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RESUMO

Desde os primoérdios da humanidade, o uso de plantas medicinais acompanhava as sociedades
humanas, ora como alimento e ora como remédio, usado para prevenir, melhorar e curar
doengas. O Brasil ¢ o pais que detém a maior variedade de espécies vegetais do planeta, com
mais de 40 mil espécies distribuidas ao longo do seu territorio. Esse patrimdnio natural pode
ser utilizado de diferentes formas, assim como, sua extra¢cdo pode ser obtida por uma ampla
variedade de técnicas, sendo a extracdo com didxido de carbono no estado supercritico
destacada. Esta técnica ¢ considerada uma tecnologia limpa, com impacto minimo na
atmosfera, alta eficiéncia e qualidade dos extratos. No entanto, para a obtengao de extrato das
folhas e caules da Cana do brejo (Costus spicatus) ndo foram encontrados na literatura.
Assim, justifica-se este trabalho por contribuir com dados relativos a flora brasileira,
investigando a espécie medicinal Costus spicatus no que se refere a obtengdo de extratos
naturais ¢ do oleo essencial, das folhas e caules, em diferentes métodos de extragdes de baixa
pressdo (hidrodestilagdo, soxhlet e ultrassom) e alta pressdo (CO, supercritico), com
finalidade de identificar compostos bioativos e avaliar o seu potencial antioxidante. Na
extracdo soxhlet e ultrassom foram empregados os solventes hexano e etanol. Enquanto na
extragdo com CO, supercritico foi usado cossolvente (CS) etanol sob diversas condigdes
operacionais (80-200 bar, 36-64°C ¢ 0-20%CS). A identificagdo da composi¢ao quimica foi
realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (GC/MS) e a avaliagao
de potencial antioxidante pelo método DPPH. Em termos de rendimento, as técnicas/solventes
com melhor rendimento para as folhas da Costus spicatus foram: soxhlet com etanol (6,17%),
extracdo supercritica com cossolvente (4,12%) e ultrassom com etanol (3,86%). Para os
caules, as melhores técnicas/solventes foram: soxhlet com etanol (5,06%), ultrassom com
etanol (2,37%) e extragdo supercritica com cossolvente (1,69%). As curvas de extracdo das
folhas e caules da Costus spicatus apresentaram um comportamento tipico das curvas de
extracdo com CO; supercritico. Com relagdo a composicdo quimica verificado planejamento
experimental aplicado nas folhas, foi possivel verificar que o Acido linolénico, Friedelin e
Acido palmitico foram os compostos majoritarios. J4 nos caules, os compostos majoritarios
foram Sitosterol, Stigmasterol e Acido palmitico. De acordo com os dados obtidos na
literatura, os extratos das folhas da Cana do brejo podem ser usados para fins curativos,
aliviando sintomas de problemas inflamatérios, enquanto os extratos dos caules podem ser
empregados nos tratamentos de doencas com diabetes, conferindo propriedades antidiabéticas.
As folhas e caules da Costus spicatus ndo apresentaram atividade antioxidante detectaveis
pelo método empregado, DPPH, mas a partir de uma outra metodologia de eliminacdo do
radical livre possa apresentar. Foi possivel concluir que as folhas e caules da Costus spicatus
possuem constituintes extraidos pela técnica de CO, supercritico e cossolvente que podem ser
potenciais candidatos ao desenvolvimento de novas formulagdes e fomas farmacéuticas.

Palavras-chave: Cana do brejo (Costus spicatus). Extragdo com CO; supercritico. Potencial

anti-inflamatorio. Potencial antidiabético.



