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RESUMO 

 

A folha da mangueira (Mangifera indica L.) é uma fonte potencial de antioxidantes naturais, os 

quais possuem efeitos benéficos na saúde humana e evitam a deterioração de alimentos. No 

entanto, os métodos tradicionais para extração desses compostos bioativos têm com principal 

desvantagem o uso de solventes tóxicos, como o metanol e a acetona. Neste contexto, o objetivo 

deste trabalho foi a extração de antioxidantes da folha da mangueira utilizando técnicas de 

extrações em uma e duas etapas com solventes GRAS (Generally Recognized As Safe). A 

extração em uma etapa foi realizada com dióxido de carbono supercrítico, água e etanol. As 

temperaturas e pressões do dióxido de carbono supercrítico variaram entre 40 e 60 °C e 150 e 250 

bar, respectivamente. As extrações com água e etanol foram feitas a 40 °C por 24 horas. A 

extração em duas etapas foi empregada através da combinação da extração supercrítica com a 

extração convencional. Neste caso, os resíduos das extrações supercríticas a 40 °C foram 

submetidos a uma nova extração com água ou etanol. Todos os extratos foram caracterizados 

quanto ao rendimento de fenólicos totais e a quantidade de mangiferina. A atividade antioxidante 

de todos os extratos foi determinada pelos métodos ORAC e DPPH. O solvente mais eficiente na 

extração dos compostos antioxidantes foi o etanol. Os resultados obtidos com o CO2 supercrítico 

foram superiores aos reportados na literatura, no entanto, foram baixos quando comparados às 

demais técnicas utilizadas neste trabalho. Na extração aquosa, o pré-tratamento da matriz vegetal 

com CO2 supercrítico a 40 °C e 150 bar aumentou em 65% o rendimento de fenólicos totais e 

25% o rendimento de mangiferina, enquanto que o pré-tratamento a 40 °C e 250 bar  propiciou 

um aumento de 30 e 75% (método ORAC e DPPH, respectivamente) na atividade antioxidante. 

No entanto, na extração etanólica, o pré-tratamento com CO2 não apresentou nenhuma influência 

significativa nos resultados. Finalmente, em todos os extratos, a atividade antioxidante 

apresentou correlação positiva com o rendimento de fenólicos totais, indicando que os fenóis são 

os principais antioxidantes da folha da mangueira.  
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ABSTRACT 

 

The mango (Mangifera indica L.) leaf is a potential source of natural antioxidants, which have 

beneficial effects on human health and prevent food deterioration. However, the traditional 

methods to extract these bioactive compounds have as main drawback the use of toxic solvents, 

such as methanol or acetone. In this context, this work aimed at the antioxidants extraction of 

mango leaves using extraction techniques in one and two steps with GRAS (Generally 

Recognized As Safe) solvents. Single step extractions were performed with supercritical carbon 

dioxide, water and ethanol. Temperatures and pressures of supercritical carbon dioxide were 

between 40 and 60 °C and 150 and 250 bar, respectively. The extractions with water and ethanol 

were carried out in batches at 40 °C for 24 hours. Two-step extraction was applied combining 

supercritical extraction with conventional extraction. In this case, residues of supercritical 

extraction at 40 °C were submitted to an another extraction with water or ethanol. All extracts 

were analyzed for phenolic compounds content and the amount of mangiferin. The antioxidant 

activity was determined by ORAC and DPPH methods. The most efficient solvent in the 

antioxidant extraction was ethanol. The results obtained with supercritical CO2 were higher than 

those reported in literature, however, were low when compared to other techniques used in this 

study. In aqueous extraction, the pre-treatment of the vegetable matrix with supercritical CO2 at 

40 °C and 150 bar increased approximately 65% the yield of the total phenolics and 25% the 

yield of mangiferin, whereas pre-treatment at 40 °C and 250 bar resulted in an increased of 30 

and 75% (method ORAC and DPPH, respectively) in antioxidant activity. However, in ethanolic 

extraction, pre-treatment with CO2 showed no significant influence on the results. Finally, in all 

extracts, the antioxidant activity was positively correlated with the yield of total phenolics, 

indicating that phenols are the main antioxidants of the mango leaves. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O contato entre uma molécula de oxigênio e um composto lipídico pode iniciar uma 

reação em cadeia responsável pela formação de radicais livres, os quais são altamente instáveis e 

reagem rapidamente provocando o surgimento de diversos produtos secundários indesejáveis 

(Frankel, 1980; 1984; Horton e Fairhurst, 1987). Nos alimentos, principalmente em óleos e 

gorduras, esses produtos secundários estão relacionados ao aparecimento de características 

organolépticas indesejáveis (rancidez), à perda de valores nutricionais e à diminuição da vida de 

prateleira (Shahidi, 1997), enquanto que, no corpo humano, a presença desses radicais livres 

contribui para o envelhecimento e o desenvolvimento de várias doenças degenerativas como 

câncer, doenças cardiovasculares, catarata, aterosclerose, diabetes e doenças neurológicas (Ames, 

1983; Ferrari e Torres, 2003). 

Na tentativa de reduzir ou inibir a atuação dos radicais livres, o uso de compostos com 

propriedades antioxidantes tem recebido atenção especial nos últimos anos. Na indústria de 

alimentos os antioxidantes sintéticos, incluindo o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-

tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e o propil galato (PG), são utilizados a cerca de 

60 anos para controlar e/ou evitar os processos oxidativos. Entretanto, devido a questões de 

segurança, a utilização desses compostos vem sofrendo algumas restrições. Estudos sobre a 

toxicologia dos antioxidantes sintéticos concluíram que esses compostos possuem efeitos 

patogênicos, tóxicos e cancerígenos (Ito et al., 1986; Vanesch, 1986). Dessa forma, há uma 

tendência na utilização dos antioxidantes naturais, uma vez que esses são considerados seguros e 

são consumidos pelos seres humanos há séculos através de frutas e verduras (Frankel, 1996).  

Em geral, o benefício para a saúde atribuído a frutas e verduras está associado à presença 

de sustâncias com propriedades antioxidantes: os compostos fenólicos (Dimitrios, 2006). Esses 

compostos são produtos do metabolismo secundário das plantas, exercendo funções essenciais na 

reprodução e no seu crescimento. Frutas, folhas, sementes, cascas e raízes são excelentes fontes 

de compostos fenólicos (Ramarathnam, Ochi e Takeuchi, 1997).  

Krishnaiah, Sarbatly et al. (2011) publicaram um trabalho de revisão sobre o potencial 

antioxidante dos extratos dos caules, cascas, raízes, folhas, frutas e sementes de diversas espécies 

de plantas medicinais e concluíram que muitas dessas espécies têm atividade antioxidante similar 



2  Introdução 

 

aos antioxidantes sintéticos. Entretanto, apesar de existirem diversos trabalhos avaliando o 

potencial antioxidante dos extratos das plantas, os métodos de extração utilizados são bastante 

heterogêneos. 

 Usualmente, a extração com solventes polares é a técnica mais utilizada para obtenção de 

extratos com compostos fenólicos e atividade antioxidante. Acetona, metanol, etanol e água são 

os solventes mais empregados (Abdalla et al., 2007; Ajila et al., 2007; Arabshahi-Delouee e 

Urooj, 2007; Ling et al., 2009; Martinez-Correa et al., 2011). Processos que empregam o dióxido 

de carbono supercrítico podem ser uma alternativa para se obter extratos com compostos 

bioativos, tendo em vista que o dióxido de carbono produz extratos limpos, é inerte, não tóxico, é 

livre de microrganismos patogênicos e a ausência de oxigênio previne a oxidação (Pokorny e 

Korczak, 2001). No entanto, o dióxido de carbono é um solvente apolar e a extração fica restrita a 

compostos apolares ou de baixa polaridade (Shi et al., 2011).  

Diversos extratos de frutas tropicais obtidos com diferentes solventes têm sido 

investigados quanto a sua capacidade antioxidante e concentração de compostos fenólicos 

(Aymoto Hassimotto, Genovese e Lajolo, 2009; Contreras-Calderon et al., 2011; Da Silva et al., 

2012; El Monfalouti et al., 2012). A manga (Mangifera indica L.) é uma das frutas tropicais mais 

estudadas quanto a sua atividade antioxidante, pois é abundante e uma fonte potencial de 

compostos fenólicos. Matsusaka e Kawabata (2010) avaliaram a atividade antioxidante dos 

extratos da polpa, casca e semente de oito frutas tropicais e concluíram que as partes não 

comestíveis (casca e semente) da manga obtiveram os melhores resultados. Outros pesquisadores 

também confirmaram o potencial antioxidante da casca e semente da manga (Soong e Barlow, 

2006; Abdalla et al., 2007; Ajila et al., 2007; Dorta, Gloria Lobo e Gonzalez, 2012).  

Estudos recentes também sugerem que a folha da mangueira é uma fonte significativa de 

polifenóis, onde o principal componente é a mangiferina, um composto com atividade 

antioxidante comprovada (Garrido et al., 2004; Mishra et al., 2006). Ling, Yap et al. (2009), por 

exemplo, verificaram que os extratos das folhas da mangueira possuíam capacidade antioxidante 

significativamente superior ao extrato da semente de uva, o qual tem atividade similar ao 

antioxidante sintético butil-hidroxi-anisol (BHA) (Jayaprakasha, Singh e Sakariah, 2001). 

Portanto, para tornar um antioxidante natural comercialmente vantajoso, é importante identificar 

os métodos de extração apropriados visando aumentar o rendimento dos componentes bioativos 

com potencial antioxidante nos extratos. 
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Os métodos tradicionais mais eficazes para obtenção de extratos com potencial 

antioxidantes têm como principal desvantagem a utilização de solventes tóxicos (e.g. metanol e 

acetona) e, por isso, há um grande interesse no desenvolvimento de novos processos baseado no 

uso de solventes reconhecidos como seguros pela indústria de alimentos (GRAS – Generally 

Recognized As Safe), como a água, etanol e dióxido de carbono supercrítico. 

Algumas pesquisas mostraram que se podem obter extratos com alto teor de compostos 

fenólicos quando combinadas sequencialmente a extração com dióxido de carbono supercrítico e 

um solvente convencional (Ribeiro, Bernardo-Gil e Esquivel, 2001; Vatai, Skerget e Knez, 2009; 

Martinez-Correa et al., 2011). Nesses casos, na primeira etapa, o dióxido de carbono supercrítico 

extrai os compostos pouco polares e, consequentemente, altera a interação dos solutos 

remanescentes (principalmente os compostos fenólicos polares) com a matriz vegetal, que serão 

extraídos com maior eficiência numa segunda etapa com um solvente polar (água ou etanol). 

Dessa forma, torna-se importante investigar a técnica de extração adequada (com uma ou 

duas etapas extração) no intuito de maximizar a atividade antioxidante dos extratos das folhas de 

mangueira utilizando solventes sem restrições ao uso (e.g. água, etanol e dióxido de carbono 

supercrítico). Na literatura, não há relatos da aplicação da extração supercrítica combinada com a 

extração convencional para obtenção dos extratos das folhas de mangueira. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar diferentes técnicas de obtenção do extrato da folha da mangueira (Mangifera indica 

L.) utilizando métodos de extração convencional (com água e etanol), extração supercrítica (com 

CO2) e extração em duas etapas (extração supercrítica combinada com a extração convencional) 

com o intuito de se obter extratos bioativos ricos em compostos fenólicos e com elevada 

atividade antioxidante. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Os objetivos específicos estão listados a seguir: 

 Obter extratos da folha da mangueira (Mangifera indica L.) utilizando água, etanol e 

dióxido de carbono supercrítico (extração em uma etapa); 

 Obter extratos etanólicos e aquosos do resíduo sólido resultante da extração 

supercrítica (extração em duas etapas); 

 Estudar a alteração na estrutura da matriz vegetal antes e depois do processo de 

extração supercrítica através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV); 

 Determinar a atividade antioxidante dos extratos através do método de inibição do 

radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e do método ORAC (Oxygen radical 

absorbance capacity). 

 Determinar o teor de compostos fenólicos dos extratos utilizando o método Folin-

Ciocalteu; 

 Quantificar o rendimento do composto fenólico mangiferina dos extratos através da 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 Verificar a influência das condições da extração supercrítica (temperatura e pressão) no 

rendimento de compostos fenólicos e atividade antioxidante dos extratos. 
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 Verificar a relação entre o teor de compostos fenólicos dos extratos e da quantidade de 

mangiferina com a atividade antioxidante; 

 Obter as curvas cinéticas e as isotermas de solubilidade da extração supercrítica da 

folha de manga (Mangifera indica L.); e 

 Modelar a cinética de extração supercrítica e as isotermas de solubilidade da extração 

supercrítica. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Antioxidantes 

 

Antioxidantes são compostos que significativamente inibem ou retardam processos 

oxidativos (Halliwell e Gutteridge, 2007). Quando presentes em pequenas concentrações 

comparadas ao substrato oxidável, os antioxidantes são capazes de prevenir a deterioração de 

alimentos (Shahidi, 1997) e de proteger o corpo humano contra danos causados por espécies 

reativas de oxigênio (Ames, 1983). Essas espécies reativas ou radicais livres são intermediários 

associados a doenças do envelhecimento, como inflamações crônicas, aterosclerose, catarata, 

diabetes e doenças neurológicas (Ferrari e Torres, 2003). Além disso, a ação dos antioxidantes 

está relacionada também com a redução dos riscos de câncer e doenças cardiovasculares 

(Gaziano, 1996; Hercberg et al., 1998; Palace et al., 1999). Portanto, a presença de antioxidantes 

nos alimentos possui benefícios claros: eles minimizam o desenvolvimento de sabores e odores 

indesejáveis, aumentam a vida de prateleira, mantêm os valores nutricionais (Sims e Fioriti, 

1977) e, quando ingeridos, inibem reações de oxidação nocivas ao corpo humano. 

 

3.1.1 Mecanismo da oxidação dos lipídios 
 

 Auto-oxidação ou peroxidação lipídica ocorre quando um lipídio, em geral um ácido graxo, 

é atacado por um oxigênio alterando a sua estrutura química. Essa alteração é responsável pela 

perda da qualidade de diversos produtos e pela formação de substâncias tóxicas.  

O mecanismo básico desse processo está bem estabelecido (Frankel, 1984; Horton e 

Fairhurst, 1987). A reação da molécula de lipídio com a molécula de oxigênio envolve uma 

reação em cadeia de um radical livre e pode ser separada em 3 etapas: iniciação, propagação e 

terminação (Figura 3.1). 

Na etapa inicial, os radicais livres são formados por processos envolvendo a retirada de 

um hidrogênio de um lipídio insaturado (LH) mediante a ação de íons metálicos, luz, radiação, 

calor ou outros meios. O intermediário formado é um radical lipídico (L•), o qual apresenta um 
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par de elétrons não emparelhados. Ele é considerado uma estrutura instável e tende a reagir 

rapidamente para formar compostos sem radicais livres (Jadhav et al., 1996).   

 

Figura 3.1 - Mecanismo de oxidação lipídica. Adaptado de Berdahl, Nahas et al. (2010). 

Na etapa de propagação, a molécula de oxigênio reage com o radical lipídico (L•) e forma 

radicais peróxidos lipídicos (LOO•), o qual reage com um lipídio insaturado (LH) e inicia uma 

reação em cadeia, resultando na formação de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) e novos radicais 

livres (L•). Os hidroperóxidos lipídicos podem reagir com um íon metálico e formar uma nova 

fonte de radicais livres, os radicais alcoxi (LO•). Esses radicais podem promover a formação de 

produtos secundários (cetonas, álcoois, hidrocarbonetos e aldeídos), os quais são responsáveis 

pela rancidez dos alimentos (formação de odores e sabores indesejáveis) e por diversas doenças 

(Jacobsen, 2010; Skibsted, 2010)  
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Na terminação, os radicais livres reagem entre si e formam compostos estáveis. No 

entanto, ainda que a associação de radicais esteja relacionada a uma baixa energia de ativação, a 

ocorrência da terminação é controlada pela concentração de radicais livres, a qual é responsável 

pela frequência de encontro entre radicais (Berdahl, Nahas e Barren, 2010). 

 

3.1.2 Classificação dos antioxidantes 

 

 Tradicionalmente, os antioxidantes eram definidos como compostos que sequestravam 

radicais livres, inativando-os. Entretanto, atualmente, é comum definir antioxidante como 

qualquer composto que inibe o processo de deterioração de lipídios (Decker et al., 2010). Dessa 

forma, segundo Berdahl, Nahas et al. (2010), os antioxidantes podem ser classificados como:  

a) Antioxidantes primários: compostos que doam hidrogênio ou elétrons para os radicais 

lipídicos (LOO• ou LO•) e formam um radical antioxidante (A•) de baixa energia que 

evita oxidações adicionais (Bolland e Ten Have, 1947): 

 • •LOO AH LOOH A     (3.1) 

 • •LO AH LOH A    (3.2) 

b) Antioxidantes secundários: substâncias que reagem com os hidroperóxidos (LOOH), 

convertendo-os em formas mais estáveis. Essa ação evita que os hidroperóxidos 

interajam com metais e formem novos radicais livres alcóxi; 

c) Quelantes: os antioxidantes desse grupo impendem a atividade catalisadora dos 

metais na formação de radicais livres; 

d) Supressores: substâncias que desativam espécies com alta energia, como oxigênio 

singlet (1O2) ou compostos fotoativos; 

e) Sequestradores de oxigênio: substâncias que reagem com oxigênio removendo-o do 

sistema para evitar possíveis processos oxidativos; 

f) Regeneradores (ou sinergistas): compostos que reduzem os radicais que são formados 

quando um antioxidante primário doa um átomo de hidrogênio ou um elétron a um 

radical livre. 

Todos esses antioxidantes agem em diferentes partes do processo oxidativo de acordo 

com a Figura 3.2. 
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Figura 3.2 - Funcionamento dos antioxidantes. Adaptado de Berdahl, Nahas et al. 

(2010). 

 

3.1.3 Compostos fenólicos como antioxidantes 
 

Os compostos fenólicos são moléculas orgânicas que apresentam pelo menos um anel 

aromático com um ou mais grupos hidroxilas. Sua estrutura básica é apresentada na Figura 3.3. 

Eles compreendem mais de oito mil espécies e podem ser classificados seguindo diferentes 

critérios. No entanto, para uma melhor compreensão, as principais classes dos compostos 

fenólicos são divididas de acordo com o peso molecular, como mostra a Tabela 3.1. 
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Figura 3.3 - Estrutura típica dos compostos fenólicos. 

Tabela 3.1 - Principais classes de compostos fenólicos em função do peso molecular.  

Peso 
molecular 

Estrutura Classe Subclasse Exemplos 

Baixo 
C6-C1 

Ácidos 
hidroxibenzóicos 

 Vanílico, gálico, 
elágico, salicílio 

C6-C3 
Ácidos 
hidroxicinâmicos 

 Cumárico, caféico, 
ferúlico, sinápico. 

Intermediário C6-C3-C6 Flavonóides 

Antocianidinas 
Flavonóis 
Flavanóis 
Flavononas 
Flavonas 
Isoflavonas 
Chalconas 

Apigenidina, cianidina 
Quercetina, miricetina 
(+)-catequina 
Naringenina 
Apigenina, luteolina 
Genisteína, daidzeína 

Alto 
(C6-C1)n 

Taninos 
hidrolizáveis 

  

(C6-C3-C6)n 
Taninhos 
condensados 

  

Fonte: Escarpa e Gonzalez (2001) 

A capacidade antioxidante dos compostos fenólicos está estritamente relacionada com a 

ressonância do anel aromático. O grupo hidroxila doa um átomo hidrogênio ao radical livre e, 

então, o radical antioxidante formado é estabilizado pela ressonância do anel aromático (Figura 

3.4) (Hall III, 2000). 
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Figura 3.4 - Mecanismo de ressonância que mantém um composto fenólico estável.  

