparado
com os resultados dos extratos obtidos pelos métodos convencionais, pode-se afirmar que
os comportamentos foram aproximadamente iguais, com a diferen¢a de que para o extrato
obtido com etanol, o efeito citocida para todas as linhagens celulares comegou na
concentragdo de 25 pg/mL. Por outro lado, os resultados apresentados pelos extratos
obtidos a 100 bar / 30 °C, 100 bar 50°C, 300 bar / 30 °C e 300 bar 50 °C, mostraram que,
tanto o efeito citocida quanto o efeito citotoxico, variam de acordo com a condicao
operacional. Para 100 bar / 30 °C e 300 bar / 30 °C, o efeito citotoxico comecou a uma
concentragdo de 0,25 pg/mL. O efeito citocida s6 foi observado para algumas células
(leucemia e ovario) na concentracao de 25 pg/mL. Para 100 bar / 50°C e 300 bar / 50 °C, o
efeito citotoxico para a maioria das células comecou na concentragdo de 2,5 ug/mL, e o

efeito citocida so foi observado a 250 pwg/mL.

Embora nao se tenha identificado o componente ativo da atividade anticancer, ¢
possivel fazer uma inferéncia sobre os resultados anteriormente apresentados, relacionando
a atividade anticancer com a composi¢ao dos extratos. Uma tendéncia geral foi observada
do efeito da pressdo e temperatura sobre a composi¢do do extrato: para a pressao de 100
bar, o aumento da temperatura foi acompanhado por um incremento do teor de 6leo volatil
no extrato, entretanto o contrario foi observado para a pressdo de 300 bar. Este

comportamento foi verificado pela variagdo da pureza relativa de B-cariofileno nos extratos

(kg B-cariofileno / kg extrato X 100). Na condi¢@o de 100 bar / 50 °C a pureza relativa do [3-
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cariofileno foi de 23,62 % (m/m), similar a pureza relativa no 6leo volatil (hidrodestilagdo)
(Tabela 4-8). Na medida em que foi aumentada a densidade do CO,, a pureza relativa de [3-
cariofileno foi diminuindo. A 100 bar / 30 °C, a pureza relativa de B-cariofileno foi de 3,16
% (m/m). Na pressdo de 300 bar as razdes de B-cariofileno foram 2,64 % ¢ 2,52 % (m/m),
para 30 °C e 50 °C, respectivamente. Desta forma, ¢ verificado que o aumento da densidade
do CO; permitiu a co-extracdo de componentes de massa molecular elevada, porém, este
aumento ndo parece favorecer a atividade anticancer, pois como visto anteriormente para o
extrato obtido a 300 bar / 50 °C, ¢ necessdria uma maior concentragdo de extrato para

provocar um efeito citocida nas linhagens celulares. O f -elemeno é o componente ativo da

planta Rhizoma zedoariae que inibe o crescimento de células K562 (leucemia) [Yuan et
al., 1999, citado por Reddy et al., 2003]. Este componente foi identificado nos extratos de

Cordia verbenacea, e principalmente concentrado na fragao obtida a 60 °C / 80 bar.
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E.4. Resultados da Atividade Anticancer dos extratos de C. verbenacea
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Anexo F — Teste de Atividade Antibacteriana

No presente estudo foi avaliada a atividade contra Mycobacterium tuberculosis
dos extratos de Eugenia caryophyllus, Cordia verbenacea e Artemisia annua obtidos com
CO; supercritico. Estes ensaios foram realizados pela Dra. Daisy Sato, do Instituto Adolfo
Lutz — Ribeirdo Preto. A atividade antibacteriana foi avaliada através do teste MBA. A
descricdo da metodologia foi apresentada por Leal et al. [2003]. Os resultados sdo
apresentados na Tabela F-1.

Tabela F-1. Concentracio Minima Inibitoria (MIC) dos extratos de cravo-da-india, C.

verbenacea e A. annua, obtidos com CO; supercritico, contra M. tuberculosis H37Rv

Matéria prima Condicao de extracao MIC (ug/mL)
Eugenia caryophyllus 100 bar / 35 °C >128

200 bar / 40 °C 128

100 bar / 30 °C 128

300 bar / 50 °C / amostra coletada no intervalo 128

Cordia verbenacea
de extragdo de 0 — 15 min

300 bar / 50 °C / amostra coletada no intervalo 128

de extracdo de 15 — 45 min

300 bar / 40 °C 64
400 bar / 50 °C 64
200 bar / 30 °C / amostra coletada no intervalo 64