ABSTRACT

Since the dawn of mankind, the use of medicinal plants has accompanied human societies,
sometimes as food and sometimes as medicine, used to prevent, improve and cure diseases.
Brazil is the country that holds the largest variety of plant species on the planet, with more
than 40 thousand species distributed throughout its territory. This natural heritage can be used
in different ways, as well as, its extraction can be obtained by a wide variety of techniques,
with extraction with carbon dioxide in the supercritical state highlighted. This technique is
considered a clean technology, with minimal impact on the atmosphere, high efficiency and
quality of the extracts. However, to obtain extract of the leaves and stems of the swamp cane
(Costus spicatus) were not found in the literature. Thus, this work is justified by contributing
with data related to Brazilian flora, investigating the medicinal species Costus spicatus with
regard to obtaining natural extracts and essential oil, from leaves and stems, in different low
pressure extraction methods (hydrodistillation, soxhlet and ultrasound) and high pressure
(supercritical CO,), in order to identify bioactive compounds and evaluate their antioxidant
potential.In soxhlet and ultrasound extraction, the solvents hexane and ethanol were used.
While extraction with supercritical CO;, co-solvent (CS) ethanol was used under various
operating conditions (80-200 bar, 36-64°C and 0-20% CS). The chemical composition was
identified by gas chromatography coupled to a mass spectrometer (GC/MS) and the
evaluation of antioxidant potential by the DPPH method. In terms of yield, the techniques /
solvents with the best yield for Costus spicatus leaves were: soxhlet with ethanol (6.17%),
supercritical extraction with cosolvent (4.12%) and ultrasound with ethanol (3.86%). For the
stems, the best techniques/solvents were: soxhlet with ethanol (5.06%), ultrasound with
ethanol (2.37%) and supercritical extraction with cosolvent (1.69%).The extraction curves of
the leaves and stems of Costus spicatus showed a typical behavior of the extraction curves
with supercritical CO,. Regarding the chemical composition verified experimental design
applied to the leaves, it was possible to verify that linolenic acid, Friedelin and palmitic acid
were the major compounds. In the stems, the major compounds were Sitosterol, Stigmasterol
and Palmitic acid. According to the data obtained in the literature, the extracts of the leaves of
the swamp can be used for curative purposes, relieving symptoms of inflammatory problems,
while the extracts of the stems can be used in the treatment of diseases with diabetes,
conferring antidiabetic properties. The leaves and stems of Costus spicatus did not present
antioxidant activity detectable by the method employed, DPPH, but from another
methodology of elimination of the free radical may present. It was possible to conclude that
the leaves and stems of Costus spicatus have constituents extracted by the supercritical and
co-solvent CO, technique that can be potential candidates for the development of new
pharmaceutical formulations and forms.

Keywords: Swamp cane (Costus spicatus). Extraction with supercritical CO,. Anti-
inflammatory potential. Antidiabetic potential.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ordem, familia e género da espécie COStUS SPICALUS. ........c.oeeeeeeeeereeeecreeeereeeereannnn, 23
Figura 2. Aparelho CIEVENEET. .......coeeviiiiiieeeiie ettt e e e e enaeeenes 27
Figura 3. Esquema de extragdo por SOXhIEt. .......ccceeeciieriiiiiieiiieiiee e 28
Figura 4. Diagrama de fases para uma SUbStANCIA. ...........cocvieriieiienieiieeieeeeee e 30
Figura 5. Densidade reduzida versus pressao reduzida para o didéxido de carbono puro......... 32

Figura 6. Curva tipica de extracdo com CO2 supercritico com suas trés etapas: taxa de

extragdo constante (CER), taxa de extrag¢do decrescente (FER) e taxa difusional (DC).......... 33
Figura 7. Fluxograma das atividades desenvolvidas no presente trabalho............c.ccccceevuenee. 35

Figura 8. Saco de rafia contendo a matéria prima in natura (A), moedor de café¢ (B) e o

HQUIATEICAAOT (). aeiinieie ettt ettt et et e et e st e ebeeeaeeenne 36

Figura 9. Sistema utilizado para extracdo por hidrodestilagao (A) e baldao de fundo redondo

com a matriz vegetal (folhas) e o solvente (dgua destilada)..........cceecuveevciiieniiiiniiiiiieeieee, 38

Figura 10. Aparelho para a realizacdo da extragdo por soxhlet em folhas (A) e caules (B) da