Assim sendo, um composto fenólico é capaz de inativar pelo menos dois radicais livres: o 

primeiro é inativado quando o antioxidante reage com o radical alcóxi ou peróxido e o segundo 

quando o radical antioxidante reage na etapa de terminação com outro radical formando um 

composto sem radicais (Figura 3.5). Porém, alguns antioxidantes fenólicos são capazes de 

inativar mais de um radical livre. Isso ocorre quando o composto possui outro átomo de 

hidrogênio que também pode ser doado (Decker et al., 2010), como é o caso de muitos 

flavonóides. 

 

Figura 3.5 - Mecanismo pelo qual um composto fenólico pode inativar dois radicais 

livres. 

 

3.1.3.1 Flavonóides 

 

Os flavonóides são o maior grupo de compostos fenólicos de ocorrência natural 

distribuído entre o reino vegetal. Sua estrutura básica é conhecida como difenilpropano (C6-C3-

C6) em referência aos dois anéis aromáticos ligados por meio de três carbonos que usualmente 

formam um heterociclo oxigenado (Figura 3.6) (Heim, Tagliaferro e Bobilya, 2002). 
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Figura 3.6 - Estrutura básica dos flavonóides. 

Diversos subgrupos são classificados de acordo com a mudança dos padrões do anel C e 

da posição do anel B. Os maiores grupos são flavonóis, flavonas, isoflavonas, catequinas, 

proantocianidinas, e antocianinas (Figura 3.7). Chalconas, flavononas, leucoantocianinas, 

dihidroflavonóis são os precursores comuns dos diferentes subgrupos. A maioria desses 

compostos possui atividade antioxidante. Em geral, eles agem como sequestradores de radicais 

livres (antioxidantes primários). A presença de grupos hidroxilas nas posições 3’, 4’ e 5’ no anel 

B aumenta a atividade antioxidante comparado com os compostos que possuem apenas um único 

grupo hidroxila. Além disso, a presença na hidroxila na posição 3 e as duplas ligações entre as 

posições 2 e 3 no anel C também tem um efeito positivo nas propriedades antioxidantes desses 

compostos (Rajalakshmi e Narasimhan, 1996). 

Os flavonóides estão amplamente distribuídos em folhas, sementes, cascas de árvores e 

flores (Harborne e Williams, 2000). Eles ocorrem na forma de glicosídio, isto é, com alguma 

molécula de açúcar ligada à sua estrutura (Kandaswami e Middleton Jr., 1997). A unidade 

glicosídica mais comumente encontrada é a glicose, mas outros açucares também podem ser 

encontrados, tais como glicoramnose, galactose, arabinose e ramnose. Os flavonóides que não se 

encontram ligados a uma molécula de açúcar são chamados de agliconas (Cook e Samman, 

1996). 
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Figura 3.7 - Estrutura de alguns flavonóides. 
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3.1.4 Antioxidantes naturais e sintéticos 
 

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grupos: sintéticos e naturais. Os 

antioxidantes sintéticos são principalmente compostos fenólicos e incluem o butil-hidroxi-anisol 

(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG) 

(Figura 3.8) (Velioglu et al., 1998). Eles são amplamente utilizados no controle da oxidação em 

alimentos, pois apresentam baixo custo, elevada pureza e atividade constante (Berdahl, Nahas e 

Barren, 2010). Entretanto, estudos mostram que esses antioxidantes possuem efeitos patogênicos, 

tóxicos e cancerígenos (Ito et al., 1986; Vanesch, 1986).  

 

Figura 3.8 - Estrutura de alguns antioxidantes sintéticos.  

Além disso, antioxidantes sintéticos derivados do petróleo, como o BHA e BHT, foram 

utilizados inicialmente na proteção de polímeros contra oxidação (Rajalakshmi e Narasimhan, 

1996) antes de sua introdução em produtos alimentícios e estão na dieta humana por apenas 60 

anos, enquanto que antioxidantes naturais são consumidos há milhares de anos (Frankel, 1996; 

Berdahl, Nahas e Barren, 2010).  

Em diversos países, regulamentações limitam a quantidade de antioxidantes sintéticos, 

como o BHA, BHT e TBHQ, em cada aplicação na indústria de alimentos e impõem vários testes 

de segurança obrigatórios. Este não é o caso dos antioxidantes naturais. Nos Estados Unidos, por 

exemplo, o uso de antioxidantes naturais derivados de plantas é considerado seguro e, 

automaticamente, nenhum teste de segurança é requerido (German, 2002).  

Por esses motivos, e também devido há uma forte tendência dos consumidores darem 

preferência aos aditivos naturais em alimentos, pesquisas na área dos antioxidantes naturais vêm 

aumentando. Possíveis fontes naturais de antioxidantes têm sido pesquisadas em diversas partes 

de plantas, como frutas, folhas, flores, sementes, cascas e raízes (Ramarathnam, Ochi e Takeuchi, 
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1997). Kahkonen, Hopia et al. (1999), por exemplo, avaliaram a atividade antioxidante de 92 

extratos de partes comestíveis e não comestíveis de plantas. 

Segundo Rajalakshmi e Narasimhan (1996), os compostos naturais com atividade 

antioxidante, em geral, são: compostos fenólicos (carnosol, ácido caféico, ácido clorogênico, 

ácido rosmarínico, ácido carnósico, ácido ferúlico, eugenol, flavonóides, entre outros), 

aminoácidos, ácidos orgânicos (cítrico, tartárico e ascórbico), lecitina, ácido 

nordihidroguaiarético (NDGA), ácidos fíticos, proteínas, saponinas, vitamina E, β-caroteno, 

curcumina, ligninas, hidrolisados proteicos, esteróis e ácido úrico. No entanto, os antioxidantes 

naturais mais ativos são os compostos fenólicos (Karpinska, Borowski et al., 2001). A Tabela 3.2 

apresenta diversos antioxidantes naturais encontrados em plantas. 
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Tabela 3.2 - Algumas substâncias antioxidantes encontrados em plantas.  

Matéria-prima Substâncias Referência 

Folhas de oliveira 

(Olea europaea) 

Hidroxitirosol, tirosol, luteolina-7-O-

glucósido, apigenina-7-O-glucósido e 

oleuropeína 

Hayes, Allen et 

al. (2011) 

Folhas de ameixa 

(Eriobotrya japônica) 

Ácido 3-cafeoilquínico, ácido 5-

cafeoilquínico e ácidos 5-feruloilquínicos 

Ferreres, Gomes 

et al. (2009) 

Sementes de Romã 

(Punica granatum) 

Fenóis derivados de ácidos, flavan-3-óis, 

flavonóides glicosídeos e taninos 

hidrolisáveis. 

He, Xu et al. 

(2011) 

Folhas de bardana 

(Arctium lappa) 

Quercetina, cinarina, ácido benzóico, 

quercitrina, ácido caféico, luteolina, ácido 

clorogênico, ácido p-cumárico, arctiina e 

rutina 

Lou, Wang et al  

(2010) 

Folhas de alecrim 

(Rosmarinus officinalis), 

manjerona (Origanum 

majorana) e orégano 

(Origanum vulgare) 

Ácido rosmarínico, ácido caféico, luteiolina-

7-O-glicosídeo, apigenina-7-glicosídeo, 

ácido gálico, ácido carnósico, carnosol e 

melanoidina 

Hossain, Barry-

Ryan et al., 

(2011) 

Folhas de erva doce 

(Foeniculum vulgare) 

Ácído neoclorogênico, ácido 

criptoclorogênico,  ácido  clorogênico,  

eriocitrina,  rutina,  miquelianina e  ácido 

rosmarínico. 

Faudale, 

Viladomat et al. 

(2008) 

Polpa, semente e folha de 

ameixa (Eriobotrya 

japonica), figueira (Ficus 

carica) e mamão (Asimina 

triloba) 

Ácido gálico, catequina, ácido elágico, ácido 

caféico, ácido p-cumárico, quercetina e ácido 

ferúlico. 

Pande e Akoh 

(2010) 
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3.2 Análises dos extratos naturais 

 

 Diversos métodos têm sido desenvolvidos para analisar o potencial antioxidante de extratos 

naturais. Entretanto, não há um método universal para medir a atividade antioxidante de todos os 

extratos de forma precisa e quantitativa (Prior, Wu e Schaich, 2005). Nesse contexto, os métodos 

de inibição de radicais livres (DPPH e ORAC) são os mais utilizados. O método Folin-Ciocalteu 

é amplamente empregado na análise do teor de fenólicos totais dos extratos naturais, enquanto 

que, a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é e utilizada na análise quantitativa de 

componentes específicos. 

 

3.2.3 Fenóis totais pelo método Folin-Ciocalteu (FC) 
 

O ensaio de fenóis total originalmente foi designado para a análise de proteína por reação 

entre o reagente e a tirosina (que contém um grupo fenol) em proteínas. O reagente Folin-

Ciocalteu oxida fenóis e produz um produto colorido com um máximo de absorção à 745-750 nm 

(Folin e Ciocalteu, 1927). Singleton, Orthofer et al. (1999) adotaram esse ensaio para a análise de 

compostos fenólicos no vinho. Desde então, esse método vem sendo utilizado em muitos estudos 

para medir a quantidade de compostos fenólicos em diversos tipos de extratos. 

A natureza química exata do reagente Folin-Ciocalteu é desconhecida, mas admite-se que 

é composto por uma solução ácida de polímeros complexos dos ácidos fosfomolinídico e 

fosfotunguístico. Este reagente de cor amarela reage com os compostos fenólicos e é reduzido a 

um complexo azul de molibdênio-tungstênio, o qual pode ser detectado em 750-765 nm 

(Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos, 1999). Habitualmente, o ácido gálico é utilizado como 

padrão de referência e os resultados são expressos como ácido gálico equivalente (mg/L).  

O método FC se tornou um ensaio comum no estudo dos antioxidantes fenólicos, pois é 

simples, reprodutível, conveniente e o reagente está comercialmente disponível (Magalhaes et al., 

2008). No entanto, diversas outras substâncias, particularmente açúcares, aminas aromáticas, 

dióxido de enxofre, ácido ascórbico, Cu(I), Fe(II), entre outras, podem interferir nesse método e, 

em algumas situações, esse ensaio pode não ser adequado para a determinação do conteúdo 

fenólico total, a menos que espécies interferentes sejam consideradas ou removidas (Prior, Wu e 
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Schaich, 2005). Portanto, recentemente, o método FC também vem sendo utilizado para avaliar a 

capacidade de redução de extratos. 

 

3.2.1 Atividade antioxidante pelo método DPPH 
 

 O método DPPH foi primeiramente descrito por Blois (1958) e depois foi modificado por 

diversos pesquisadores. É um dos métodos mais utilizados devido sua simplicidade, estabilidade 

e reprodutibilidade (Kitts, Wijewickreme e Hu, 2000). 

O DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) é um radical livre estável, vendido 

comercialmente e não precisa ser gerado previamente. Nesse método, os compostos antioxidantes 

reduzem os radicais DPPH• e a mudança de cor da solução (de violeta escuro para amarelo claro) 

indica a ocorrência da reação (Figura 3.9). 

A capacidade de sequestro do DPPH• é avaliada numa solução contendo um solvente 

orgânico (metanol ou etanol) monitorando a queda de absorbância em 517 nm. Ao contrário do 

que se acreditava inicialmente, o mecanismo de reação com o radical DPPH• é baseado na 

transferência de um elétron (SET – Single Eletron Transfer), enquanto que a transferência do 

átomo de hidrogênio (HAT – Hydrogen Atom Transfer) é uma reação marginal, pois ocorre 

lentamente em solventes que possuem fortes ligações de hidrogênios, como o metanol e o etanol 

(Huang, Ou e Prior, 2005; Magalhaes et al., 2008). A Figura 3.9 mostra a reação do antioxidante 

com o radical DPPH•. 

Os resultados desse ensaio têm sido apresentados de muitas maneiras diferentes, tais como 

porcentagem de inibição do radical DPPH•, porcentagem de DPPH• residual, atividade 

antirradical, capacidade antioxidante equivalente de ácido ascórbico ou de algum antioxidante 

natural como o ácido gálico ou sintético como o Trolox™. Mas a maioria dos estudos expressa os 

resultados como valor de IC50, definida como a quantidade necessária para decrescer a 

concentração inicial de DPPH• em 50%. Dessa forma, quanto mais baixo o valor de CE50, mais 

eficiente o antioxidante (Brandwilliams, Cuvelier e Berset, 1995). 
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Figura 3.9 - Reação de sequestro do radical livre DPPH•.  

Apesar do método do DPPH ser muito utilizado, a falta de padronização dos resultados 

torna difícil comparar a atividade antioxidante de diferentes extratos e compostos puros. 

 

3.2.2 Atividade antioxidante pelo método ORAC 
 

O método ORAC (capacidade de absorver radicais oxigênio) é utilizado pelo USDA 

(United States Departamentt of Agriculture) para selecionar alimentos com grande poder 

antioxidante, sendo conhecido como valor ORAC. Estes alimentos são destacados por apresentar 

proteção antioxidante in vitro para os consumidores por via alimentar. Este método está sendo 

utilizado por permitir uma medida global do poder antioxidante de substâncias puras e misturas 

como em frutas e extratos de plantas.  

O teste ORAC é realizado em espectrofotômetro e consiste na medida da proteção 

exercida pelas moléculas contra a oxidação da fluoresceína pelo radical livre AAPH (2,2‟- azobis 

2-amidino-propano diidroclorido). Os resultados são dados referentes à proteção exercida por um 

composto de referência, o Trolox (Ou, Hampsch-Woodill e Prior, 2001). 

Segundo Ou, Hampsch-Woodill et al. (2001) identificaram os produtos oxidados da 

fluoresceína e o mecanismo de reação foi determinado. Na reação um mol de AAPH perde um 

dinitrogênio para gerar dois mols de uma radical AAPH em uma taxa constante. 
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 22R N R N R N      (3.3) 

 O radical AAPH reage com o oxigênio para formar um radical peroxil mais estável: 

 2R O ROO    (3.4) 

 A perda da fluorescência da fluoresceína é uma indicação da extensão da sua reação com o 

radical peroxil. Neste caso, o antioxidante reage pelo mecanismo HAT (Hydrogen Atom 

Transfer) e doa um átomo de hidrogênio para formar um hidroperóxido (ROOH) e um radical 

antioxidante estável (A•), em consequência, os danos à fluoresceína induzidos pelo radical 

peroxil são inibidos. 

 ROO AH A ROOH    (3.5) 

 Ou, Hampsch-Woodill et al. (2001) mostraram que, sob circunstâncias experimentais de 

ORAC, a diminuição da fluorescência independe das concentrações de fluoresceína, mas depende 

da concentração de AAPH. Assim, a taxa de reação é limitada pelo AAPH. A maioria das 

amostras não afeta a taxa de decomposição do AAPH, e o AAPH não reage diretamente com o 

antioxidante. Em consequência, o ensaio de ORAC mede diretamente a atividade antioxidante 

pelo mecanismo de quebra de corrente dos radicais peroxil. 

 

3.2.4 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 
 

 Cromatografia é um método de separação no qual os componentes a serem separados estão 

seletivamente distribuídos ente duas fases imiscíveis: uma fase estacionária que emprega colunas 

recheadas com materiais especialmente preparados e uma fase móvel, eluída sob altas pressões. A 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) tem a capacidade de realizar separações e 

análises quantitativas em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolução, eficiência e 

detectabilidade (Niessen, 1992; Jardim, Collins e Guimarães, 2006; Lanças, 2009). Em geral, a 

CLAE é utilizada para separar compostos que possuem uma ou mais das características a seguir: 

alta polaridade, alto peso molecular, instabilidade térmica, pouca volatilidade e tendência em 

formar íons em solução (Niessen, 1992). Dessa forma, como os compostos fenólicos 

antioxidantes são, em geral, polares, termicamente sensíveis e com alto peso molecular, a CLAE 

é a técnica mais empregada  para análise quantitativa dessas substâncias.  

A coluna C18 é a mais comumente usada em CLAE devido à sua vasta aplicabilidade 

analítica. Essa coluna serve para separações em fase reversa: os componentes da amostra são 
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separados com base nas suas diferenças de polaridade, as quais criam forças de interação 

específicas entre o gel, a fase móvel e os analitos. A Fase Reversa é mais adequada para 

separação dos compostos fenólicos, enquanto que, os solventes (fase móvel) mais empregados 

são acetonitrila, metanol e água em mistura ácida com ácido acético (Selles et al., 2002; Ling et 

al., 2009; Yang et al., 2011; Cetkovic et al., 2012; Irakli et al., 2012; Rodriguez-Rojo et al., 

2012). 

O recheio das colunas de Fase Reversa é, tipicamente, feito de gel de sílica modificado com 

diversos grupos funcionais hidrofóbicos. Entre esses modificadores, o grupo funcional mais 

comum é o octadecil. Por isso, as colunas C18 de sílica são também chamadas, frequentemente, 

de ODS (do inglês, octadecyl silica). O grupo funcional octadecil é uma cadeia linear com 18 

átomos de carbono. Um grande número de cadeias desse hidrocarboneto é ligado à superfície do 

gel de sílica, bem como ao interior dos seus poros.  

 Nos extratos derivados das folhas e casca da mangueira, a mangiferina é composto fenólico 

majoritário e, usualmente, é quantificado pela CLAE. Ling, Yap et al. (2009) utilizaram a CLAE 

em modo reversa com coluna C18 para quantificação da mangiferina nos extratos das folhas da 

mangueira (Mangifera indica L.) obtidos com água e etanol. Os solventes utilizados foram água 

com 3% de ácido acético e acetonitrila. A detecção foi feita no comprimento de onda 254 nm. 

 Selles, Castro et al. (2002) também utilizaram a CLAE em fase reversa com uma coluna de 

C18 e uma fase móvel constituída de água com 2% de ácido acético e acetonitrila para 

identificação de diversos compostos fenólicos dos extratos da casca do caule da mangueira 

(Mangifera indica L.). Eles identificaram que a mangiferina era o composto predominante do pó 

obtido e sua detecção foi feita em 278 nm. 

 

3.3 Extração de antioxidantes  

 

O objetivo geral da extração de antioxidantes é liberar os compostos fenólicos da estrutura 

da matriz vegetal a fim de se obter extratos com elevada atividade antioxidante. Os compostos 

fenólicos antioxidantes estão presentes em pequenas quantidades na matriz sólida natural e, 

consequentemente, os extratos não concentrados deveriam ser utilizados em grandes quantidades 

para melhorar a estabilidade dos produtos contra a oxidação. No entanto, isso poderia ter um 

efeito negativo nas características organolépticas e nas propriedades funcionais dos produtos. 
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Deste modo, a escolha da técnica de extração adequada e do solvente é um dos procedimentos 

mais importantes para melhorar o rendimento da extração dos antioxidantes. 

 

3.3.1 Extração convencional 
 

A extração convencional utilizando um solvente orgânico e/ou água é a técnica mais 

empregada para a obtenção de extratos com alto teor de compostos fenólicos de diversas matrizes 

vegetais. Os extratos obtidos são sempre uma mistura de diferentes classes de fenóis (ácidos 

fenólicos, fenilpropanóides, antocianinas, taninos, entre outros), pois a natureza química dos 

compostos encontrados em plantas é heterogênea (Naczk e Shahidi, 2004). A solubilidade desses 

compostos depende diretamente da polaridade do solvente empregado. Água, metanol, etanol e 

acetona são os solventes mais utilizados  (Chirinos et al., 2007; Lafka, Sinanoglou e Lazos, 2007; 

Spigno, Trarnelli e De Faveri, 2007; Proestos e Komaltis, 2008; Mussatto et al., 2011; Wijekoon, 

Bhat e Karim, 2011). 