Artemisia annua .
de extragdo de 5 — 10 min

200 bar / 30 °C / amostra coletada no intervalo 128

de extracao de 110 — 130 min
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O extrato de cravo-da-india apresentou a menor atividade antibacteriana
(Concentragdo Minima Inibitéria (MIC - Minimum Inhibitory Concentraction) > 128
pg/mL). As condi¢cdes operacionais usadas para obter os extratos de C. verbenacea nao
afetaram sua atividade antibacteriana, uma vez que os valores do MIC foram constantes
para todas as condigdes testadas (MIC = 128 pug/mL). Os menores valores de MIC foram
apresentados pelos extratos de A. annua (64 ng/mL). Para estes extratos as condi¢des de
temperatura e pressdo ndo afetam o MIC. Entretanto, ¢ observada uma significativa
diferenca entre os MIC’s dos extratos obtidos nos intervalos de 5-10 min (MIC = 64
pg/mL) e 110-130 min (MIC = 128 pg/mL), obtidos a 200 bar e 30 °C. Embora ndo se
tenha identificado o composto responsavel pela atividade antibacteriana de 4. annua, ¢é
possivel inferir sobre os resultados observados, relacionando a atividade antibacteriana com
o teor de artemisinina. A artemisinina ¢ uma droga altamente efetiva contra a malaria. A
analise quimica mostrou que o teor de artemisinina (kg artemisinina / kg of extrato x 100)
diminui com o tempo de extragcdo, sendo 14,95 % no intervalo de tempo de 5-10 min e
10,62 % no intervalo de 110-130 min. A co-extracdo de compostos de elevada massa
molecular, no intervalo de 110-130 min, € possivel, e conseqiientemente ¢ necessaria uma

maior quantidade de extrato para inibir o crescimento bacteriano.
Referéncias bibliograficas
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Anexo G — Dados Experimentais

G.1. Artemisia annua (Umidade 8,3 % b.u.)

G.1.1. Rendimento global

Extracdo com CO; pressurizado

+ 30°C
Pressao (bar) Massa de alimentacdo (g) Massa de extrato (g)

75 2,01 0,0657
100 2,01 0,087
150 2,01 0,0973
200 1,99 0,0949
300 2,02 0,1011
400 3,05 0,1548

+ 50°C
75 1,99 0,0052
100 2,01 0,0658
150 2,01 0,0811
200 2,02 0,0915
300 2,01 0,1057
400 3,01 0,1795

Extracdo com métodos convencionais
+ Extra¢do com Hexano 8 0,5345
4+ Hidrodestila¢do 40,01 0,1806
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G.1.2. Curvas globais de extracao (Massa de alimentacio: 50 g)

+ P =400 bar; T =50 °C

Vazio de solvente x 107 kg CO, /s (Qco,)

5,5 11,1
Tempo (min) Massa total de extrato (g) Tempo (min) Massa total de extrato (g)
6,5 0,1871 5 0,4303
10 0,2596 10 0,7344
15 0,3453 15 1,0037
20 0,4256 20 1,2154
30 0,5615 30 1,4653
40 0,6857 40 1,6880
50 0,7832 50 1,9055
60 0,9105 60 2,1181
70 1,0334 70 2,3327
80 1,1439 80 2,4858
90 1,2679 90 2,5997
110 1,4648 100 2,6778
130 1,6636 130 2,8896

& P =200bar; T=50"°C

Vazio de solvente X 10° kg CO2/s (O, )

5,5 11,1
Tempo (min) Massa total de extrato (g) Tempo (min) Massa total de extrato (g)
5 0,1240 5 0,2711
10 0,2525 10 0,5402
15 0,3711 15 0,7570
20 0,4593 20 0,9158
30 0,5777 30 1,2051
45,5 0,7226 40 1,4382
50 0,7634 50 1,5566
62 0,8690 60 1,6974
73 0,9757 70 1,8179
80 1,0266 80 1,9103
90 1,1151 90 1,9781
110 1,2530 110 2,1029
130 1,3640 130 2,2054
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& P =400bar; T =30 °C

Vazio de solvente x 10”° kg CO, /s (Qco,)

5,5 11,1
Tempo (min) Massa total de extrato (g) Tempo (min) Massa total de extrato (g)