COSIUS SPICATUS . ...ttt ettt ettt ettt et st et e st e b e st e et e sebeeneeeeneenane e 39
Figura 11. Cartucho inserido no aparelho extrator (A) e Rotaevaporador (B)........ccccceeenneen. 40
Figura 12. Extrato etandlico para ser filtrado. Folhas (A) e caules (B).......cccocceevevieviieeinnnnne 41
Figura 13. Unidade de extracdo supercritica — HPLC-SC........coccooiiiiiiiiiiiceee, 41
Figura 14. Diagrama da unidade de extrag@o supercritica — HPLC-SC. ........ccccccevininninnene. 42

Figura 15. Efeito da concentragdo do cossolvente no rendimento do extrato supercritico de

folhas (A) e caules (B) da Costus spicatus, na pressao 140 bar e temperatura 50°C................ 64

Figura 16. Isotermas de rendimento de extracdo supercritica para folhas (A) e caules (B)

(Costus spicatus), com adi¢ao de 5% de cossolvente N0 Processo........ccueevveereeereeenveereeenneennn. 65

Figura 17. Efeito da pressdo e temperatura sobre o rendimento do extrato supercritico das

folhas e caules (Costus spicatus), com adi¢ao de 5% de cossolvente no processo. ................. 67

Figura 18. Efeito da pressao sobre o rendimento do extrato supercritico das folhas e caules

(Costus spicatus), com adi¢ao de 5% de cossolvente no processo e temperatura 40 °C. ........ 68



Figura 19. Gréafico de pareto. (A) Extracdo com CO; supercritico de folhas (Costus spicatus).

(B) Extragdo com CO, supercritico de caules (COStUS SPICATUS)......ccuueecueeeeeeceranienreenieeeeenn, 71

Figura 20. Graficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para folhas (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressao em
funcdo da concentragdo de cossolvente. (B) Linhas de contorno da pressdo em fungdo da

conCentragao de COSSOLVENLE. .......ccuuiiiuiiieiieeciee ettt ettt et e e et e e e e eeeabeeeeareeeaeeeenns 73

Figura 21. Gréficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extragcdo supercritica para caules (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdo em
funcdo da concentragdo de cossolvente. (B) Linhas de contorno da pressdo em funcdo da

conCentragao de COSSOLVENLE. .......ccuuiiiuiiiiiieeciee ettt ettt e et e e e e e e e eeetreeeetreeeenaeeennns 74

Figura 22. Gréficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para folhas (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdo em

funcdo temperatura. (B) Linhas de contorno da pressao em fun¢do da temperatura................ 75

Figura 23. Graficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para caules (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdo em

funcdo temperatura. (B) Linhas de contorno da pressao em fun¢do da temperatura................ 75

Figura 24. Graficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para folhas (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da
concentracao do cossolvente em fun¢ao temperatura. (B) Linhas de contorno da concentragao

do cossolvente em funcao da teMPEratura. ............coceeeiiierieeiienie et 76

Figura 25. Graficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para caules (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da
concentracao do cossolvente em fungao temperatura. (B) Linhas de contorno da concentracao

do cossolvente em fungao da teMPETratUra. ..........c.eevieeiiierieeiierie ettt 77

Figura 26. Valores preditos versus observados. Extracdo com CO, supercritico de Costus

spicatus. (A) Folhas € (B) Caules. ........ccoovoiiiiiiiiiiiiiciie ettt e e 78

Figura 27. Curva de extragdo supercritico nas folhas e caules (Costus spicatus), na condigao

de 140bar, 50°C e 20% de etanol € vazao de 3,0 ML/MIN. c....oevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeieeeeeeee e 78

Figura 28. Curvas de extragdo supercritica nas folhas (Costus spicatus) em trés condigdes
diferentes, I - 140bar, 50°C ¢ 10%, e vazao de 3,0mL/min; II - 140bar, 50°C e 10%, e vazao
de 7,0 mL/min e III - 140bar, 50°C ¢ 20%, ¢ vazao de 3,0 mL/min. ........c....ccceevereeeinineeennee. 79



Figura 29. Compostos majoritarios das extracdes com CO; supercritico de Costus spicatus.