Em geral, as angliconas (compostos fenólicos sem moléculas de açúcar) altamente 

hidroxiladas são solúveis em álcoois. Solventes menos polares, como a acetona, são utilizados 

para obtenção de componentes com baixa polaridade e os mais polares são extraídos utilizando 

água. Sendo assim, combinar solventes com diferentes polaridades é uma estratégia útil para 

aumentar a eficiência do processo de extração (Gonzalez e Gonzalez, 2010). No entanto, estudos 

recentes têm voltado à atenção para a utilização de apenas água e/ou etanol, pois esses solventes 

são considerados seguros e, consequentemente, são amplamente aceitos pela indústria de 

alimentos (Chen, Lin e Hsieh, 2007; Shukla et al., 2009; Rodriguez-Rojo et al., 2012). 

Chen, Lin et al. (2007) avaliaram a atividade antioxidantes dos extratos aquosos das 

folhas de Psidium guajava L. (PE), Camellia sinensis (CE), Toona sinensis Roem. (TE) e 

Rosemarinus officinalis L. (RE). O extrato de PE apresentou o maior potencial antioxidante e 

exibiu mais de 95% de inibição do radical livre DPPH• em uma concentração de 50 µg/mL. 

Todas as folhas foram consideradas fontes potenciais de antioxidantes naturais. 

Shukla, Mehta et al. (2009) estudaram o potencial antioxidante dos extratos etanólicos das 

sementes da Caesalpinia bonducella. A inibição do radical livre DPPH• do extrato em uma 

concentração de 50 µg/mL foi de 58,85%, apenas 13,52% a menos que o ácido ascórbico (padrão 

comercial) na mesma concentração. Segundo os autores, os resultados obtidos indicam que as 
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sementes de Caesalpinia bonducella têm um grande potencial para ser utilizada com um 

antioxidante natural. 

Rodriguez-Rojo, Visentin et al. (2012) investigaram a utilização de água e etanol para 

obtenção de extratos da folha de alecrim (Rosemarinus officinalis L.) empregando várias técnicas 

de extração (extração convencional, extração assistida por micro-ondas e extração assistida por 

ultrassom) e dois diferentes pré-tratamentos (extração dos óleos essenciais e extração dos óleos 

essenciais combinada com moagem da matriz vegetal). Em geral, os extratos aquosos mostraram 

melhor atividade antioxidante pelo método de inibição do radical livre DPPH•. 

 

3.3.2 Extração supercrítica 
 

A extração supercrítica de matrizes sólidas ocorre tipicamente em leito fixo e regime 

transiente utilizando um fluido acima da sua pressão e temperatura crítica. A matéria-prima 

permanece dentro de um leito cilíndrico e o solvente percola o leito na direção axial, dissolvendo 

os componentes solúveis da matriz vegetal. A etapa de separação entre solvente supercrítico e 

soluto requer apenas uma diminuição na pressão, tornando soluto-solvente insolúveis e 

promovendo a separação (Williams, 1981; Sovová, 1994).  

O fluido supercrítico mais utilizado para a extração de compostos fenólicos é o dióxido de 

carbono (Piantino et al., 2008; Gelmez, Kincal e Yener, 2009), pois possui algumas 

características ideais ao uso: é inerte, atóxico, não inflamável e de baixo custo (Pokorny e 

Korczak, 2001). Além disso, a utilização do CO2 supercrítico remove as etapas de evaporação 

necessárias no processo convencional, onde o calor aplicado para remover o solvente pode 

promover a degradação de alguns antioxidantes termolábeis (Shi et al., 2011). Em contrapartida, 

a solubilidade de substâncias polares, como alguns compostos fenólicos, no CO2 supercrítico 

(pouco polar) pode ser baixa e esses compostos podem não ser extraídos com a eficiência 

desejada (Gonzalez e Gonzalez, 2010; Shi et al., 2011).  

Piantino, Aquino et al. (2008) obtiveram extratos das folhas de Baccharis dracunculifolia 

utilizando dióxido de carbono supercrítico, etanol e metanol. A extração supercrítica foi realizada 

a temperaturas de 40, 50 e 60 °C e a pressões de 20, 30 e 40 MPa. Quatro compostos fenólicos 

foram analisados nos extratos: ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico (DHCA), ácido 3-prenil-4-

hidroxicinâmico (PHCA), ácido 4-hidroxicinâmico (p-cumárico) e 4-metoxi-3,5,7-
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trihydroxyflavone (kaempferide). Os rendimentos globais de extração obtidos com etanol e 

metanol foram melhores. No entanto, utilizando CO2 supercrítico a 60 °C e 40 MPa, os 

rendimentos individuais da extração de kaempferide, DHCA e PHCA foram 156%, 98% e 64% 

maiores, respectivamente, que os extratos etanólicos. Apenas o rendimento do p-cumárico foi 

melhor quando extraído utilizando metanol e etanol. 

Gelmez, Kincal et al. (2009) avaliaram o efeito da pressão (148-602 bar), temperatura 

(40-60 °C) e tempo de extração (10-60 min) do CO2 supercrítico na atividade antioxidante e no 

teor de compostos fenólicos dos extratos de germe de trigo torrado. As condições ótimas de 

extração que maximizaram as variáveis de resposta foram 336 bar, 58 °C e 10 min, onde o 

rendimento global foi de 5,3%. 

 

3.3.3 Extração em duas etapas 
 

Alguns pesquisadores empregaram a extração em duas etapas utilizando solventes com 

polaridades diferentes para a obtenção de extratos naturais. Foi observado, por exemplo, que o 

pré-tratamento da matriz vegetal com solventes orgânicos apolares (e.g. hexano) aumenta a 

eficiência da extração de compostos fenólicos (Ruberto et al., 2007; De Oliveira et al., 2009). No 

entanto, devido aos problemas de toxidade destes solventes, o dióxido de carbono supercrítico é 

uma boa alternativa para ser utilizado na primeira etapa de extração, uma vez que as condições 

severas de pressão podem afetar a estrutura da matriz sólida. Nesses casos, a extração ocorre em 

duas etapas, combinando a extração supercrítica e a extração convencional. A extração dos 

componentes pouco polares pelo CO2 supercrítico durante a primeira etapa e a despressurização 

do leito após a extração supercrítica pode alterar a estrutura da matriz vegetal e sua interação com 

os solutos remanescentes. Dessa forma, o teor de fenóis nos extratos resultantes da segunda etapa 

de extração pode ser superior comparado a aqueles obtidos utilizando apenas uma única etapa 

(Ribeiro, Bernardo-Gil e Esquivel, 2001; Vatai, Skerget e Knez, 2009; Martinez-Correa et al., 

2011). 

 Ribeiro, Bernardo-Gil et al. (2001) estudaram o extratos das folhas de erva-cidreira 

(Melissa officinalis L.) nas pressões de 10 até 18 MPa e nas temperatura entre 308 e 313 K. Os 

extratos obtidos dos resíduos sólidos da extração supercrítica a 10 MPa e 323 K tiveram maior 

concentração de fenóis e atividade antioxidante. 
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 Vatai, Skerget et al. (2009) investigaram as condições ótimas para extração dos compostos 

fenólicos do bagaço da uva utilizando dióxido de carbono supercrítico e solventes orgânicos. 

Uma única etapa de extração com etanol, acetato de etila e acetona em diferentes proporções de 

água foi empregada. A extração em duas etapas (extração supercrítica seguida da extração 

convencional) também foi investigada. Por fim, esses autores reportaram que a extração em duas 

etapas apresentou maiores rendimentos de polifenóis. 

 Martinez-Correa, Magalhaes et al. (2011) avaliaram a quantidade de compostos fenólicos e 

a atividade antioxidante do extrato da folha de pitanga (Eugenia uniflora L.) obtido com uma ou 

duas etapas de extração. Os solventes utilizados foram água, etanol e dióxido de carbono 

supercrítico. Para o processo em duas etapas, os resultados mostram que a água foi mais eficiente 

na extração dos compostos fenólicos quando a matriz vegetal foi previamente tratada com CO2 

supercrítico. Em relação à atividade antioxidante, os extratos etanólicos de ambos processos (uma 

ou duas etapas de extração) apresentaram maior capacidade de inibição do radical livre DPPH•. 

 

 

3.4 Modelagem matemática da extração supercrítica 

 

3.4.1 Solubilidade 
 

 No processo de extração supercrítica é crucial obter a solubilidade do extrato no dióxido de 

carbono no intuito de determinar as condições operacionais ótimas. A determinação experimental 

da solubilidade dos componentes no CO2 supercrítico em várias temperaturas e pressões é 

dispendiosa. Portanto, a correlação e a predição da solubilidade são essenciais. 

 Em geral, há dois tipos de modelos utilizados para correlacionar e predizer a solubilidade: 

modelos teóricos baseados nas equações de estado e modelos semi-empíricos. Modelos teóricos 

como equações de estado cúbicas precisam de procedimentos computacionais complexos e do 

conhecimento das propriedades críticas do soluto, fator acêntrico e pressão de vapor. No entanto, 

os modelos semi-empíricos, os quais são baseados na minimização de uma função objetivo, 

precisam apenas da temperatura, pressão, densidade do solvente e os dados de solubilidade. A 

maiorias das equações semi-empíricas são em função da densidade do solvente.  
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 Chrastil (1982) assumiu que as moléculas de um sólido se associam com as moléculas do 

solvente, formando um complexo, que está em equilíbrio com o fluido. Com uma análise deste 

equilíbrio ele chegou à primeira equação semi-empírica da solubilidade em função da densidade 

do solvente: 

 1 2
1* expk a

Y a
T

    
 

 (3.6) 

 Em que: 

 Y* = solubilidade do soluto no solvente (M/L³); 

 ρ = densidade do solvente (M/L³); 

 k1 =  parâmetro ajustável associado ao número de associação médio; 

 a1 = parâmetro ajustável que é função do número de associação médio e dos pesos 

moleculares do soluto e solvente; 

 a2 = parâmetro ajustável que é função da entalpia de solvatação r da entalpia de 

vaporização; 

 Adachi e Lu (1983) correlacionaram o número de associação médio com um polinômio de 

segunda ordem, obtendo menores erros na correlação das isotermas de solubilidade dos solutos. 

O modelo de Adachi e Lu (1983) é apresentado a seguir: 

 
2

1 2 3 2
1* expk k k a

Y a
T

       
   (3.7) 

Em que: 

k1, k2 e k3 = são parâmetros ajustáveis do modelo. 

Ainda com base no modelo de Chrastil (1982), Del Valle e Aguilera (1988) levaram em 

consideração a mudança na entalpia de vaporização com a temperatura e obtiveram a equação 

modificada a seguir: 
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3.4.2 Cinética de extração 
 

 A modelagem matemática do processo de extração supercrítica permite que experimentos 

em escala laboratorial, responsáveis pela determinação de alguns parâmetros cinéticos, sejam 

aplicados no âmbito industrial. Dessa forma, a principal vantagem da modelagem é a predição 

das curvas de extração (massa de soluto extraída versus tempo) em um processo em larga escala, 

pois experimentos nesse nível são dispendiosos (Martinez e Martinez, 2008). 

Na literatura, há diversos modelos matemáticos de extração supercrítica em leito fixo. 

Esses modelos baseiam-se na resolução dos balanços de massa da fase sólida e fluida. Entre os 

mais importantes temos os modelos de Tan e Liou (1989) e Sovová (1994).  

Outro modelo que vem se mostrando eficiente na modelagem da cinética de extração 

supercrítica é o modelo de segunda ordem, o qual é usualmente empregado para representar a 

dinâmica de adsorção em colunas de leito fixo. De Souza, Benazzi et al. (2008) adaptaram o 

modelo empírico de segunda ordem para escrever a cinética de extração do óleo de candeia, e o 

modelo se mostrou bastante apropriado. 

 

3.4.2.1 Modelo de Tan e Liou (1989) 

 

O modelo de Tan e Liou (1989) descreve a transferência de massa interfacial como uma 

cinética de primeira ordem. Esses autores consideram que a difusão não influencia a cinética de 

extração. Os balanços de massa para a fase líquida e sólida, respectivamente, são descritas pelas 

seguintes Equações 3.9 e 3.10. 

 
(1 ) s

Y Y X
u

t h t
     

   
    (3.9) 

 
d

X
k X

t


 


 (3.10) 

 Em que: 

   = porosidade do leito; 

  = massa específica do fluido (M/L³); 

s = massa específica do sólido (M/L³); 
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 u = velocidade superficial do fluido (L/T); 

 t  = tempo (T); 

 Y  = Razão entre massa de soluto e massa de solvente (M/M); 

X = Razão entre massa de soluto e massa de sólido inerte (M/M); 

dk = coeficiente de dessorção do soluto (T-1). 

 Para resolução dessas equações as condições iniciais e de contorno são as seguintes: 

 ( , 0) 0Y h t    (3.11) 

 ( 0, ) 0Y h t   (3.12) 

 0( , 0)X h t X   (3.13) 

 Em que: 

 0X = Razão entre a massa inicial de soluto e a massa de sólido inerte (M/M).  

Resolvendo os balanços de massas, as condições iniciais e a condição de contorno obtém-se 

uma expressão que representa a razão mássica do extrato no solvente na saída do extrator em 

função do tempo do processo: 

 0

1
( , ) exp 1 exp( )s d

d

k H
Y h H t X k t

u

 
 

          
 (3.14) 

 Uma restrição desse modelo é que a condição inicial (Equação 3.11) não é satisfeita na 

Equação 3.14, indicando um possível erro na resolução dos balanços de massa. A cinética da 

extração (massa extraída em função do tempo) é obtida através da resolução da Equação 3.15. 

 
2

0

( ) ( , )
t

COm t Y h H t Q dt   (3.15) 

 Em que: 

2COQ = vazão mássica de fluido (M/T); 

Dessa forma, substituindo a Eq. 3.14 na Eq. 3.15 e resolvendo tem-se: 
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 Em que: 

 H = altura do leito (L); 

0a = área superficial do sólido relativo ao volume do leito (L²/L³). 

  

3.4.2.2 Modelo de Sovová (1994)  

 

No modelo de Sovová (1994), a massa inicial de soluto (O) pode ser representada por: 

 O P K   (3.19) 

Em que:  

P = é a massa de soluto de fácil extração na superfície do sólido (M); 

K = é a massa de soluto depositado no interior do sólido (M). 

Durante toda a extração a massa de inerte mi permanece constante e a fração de óleo pode 

ser relacionada da seguinte forma: 

 0 p k

i i i

O P K
X X X

m m m
      (3.20) 

Os balanços de massa do sólido e do solvente para um elemento do leito são 

representados, respectivamente, por: 

 (1 ) ( , )s

X
J X Y

t
  

  


 (3.21) 

 ( , )
Y Y

u J X Y
t h

  
 

 
 (3.22) 

 Em que: 

 ɛ = porosidade do leito; 

 ρ = massa específica do fluido supercrítico (M/L³); 

ρs = massa específica do sólido (M/L³); 

 u = velocidade superficial do fluido (L/T); 

 t = tempo (T); 
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 Y = razão entre massa de soluto e massa de solvente (M/M); 

X = razão entre massa de soluto e massa de sólido inerte (M/M); 

J(X,Y) = taxa de transferência de massa (M/L³T). 

Segundo Sovová (1994), o primeiro termo da Equação 3.22 pode ser negligenciado e, 

dependendo da localização do soluto nas células, a taxa de transferência de massa J(X,Y)  pode 

ser representada por duas equações: 

 0( , ) ( )k f rJ X X Y k a Y Y    (3.23) 

 0( , ) (1 / )k s s rJ X X Y k a X Y Y    (3.24) 

    Em que: 

 rY = solubilidade do soluto no solvente (M/M); 

 fk = coeficiente de transferência de massa no filme externo (M/T); 

 sk = coeficiente de transferência de massa no sólido (M/T); 

 0a = área superficial do sólido relativo ao volume do leito (L²/L³). 

Quando ocorre a extração do soluto nas superfícies das células Xp, a resistência a 

transferência de massa é a difusão no filme externo e, então, utiliza-se a Equação 3.23. Enquanto 

que, durante a extração do soluto do interior das células Xk, a resistência predominante para a 

transferência de massa é a difusão do soluto no interior do sólido, e, portanto, usa-se a Equação 

3.24. 

Na resolução das Equações 3.21-3.24, Sovová (1994) considerou que a condição inicial 

da fase sólida (Equação 3.25) é igual à concentração inicial de soluto X0, enquanto que a 

condição de contorno é dada pela Equação 3.27.  

 0( , 0)X h t X   (3.25) 

 ( 0, ) 0Y h t   (3.26) 

A resolução das Equações 3.21-3.26 em conjunto com a Equação 3.15 resulta na curva 

cinética do modelo: 

Para CERt t : 
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2

( ) [1 exp( )]CO rm t Q Y Z t    (3.27) 

Para CER FERt t t  : 

 
2

( ) [ exp( ( ) )]CO r CER wm t Q Y t t Z t Z    (3.28) 

 Para FERt t : 

 20
0

0

( ) ln 1 exp 1 exp ( )CO pr
i CER

r i

WQ XWXY
m t m X t t

W Y m X

                     
         

 (3.29) 

 Em que: 
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t Y ZQ
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m
  (3.34) 

 No tempo tCER esgota-se o soluto presente na superfície das células no início do leito e 

inicia-se uma fronteira móvel Zw(t) que divide o leito em duas partes. O soluto na superfície do 

sólido é extraído na parte acima dessa fronteira móvel, enquanto que na outra parte ocorre a 

extração do soluto presente no interior das células Xk. Essa fronteira móvel é dada pela Equação 

3.30. Ela percorre o leito entre tCER e tFER. Depois de tFER, a extração em todo o leito é governada 

pela difusão no interior do sólido. 
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3.4.2.3 Modelo de De Souza, Benazzi et al. (2008) 

 

O modelo de extração de segunda ordem de De Souza, Benazzi et al. (2008) assume que a 

taxa de extração é proporcional à capacidade residual de extração dos solutos pelo solvente (Y* - 

C) e a concentração dos solutos na matriz sólida (X). As taxas de transferência de massa 

obedecem às seguintes equações:  

 0bedC X C
v

t t z




  
  

  
 (3.35) 

  *
X

kX Y C
t


  


 (3.36) 

Em que:  

k = constante cinética (L³/MT);  

Y* = solubilidade do extrato no solvente (M/L³);  

v = velocidade intersticial (L/T);  

X = concentração de extrato na matriz sólida (M/M); 

C = concentração do extrato no solvente (M/L³);  

leito = densidade do leito (M/L³); 

 = porosidade do leito; 

z = coordenada na direção axial do leito (L).  

As condições iniciais e de contorno são as seguintes: 
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 (3.37) 

A solução analítica deste modelo é dado por: 
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 (3.38) 

 Onde: 
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 Em que: 

 rt  = tempo de residência do CO2 no leito. 

O parâmetro K  da taxa de extração pode ser estimado a partir dos dados experimentais. A 

massa de extrato obtida em função do tempo foi calculada pela seguinte equação: 

 
0
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t
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Y t w t t

K z v tv Z

 
 


             

  (3.40) 

Onde: w representa a vazão volumétrica do solvente e ( , )C t h H  é a concentração de 

óleo na fase fluída na saída da coluna. 