5 0,0971 5 0,2812
10 0,2141 10 0,6676
15 0,3520 15 0,8831
20 0,4833 20 1,0764
30 0,7368 30 1,3484
40 0,9559 40 1,5031
50 1,1183 50 1,6267
60 1,2472 60 1,7206
70 1,3590 70 1,7678
80 1,4319 80 1,8564
90 1,4844 90 1,8782
110 1,5592 110 1,9647
130 1,6321 130 2,0338

& P =200bar; T =30 °C

Vazio de solvente X 10° kg CO2/s (O, )

5,5 11,1
Tempo (min) Massa total de extrato (g) Tempo (min) Massa total de extrato (g)

5 0,0543 5 0,4367
10 0,1182 10 1,0109
15 0,2221 15 1,1840
20 0,2589 20 1,3332
30 0,3791 30 1,5213
40 0,5012 40 1,6382
50 0,6188 50 1,7379
60 0,6895 60 1,8011
70 0,7726 70 1,8532
80 0,8470 80 1,8995
90 0,8999 90 1,9442
110 1,0227 110 2,0154
130 1,1488 130 2,0839
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G.2. Cordia verbenacea (Umidade 6,3 % b.u.)

G.2.1. Curvas globais de extracdo — Efeito da Temperatura e Pressao

& P=300bar; T=50°C, O, =7,63x10° kg CO,/s

Experimento 1

Experimento 2

Tempo (min) Massa total de extrato (g) Tempo (min) Massa total de extrato (g)

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
60
70
80
90
100
110
120
140
155
175

0,0460
0,1927
0,3808
0,4871
0,5871
0,6813
0,7483
0,8125
0,8558
0,9116
0,9942
1,0884
1,1796
1,2442
1,2907
1,3308
1,3642
1,4168
1,4534
1,4982

5
10
17
20
25
30
35
40
45
50
60
70
80
90
100
110
120
140
159
175

0,0387
0,1466
0,3060
0,3641
0,4674
0,5604
0,6416
0,6914
0,7599
0,8212
0,9610
1,0517
1,1030
1,1385
1,1782
1,2200
1,2572
1,3217
1,3747
1,4091
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Anexo G — Dados Experimentais

& P=200bar; T=40°C, O, =763 x10° kg CO,/s

Experimento 1

Experimento 2

Tempo (min) Massa total de extrato (g) Tempo (min) Massa total de extrato (g)

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
60
70
80
90
100
110
120
130
150
170

0,0404
0,0967
0,1699
0,2432
0,2971
0,3336
0,3656
0,4324
04716
0,5025
0,5509
0,6091
0,6446
0,6969
0,7262
0,759
0,7802
0,8057
0,8503
0,8932

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
60
70
80
90
100
110
123
130
150
170

0,0542
0,1391
0,2144
0,2798
0,3692
0,3996
0,4364
0,4715
0,5131
0,5389
0,5966
0,6317
0,6682
0,7034
0,7374
0,764
0,7981

0,818
0,8631
0,8968
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Anexo G — Dados Experimentais

G.2.2. Curvas globais de extracao - Efeito da Altura do Leito
P =200 bar
T=40°C

Oco, = 6,49 %107 kg CO,/ s

Altura do leito (cm)
8 16 24
F=1005¢g F=20,11g F=30,16g
Massa total de extrato (g)

Tempo (min)

5 0,0351 0,0828 0,0903
10 0,0512 0,1210 0,1584
15 0,0590 0,1476 0,1951
20 0,0653 0,1639 0,2132
25 0,0694 0,1743 0,2351
30 0,0725 0,1849 0,2562
40 0,0796 0,1946 0,2788
50 0,0867 0,2011 0,2938
60 0,0948 0,2045 0,3187
80 0,1039 0,2144 0,3572
100 0,1187 0,2218 0,3820
120 0,1289 0,2276 0,4013
140 0,1397 0,2415 0,4145
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Anexo G — Dados Experimentais

G.3. Foeniculum vulgare (Umidade 7,6 % b.u.)

G.3.1. Curva global de extracao
Massa de alimentacdo = 24,98 g
P =250 bar
T=40°C

Oco, = 6,8 %107 kg de CO;

Tempo (min)

Experimento 1 Experimento 2

5 0,4330 0,4778
10 0,7565 0,7585
15 1,0258 1,0308
20 1,2409 1,2105
25 1,4055 1,4530
30 1,5873 1,6213
40 1,8510 1,8678
50 2,0323 2,0078
60 2,1421 2,1064
80 2,2213 2,1752
100 2,2650 2,2223
120 2,3156 2,2422
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