(A) FOlhas € (B) CaUles. ....cc.eeeiiiiiieeiieiieeie ettt ettt et e siaeesbeesnaeenseeenaeenne 83

Figura 30. Comparagao dos perfis quimicos dos extratos das folhas Costus spicatus obtidos
nas pressdes 110 e 170bar, temperaturas 40 e 60°C e uma concentragdo de cossolvente fixa

CINL SY0. 1ttt ettt a et st a e et ae e s 84

Figura 31. Comparacdo dos perfis quimicos dos extratos das folhas Costus spicatus obtidos
nas pressdes 110 e 170bar, concentracdes de cossolvente 5 e 15% e temperatura fixa em

GOCC . ettt et e b e s e et sn e e e et e nanes 85

Figura 32. Comparagao dos perfis quimicos dos extratos dos caules Costus spicatus obtidos
nas pressdes 110 e 170bar, temperaturas 40 e 60°C e uma concentra¢do de cossolvente fixa

CITL S 0. e et e et ——— e et . reeta————ean———aeaa————aaa————aa 86

Figura 33. Comparagdo dos perfis quimicos dos extratos dos caules Costus spicatus obtidos

nas concentragdes de 5 e 15% de cossolvente, em uma pressdo de 170bar e temperatura de
B0 C . ettt ettt a ettt h e h e a e e a e n et e b e eheeteeneen e nt e st et entenbeeneeneenes 87

Figura 34. Valores de rendimento global de extragdo usando técnicas com solventes para as

folhas e caules da COSIUS SPICATUS. .......c..cceevuiriinieiiiiiiieeeet ettt 90

Figura 35. Comparagdo da composi¢cao quimica dos extratos da Costus spicatus obtidos por

técnicas de baixa e alta pressdo. (A) Folhas e (B) Caules. ........cccccvveviiieniiiinieeieciee e 91



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Percentual de rendimento encontrado na literatura. ..............ccccooeeeeeiiiiieeeecineeeenee. 62

Quadro 2. A concentracao inibitoria dos potenciais antioxidantes do extrato de folha e caule

AE COSTUS SPICATUS. ...ooneeeeeeieeieeee ettt et eate et et e e bt esseeebeesaaeenseesseesaseenaseasseenssesnseens 93



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Propriedades de fluidos no estado gasoso, liquido e supercritico. ..........c.cceeeuveennee. 31

Tabela 2. Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional para trés fatores,

tanto para folha, qUanto para CAULE. ...........cecieeiiiiiiiiieie e 43

Tabela 3. Variaveis codificadas e reais do Delineamento Composto Central Rotacional para
trés varidveis (pressdo, temperatura e concentracdo de cossolvente) em folhas (Costus

SPECATUS ). cvvveeeeeeeeneeeeeseeaeteeseseeeetseeeesaeessaeessaeeasseeeassseaassaeassaeanssaeanssseassseesssseessseeesssessnssesasseenns 44

Tabela 4. Variaveis codificadas e reais do Delineamento Composto Central Rotacional para

trés varidveis (pressdo, temperatura e¢ concentragdo de cossolvente) em caules (Costus

SPECALUS ). v eeuveeeeeeeeeeseeeeteeeeseeeetseeseaseeesaeeasaeessseeessseeaassaeassaeessaeansssesssseesssseeasseeesssessssseeasseeans 45
Tabela 5. EXperimentos adiCIONaIS. .......cccueeeriieeeiieeiieeeiieeesireeeieeeeieeesveeesereeeeereeessseeennseeenens 46
Tabela 6. Parametros do leito fixo — Folhas e Caules (Costus Spicatus)..........coeevueeervencvennnnen. 49

Tabela 7. Composicao quimica do 6leo essencial das folhas - Costus spicatus obtido pela

técnica de hidrodeStilagao. .......c.uviiiuiiieiiieeciec et e e e et eeeareeeareeens 51