 

3.5 A mangueira (Mangifera indica L.) 

 

 A mangueira (Mangifera indica L.) pertence à família Anarcadiaceae e é a segunda espécie 

frutífera tropical mais importante depois da bananeira. É nativa do sul da Ásia e tem sido 

cultivada desde tempos antigos. No entanto, se espalhou em todo o mundo nos últimos séculos 

(Singh e Singh, 2012). 

 Sua fruta, a manga, está entre as frutas tropicais mais apreciadas em todo o mundo, sendo 

considerada uma das frutas mais popular e economicamente importante devido suas excelentes 

características sensoriais (brilho, cor, sabor e aroma) e composição química (vitaminas, minerais, 

fibras e fitoquímicos) (Kim, Lounds-Singleton e Talcott, 2009).  

 Há anos a mangueira tem sido objeto de pesquisa. Ribeiro, Barbosa et al. (2008) mostraram 

que os extratos aquoso-metanólicos da polpa, semente e casca (pele) de diversos tipos de manga 

apresentam atividade a antioxidante superior a dois padrões comerciais (BHA e ácido gálico), 
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fato atribuído ao seu alto teor de compostos fenólicos. Nesse trabalho, os antioxidantes 

comerciais foram testado na concentração de 100 ppm, a qual corresponde a concentração 

máxima permitida pela legislação brasileira nos alimentos. 

 Palafox-Carlos, Yahia et al. (2012) estudaram o efeito do amadurecimento da manga na sua 

composição e identificaram que variações no teor fenóis totais estão diretamente relacionadas 

com a alteração na atividade antioxidante medida pelo método de inibição do radical livre 

DPPH•. 

 Matsusaka e Kawabata (2010) também obtiveram um relação entre o teor de compostos 

fenólicos e a atividade antioxidante (medida pelo método de inibição do radical livre DPPH•) dos 

extratos aquosos-etanólicos da polpa, semente e casca (pele) da manga. Além disso, entre as oito 

frutas analisadas, eles concluíram que as partes não comestíveis (casca e semente) da manga 

(fruta) apresentam atividade antioxidante significativamente superior às demais. Diversos outros 

pesquisadores também confirmaram o alto poder antioxidante dessas partes não comestíveis e sua 

relação com o teor de compostos fenólicos  (Soong e Barlow, 2006; Abdalla et al., 2007; Ajila et 

al., 2007; Dorta, Gloria Lobo e Gonzalez, 2012). Dessa forma, os subprodutos da manga podem 

ser uma alternativa segura aos antioxidantes sintéticos em biscoitos, óleos vegetais e salgadinhos 

de batata (Puravankara, Boghra e Sharma, 2000; Ajila et al., 2007). 

 Além das partes comestíveis e não comestíveis da fruta, outras partes da mangueira também 

estão sendo estudadas. O extrato aquoso da casca do caule da mangueira, a qual tem sido 

utilizada em formulações farmacêuticas em Cuba com o nome de Vimang®, tem demonstrado 

propriedades anti-inflamatórias (Garrido et al., 2004), antialérgicas (Garcia et al., 2003) e 

antioxidantes (Martinez et al., 2000). O componente fenólico majoritário desse extrato é a 

mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-β-D-glucosídeo) (Figura 3.10), ainda que outros 

componentes, como ácidos fenólicos, ésteres fenólicos e flavonóis, tenham sido identificados 

(Rodriguez et al., 2006). 
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Figura 3.10 - Estrutura química da mangiferina.  

 Pereira e Meireles (2007) estudaram a atividade antioxidante do extrato da folha da 

mangueira obtido com dióxido de carbono supercrítico. Eles avaliaram a influência da pressão 

(100-300 bar) do dióxido de carbono na atividade antioxidante do extrato da folha, e concluíram 

que apenas nas condições de extração de 250 bar e 45 ºC os extratos obtidos tinham poder 

antioxidante. Isto mostra a alta seletividade do dióxido de carbono na extração dos compostos 

antioxidantes. 

 Recentemente, Ling, Yap et al. (2009) obtiveram extratos aquosos e etanólicos das folhas 

de mangueira com capacidade antioxidante (através dos métodos de inibição dos radicais livre 

DPPH• e ABTS•+) significativamente superior ao extrato da semente de uva, o qual tem atividade 

similar ao antioxidante sintético BHA (Jayaprakasha, Singh e Sakariah, 2001). Novamente, a alta 

atividade antioxidante está relacionada ao alto teor de fenóis totais e à presença da mangiferina. 

 A mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-β-D-glucosídeo) é uma xantona derivada da 

C-glicosilxantona (Aritomi e Kawasaki, 1970) que está distribuída em plantas superiores, tais 

como as famílias Anacardiaceae e Gentianaceae. Nos extratos da casca e da folha da mangueira, a 

mangiferina é o principal componente e o mais ativo (Yoshimi et al., 2001). Além de seu 

potencial antioxidante (Garrido et al., 2004; Mishra et al., 2006), esse flavonóide possui atividade 

anti-tumoral (Guha, Ghosal e Chattopadhyay, 1996; Yoshimi et al., 2001), anti-viral (Guha, 

Ghosal e Chattopadhyay, 1996; Leiro et al., 2003), imunoprotetora (Leiro et al., 2003; 

Muruganandan, Lal e Gupta, 2005) e atividade vascular modulatória (Beltran et al., 2004). 

 Dessa forma, devido à ação benéfica de diversos fenóis (e.g. mangiferina) dos extratos das 

partes da mangueira (casca do tronco, fruto e folhas), o consumo dos derivados da mangueira 

deve ser estimulado para uma melhoria na qualidade de vida, principalmente devido sua 
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abundância nas regiões tropicais, o que torna acessível à população, independente da classe 

social. 

 Além disso, com base na revisão bibliográfica, verificou-se a importância dos compostos 

fenólicos e da busca de fontes e métodos de extração que resultem em extratos com elevada 

capacidade antioxidante. Particularmente, na obtenção de extratos das folhas da mangueira, 

foram encontrados relatos de trabalhos que avaliaram a atividade antioxidante dos extratos 

obtidos com água, etanol (Ling et al., 2009) e com dióxido de carbono supercrítico (Pereira e 

Meireles, 2007). No entanto, a combinação de métodos (CO2 supercrítico seguida da extração 

convencional) tem se mostrado eficiente, obtendo maior rendimento na extração dos compostos 

fenólicos quando comparado com a extração em uma única etapa. A escassez de informações da 

literatura a respeito do uso desse método de extração combinado é o foco principal deste trabalho. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Neste trabalho foram avaliados a atividade antioxidante, o teor de compostos fenólicos e a 

quantidade de mangiferina dos extratos das folhas da mangueira (Mangifera inidica L.) obtidos 

pela extração convencional (com água e etanol), supercrítica e pela combinação dessas duas 

metodologias (extração em duas etapas).  

  

4.1 Matéria-prima 

  

 As folhas da mangueira (Mangifera indica L., variedade Carabao) foram coletadas nas 

plantações experimentais do Instituto Agronômico de Campinas (IAC, Campinas, São Paulo) em 

setembro de 2012. Todo material foi inicialmente armazenado em sacos plásticos e transportado 

até o Laboratório de Processos Termofluidodinâmicos na Faculdade de Engenharia Química da 

Universidade Estadual de Campinas (LPTF/FEQ/UNICAMP). 

 Em seguida, o material foi desidratado através da secagem natural (em temperatura 

ambiente) por sete dias e, então, triturado em um liquidificador comercial (Philco, modelo 

PH5000CL). As folhas trituradas foram acondicionadas em sacos plásticos herméticos e 

armazenadas em um refrigerador doméstico (Consul, modelo CVU20) à ca. -18 ºC. 

 O material triturado foi classificado de acordo com a série padrão de peneiras Tyler de 16 

a 100 mesh utilizando um agitador de peneiras (Bertel, série 302 tipo Magnético) no Laboratório 

de Processos Termofluidodinâmicos na Faculdade de Engenharia Química da Universidade 

Estadual de Campinas (LPTF/FEQ/UNICAMP). O material retido entre as peneiras de 28 e 32 

mesh foi utilizado nas extrações.  

   

4.2 Reagentes 

 

 Dióxido de carbono 99,9% (Linde, Brasil), etanol P.A. (Nuclear, Brasil) e água destilada 

foram empregados como solventes nos processos de extração. 
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 Solução de Karl Fischer P.A. (Fmaia, Brasil) e nitrogênio (White Martins Gases 

Industriais, Brasil) foram utilizados para determinação do teor de umidade através do método de 

Karl Fisher. 

 DPPH (Sigma-Aldrich, USA), TroloxTM (Sigma-Aldrich, USA), AAPH (Sigma-Aldrich, 

USA), metanol grau analítico (Synth, Brasil) e a fluorescência sódica (Synth, Brasil) foram  

utilizados nas metodologias DPPH e ORAC para avaliação da atividade antioxidante.  

 Reagente Folin-Ciocalteu (Dinâmica, Brasil), padrão ácido gálico (Sigma-Aldrich, USA) 

e carbonato de sódio anidro (Synth, Brasil) foram utilizados no método Folin-Ciocalteu para 

determinação do teor de fenóis totais. 

 Mangiferina (padrão HPLC, 99%, Sigma-Aldrich, USA), ácido acético glacial (padrão 

HPLC, Êxodo, Brasil) e acetonitrila (padrão HPLC, Êxodo, Brasil) foram utilizados na análises 

de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

  

4.3 Caracterização da matéria-prima 

 

4.3.1 Umidade 
 

 A determinação da umidade das folhas desidratadas foi feita pelo método de Karl Fischer 

no Laboratório de Processos Termofluidodinâmicos na Faculdade de Engenharia Química da 

Universidade Estadual de Campinas (LPTF/FEQ/UNICAMP). O titulador Karl Fischer 

(Metrohm, modelo 758 KFD Titrino) foi utilizado em conjunto com um forno (Metrohm, modelo 

768 KF Ove) conectado a um cilindro de nitrogênio. 

 Cerca de 0,2 g de material foi inserido no forno onde nitrogênio a 105 ºC e 80 mL/min 

carregou a água presente na amostra até o frasco onde ocorre a reação de Karl Fischer. A 

utilização do forno em conjunto com o fluxo de nitrogênio foi justificável visto que as amostras 

sólidas eram insolúveis na solução de Karl Fischer.  
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4.3.2 Teor de voláteis e umidade 

 

 A determinação do teor de voláteis e umidade das amostras foi feita através do método 

gravimétrico com o uso de uma estufa com circulação de ar forçada (Fanem, modelo 520) e de 

uma balança analítica (Shimadzu, AUY220) pertencentes ao Laboratório de Processos 

Termofluidodinâmicos na Faculdade de Engenharia Química da Universidade Estadual de 

Campinas (LPTF/FEQ/UNICAMP). 

 O método emprega 3 g de material submetido à secagem em estufa a 105 °C por 24 horas. 

O teor de voláteis e umidade (VU) é calculado em base úmida pela Equação 4.1. Os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 _(%) 100amostra amostra seca

amostra

m m
VU

m


   (4.1) 

 Em que: 

 amostram = massa da amostra (M); 

` _amostra secam = massa da amostra seca (M); 

 

4.3.3 Densidade real  
 

  A densidade real da amostra foi determinada por picnometria de gás hélio 

(Micromeritics, modelo Accu Pyr 1330) no Laboratório de Análise e Caracterização de Produtos 

e Processos na Faculdade de Engenharia Química da UNICAMP (LCPP/FEQ/UNICAMP). Os 

ensaios foram realizados a 25 °C. O resultado final foi uma média da determinação da densidade 

real de 10 amostras. 

 

4.3.4 Microestrutura 
 

  As folhas desidratadas foram analisadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

(LEICA, modelo LEO 440i) antes e depois da extração supercrítica. Essas análises foram 

realizadas no Laboratório de Recursos Analíticos e Calibração na Faculdade de Engenharia 

Química da Universidade Estadual de Campinas (LRAC/FEQ/UNICAMP). 
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4.4 Caracterização do leito de extração supercrítica 

 

4.4.1 Densidade do leito 

 

 A densidade aparente do leito ρleito foi obtida pela Equação 4.2. 

 lima
leito

leito

m

V
   (4.2) 

 Em que: 

 malim = massa da amostra alimentada no leito (M); 

 leitoV = volume total do leito (L³). 

 

4.4.2 Porosidade 
 

 A porosidade do leito ɛ foi calculada pela Equação 4.3. 

 1 leito

s





   (4.3) 

 Em que: 

 ρleito = densidade do leito (M/L³); 

 ρs = densidade real da matéria-prima (M/L³). 

 

4.5 Obtenção dos extratos 

 

 Os extratos da folha da mangueira (Mangifera indica L.) foram obtidos pela extração 

convencional com solventes líquidos (água e etanol) e com dióxido de carbono supercrítico, e 

pela combinação destes dois métodos (extração em duas etapas).  

 As extrações em duas etapas foram feitas utilizando as matrizes sólidas residuais das 

extrações com CO2 supercrítico realizadas a 150 e 250 bar, ambas a 40 °C. Neste caso, os 

solventes empregados (na segunda etapa) foram água e etanol. Os extratos foram rotulados como 
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Tabela 4. 1 - Condições experimentais dos ensaios de extração supercrítica. 

Ensaio Temperatura (°C) Pressão (bar) 

1 40 150 

2 40 250 

3 60 150 

4 60 250 

5 50 200 

6 50 200 

7 50 200 

 

O módulo experimental é constituído pelos seguintes itens: reservatório para o solvente 

(cilindro de CO2), uma bomba seringa (Isco, modelo 500D) e dois banhos termostáticos. O 

primeiro (Julabo, modelo FP-50) é utilizado para resfriar o solvente antes de entrar na bomba 

seringa e o segundo (Marconi, modelo MA-184) para manter o extrator aquecido na temperatura 

desejada, conforme ilustrado na Figura 4.3. 

Cerca 20 g de folhas desidratadas foram introduzidas no extrator de 2 cm de diâmetro e 

17 cm de altura, com capacidade de 53,4 mL. Antes de entrar na bomba, o solvente era resfriado 

a 0 °C para prevenir sua vaporização. Uma vez resfriado e na fase líquida, o solvente foi 

bombeado e introduzido no sistema, entrando no extrator. Inicialmente o sistema era pressurizado 

(aproximadamente em intervalos de pressão de 20 bar) até alcançar a pressão desejada. Esse 

procedimento foi feito com a válvula de expansão fechada. Após a temperatura do banho de 

aquecimento alcançar o equilíbrio térmico, iniciou-se a extração pelo acionamento da bomba 

seringa e abertura das válvulas de expansão. A vazão volumétrica para o dióxido de carbono foi 

de 3 mL/min e era regulada a partir do ajuste da válvula micrométrica na saída do extrator. A 

bomba seringa tem acoplado um sistema de monitoramento das seguintes variáveis: pressão e 

volume de solvente gasto. A temperatura na saída do extrator foi mantida a 105 °C pelo 

temorregulador (Tholz, modelo MSC-04E) e, devido à despressurização, ocorria a separação 

entre o extrato e o solvente. O extrato foi coletado através de um recipiente de vidro âmbar e 

pesado a cada 10-20 minutos até atingir peso constante. 
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Figura 4.3 - Módulo experimental utilizado nas extrações com fluídos supercríticos.  

Legenda: a) cilindro de CO2, b) bomba seringa, c) extrator, d) e e) banhos termostáticos, 

f) válvula micrométrica, g) válvula de expansão, h) frasco coletor e i) controlado r de 

temperatura . 

 

4.5.2.1 Densidade do CO2 supercrítico 

 

 A densidade do dióxido de carbono supercrítico foi obtida nas tabelas termodinâmicas 

internacionais do dióxido de carbono (Angus, Dereuck e Armstrong, 1976) adotadas pela IUPAC 

(International Union of Pure and Applied Chemistry). 

  

4.5.2.2 Solubilidade do extrato no CO2 supercrítico 

 

A solubilidade do extrato da folha da mangueira no dióxido de carbono supercrítico foi 

obtida através da curva cinética da extração. Inicialmente o solvente foi pressurizado no leito e 

aguardou-se um intervalo de 10 min para que o sistema alcançasse o equilíbrio. Desta forma, na 

parte inicial da curva de extração o solvente estava saturado, isto é, a concentração na saída era 
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igual à concentração de equilíbrio. Portanto, a solubilidade Yr foi calculada pela equação abaixo: 

 extrato
r

solvente

m
Y

m
  (4.4) 

Em que: 

mextrato = massa total de extrato obtido apenas na parte inicial (linear) da curva de 

extração; 

msolvente = massa de solvente gasto apenas na parte inicial (linear) da curva de extração. 

No modelo de segunda ordem, a solubilidade foi calculada pela Equação 4.5. 

 * rY Y   (4.5) 

 Em que: 

 = massa específica do fluido supercrítico (M/L³). 

 

4.5.2.3 Rendimento global das extrações supercríticas 

 

 O rendimento global da extração supercrítica é um parâmetro que relaciona a quantidade 

de extrato supercrítico obtido e de matéria-prima utilizada (Equação 4.6). O extrato residual 

remanescente no extrator não foi contabilizado. 

 
lim

(%) 100ES

a

m
R

m
   (4.6) 

 Em que: 

 mES  = massa total de extrato seco (M); 

 malim = massa de matéria prima alimentada no extrator (M). 

  

4.6 Análise dos extratos 

 

 Todos os extratos (A, E, S, S150-A, S150-E, S250-A e S250-E) foram avaliados quanto 

ao teor de fenólicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu e quanto à atividade antioxidante pelo 

método DPPH e pelo método ORAC. Todos esses ensaios foram realizados no Laboratório de 
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Análise de Alimentos na Faculdade de Engenharia Alimentos da Universidade Estadual de 

Campinas (FEA/UNICAMP). As análises foram realizadas em triplicata. 

 A análise quantitativa de mangiferina de todos os extratos foi realizada através da técnica 

de cromatografia de alta eficiência (CLAE) no Laboratório GPC/HPLC da Faculdade Engenharia 

Química da Universidade Estadual de Campinas (FEQ/UNICAMP). 

 

4.6.1 Método Folin-Ciocalteu 
 

 A determinação dos fenólicos totais dos extratos foi realizada pelo método Folin-

Ciocalteu de acordo com os procedimentos de Singleton, Orthofer et al. (1999) com algumas 

modificações.  

As análises foram realizadas em uma leitora de microplacas (BMG Labtech, modelo 

Fluostar Omega) com comprimento de onda fixado em 760 nm. Os extratos supercríticos foram 

pesados, diluídos e tiveram seus volumes ajustados com etanol. Os extratos líquidos foram 

diluídos nos respectivos solventes de extração. O fator de diluição utilizado foi de 1:200. A 

avaliação foi efetuada misturando o reagente de Folin-Ciocalteu, solução de carbonato de sódio 

7,5% com amostra ou padrão em uma proporção de 5:4:1. Inicialmente, o reagente de Folin-

Ciocalteu foi misturado com a amostra e, após 5 minutos, foi adicionado o carbonato de sódio. 

Essa mistura foi mantida por 2 horas ao abrigo de luz e calor e, então, foi realizada a leitura da 

absorbância. 

 Uma curva padrão com ácido gálico foi elaborada da mesma maneira como foi descrito 

para as amostras com as concentrações variando entre 6 a 60 µg/mL. O valor da absorbância dos 

extratos foi interpolado na curva padrão de ácido gálico e o teor de fenólicos totais dos extratos 

foi expresso em miligramas equivalente de ácido gálico (mgEAG) por grama de extrato (gext), 

enquanto que o rendimento de fenólicos totais foi expresso em miligramas equivalente de ácido 

gálico (mgEAG) por grama de matéria-prima utilizada na extração (gmp). Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 
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4.6.2 Método DPPH 
 

 O ensaio de DPPH foi realizado em uma leitora de microplacas (BMG Labtech, modelo 

Fluostar Omega) com comprimento de onda fixado em 517 nm. Os extratos supercríticos foram 

pesados, diluídos e tiveram seus volumes ajustados com etanol. Os extratos líquidos foram 

diluídos nos respectivos solventes de extração com um fator de diluição de 40:1.  

 Em cada poço da microplaca foram adicionados 243 μL de uma solução metanólica de 

DPPH• 0,06 mM e 7 μL de amostra. Essa solução foi mantida ao abrigo de luz e calor (para evitar 

a degradação de compostos bioativos) por um período de 30 minutos e, então, realizou-se a 

leitura da absorbância. Utilizou-se um “branco” com 243 μL de solução DPPH 0,06 mM e 7 μL 

de metanol. 

 Novamente, uma curva padrão com ácido gálico foi elaborada da mesma maneira como 

foi descrito para as amostras com as concentrações variando entre 8 a 68 µg/mL. O valor da 

absorbância dos extratos foi interpolado na curva padrão de ácido gálico e a atividade 

antioxidante do extrato foi expressa em miligramas equivalente de ácido gálico (mgEAG) por 

grama de extrato (gext) ou por grama de matéria-prima utilizada na extração (gmp). Todas as 

análises foram realizadas em duplicata. 

 

4.6.3 Método ORAC 
 

 Os ensaios foram realizados conforme o método descrito por Davalos, Gomez-Cordoves et 

al. (2004) com algumas modificações. 

As análises foram realizadas em uma leitora de microplacas (BMG Labtech, modelo 

Fluostar Omega) com comprimento de onda de excitação fixado em 485 nm e comprimento de 

onda de emissão fixado em 520 nm. Os extratos supercríticos foram pesados, diluídos e tiveram 

seus volumes ajustados com etanol. Os extratos líquidos foram diluídos nos respectivos solventes 

de extração em um fator de diluição de 200:1.  

Para a reação foram preparados uma solução tampão fosfato 75 mM com pH 7,4, uma 

solução de fluoresceína sódica 70 mM (concentração dentro do poço de reação) e uma solução de 

AAPH (2,2-azobis-(2-metilpropionamidina)-diidroclorido) em uma concentração de 12 mM 

(concentração final dentro do poço de reação).  
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O sistema de reação foi montado misturando-se 120 μL de solução de fluoresceina, 60 μL 

de solução de AAPH e 20 μL de solução de amostra ou padrão (TroloxTM). Após, a mistura foi 

encubada a 37 °C por 15 minutos ao abrigo de luz. O controle positivo foi realizado com 120 μL 

de fluoresceína, 60 μL de AAPH e 20 μL de solução tampão e o controle negativo foi feito com 

200 μL de fluoresceína.  

Os resultados foram obtidos após a realização de 80 leituras com intervalos de um minuto 

entre cada leitura, as quais foram convertidas em unidades de área sob a curva (AUC) através da 

equação abaixo: 

 
80

1
1

1 i iAUC f f   (4.7) 

 Em que: 

 fi = leitura da fluorescência no tempo i min. 

 

 O AUC foi calculado para todas as amostras, diferentes concentrações do TroloxTM e para o 

branco. O AUC do branco foi subtraído do AUC de todas as amostras. 

Foi construída uma curva padrão de TroloxTM nas mesmas condições das amostras com 

concentrações variando entre 9,6 e 96 μM. A partir daí substituiu-se o AUC de cada amostra na 

curva padrão. Dessa forma, o resultado final foi expresso em micromol equivalente de TroloxTM 

(μmolET) por grama de extrato (gext) ou por grama de matéria-prima utilizada na extração (gmp). 

 

4.6.4 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
 

 A identificação da mangiferina foi feita através da comparação do tempo de retenção das 

amostras e do padrão comercial. A mangiferina foi preparada em metanol na concentração de 0,8 

mg/mL. A curva analítica (área sobre a curva, AU, versus concentração) foi construída pela 

injeção em duplicata das soluções padrão em cinco concentrações diferentes (0,16 – 0,8 mg/mL), 

baseadas nas faixas esperada dos extratos. 

 Para análise foi utilizado o cromatógrafo composto pelos seguintes equipamentos: bomba 

Waters (modelo 515), auto-amostrador Waters (modelo 717), detector de absorbância Waters 

(modelo 486), acoplados ao software controle do sistema Empower 2 da Waters.  
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 Para a separação cromatográfica utilizou-se uma coluna Waters C18 (modelo Nova-Pak, 3,9 

x 150 mm) mantida a temperatura de 20 °C. A fase móvel utilizada seguiu a descrita por 

Schieber, Ullrich e Carle (2000) com algumas modificações e consistiu de 0,5% (v/v) de ácido 

acético em água e acetonitrila (5:1, v/v), utilizando sistema de bombeamento isocrático, com taxa 

de vazão de 1 mL/min.  O volume da injeção para todas as amostras foi de 4 µL. Os 

cromatogramas foram obtidos a 254 nm. 

   

4.6.5 Análise Estatística 
 

Os dados obtidos do rendimento da extração supercrítica foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA). Para identificar os métodos de extração com as melhores respostas foram 

realizadas comparações entre as médias pelo teste de Tukey a 5% de significância. Nesta etapa 

foi empregado o software Statistica® versão 7.0 (StatSoft, EUA).  

 

4.8 Modelagem matemática da extração supercrítica 

 

 A estimação dos parâmetros dos modelos cinéticos de extração supercrítica e dos modelos 

das isotermas de solubilidade do dióxido de carbono, por envolverem equações não lineares, 

requerem o emprego de um algoritmo de otimização, o qual ajusta os parâmetros dos modelos de 

forma a minimizar uma função objetivo. Além disto, geralmente a solução destes problemas 

apresentam vários pontos de mínimos locais, desta forma é importante o emprego de um 

algoritmo de otimização global. 

 Nesse trabalho, foi desenvolvido um programa em Fortran® utilizando o algoritmo de 

otimização global Simulated Anneling (Goffe, Ferrier e Rogers, 1994) para estimação dos 

parâmetros dos modelos cinéticos (Tan e Liou, 1989; Sovová, 1994; De Souza et al., 2008) a 

partir das curvas cinéticas de extração (massa extraída versus tempo) e, bem como, dos modelos 

de solubilidade (Chrastil, 1982; Adachi e Lu, 1983; Del Valle e Aguilera, 1988) a partir das 

isotermas de solubilidade (solubilidade versus densidade do CO2).  
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As funções objetivos empregadas foram as soma quadrática dos erros (SQE) e o desvio 

médio absoluto (DAM) para modelagem das curvas cinéticas e das isotermas de solubilidade, 

respectivamente (Equações 4.8 e 4.9). 

  
2

mod exp mod exp
1

( , ) ( ) ( )
n

i i

i

SQE m m m t m t


   (4.8) 

 Em que:  

 mod ( )im t  = é a massa extraída no instante it  calculada pelo modelo; 

 exp ( )im t  = é a massa extraída no instante it  obtida experimentalmente.  
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 Em que:  

 mod ( )iY   = é a solubilidade (calculada pelo modelo) do extrato no dióxido de carbono 

supercrítico com densidade ρi; 

 exp ( )iY   = é a solubilidade (obtida experimentalmente) do extrato no dióxido de carbono 

supercrítico com densidade ρi. 

 No modelo cinético de Sovová (1994) os parâmetros estimados são CERt , W  e pX , 

enquanto que, nos modelos de Tan e Liou (1989) e De Souza, Benazzi et al. (2008) apenas um 

parâmetro é ajustado: o coeficiente de dessorção dk
 e o parâmetro da taxa de extração K, 

respectivamente. 

 Com relação aos modelos de isotermas de solubilidade, os parâmetros estimados são k1, a1 

e a2 no modelo de Chrastil (1982), k1, k2, k3, a1 e a2 no modelo de Adachi e Lu (1983) e, 

finalmente, k1, a1, a2 e a3 no modelo de De Valle e Aguilera (1988). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Caracterização da matéria-prima 

 

 A Tabela 5.1 apresenta as propriedades que caracterizam as folhas da mangueira 

(Mangifera indica L., variedade Carabao) após o processo de secagem natural.  

Tabela 5.1 – Resultado da caracterização da matéria-prima. 

Propriedade Folhas da Mangifera indica L. 

Umidadea (%) 10,84 ± 0,21 

Teor de Voláteis + Umidadea (%) 10,86 ± 0,15 

Densidade realb (g/cm³) 1,4813 ± 0,0006 

Diâmetro das partículas (mm) 0,5 – 0,6 
  aMédia de 3 ensaios ± desvio padrão. 
  bMédia de 10 ensaios ± desvio padrão. 

 

Os resultados reportados na Tabela 5.1 mostram que, estatisticamente, não houve 

diferenças entre o valor da umidade determinada pelo método Karl Fischer e valor obtido pela 

determinação termogravimétrica em estufa (teor de voláteis + umidade). Estes resultados 

sugerem que, após a secagem natural, a quantidade de compostos voláteis (com exceção da água) 

presentes na folha da mangueira foi insignificante e, portanto, o método gravimétrico poderia ter 

sido utilizado para quantificação do conteúdo de umidade da amostra. 

O teor de umidade obtido (aproximadamente 10,84%) foi considerado relativamente baixo 

caso levarmos em consideração o processo de secagem (à sombra e temperatura ambiente, que na 

época variava entre 30 e 35 °C), visando à preservação do material. Entretanto, é necessário 

registrar que, quando foi realizado o teste para a determinação de umidade, o material 

encontrava-se, havia algumas semanas, no freezer mantido a – 18 °C. 
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5.2 Extração supercrítica 

 

Neste tópico são apresentados os resultados das etapas experimentais da obtenção dos 

extratos das folhas da mangueira utilizando dióxido de carbono supercrítico. Foi realizado o 

planejamento fatorial 2² da extração supercrítica com o objetivo de determinar a influência das 

condições experimentais de extração (pressão e temperatura) no rendimento global, na 

solubilidade, no teor de fenólicos totais e na atividade antioxidante dos extratos.  

 A modelagem matemática das curvas cinéticas da extração supercrítica e das isotermas de 

solubilidade dos extratos no solvente supercrítico também foi realizada a fim de verificar a 

capacidade de alguns modelos em predizer os dados experimentais. 

 

5.2.1 Rendimento global  
 

 Uma das vantagens da extração supercrítica é a manipulação do poder de solvatação do 

CO2 através da mudança da pressão e/ou temperatura. Neste trabalho, os efeitos da temperatura e 

pressão no rendimento global de extração foram avaliados através de um planejamento fatorial 2² 

com triplicata do ponto central. 

A seleção das condições de temperatura e pressão levou em considerações as limitações 

do equipamento de extração e, além disto, elas foram escolhidas de modo a permitir uma ampla 

variação na densidade do solvente e consequentemente no poder de solvatação do mesmo. A 

Tabela 5.2 apresenta as condições experimentais e os resultados dos rendimentos globais da 

extração supercrítica da folha da mangueira. 

Os resultados apresentados foram similares aos obtidos por Fernández-Ponce et al. 

(2012), os quais reportaram um rendimento global de 1,22% do extrato da folha da mangueira na 

condição de operação de 400 bar e 55 °C com CO2. Este valor é semelhante ao valor ótimo 

encontrado neste trabalho (1,20%).  

Outros trabalhos de extração supercrítica de folhas de árvores frutíferas reportam 

rendimentos na mesma ordem de grandeza dos resultados obtidos neste trabalho. Moura, Prado et 

al. (2012) obtiveram um rendimento de 2,8-3,1% na extração supercrítica das folhas de goiaba 

(Psidium guajava), enquanto que Cavalcanti, Navarro-Díaz et al. (2012) reportaram um 
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rendimento global de 0,21-0,67% do extrato supercrítico das folhas de romã (Punica granatum 

L.). 

Tabela 5.2 – Condições experimentais para a extração supercrítica  

Ensaio 
Temperatura 

(°C) 

Pressão 

(bar) 

Densidade do 

CO2 (g/cm³) 

Rendimento 

(%) 

1 40 150 0,781 0,69 

2 40 250 0,911 1,20 

3 60 150 0,607 0,59 

4 60 250 0,831 1,10 

5 50 200 0,785 1,16 

6 50 200 0,785 1,18 

7 50 200 0,785 1,13 

Os efeitos das variáveis e a análise da variância são apresentados na Tabela 5.3. A pressão 

foi à única variável que teve efeito sobre o rendimento (considerando um valor de p de 5%). No 

entanto, a curvatura teve uma significativa influência estatística nos resultados, indicando que 

todas as variáveis, mesmo aquelas em que seus efeitos principais e de interação não foram 

significativos (i.e., temperatura e temperatura/pressão), devem ser incluídas em experimentos 

subsequentes e um modelo quadrático deve ser utilizado. No entanto, os ensaios 1 e 2 a 40 °C e 

os ensaios 3 e 4 a 60 °C sugerem que o aumento da pressão em uma mesma temperatura aumenta 

o rendimento de extração (Figura 5.1). Esse comportamento pode ser explicado pelo aumento da 

densidade do solvente, o qual aumenta o seu poder de solvatação (Carvalho Jr et al., 2005; 

Fernández-Ponce et al., 2012). 

Tabela 5.3 – Efeitos e análise de variância da extração supercrítica. 

Variável Temperatura Pressão Temperatura/Pressão Curvatura 

Efeito -0,10 0,51 -0,004 0,521 

Valor de p 0,0681 0,0030 0,8897 0,0067 

O efeito da temperatura é mais complexo devido aos efeitos opostos da pressão de vapor 

dos solutos presentes na matriz sólida e da densidade do solvente.  A pressão de vapor aumenta 

com o acréscimo da temperatura resultando em um poder de solvatação maior, enquanto que a 
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densidade do solvente diminuiu e, consequentemente, o poder de solvatação do CO2 (Fernández-

Ronco et al., 2010; Fernández-Ponce et al., 2012). A 150 bar (ensaios 1 e 3) e a 250 bar (ensaios 

2 e 4) o acréscimo de 20 °C na temperatura  diminui o rendimento global de extração (Figura 

5.1). Esses resultados indicam que o efeito da temperatura na densidade do solvente é mais 

significativo que o efeito na pressão de vapor. 

 

Figura 5.1 - Rendimento global (%) do extratos da folha da mangueira obtidos 

utilizando CO2 supercrítico. 

 

5.1.2 Solubilidade 
 

A solubilidade é um dado de equilíbrio que representa a máxima concentração de soluto 

na fase solvente e foi determinada pelo método dinâmico através do coeficiente angular da parte 

linear da curva de extração (Figura 5.2), onde a quantidade de extrato obtido é representada em 

função da quantidade de CO2 consumida durante o processo de extração supercrítica. A Tabela 

5.4 apresenta as solubilidades obtidas com a correspondente densidade do dióxido de carbono 

supercrítico. 
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Figura 5.2 – Curvas de extração para a determinação da solubilidade experimental. 

Tabela 5.4 – Solubilidade experimental do extrato da folha da mangueira em CO2 

supercrítico. 

Temperatura  

(°C) 

Pressão 

 (bar) 

Densidade do CO2  

(g/cm³) 

Solubilidade 

(mg/cm³) 

40 150 0,781 0,70 

40 250 0,911 1,93 

60 150 0,607 0,51 

60 250 0,831 1,17 

50a 200 0,785 1,12 ± 0,02 

                   aMédia da triplicata no ponto central ± desvio padrão. 

Nas duas temperaturas estudadas (40 e 60 °C), o efeito da pressão na solubilidade 

comportou-se como o esperado. A capacidade do solvente aumenta com a pressão devido ao 

acréscimo da densidade, o que significa que a distâncias intermoleculares diminuem e, 

consequentemente, a interação das moléculas de soluto e solvente aumenta (Pereira et al., 2004). 

Em contrapartida, assim como mencionado no item anterior (5.1.1), a influência da temperatura 

depende de dois fatores: o acréscimo da temperatura diminui a densidade do CO2 e aumenta a 

pressão de vapor dos solutos. Esses efeitos antagônicos ocasionam uma inversão na curva de 

solubilidade, fenômeno conhecido como cross-over. Neste ponto, o efeito da temperatura na 
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solubilidade muda. Acima do ponto de cross-over, a solubilidade diminui com o decréscimo da 

temperatura, contudo, abaixo desse ponto, a solubilidade aumenta com a diminuição da 

temperatura (Johnston e Eckert, 1981; Foster et al., 1991). 

Neste trabalho, analisando a Tabela 5.4, verifica-se que a solubilidade aumenta com o 

decréscimo da temperatura em ambas as pressões trabalhadas (150 e 250 bar). Portanto, pode-se 

afirmar que as isotermas de solubilidade estão abaixo do ponto de cross-over. 

Em geral, as pressões em que ocorre o fenômeno de cross-over estão entre 250 e 350 bar, 

mas podem variar significativamente dependendo da composição dos extratos. Ozkal, Yener et 

al. (2006) reportaram uma pressão de cross-over de aproximadamente 250 bar para a solubilidade 

do extrato da semente de damasco em CO2 supercrítico. Jokic, Svilovic et al. (2011) 

determinaram que a pressão de cross-over do óleo de soja era de 250 bar. E, por último, 

Goodrum e Kilgo (1987) encontraram uma pressão de cross-over de 350 bar para o óleo de 

amendoim em CO2 supercrítico. 

  

5.1.2.1 Modelagem das isotermas de solubilidade 

  

Os extratos supercríticos obtidos são misturas multicomponentes e, consequentemente, a 

modelagem do equilíbrio termodinâmico desses sistemas é uma tarefa difícil. Além disso, em 

muitos casos, para os componentes majoritários, há a falta de informações em relação aos 

parâmetros necessários (e.g., constantes críticas e energia intermolecular) para utilização das 

equações de estado (De Lucas et al., 2007). Por essas razões, alguns modelos semiempíricos são 

utilizados para correlacionar os resultados experimentais.  

O modelo semiempírico mais utilizado na literatura é o modelo proposto por Chrastil 

(1982). No entanto, em algumas ocasiões, a equação de Chrastil (1982) é válida apenas para 

valores de solubilidade superiores a 100-200 mg/cm³ (Del Valle e Aguilera, 1988) e, neste caso, a 

solubilidade do extrato da folha da mangueira em CO2 supercrítico é baixa, entre 0,70 e 1,93 

g/cm³ (Tabela 5.4). Dessa forma, alguns autores propuseram algumas modificações na equação 

de Chrastil (1982). As modificações mais conhecidas foram propostas por Adachi e Lu (1983) e 

Del Valle e Aguilera (1988). 

A Tabela 5.5 apresenta os valores dos parâmetros ajustados na modelagem da solubilidade 

nas isotermas de 40 e 60 °C utilizando os modelos semiempíricos de Chrastil (1982), Adachi e 
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Lu (1983) e Del Valle e Aguilera (1988). Não foi utilizado o valor da solubilidade no ponto 

central. Todas as constantes foram calculadas minimizando o desvio absoluto médio (DAM) 

entre a solubilidade experimental e a calculada pelos modelos.  

Tabela 5.5 – Parâmetros ajustados para os modelos de solubilidade. 