Tabela 8. Rendimento global (R) das extragdes de folhas e caules da Costus spicatus a baixa

pressao, utilizando dois solventes de diferentes polaridades..........ccceeveevciieenciieiniieiniieeiene 52

Tabela 9. Composi¢do quimica do extrato das folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

NT0) 41 (e A 5 5 €21 110 ) SRR 54

Tabela 10. Composicao quimica do extrato das folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

SOXOIEt (ELANOL). ...eiiiuiiiiiieeiiie ettt e e e et e e eab e e e eab e e e eabeeesaseeenabeeenneas 55

Tabela 11. Composi¢ao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

NT0) 1 (e A 5 5 €21 110 ) RS 56

Tabela 12. Composi¢ao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

SOXOIEt (ELANOL). ...eiiiuiiiiiieeiiie ettt e e e et e e eab e e e eab e e e eabeeesaseeenabeeenneas 56

Tabela 13. Composi¢ao quimica do extrato de folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

UTtrassom (HEXAN0)......vvieiiieeiiieeiieeeiiee et e et e ettt e et e e s aaeesaeeessaeeesaseeesnseesssseessseesnsseesnsseenns 57

Tabela 14. Composi¢ao quimica do extrato de folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

UTtrassom (Eanol).......c..oiiiiiiiiiiieciieeiee ettt e e e e e e e e e eabeeeeareeeeaseeeanaeens 58



Tabela 15. Composi¢ao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

UIrassom (HEXAN0)....cuueeuieriiieiieriieeiteeie ettt ettt et steeteeeebeeseessbeesaeenseensaesnseenssesnseansnas 58

Tabela 16. Composi¢ao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

UTtrassom (Eanol)......cc..eiiiiieiiiie ettt e e et e et e e sae e e seseeesaseeesseeesseeesneeens 59

Tabela 17. Compostos majoritarios dos extratos hexanicos e etandlicos das folhas e caules da

Costus spicatus obtidos por soxhlet € UItrasSOmL. ........cccveviieriieriiiiiienieeeere e 59

Tabela 18. Rendimento obtido a partir do planejamento experimental completo para a

extracao supercritica das folhas e caules (CoStUS SPICATUS). .....cccveeecuveeecreieeieeeiieeeiee e, 63

Tabela 19. Coeficientes de regressdo para a resposta rendimento global de extragdo

supercritica para folha (COSIUS SPICALUS)......ccueeeueeeieeiieiieeie et eieeeee et ereeeae e eae s eseenne 69

Tabela 20. Coeficientes de regressdo para a resposta rendimento global de extracdo

supercritica para caule (COStUS SPICALUS).....eerueerieeiiierieeiieiie ettt et ettt e be e 69

Tabela 21. ANOVA — Anadlise de Variancia para os dados obtidos na extragdo supercritica

para f0lhas (COSTUS SPICATUS). ......oeeeueeeeiieeeieeeeiee et eeteeeseeestee et eesaaeessreesseeessseeessseesnsseeens 72

Tabela 22. ANOVA — Andlise de Variancia para os dados obtidos na extracdo supercritica

para caules (COStUS SPICALUS). ...ceuveruiiriirtiniieteeientt ettt ettt ettt et st sae b sbe et s 72

Tabela 23. Perfil quimico dos extratos obtidos nas condigdes do planejamento experimental

para as folhas COSIUS SPICALUS. .......c..oeeeuueeeeiieeiie ettt ettt aeesare e sbeeesnbeeesnseessseeens 81

Tabela 24. Perfil quimico dos extratos obtidos nas condigdes do planejamento experimental

para 0S CAULES COSIUS SPICATUS . .........ccueeceiriiiieiiniiesitee ettt ettt sttt et 81

Tabela 25. Constituintes fitoquimicos dos compostos majoritarios do extrato supercritico de

caules e folhas (Costus spicatus) € suas atividades. .........c.ceevieerieeeiieeniie e 88