Modelo Semiempírico k1 k2 k3 a1 a2 a3 DAM (%) 

Chrastil (1982) 2,66 - - 6,24 -1860,53 - 11,4 

Adachi e Lu (1983) -4,33 13,70 2,78 4,80 -990,97 - 6,06×10-8 

De Valle e Aguilera (1988) 2,66 - - 6,23 -1857,60 -471,84 11,4 

 As equações de Chrastil (1982) e de De Valle e Aguilera (1988) modelaram bem os dados 

experimentais comparando o valor do DAM (%) com outros ajustes de solubilidade na literatura 

(Ozkal, Yener e Bayindirli, 2006; Bian, Du e Tang, 2011; Jokic et al., 2011). No entanto, o 

melhor ajuste para os dados experimentais foi obtido pela equação de Adachi e Lu (1983), visto 

que este modelo utiliza cinco parâmetros ajustáveis enquanto que na equação de De Valle e 

Aguilera (1988) são necessários quatro parâmetros e na equação de Chrastil (1982) apenas três. O 

valor de 6,06×10-8% do desvio médio absoluto (DAM) obtido na modelagem das isotermas de 

solubilidade utilizando a equação de Adachi e Lu (1983) é significativamente inferior aos valores 

encontrados na literatura. Ozkal, Yener et al. (2006), por exemplo, obtiveram um DAM de 6,48% 

na modelagem das isotermas de solubilidade do óleo da semente de damasco em CO2 supercrítico 

utilizando o modelo de Adachi e Lu (1983), enquanto que Jokic, Svilovic et al. (2011) reportaram 

valores de DAM entre 6 e 26% para as isotermas de solubilidade do óleo de soja em CO2 

supercrítico.  

 Alguns dos fatores que podem ter contribuído para o baixo valor do DAM obtido na 

modelagem matemática utilizando a equação de Adachi e Lu (1983) foram: o número baixo de 

dados experimentais (apenas duas isotermas foram utilizadas) e a utilização de um algoritmo de 

otimização global (Simulated Annealing) no ajuste dos cinco parâmetros do modelo. A Figura 5.3 

mostra as isotermas de solubilidade obtidas pelo modelo de Adachi e Lu (1983) e seus 

respectivos dados experimentais. 
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Figura 5.3 – Modelagem das isotermas de solubilidade do extrato da folha da mangueira 

em dióxido de carbono supercrítico. 

 Pela análise da Figura 5.3, verifica-se que as isotermas de solubilidade se comportam de 

uma maneira não linear em relação à densidade, a qual é função da temperatura e pressão do 

fluído. Portanto, sabendo que o rendimento global de extração é função da solubilidade do CO2 

supercrítico, a não validação de um modelo linear para o ajuste do rendimento em função de 

temperatura e pressão do fluído (item 5.1.1) foi esperado. 

 

5.1.3 Curvas cinéticas da extração supercrítica 
 

 Típicas curvas de cinética de extração são apresentadas nas Figuras 5.4 e 5.5 em diferentes 

condições experimentais. De acordo com a Figura 5.5, que apresenta a curva cinética dos três 

ensaios no ponto central, o experimento mostrou-se reprodutível.  
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Figura 5.4 – Curvas de extração supercrítica para os ensaios 1, 2, 3 e 4. 

 

Figura 5.5 – Curvas de extração supercrítica para o ponto central (ensaios 5, 6 e 7). 

O processo de extração supercrítica não é linear em relação ao tempo de extração e, em 

geral, possui três períodos: (1) período de taxa de extração constante (CER – Constant Extraction 

Rate), onde a transferência de massa é governada pelo mecanismo de convecção na interface 

entre o sólido e fluido; (2) período de queda na taxa de extração (FER – Falling Extraction Rate), 

onde a convecção na superfície e a difusão no interior do sólido são importantes; e (3) período 
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controlado pela difusão (DCR – Diffusion Controlled Rate), caracterizado pela transferência de 

massa no sólido (Christianson et al., 1984; Lee et al., 1986; Ferreira, Meireles e Cabral, 1993). 

Utilizando como exemplo a curva cinética do segundo ensaio (250 °C e 40 bar), pode-se 

identificar visualmente os três períodos da extração supercrítica (Figura 5.6).  

 

Figura 5.6 - Curvas de extração supercrítica para o segundo ensaio (40 °C e 250 bar) 

com os períodos CER, FER e DCR. 

Durante o primeiro período (CER), as superfícies externas das folhas estão cobertas por 

ceras cuticulares (Figura 5.7) e por uma pequena camada de óleo essencial disponível, formada 

devido à ruptura das células durante o processo de moagem. A análise da imagem de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) das folhas da mangueira (Figura 5.8) mostra as células intactas e 

as células rompidas.  

 

Figura 5.7 – Ceras cuticulares da folha da mangueira obtida na etapa inicial da extração 

supercrítica.   
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Figura 5.8 – Imagem de microscopia eletrônica de varredura (MEV) das folhas da 

mangueira (Mangifera indica L.). 

A presença de ceras cuticulares na superfície das folhas resulta no período de taxa 

constante (CER), uma vez que a extração desses compostos não é limitada pela difusão no 

interior do sólido (Reverchon, Donsi e Osseo, 1993).  

No entanto, após o período de taxa constante (CER), inicia-se um período de transição 

(FER) na qual a taxa de extração muda com o tempo. Neste período, em uma parte do leito, o 

solvente dissolve o restante de extrato que ainda permanece na superfície do sólido enquanto que, 

na outra parte, o solvente extrai os solutos contidos no interior das células intactas e, neste caso, a 

extração é limitada pela resistência intraparticular devido à difusão no interior das células. Por 

fim, no período DCR, todo o extrato obtido é retirado do interior das folhas e, consequentemente, 

a taxa de transferência é baixa comparada com a taxa inicial. Nesta fase, o solvente difunde até o 

interior das partículas sólidas e uma mistura de solvente-solutos retorna por difusão até a 

superfície do sólido.  
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5.1.3.1 Modelagem das curvas cinéticas da extração supercrítica 

 

A habilidade para predizer as curvas cinéticas de extração é de fundamental importância 

na otimização e no projeto de extratores em escala industrial. A modelagem matemática é a 

principal ferramenta de predição, que tem por objetivo a estimativa dos parâmetros envolvidos no 

processo. Existem diversos modelos na literatura onde, dependendo do modelo selecionado, 

diferentes informações experimentais são necessárias. Neste trabalho, os modelos de Tan e Liou 

(1989) e De Souza, Benazzi et al. (2008) foram escolhidos devido à simplicidade, enquanto que o 

modelo de Sovová (1994) foi selecionado pelo significado físico dos seus parâmetros. 

Os parâmetros utilizados para a modelagem matemática da extração supercrítica das 

folhas da mangueira estão na Tabela 5.6. A solubilidade do extrato no solvente também é um 

parâmetro de entrada dos modelos e foi apresentada na Tabela 5.4. 

Tabela 5.6 – Características do leito de extração supercrítica e da matéria-prima. 

Ensaio 
T 

(°C) 

P 

(bar) 

ρleito 

(g/cm³) 

ρs 

(g/cm³) 

X0 

(mg/g) 

Yr 

(mg/g) 

QCO2 

(g/cm³) 

malim 

(g) 

mi 

(g) 

1 40 150 1,481 0,748 6,94 0,891 2,244 14,965 14,862 

2 40 250 1,481 0,886 12,17 2,041 2,658 14,873 14,694 

3 60 150 1,481 0,562 5,95 0,867 1,686 14,775 14,687 

4 60 250 1,481 0,775 11,09 1,505 2,325 14,961 14,796 

5 50 200 1,481 0,764 11,72 1,527 2,292 14,749 14,578 

6 50 200 1,481 0,764 11,96 1,585 2,292 14,783 14,608 

7 50 200 1,481 0,764 11,39 1,483 2,292 14,761 14,595 

 Os parâmetros ajustados dos modelos testados e seus respectivos indicadores estatísticos 

(soma quadrática dos erros - SQE, o desvio médio absoluto - DAM e o coeficiente de 

determinação - R²) são apresentados na Tabela 5.7. Como pode ser observado nesta tabela, os 

modelos de Sovová (1994) e De Souza, Benazzi et al. (2008) são os que melhor representam os 

dados experimentais. Para ambos os modelos, bons R² foram obtidos, variando entre 0,984 e 

0,998, enquanto que os valores do DAM ficaram entre 1,92 e 9,00%.  
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Tabela 5.7 – Parâmetros ajustados na modelagem da extração supercrítica das folhas da 

mangueira com os modelos de Sovová (1994), De Souza et al. (2008) e Tan e Liou (1989). 

 Modelo 
Ensaio 

1 2 3 4 5 6 7 

Sovová (1994)        

Xp (g/g) 0,0017 0,0055 0,0059 0,0102 0,0061 0,0010 0,0034 

tCER (min) 0,120 0,022 19,510 2,224 2,162 0,006 0,189 

tFER (min) 31,926 20,390 76,673 47,479 41,132 21,206 29,923 

 kya (min-1) 5,841 35,889 0,165 1,093 0,700 44,847 4,343 

kxa (min-1) 0,014 0,012 2,5 × 10-6 0,011 0,009 0,013 0,011 

SQE (×10-4) 0,50 1,59 0,59 1,43 1,48 0,50 4,05 

DAM (%) 5,09 1,92 3,75 4,46 4,01 2,13 7,82 

R² 0,996 0,997 0,993 0,996 0,995 0,998 0,990 

De Souza et al. (2008)        
k (cm² g/min) 137,71 40,60 180,59 268,88 69,26 67,75 66,92 

SQE 0,81 2,83 0,80 1,54 3,02 0,63 5,01 

DAM (%) 5,45 3,12 3,64 4,59 4,45 2,45 9,00 

R² 0,994 0,992 0,991 0,996 0,993 0,998 0,984 

Tan e Liou (1989)        

kd (min-1) 0,0226 0,0262 0,0208 0,0248 0,0213 0,0208 0,0210 

SQE 3,13 27,03 2,39 17,9 5,81 2,91 6,9 

DAM (%) 11,13 8,43 8,60 13,46 6,58 3,12 11,16 

R² 0,976 0,920 0,974 0,949 0,983 0,991 0,977 

 

O modelo de dessorção proposto por Tan e Liou (1989) teve o pior desempenho na 

modelagem das curvas cinéticas, o que sugere que a capacidade residual de extração do extrato 

pelo solvente (não considerada neste modelo) tem influência significativa no processo de 

extração supercrítica da folha da mangueira. Outros autores também utilizaram o modelo de Tan 

e Liou (1989) e não reportaram bons resultados (Silva et al., 2009; Martinez-Correa et al., 2011; 

Domingues et al., 2012).  
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As Figuras 5.9 e 5.10 apresentam a comparação entre os dados experimentais e o ajuste 

dos modelos testados. O modelo de Sovová (1994) comportou-se como o esperado uma vez que 

possui três parâmetros ajustáveis. Na literatura, este modelo vem sendo aplicado com sucesso 

para modelar as curvas de extração de diferentes produtos naturais (Mouahid et al.; Bernardo-Gil 

et al., 2009; Jia, Li e Xiao, 2009; Martín, González-Coloma, et al., 2011; Martín, Mainar, et al., 

2011; Moura et al., 2012), visto que estas cinéticas possuem um comportamento semelhante.  

Com relação aos parâmetros ajustados do modelo de Sovová (1994), o período CER é 

rápido (tCER entre 0,006 e 2,224 min, com exceção do ensaio 3) pois a quantidade de extrato na 

superfície das células (Xp) é pequena (entre 0,0010 e 0,0102) e a taxa de extração referente a este 

período (kya) é alta (entre 0,700 e 35,889 min-1).  

 

Figura 5.9 - Curvas ajustadas aos ensaios 1 e 2. 
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Figura 5.10 – Curva ajustadas aos ensaios 3 e 4.  

 Após o período CER, inicia-se o período FER (o qual prolonga-se até 20,39-76,67 min) e a 

curva cinética mantém-se linear (Figuras 5.9 e 5.10). Isso ocorre devido à solubilidade do extrato 

da folha da mangueira em dióxido de carbono ser baixa e os solutos remanescentes no leito serem 

suficientes para saturar o solvente  (Ferreira, Meireles e Cabral, 1993). Além disso, o tempo de 

contato entre soluto e solvente no interior do leito pode ter sido longo o suficiente (devido à baixa 

velocidade superficial e/ou elevada altura do leito) para que o equilíbrio entre as duas fases fosse 

atingido. Este comportamento linear do período FER também foi observado por García-Risco, 

Hernández et al. (2011).   

Ainda segundo o modelo de Sovová (1994), o período DCR inicia-se após tFER (entre 

20,39 e 76,67 min) e o parâmetro relacionado a transferência de massa deste período (kxa) é baixo 

(entre 0,009 e 0,014 min-1), influenciado principalmente pela difusão no interior do sólido, a qual 

depende das propriedades da folha da mangueira, da permeabilidade da parede celular, e da 

eficiência do solvente em acessar a partes internas da matéria-prima.  

Em comparação com outros trabalhos (Ozkal, Yener e Bayindirli, 2006; García-Risco et 

al., 2011; Moura et al., 2012), os valores dos parâmetros de transferência de massa (kxa e kya) do 

modelo de Sovová (1994) obtidos neste trabalho são uma ou duas ordens de grandeza mais alta e, 

por isso, o fim da cinética de extração supercrítica das folhas da mangueira foi rápida (com 

duração de no máximo 110 min) em todas as condições estudadas. Estes resultados revelam que a 
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penetração do solvente na matriz vegetal é alta, provavelmente devido à estrutura física das 

folhas e da alta porosidade do leito.  

No entanto, apesar de todas as vantagens do modelo do Sovová (1994) em relação à 

identificação das etapas do processo de extração e ao significado físico dos parâmetros cinéticos, 

este modelo torna-se inconsistente quando se analisa o ponto central (ensaios 5, 6 e 7). Neste 

ponto, os parâmetros ajustados são significativamente diferentes embora os dados cinéticos 

mostrem a reprodutibilidade do experimento (ver Figura 5.5, item 5.1.3). Além disso, o 

parâmetro Xp, que representa a quantidade de extrato na superfície da matriz vegetal (extrato de 

fácil acesso), é considerado um parâmetro fixo em diferentes condições experimentais devido ao 

seu significado físico (Povh, Marques e Meireles, 2001; Ozkal, Yener e Bayindirli, 2006) e, neste 

trabalho, o valor de Xp obtido foi significativamente diferente para cada ensaio (mesmo no ponto 

central). 

Por esses motivos, o modelo de De Souza, Benazzi et al. (2008) com um parâmetro 

ajustável mostrou-se mais apropriado para a modelagem da extração supercrítica do que o 

modelo de Sovová (1994), pois no ponto central o valor de k (nos 3 ensaios) foi semelhante, 

apresentando um desvio médio de apenas 0,85 cm² g min-1. 

Portanto, para o aumento de escala do processo de extração supercrítica das folhas da 

mangueira é desejável utilizar o modelo de De Souza, Benazzi et al. (2008), uma vez que este 

modelo representou bem os dados experimentais e o ajuste de seu parâmetro cinético mostrou-se 

mais confiável. Estes dois aspectos são de fundamental importância na estimativa dos custos de 

manufatura, pois conhecendo o melhor modelo que prediz a cinética de extração é possível 

calcular o número de ciclos que uma unidade de extração precisa executar por período (Rosa e 

Meireles, 2005).  

 

5.1.4 Análises dos extratos supercríticos 
 

 Em complementação ao estudo da modelagem do processo de extração supercrítica, os 

extratos também foram caracterizados quantitativamente com relação à presença de fenólicos 

totais e a atividade antioxidante utilizando os métodos DPPH e ORAC.  

 



Resultados e Discussão  69 

 

 

 

5.1.4.1 Fenólicos Totais 

 

 O teor e o rendimento de fenólicos totais são expressos em miligramas equivalentes de 

acido gálico (mgEAG) por grama de extrato seco (gext) e por grama de matéria-prima (gmp) 

utilizada, respectivamente. Os resultados são apresentados na Tabela 5.8. A igualdade estatística 

dos resultados no ponto central (ensaios 5, 6 e 7) mostra que a procedimento experimental de 

extração supercrítica é reprodutível. 

Tabela 5.8 – Teor e rendimento de fenólicos totais dos extratos supercríticos da folha da 

mangueira. 

Extrato 
Temperatura 

(°C) 

Pressão 

(bar) 

Rend. 

Global 

(%) 

Teor de 

Fenólicos Totais 

(mgEAG/gext)* 

Rendimento de 

Fenólicos Totais 

(mgEAG/gmp)* 

1 40 150 0,69 80,5 ± 2,0a 0,555 ± 0,014a 

2 40 250 1,20 29,9 ± 5,1b 0,360 ± 0,061b,c 

3 60 150 0,59 10,2 ± 2,0c 0,059 ± 0,012e 

4 60 250 1,10 42,1 ± 5,0b 0,462 ± 0,056a,b 

5 50 200 1,16 20,8 ± 4,1b,c 0,241 ± 0,048c,d 

6 50 200 1,18 20,0 ± 4,1b,c 0,237 ± 0,051d 

7 50 200 1,13 20,5 ± 2,6b,c 0,233 ± 0,029d 
*Médias com letras iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível de 5% pelo teste de Tukey. 

 Na literatura não foram encontrados resultados de fenólicos totais dos extratos supercríticos 

da folha da mangueira. No entanto, em geral, o teor de fenólicos totais obtidos neste trabalho 

(entre 10,2 e 80,5 mgEAG/gext) foram superiores em comparação com outras matérias-primas. Em 

contrapartida, os valores obtidos para o rendimento de fenólicos totais foram baixos (entre 0,059 

e 0,555 mgEAG/gmp), principalmente devido ao baixo rendimento global dos extratos das folhas da 

mangueira (entre 0,59 e 1,20%). Santos, Villaverde et al. (2012) estudaram a extração de 

compostos fenólicos da casca de eucalipto (Eucalypus globutus), obtendo um teor de fenólicos 

totais de 10,92 mgEAG/gext utilizando CO2 supercrítico a 70 °C e 300 bar. Gelmez, Kincal et al. 

(2009) reportaram um teor de fenólicos totais de 6,63 mgEAG/gext no extrato supercrítico de germe 

de trigo torrado obtido a 240 bar e 56 °C. Martinez-Correa, Cabral et al. (2012) estudaram os 
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extratos das folhas de alecrim-do-campo (Baccaharis dracunculifolia) obtidos a 400 bar e 60 °C 

e reportaram um teor e um rendimento de fenólicos totais de 69 mgEAG/gext e  5,5 mgEAG/gmp, 

repectivamente. E, por último, Martinez-Correa, Magalhaes et al. (2011) observaram um teor e 

um rendimento de compostos fenólicos no extrato das folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.) de 

51 mgEAG/gext e 1,7 mgEAG/gmp (obtidos a 400 bar e 60 °C), respectivamente. 

Analisando a Tabela 5.8, de acordo com o teste de Tukey ao nível de 5%, não houve 

diferença entre o teor e o rendimento de fenólicos totais dos extratos supercrítico obtidos a 250 

bar em ambas as temperatura estudadas (40 e 60 °C), porém a 150 bar o aumento da temperatura 

teve um efeito negativo na extração dos compostos fenólicos, uma vez que o extrato obtido a 150 

bar e 40 °C exibiu o maior rendimento e concentração destes constituintes (0,555 mgEAG/gmp e 

80,5 mgEAG/gext) apesar do seu baixo rendimento global.  