Tabela 26. Valores de rendimento global de extragdo usando técnicas com solventes para as

folhas e caules da Costus spicatus aplicando técnicas com solvente de baixa e alta pressao. .89



SUMARIO

1. INTRODUGCAQ ...uecrrcrererenenenesesesesesesesesssesesssesesesescsssssesssssesssssssssessssssssssssssssssssssssses 18
2. OBUJETIVOS .iirinsensinsuinsassessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 21
2.1 OBJETIVO GERAL .....ooiiiiitieeeeeet ettt 21
2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ....ovvviuriiriiiiiceieiisseies st seens 21
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ....cucumiunsinnssnssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssess 22
3.1.  PLANTAS MEDICINAIS .....oootiieiiieeeee ettt 22
3.2 COSTUS SPICATUS ..ottt ettt saa e sneenseenseennenes 23
3.3 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS NATURALIS ....24
3.3.1 Atividade ANtiOXIAANTE .......c.eeeeiiiiieiiieeie et eetee et et e e e e e e e e e eereeeaneeen 25

34  METODOS DE EXTRACAO ... 26
3.4.1 HidrodeStilagA0.......ccuvieeuiieeiieeciie ettt ettt ettt e e eare e e eareeeeareeeeaneeens 27
3.4.2 EXtrag@o POr SOXNIET .....cccuieiiieiiiiiiiciieeieeitece ettt ae e e 27
3.4.3 Extrac@o pOr UIraSSOM....ccccuiiieiiiieeiiieeiieeeite et eeiteeeiteesiteeeeiveeesereessnveessaseesnneeens 28
3.4.4 Extracdo com FIuido SUPercritiCo........covuieruieeiieniieniieriieeiteee et 29
3.4.4.1 FIUIdOS SUPETCIILICOS ... eeeeuiieeiiieeiieeeiieeeiteeetteeeiteeette e s e esereeeseaeeessseesnnseesnnseeens 30
3.4.4.2 Di6xido de Carbono SUPEICITTICO .....eevuvieriieriiieiieiieeiie ettt 31
3.4.4.3 Curvas de EXtraCa0........eeccvieeiiieeiiiieeiie ettt eiteeevee e e e eaveeeeareeeareeeareeenaeeens 33

4. MATERIAS E METODOS 35
4.1 FLUXOGRAMA DO TRABALHO .......oiiiiiiieiee ettt 35
4.2 MATERIAS PRIMAS .....coovitmiiimrioeiseeise ettt 36
4.2.1 Distribuig20 GranuloOmeEtriCa ........ccuviiieiiiiiieeeeiiie e e e e e e 36
4.2.2 Caracterizacao do Leito de Particulas ............ccceeieeiiiiiiiiiiiiceeeeeeeee e 37

4.3 METODOS DE EXTRACAO ..o, 37
4.3.1 Extrac@o por Hidrodestilagao ..........covvieiieriieiienieeiieeieee e 38
4.3.2 EXtrag@0 POr SOXNIET .....cooiiiiiiiiieiiecie et e 39
4.3.3 EXtrag@0o POr UITaSSOM ... .cciuiiiiieiiiiieeiieeite ettt ettt sae e e ssaeeseesneeenne 40
4.3.4 EXIraga0 SUPETCITLICA ..uveeruvieiieeiiieiieeiieetee et eitesiteeteesiteeateseteebeesnaeenseessnesnseennaeenne 41
4.3.4.1 Planejamento EXperimental...........c.cccccuvieiiieeiiieeiiie et 42
4.3.4.2 Curvas de EXtragao.........ccouiiiiiiiiiiiiieccieee et et 47

5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ....uoveerrrrerrrrresnersssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessss 49
5.1 CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS .......cocooovveieeeieeeeeeeeeeeeeae, 49
5.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO ......c.ooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 50
5.2.1 Extragdo por Hidrodestilagao ..........ccoueeriieiiieiiieiiecieeie et 50