 Com relação ao efeito da pressão, há uma tendência geral na literatura mostrando que o 

aumento da pressão resulta em um melhor rendimento na extração dos compostos polares e com 

alto peso molecular (incluindo os compostos fenólicos, os quais são os componentes majoritários 

das plantas) (Diaz-Reinoso et al., 2006). No entanto, neste trabalho, verifica-se que a 40 °C a 

pressão teve um efeito negativo no teor e no rendimento de fenólicos totais dos extratos, ao 

contrário do que observado a 60 °C. Este comportamento também foi reportado para outras 

matérias-primas. Cavalcanti, Navarro-Díaz et al. (2012) estudaram as extrações supercríticas da 

folha de romã (Punica granatum L.) nas temperaturas de 40 e 50 °C e concluíram que, entre as 

pressões utilizadas (100, 150, 200 e 300 bar), a concentração de compostos fenólicos nos extratos 

atingiu o valor máximo na pressão de operação de 150 bar para ambas as temperaturas. Esses 

autores ainda observaram que o comportamento do teor de fenólicos totais em função da pressão 

não foi usual e sofre variações ascendentes e descentes no intervalo de pressão estudado. 

Mesomo, Scheer et al. (2012) reportaram que na extração supercrítica do gengibre 

(Zingiber officinale R.) a 20 °C o aumento da pressão de operação de 80 bar para 250 bar diminui 

o teor de fenólicos totais no extrato. Laroze, Diaz-Reinoso et al.  (2010) também observaram na 

extração supercrítica de arando, mirtilo e framboesa que o rendimento de fenóis totais em função 

da pressão apresenta um comportamento aleatório com diversos picos máximos e mínimos no 

intervalo de pressão entre 80 e 300 bar. Finalmente, Fernández-Ponce, Casas et al. (2012) 

mostram que a pressão apresenta um efeito negativo no teor de alguns compostos fenólicos na 

extração supercritica das folhas da mangueira utilizando 20% de co-solvente (metanol ou etanol).  



Resultados e Discussão  71 

 

 

 

Uma explicação científica para esse tipo comportamento não é clara e ainda não foi 

descrita na literatura. Os casos mencionados acima, assim como os resultados apresentados neste 

trabalho, mostram que em algumas ocasiões a pressão pode ter um efeito negativo e/ou positivo 

no teor e no rendimento dos fenólicos totais do extrato supercrítico. Isso mostra que o dióxido de 

carbono supercrítico é altamente seletivo dependendo das condições experimentais de pressão e 

temperatura. Portanto, como os extratos supercríticos são constituídos de uma mistura de várias 

espécies, pode-se concluir que as condições experimentais de extração podem influenciar de 

forma diferente cada componente solúvel presente na matriz vegetal.   

 

5.1.4.2 Atividade Antioxidante 

 

 A atividade antioxidante de um extrato natural é fortemente influenciada pelo método de 

análise utilizado. Neste trabalho, a atividade antioxidante foi determinada pelos métodos DPPH e 

ORAC, os quais são baseados em dois mecanismos de ação: Transferência de um Elétron (SET -

 Single Electron Transfer) e Transferência de Átomo de Hidrogênio (HAT - Hydrogen Atom 

Transfer), respectivamente. O ensaio do DPPH é amplamente utilizado para a determinação da 

capacidade antioxidante em diferentes extratos naturais. No entanto, o ORAC é  o método mais 

indicado para avaliar a capacidade protetora de amostras de alimentos contra os radicais peroxila 

ROO• (Prior, Wu e Schaich, 2005). 

 A Tabela 5.9 apresenta os resultados da atividade antioxidante dos extratos supercríticos 

das folhas da mangueira determinada pelos métodos DPPH e ORAC. No método DPPH 

resultados são expressos em miligrama equivalente em ácido gálico (mgEAG) por grama de extrato 

seco obtido (gext), enquanto que no método ORAC os resultados são apresentados em micromol 

equivalentes de Trolox® (μmolET) por grama de extrato seco (gext). Novamente, a igualdade dos 

resultados no ponto central (ensaios 5, 6 e 7) mostra que o experimento é reprodutível. 

 

  



72  Resultados e Discussão 

 

Tabela 5.9 – Atividade antioxidante dos extratos supercríticos. 

Extrato 
Temp.  

(°C) 

Pressão 

(bar) 

DPPH  

(mgEAG/gext)* 

ORAC 

(μmolET/gext)* 

1 40 150 37,6 ± 0,6ª 217,8 ± 8,6ª 

2 40 250 11,8 ± 1,1d 144,8 ± 7,2c 

3 60 150 15,9 ± 1,6c 104,8 ± 6,8d 

4 60 250 26,4 ± 0,8b 191,6 ± 5,4b 

5 50 200 11,7 ± 0,9d 111,3 ± 2,4d 

6 50 200 12,7 ± 1,3d 102,9 ± 7,8d 

7 50 200 11,4 ± 0,7d 110,1 ± 4,3d 
*Médias com letras iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível de 5% pelo teste de Tukey. 

Os resultados da Tabela 5.9 revelam que os efeitos da pressão e temperatura de extração 

afetam os resultados da atividade antioxidante obtidos por ambos os métodos (DPPH e ORAC). 

A pressão possui efeitos contrários que dependem da temperatura de operação: a 40 °C (ensaios 1 

e 2) o efeito da pressão é negativo, enquanto que a 60 °C (ensaios 3 e 4) o acréscimo da pressão 

resulta em um aumento da atividade antioxidante dos extratos. Com relação à temperatura, o 

aumento de temperatura na pressão de 150 bar proporciona uma diminuição na atividade 

antioxidante do extrato, enquanto que a 250 bar o efeito da temperatura é oposto. 

Estatisticamente, a relação entre os métodos DPPH e ORAC foi bastante significativa (r = 0,91, p 

< 0,001) e isto ocorre, possivelmente, porque as condições operacionais da extração influenciam, 

de maneira análoga, os compostos antioxidantes que agem pelos mecanismos HAT e SET. A 

Figura 5.11 mostra o comportamento semelhante de ambos os métodos. 

É importante salientar que há poucos trabalhos na literatura que analisam a atividade 

antioxidante de extratos supercríticos e, além disso, os métodos existentes são bastante 

heterogêneos, o que dificulta uma comparação direta. Os resultados obtidos pelo método DPPH 

não foram passíveis de comparação com a literatura, pois a resposta em miligramas equivalentes 

de ácido gálico não é usual e os valores resultantes dessa análise foram utilizados apenas para 

verificar a influência das condições operacionais na atividade antioxidante. No entanto, com 

relação ao método ORAC, a atividade antioxidante dos extratos da folha da mangueira (102,9 – 

217,8 μmolET/gext) foi comparável a outros trabalhos de extração supercrítica. Costa, Gonçalves et 

al. (2012), por exemplo, obtiveram valores entre 84,45 e 116,36 μmolET/gext de atividade 
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antioxidante para extrato supercrítico da erva-ursa (Thymus lotocephalus), enquanto que 

Serra, Seabra et al. (2010) reportaram uma atividade antioxidante de 45 μmolET/gext para o 

extratos supercrítico da cereja (Prunus avium).  

  

Figura 5.11 – Atividade antioxidante dos extratos supercríticos determinada pelos 

métodos DPPH e ORAC. 

 Devido à presença de diversos tipos de compostos que podem contribuir com a atividade 

antioxidante nos extratos, não é claro qual componente é responsável pela mudança observada 

nos resultados dos métodos DPPH e ORAC. Dessa forma, a fim de verificar a influência dos 

componentes fitoquímicos na atividade antioxidante dos extratos supercríticos, foi determinada 

uma correlação entre a atividade antioxidante e as principais substâncias antioxidantes presentes: 

os compostos fenólicos. A Tabela 5.10 mostra que a atividade antioxidante dos extratos 

supercríticos das folhas da mangueira é fortemente influenciada pelo teor de fenólicos totais, 

apresentando uma corelação linear positiva. Estes resultados estão de acordo com outros 

reportados na literatura: os compostos fenólicos são os principais responsáveis pela atividade 

antioxidante dos extratos. Thaipong, Boonprakob et al. (2006), por exemplo, observaram uma 

alta correlação entre os fenóis totais das goiabas e a atividade antioxidante obtida pelos métodos 

ABTS, DPPH, FRAP e ORAC (0,61 < r < 0,97, p < 0,05).   
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Tabela 5. 10 – Correlação linear entre os métodos de atividade antioxidante utilizados e 

o teor de fenólicos totais. 

Método 

Teor de fenólicos totais 

Coeficiente de 

correlação r 

Valor 

p 

DPPH 0,90 < 0,001 

ORAC 0,92 < 0,001 

 

 No entanto, o grande número de substâncias não identificadas nesses extratos sugere que 

outros compostos podem contribuir para a atividade antioxidante ou, até mesmo, inibir a ação dos 

antioxidantes. Os resultados obtidos neste trabalho revelam a considerável influência das 

condições operacionais na atividade antioxidante dos extratos. O extrato obtido a 40 °C e 150 bar 

(extrato 1) apresentou o maior teor de fenólicos totais e, consequentemente, melhor atividade 

antioxidante. Estas condições operacionais evitam a degradação térmica de alguns componentes 

bioativos e a extração de substâncias indesejáveis (Reverchon e De Marco, 2006). 

 

5.3 Extração convencional 

  

 Neste tópico são apresentados os resultados das análises químicas dos extratos etanólicos 

e aquosos das folhas da mangueira obtidos através de uma e duas etapas de extração. Os 

resultados das análises dos extratos supercríticos obtidos a 40 °C serão apresentados no intuito de 

analisar o efeito de todos os solventes utilizados na extração dos compostos fenólicos e na 

atividade antioxidante dos extratos. 

   

5.3.1 Fenólicos Totais 
 

 A obtenção de compostos fenólicos de matrizes vegetais é influenciada pela polaridade do 

solvente e pela solubilidade destas substâncias no solvente utilizado durante o processo de 

extração (Sulaiman et al., 2011). Dessa forma, há um grande interesse em selecionar o solvente 

apropriado para extração de fenólicos de uma determinada matéria-prima. 
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 Neste trabalho, diferentes solventes GRAS (Generally Recognized As Safe), entre eles a 

água, o etanol e o dióxido de carbono supercrítico, foram utilizados na extração de compostos 

fenólicos das folhas da mangueira (extração em uma etapa).  A extração em duas etapas, 

utilizando a extração supercrítica como um pré-tratamento para remoção dos compostos pouco 

polares, também foi investigada. Neste caso, os resíduos das extrações supercrítica realizadas na 

temperatura de 40 °C e nas pressões de 150 e 250 bar foram submetidos a uma nova extração 

com água ou etanol. O efeito da utilização desses solventes em uma e/ou duas etapas de extração 

é apresentado na Tabela 5.11.  

Na extração em uma etapa (extratos S150, S250, A e E), os resultados mostram que o 

rendimento de compostos fenólicos variou significativamente entre 0,36 e 21,80 mgEAG/gmp, 

dependendo do solvente utilizado. Entre todos os solventes, o etanol mostrou-se o mais eficiente 

na extração dos compostos fenólicos da folha da mangueira, em seguida foi a água, e por último, 

o dióxido de carbono supercrítico. A baixa eficiência da extração supercrítica pode ser atribuída 

ao fato de que os compostos fenólicos presentes na folha da mangueira são pouco solúveis no 

CO2, um solvente apolar (Vatai, Skerget e Knez, 2009; Shi et al., 2011). 

Tabela 5.11 – Rendimento de fenólicos totais no extratos das folhas da mangueira 

obtidos em uma e duas etapas de extração. 

Tipo de 

Extração 
Matéria-prima Solvente* Designação 

Rendimento de 

Fenólicos Totais 

(mgEAG/gmp)** 

Uma 

Etapa 

Folhas de mangueira 

secas 

CO2 (150 bar) S150 0,56 ± 0,01 

CO2 (250 bar) S250 0,36 ± 0,06 

Água A 8,46 ± 0,16d 

Etanol E 20,33 ± 1,59ª 

Duas 

Etapas 

Resíduo da ES a  

150 bar e 40°C 

Água S150-A 13,97 ± 0,76b 

Etanol S150-E 21,11 ± 0,31ª 

Resíduo da ES  

a 250 bar e 40°C 

Água S250-A 11,39 ± 0,71c 

Etanol S250-E 21,80 ± 0,24a 
*Todas as extrações foram realizadas a 40 °C. 

**Médias com letras iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível de 5% pelo teste de Tukey.  
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Os resultados deste trabalho estão de acordo com os obtido por Ling, Yap et al. (2009), os 

quais observaram que o etanol é mais apropriado para extração de compostos fenólicos das folhas 

da mangueira (Mangifera indica L.) do que a água destilada. Essa ordem de rendimento de 

fenólicos totais dos extratos (extrato etanólico > extrato aquoso > extratos supercrítico) também 

foi observada Martinez-Correa, Magalhaes et al. (2011) na extração de compostos fenólicos das 

folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.). 

Conforme mencionado anteriormente, uma comparação direta dos resultados obtidos com 

os trabalhos existentes na literatura é uma tarefa difícil, uma vez que a preparação da matéria-

prima e o procedimento experimental de extração variam significativamente de um trabalho para 

outro. Sultana, Hussain et al. (2012) reportaram um rendimento de fenólicos totais de 

aproximadamente 23,0 e 25,2 mgEAG/gfolhas para duas variedades de folhas de mangueiras (Langra 

e Chonsa, respectivamente) utilizando metanol 80% como solvente. Estes resultados foram 

comparáveis ao rendimento de fenóis dos extratos etanólicos obtidos neste trabalho (entre 20,33 e 

21,80 mgEAG/gmp) das folhas de mangueira da variedade Carabao. No entanto, é importante 

destacar que o metanol é considerado tóxico e apresenta potencial cancerígeno, diferentemente do 

etanol, o qual foi utilizado neste trabalho. 

Além disso, os resultados obtidos neste trabalho do rendimento de fenólicos totais dos 

extratos das folhas da mangueira foram semelhantes aos extratos de outras matrizes vegetais. 

Nantitanon, Yotsawimonwat et al. (2010), por exemplo, reportaram um rendimento de fenólicos 

totais de aproximadamente 15,43 mgEAG/gmp em uma extração etanólica da folha de goiabeira 

(Psidium guajava) em temperatura ambiente com duração de 72 h e com agitação de 200 rpm. 

Pande e Akoh (2010) também analisaram o rendimento de fenólicos dos extratos obtidos 

utilizando folhas frescas da figueira (Ficus carica), nespereira (Eriobotrya japonica) e mamoeiro 

(Asimina triloba). Eles utilizaram como solvente uma mistura de acetona, água e ácido acético 

(70:28:2, v/v/v) e obtiveram os seguintes resultados 0,69, 1,78 e 0,78 mgEAG/gfolha, 

respectivamente.  

 Na extração em duas etapas, o rendimento de fenólicos totais dos extratos aquosos (S150-A 

e S250-A) foram significativamente superiores do que o procedimento em apenas em uma etapa 

(extrato A).  Esse aumento no rendimento pode ser explicado através de dois motivos. Primeiro, a 

extração de compostos apolares e de alguns fenóis pelo CO2 supercrítico altera a estrutura física 

dos solutos remanescente na matriz residual. Segundo, a despressurização do sistema depois da 
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extração supercrítica provoca o rompimento das células e facilita a liberação dos solutos (Vatai, 

Skerget e Knez, 2009; Martinez-Correa et al., 2011). A Figura 5.12 mostra as imagens obtidas 

por microscopia eletrônica de varredura (MEV) das folhas da mangueira antes e depois da 

extração supercrítica. 
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

Figura 5.12 – Imagens de MEV (5000 X) da matriz vegetal: a) antes da extração supercrítica, b) 

depois da extração supercrítica a 40 °c e 150 bar e c) depois da extração supercrítica a 40 °c e 

250 bar. 
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A análise do efeito do pré-tratamento com CO2 supercrítico sobre a estrutura física da 

matriz vegetal (Figuras 5.12b e 5.12c) torna-se difícil, visto que as imagens obtidas pela MEV 

não foram fotografadas no mesmo local e, ainda, as estruturas das folhas são bastante 

heterogênea, como pode ser observado pela Figura 5.13. 

 

Figura 5.13 - Imagem de MEV (250 X) da matriz vegetal. 

No entanto, de acordo a Figura 5.14, a influência do pré-tratamento com CO2 na extração 

aquosa foi maior na condição de 40 °C e 150 bar, resultando em um aumento de 

aproximadamente 65% no rendimento de fenólicos totais (de 8,46 para 13,97 mgEAG/gmp). Isto 

ocorre, provavelmente, devido à extração de uma quantidade maior de compostos fenólicos pelo 

CO2 nessas condições (durante a primeira etapa, extrato S150), fato que provoca maiores 

alterações nas interações entre os fenóis remanescentes nas folhas da mangueira, os quais foram 

extraídos com maior eficiência na segunda etapa com a extração aquosa. 
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extração da mangiferina já era esperado, uma vez que esse composto apresenta baixa solubilidade 

em água (Gómez-Zaleta et al., 2006). 

Em nenhuma das condições estudadas o dióxido de carbono puro foi capaz de extrair o 

composto fenólico mangiferina. Fernández-Ponce et al. (2012) também reportaram que a 

extração supercrítica sem a adição de um cosolvente é incapaz de solubilizar a mangiferina da 

folha da mangueira. No entanto, na melhor condição estudada (100 bar e 35 °C), esses mesmos 

autores mostraram que a adição de 20% de etanol no CO2 faz com que o rendimento de 

mangiferina no extrato final seja de 191,8 mg/100 gmp. Ling et al. (2009) relataram valores de 

aproximadamente 664 e 71 mg/100 gmp para o rendimento de mangiferina dos extratos etanólicos 

e aquosos da folha da mangueira, respectivamente, utilizando as mesmas condições de extração 

utilizadas neste trabalho. A diferença entre os valores obtidos por Ling et al. (2009) e os 

apresentados neste trabalho estão relacionadas principalmente a época de coleta da matéria-

prima, armazenagem, idade da planta, condições climáticas e variedade da planta. 

Tabela 5.12 – Rendimento de mangiferina nos extratos das folhas da mangueira obtidos 

em uma e duas etapas de extração. 

Tipo de 

Extração 
Matéria-prima Solvente* Designação 

Rendimento de 

Mangiferina 

(mg/100 gmp)** 

Uma 

Etapa 

Folhas de mangueira 

secas 

CO2 (150 bar) S150 - 

CO2 (250 bar) S250 - 

Água A 268 ± 20d 

Etanol E 526 ± 35ª 

Duas 

Etapas 

Resíduo da ES a  

150 bar e 40°C 

Água S150-A 336 ± 12b 

Etanol S150-E 521 ± 6ª 

Resíduo da ES  

a 250 bar e 40°C 

Água S250-A 317 ± 1c 

Etanol S250-E 504 ± 25a 
*Todas as extrações foram realizadas a 40 °C. 

**Médias com letras iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível de 5% pelo teste de Tukey.  

 

 Assim como no rendimento de fenólicos totais, o pré-tratamento com CO2 mostrou 

influência no rendimento de mangiferina apenas nas extrações aquosas. A 150 bar e 40 °C, o pré-

tratamento com CO2 elevou o rendimento de mangiferina em aproximadamente 25% no extrato 
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aquoso S150-A, enquanto que no pré-tratamento a 250 bar e 40 °C, o extrato aquoso obtido na 

segunda etapa (S250-A) apresentou um aumento de cerca de 18% em relação ao extrato A. No 

entanto, todos os extratos (A, S150-A, S250-A) aquosos tiveram rendimentos de mangiferina 

inferiores aos extratos etanólicos E, S150-E e S250-E, os quais apresentaram resultados iguais de 

acordo com o teste de Tukey ao nível de 5%.  

As Figuras 5.15 e 5.16 apresentam os cromatogramas dos extratos obtidos em uma e duas 

etapas de extração. Os cromatogramas dos extratos aquosos (A, S150-A e S250-A) apresentam 

um comportamento semelhante. O mesmo ocorre com os extratos etanólicos (E, S150-E e S250-

E). O composto mangiferina foi observado no tempo de retenção de aproximadamente 2,25 

minutos. Os extratos etanólicos apresentaram um perfil rico de compostos com baixo tempo de 

retenção, onde a mangiferina foi, visivelmente, o componente majoritário no comprimento de 

onda avaliado (254 nm). No entanto, os extratos aquosos ainda apresentaram outros picos 

relevantes, indicando a presença de mais compostos importantes.  

 

 

 

  



Resultados e Discussão  83 

 

 

 

Padrão (630 μg/mL) 

 

Extrato A 

 

Extrato S150-A 

 

Extrato S250-A 

 
Figura 5.15 - Cromatograma do padrão e dos extratos  aquosos no comprimento de onda de 254 

nm. 
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Extrato E 

  

Extrato S150-E 

 

Extrato S250-E 

 
Figura 5.16 - Cromatogramas dos extratos etanólicos no comprimento de onda de 254 nm. 

 

5.3.3 Atividade Antioxidante 
 

5.3.3.1 DPPH 

  

 O ensaio de sequestro do radical livre DPPH é um dos mais utilizados para medir a 

capacidade antioxidante in vitro, no entanto houve uma grande dificuldade em se comparar os 

resultados aqui obtidos a os encontrados na literatura devido às diferenças existentes entre as 

metodologias executadas, assim como devido às diferentes formas de expressão dos resultados. É 
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importante mencionar que o presente estudo é o primeiro a analisar o efeito da pressão do CO2 

durante o pré-tratamento da matriz vegetal na atividade antioxidantes dos extratos. 

De acordo com a Tabela 5.13, os valores resultantes do ensaio DPPH variaram entre 0,14 e 

17,24 mgEAG/gmp. Com relação aos solventes, o extrato etanólico apresentou a maior atividade 

antioxidante (15,27 - 17,24 mgEAG/gmp), seguido do extrato aquoso (5,40 – 9,45 mgEAG/gmp). 

Novamente, os resultados obtidos pela extração supercrítica (0,14 – 0,26 mgEAG/gmp) foram 

insignificantes quando comparados às extrações convencionais. No entanto, é importante 

ressaltar que o método DPPH não é o mais adequado para avaliar a atividade antioxidante dos 

extratos supercríticos, pois este radical interage mais especificamente com compostos hidrofílicos 

e os extratos provenientes da extração supercrítica sem modificadores são, de maneira geral, 

hidrofóbicos (Magalhaes et al., 2008). 

Tabela 5.13 - Atividade antioxidante pelo método DPPH dos extratos das folhas da 

mangueira obtidos em uma e duas etapas de extração.  

Tipo de 

Extração 
Matéria-prima Solvente* Designação 

DPPH 

(mgEAG/gmp)** 

Uma 

Etapa 

Folhas de mangueira 

secas 

CO2 (150 bar) S150 0,26 ± 0,01 

CO2 (250 bar) S250 0,14 ± 0,01 

Água A 5,40 ± 0,30c 

Etanol E 16,10 ± 1,25ª 

Duas 

Etapas 

Resíduo da ES a  

150 bar e 40°C 

Água S150-A 7,87 ± 0,59b 

Etanol S150-E 15,27 ± 0,92ª 

Resíduo da ES  

a 250 bar e 40°C 

Água S250-A 9,45 ± 0,53b 

Etanol S250-E 17,24 ± 0,90a 
*Todas as extrações foram realizadas a 40 °C. 

**Médias com letras iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível de 5% pelo teste de Tukey.  

 

A Figura 5.17 mostra que o efeito do pré-tratamento com CO2 (extração em duas etapas) foi 

significante apenas para a extração aquosa. O extrato aquoso S250-A obtido pela extração em 

duas etapas com o resíduo sólido da extração supercrítica a 250 bar e 40 °C apresentou o melhor 

potencial antioxidante (9,45 mgEAG/gmp), exibindo um aumento de 75% quando comparada 

extração aquosa em apenas uma única etapa (extrato A, 5,40 mgEAG/gmp). Neste caso, 
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mgEAG/gmp. Com relação aos extratos obtidos com etanol 70%, Sulaiman, Sajak et al. (2011) 

mostram que apenas sete matérias-primas tiveram resultados superiores a 17,24 mgEAG/gmp, 

melhor resultado aqui apresentado. Isto sugere que a folha da mangueira pode ser considerada 

uma fonte significativa de antioxidantes naturais.  

Além disso, Scherer e Godoy (2009) avaliaram a atividade antioxidante de diversos 

compostos antioxidantes, entre eles: ácido gálico, BHA (antioxidante comercial), ácido 

clorogênico, ácido ferúlico, ácido cafeico, quercetina, rutina, ácido protocatecuico e ácido trans-

cinâmico. Eles reportaram que o ácido gálico é o antioxidante mais potente entre as substâncias 

analisadas e que, nas condições do experimento, apenas 0,29 μg de ácido gálico dissolvidos em 

0,1 ml de metanol foram suficientes para inibir aproximadamente 150 μg de DPPH em uma 

solução metanólica de 3,9 ml com 300 μg do radical livre. Deste modo, é possível afirmar que os 

resultados obtidos neste trabalho foram bastante significativos (de acordo com o método DPPH), 

visto que, utilizando a extração etanólica, um grama de folha de mangueira seca é equivalente a 

17.240 μg de ácido gálico, o qual é considerado um antioxidante muito forte.  

 

5.3.3.2 ORAC  

 

 Todas as amostras analisadas apresentaram proteção antioxidante contra os radicais 

peróxidos. De acordo com a Tabela 5.14, os valores de ORAC variaram de 1,50 a 26,38 

μmolET/gmp, dependendo do solvente utilizado e do tipo de extração.  

As amostras da extração aquosa em duas etapas (Extratos S150-A e S250-A) mostraram 

um aumento de até 30% da capacidade antioxidante contra os radicais peróxidos, em relação ao 

extrato A. Conforme a Figura 5.18, em ambos os pré-tratamentos, os extratos aquosos obtidos na 

segunda etapa (Extratos S150-A e S250-A) apresentaram resultados estatisticamente iguais a 

quaisquer extratos etanólicos (Extratos E, S150-E e S250-E), os quais, por sua vez, não 

apresentaram diferenças significativas nos valores obtidos pelo ORAC. A não influência do pré-

tratamento da matriz vegetal na extração etanólica também foi observada nos ensaios de DPPH, 

Folin-Ciocalteu (fenólicos totais) e mangiferina. 
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metanólico da polpa de goiaba (18,03 – 32,25 μmolET/gmp) e aos extratos de diferentes tipos de 

berries obtidos com acetonitrila (13.9 - 45.9 μmolET/gmp), os quais foram considerados extratos 

com elevado potencial antioxidante segundo Thaipong, Boonprakob et al. (2006) e Prior, Cao et 

al. (1998), respectivamente. No entanto, em comparação com a atividade antioxidante de extratos 

de outras folhas, os resultados de ORAC obtidos neste trabalho foram baixos. Wang e Lin (2000), 

por exemplo, reportaram atividades antioxidantes entre 69,7 e 182,2 μmolET/gmp dos extratos 

obtidos com uma solução tampão de fosfato (75 mM, pH 7.0) das folhas novas e velhas da 

framboeseira, da amoreira e do morangueiro.  

Apesar disso, convém ressaltar que a ausência de resultados relevantes deste ensaio não 

descredencia os extratos da folha da mangueira como antioxidantes em potencial, dados que os 

procedimentos experimentais da extração e da metodologia ORAC diferem na maioria dos 

trabalhos. Além disso, segundo Michiels, Kevers et al. (2012), o tipo de solvente utilizado na 

extração afeta significantemente a atividade antioxidante dos extratos (uma variação maior que 

30%) e a comparação da capacidade antioxidante de diferentes matrizes vegetais torna-se 

impossível sem um procedimento padrão para a preparação da amostra.  

Vale ressaltar ainda que ambos os solventes líquidos utilizados neste trabalho, água e 

etanol, são considerados GRAS (Generally Reconized As Safe), ao contrário dos solventes 

comumente empregados para extração de antioxidantes, como metanol, acetona, acetonitrila e a 

solução de fosfato (Pinelo et al., 2004; Pinelo et al., 2005). Na literatura não foram encontrados 

trabalhos de extração etanólica e/ou aquosa de antioxidantes de folhas envolvendo o método 

ORAC.  

 Finalmente, os resultados do método ORAC – baseado no mecanismo HAT (Hydrogen 

Atom Transfer) – obtidos neste trabalho sugerem que os compostos antioxidantes extraídos da 

folha da mangueira, utilizando água ou etanol, agem primordialmente doando elétrons (SET – 

Single Electron Transfer), uma vez que os métodos baseados neste mecanismo de ação (DPPH e 

Fenólicos Totais) reportaram ótimos resultados, conforme discutido anteriormente.  
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 5.3.4 Relação entre o rendimento de Fenólicos Totais, mangiferina e atividade 
antioxidantes pelos métodos DPPH e ORAC 
 

 É de fundamental importância verificar o efeito do rendimento de fenólicos totais e de 

mangiferina na atividade antioxidante dos extratos naturais. Dessa forma, utilizando os dados das 

Tabelas 5.11, 5.12, 5.13 e 5.14, onde estão os resultados obtidos para o rendimento de fenólicos 

totais, de mangiferina, capacidade de sequestro do radical DPPH e atividade antioxidante pelo 

método ORAC, respectivamente, aplicou-se um teste de correlação, no qual utilizou-se todos os 

valores médios dos resultados referentes aos extratos líquidos. Os índices de correlação obtidos, 

entre as análises realizadas, estão apresentados na Tabela 5.15. 

Tabela 5.15 – Coeficiente de correlação linear (r) entre os métodos de atividade 

antioxidante utilizados, rendimento de fenólicos totais e de mangiferina dos extratos 

aquosos e etanólicos. 

Métodos Fenólicos totais Mangiferina DPPH ORAC 

ORAC 0,87** 0,81 0,87** - 

DPPH 0,96* 0,97* - 0,87** 

Mangiferina 0,98* - 0,97* 0,81 

Fenólicos totais - 0,98* 0,96* 0,87** 

* p ≤ 0,01    ** p ≤ 0,05   

Na literatura existem diversos trabalhos nos quais os autores obtiveram correlações entre 

diversas análises antioxidantes dos extratos, enquanto que outros não encontram nenhuma 

relação. Martinez-Correa, Magalhaes et al. (2011), por exemplo, reportaram uma baixa 

correlação linear (r = 0,49) entre os polifenóis e a capacidade de sequestro do radical DPPH para 

o extrato aquoso e etanólico da folha da pitangueira. Brahmi, Mechri et al. (2012) mostraram que 

a atividade antioxidante do ensaio DPPH correlacionou-se bem com o conteúdo de fenólicos 

totais dos extratos das folhas de oliveira obtidos com acetato de etila (r = 0,997 e p = 0,053), no 

entanto, a correlação foi baixa para os extratos obtidos com hexano, clorofórmio e metanol (r = - 

0,858, p = 0,343; r = - 0,397; p = 0,740 e r = 0,142; p = 0,909, respectivamente).  Kevers, 

Falkowski et al. (2007) obtiveram em seus estudos com frutas e vegetais uma significante 

correlação (r² = 0,892) entres os fenólicos totais e a atividade antioxidante medida pelo ensaio de 
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DPPH, enquanto que nenhuma correlação foi encontrada entre os fenólicos totais e ORAC ou 

entre o ORAC e o método DPPH.   

Neste trabalho, no entanto, o ensaio de quantificação dos compostos fenólicos totais 

mostrou alta correlação com o ensaio de atividade sequestradora do radical livre DPPH (r = 0,96) 

e com o ensaio de atividade antioxidante pelo método ORAC (r = 0,87). Estes resultados sugerem 

que a presença de compostos fenólicos influenciou diretamente a atividade antioxidante dos 

extratos, ou seja, a maioria dos antioxidantes bioativos são fenóis. Além disso, a boa correlação 

entre o rendimento de mangiferina com o rendimento de fenólicos totais (r = 0,98) e com o 

método DPPH (r = 0,97) mostra que a mangiferina é, realmente, um dos principais compostos 

fenólicos antioxidantes da folha da mangueira. Por fim, a relação entre o rendimento de 

mangiferina e a atividade antioxidante pelo método ORAC foi baixa (r = 0,81) comparando com 

os outros métodos, indicando provavelmente que esse composto bioativo age preferencialmente 

doando elétrons (mecanismo SET, método DPPH) do que doando átomos de hidrogênio 

(mecanismo HAT, método ORAC).  

Os dois métodos para avaliação da atividade antioxidante (DPPH e ORAC) apresentaram 

um boa correlação linear (r = 0,87), apesar desses métodos apresentarem mecanismos diferentes 

de reação. Este resultado sugere que há um equilíbrio de antioxidantes que agem pelos 

mecanismos HAT e SET nos extratos das folhas da mangueira. No entanto, com relação aos 

fenólicos totais e ao método DPPH, a correlação entre esses dois ensaios (r = 0,96) era prevista, 

pois ambos baseiam-se no mecanismo de reação SET. As Figuras 5.19 e 5.20 mostram a 

comparação entre esses dois métodos, uma vez que os dois resultados são expressos em 

miligramas equivalentes em ácido gálico por grama de matéria prima (mgEAG/gmp). A Figura 5.19 

mostra a relação entre os fenólicos totais dos extratos aquosos e, bem como, suas capacidades 

antioxidantes medidas pelo método DPPH, enquanto que a Figura 5.20 apresenta esta relação 

para os extratos etanólicos. A diferença dos resultados em miligrama equivalente de ácido gálico 

deve-se ao fato de se utilizar radicais e tempos de reação diferentes nos dois métodos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A obtenção dos extratos da folha da mangueira propiciou uma análise investigativa de 

qual dos métodos de extração foi mais eficiente para obtenção de extratos ricos em compostos 

fenólicos, com atividade antioxidante e com elevados teores de mangiferina.  

Na extração supercrítica, a pressão apresentou um efeito positivo no rendimento global de 

extração (p < 0,01), enquanto que os efeitos da temperatura e da interação temperatura/pressão 

foram insignificantes considerando um valor de p de 0,05. Além disso, a presença de curvatura (p 

< 0,05) indicou que o modelo linear adotado na análise estatística não foi apropriado para 

descrever os dados de rendimento global. O maior rendimento global da extração supercrítica 

(1,20%) foi obtido na condição de 40 °C e 250 bar. No entanto, a condição experimental mais 

eficiente para extração supercrítica dos compostos fenólicos e antioxidantes foi a 40 °C e 150 bar, 

onde o rendimento global foi de apenas 0,69%. Dessa forma, podemos concluir que o CO2 

supercrítico é bastante seletivo na solubilização dos compostos fenólicos, uma vez que as 

condições experimentais com os maiores rendimentos globais não resultaram em extratos com os 

maiores teores e/ou rendimentos de fenólicos totais. 

Com relação à modelagem matemática da extração supercrítica, os dados das isotermas de 

solubilidade foram bem representados pelos modelos baseados na densidade do solvente. Neste 

caso, o modelo de Adachi e Lu (1983) apresentou um desvio absoluto médio (DAM) 

significativamente inferior aos demais modelos aplicados. Quanto à cinética de extração 

supercrítica, os modelos de De Souza, Benazzi et al. (2008) e de Sovová (1994) ajustaram bem os 

dados cinéticos experimentais obtidos. No entanto, o modelo de Sovová (1994) foi inconsistente 

quando analisado o ajuste dos seus parâmetros nas cinéticas do ponto central (triplicata). Nestes 

casos, os parâmetros ajustáveis de Sovová (1994) apresentaram significativa divergência nos 

ensaios do ponto central, ou seja, nas mesmas condições experimentais. Portanto, o modelo de De 

Souza, Benazzi et al. (2008), com apenas um parâmetro ajustável, pode ser considerado mais 

eficiente e consistente na predição da cinética de extração supercrítica das folhas de mangueira. 

Em comparação com os demais métodos de extração avaliados (processos aquosos e 

etanólicos), a extração supercrítica provou ser ineficiente (nas condições estudadas) na extração 

de compostos fenólicos e/ou antioxidantes, no entanto, seus extratos podem ser ricos em outros 
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compostos bioativos que não foram identificados. O CO2 supercrítico foi incapaz de solubilizar a 

mangiferina presente nas folhas da mangueira, enquanto que os extratos etanólicos e aquosos 

apresentaram resultados compatíveis com a literatura. Na extração em uma etapa, o etanol foi o 

solvente mais eficiente, apresentando maiores rendimentos de fenólicos totais, de mangiferina e 

melhores resultados de atividade antioxidante (de acordo com os métodos DPPH e ORAC). A 

água apresentou bons resultados na extração em uma etapa. No entanto, o desempenho desse 

solvente foi inferior ao etanol em todas as análises realizadas. 

 Na extração em duas etapas, a extração supercrítica prévia a extração aquosa exerceu 

influência positiva na segunda etapa do processo, produzindo extratos aquosos com melhores 

rendimentos de fenólicos totais, de mangiferina e, ainda, maiores atividades antioxidantes. A 

escolha das condições do pré-tratamento depende do resultado desejado. O pré-tratamento com 

dióxido de carbono supercrítico na menor pressão estudada (150 bar) propiciou o maior aumento 

no rendimento de fenólicos totais (65%) e de mangiferina (35%) dos extratos aquosos. Em 

contrapartida, o pré-tratamento a pressão de 250 bar resultou em melhores atividade antioxidante 

nos extratos aquosos obtidos na segunda etapa de extração, com um aumento de 75 e 30% nos 

resultados dos métodos DPPH e ORAC, respectivamente. Deste modo, caso a extração aquosa 

seja um requisito essencial de um determinado processo e deseja-se aumentar o rendimento de 

fenólicos e/ou atividade antioxidante dos extratos, a utilização da extração supercrítica como um 

pré-tratamento da matriz vegetal é uma alternativa viável. 

Na extração etanólica, o efeito do pré-tratamento com CO2 supercrítico não influenciou a 

composição final dos extratos. Em outras palavras, todos os extratos etanólicos apresentaram, 

estatisticamente, os mesmos resultados. Dessa forma, a utilização apenas do etanol em uma etapa 

de extração foi suficiente para maximizar a atividade antioxidante, o rendimento de fenólicos 

totais e da mangiferina dos extratos finais. 

Finalmente, os resultados obtidos pelos extratos etanólicos mostram que a folha da 

mangueira é uma fonte potencial de compostos bioativos. Portanto, pode-se concluir que a 

extração etanólica é uma técnica eficiente e pode ser empregada nas indústrias onde a utilização 

de solventes nocivos à saúde humana sofrem restrições. Além disso, de acordo com os 

coeficientes de correlação obtidos entre os métodos de análises empregados, os compostos 

fenólicos (inclusive a mangiferina) podem ser considerados os principais antioxidantes naturais 

das folhas da mangueira.  
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6.1 Sugestões para trabalhos futuros 

 

 Para dar continuidade ao estudo dos processos de extração de compostos antioxidantes das 

folhas da mangueira, as principais sugestões para trabalhos futuros são: 

 Identificação dos compostos dos extratos supercríticos através da cromatografia gasosa; 

 Utilização de co-solventes polares na extração supercrítica; 

 Emprego das técnicas de ultrassom e micro-ondas nos processos de extração; 

 Avaliar as mudanças estruturais antes e depois da extração supercrítica através da 

análise da área superficial da matriz sólida pela técnica de BET. 
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