5.2.2 Extragao usando SOIVENTES............ccvuiiiiiuiiieiie ettt e e e e e eareeeeaneeens 51



5.3 EXTRACAO COM CO; SUPERCRITICO ..o 61

5.3.1 Teste Preliminar e Analise do Perfil do EXtrato..........ccccoecveeviiienciiiccie e, 61
5.3.2 Extragdo com COy SUPETCITLICO ..c.vvieviiieiieiieeiieesiieeieerieeeieesireeseesaeeesreensneeseessneenne 63
5.3.2.1 Rendimento global da Extragao SupercritiCa..........ccccueeevierveeiieenieerieenreeieeeeeenn, 63
5.3.2.2 ANAliSE EStAtISTICA ..ecuvieiieriieeiieeiieeiie ettt ettt ettt esbeessaeebeesnae e 68
5.3.2.3 Curvas globais de EXtracao .......cceeruiiriiieiieeiieiie ettt et 78
5.4 COMP~OSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS OBTIDOS POR MEIO DA
EXTRACAO COM CO; SUPERCRITICO .....cocviiiiieiieeieeieeeeeeee e 80
5.5 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO DE COSTUS SPICATUS
.............................................................................................................................................. 89
5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH........cooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeees 92
6. CONCLUSOES......curuurinnenensunninsensensssessessenssssssassssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassssess 95

REFEREINCIAS o.eeeveeeeeeeeeevesessesesssessssssesesssssssssssssesesssssssssssssssassssssssssassssssssnssssssssssssssnsasssns 99




18

1. INTRODUCAO

Desde os primoérdios da humanidade, o uso de plantas medicinais acompanhava as
sociedades humanas, ora como alimento, ora como remédio, usado para prevenir, melhorar e
curar doengas. Inicialmente, os seres humanos comegaram a fazer uso dessas plantas por
instinto, pela imita¢do dos animais. Posteriormente, a descoberta das propriedades nocivas ou
ndo, constituintes nas plantas, aconteceu por meio do conhecimento empirico (onde o homem
observava o comportamento dos animais). Antes disso, devido ao desconhecimento, o homem
estava sujeito, muitas vezes, a efeitos colaterais graves, levando até a morte (SMSDC, 2011;
AZEVEDO et al., 2014; MONTEIRO ¢ BRANDELLI, 2017).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 85%
das pessoas do mundo utilizam plantas medicinais para tratar doengas (TEIXEIRA et al.,
2014). Esses dados mostram como as plantas naturais sdo populares e utilizadas, sendo
justificadas por diversos fatores, como menor custo ao serem adquiridas e falta de acesso a
assisténcia médica e farmacéutica. Além disso, por ser um método natural, o uso de plantas
visa uma ideia de desenvolvimento sustentavel, respeitando o meio ambiente e promovendo
ao consumidor uma melhor qualidade de vida por serem isentos de ingredientes quimicos.
Porém, muitos consumidores consideram, erroneamente, que estas plantas apresentam um
menor risco a saide em relagdo aos medicamentos, quando ingeridos em excesso
(BRUNING, MOSEGUI e VIANNA, 2012; BORGES, 2016).

Assim, neste contexto e buscando contribuir com a cultura medicinal, ¢ possivel
identificar um aumento no interesse de pesquisadores em comprovar o uso de diversas plantas
medicinais, promovendo o desenvolvimento de novos farmacos e garantindo uma utilizacao
racional e segura dos compostos extraiveis de plantas.

O Brasil ¢ o pais que detém a maior variedade de espécies vegetais do planeta, com
mais de 40 mil espécies distribuidas ao longo do seu territério (MMA, 2011). Esse patrimonio
natural pode ser utilizado de diferentes formas, dependendo das substincias bioativas
identificadas e das suas atividades biologicas. Quando as espécies possuem agao
farmacoldgica, baseadas na tradi¢cdo popular ou validada cientificamente, a planta apresenta
classificagao medicinal (SILVA, SANTOS ¢ RABELO, 2010).

A Costus spicatus (Jacq.) Sw. ¢ uma planta medicinal, encontrada em florestas
umidas costeiras. No Brasil, ¢ praticamente nativa, onde as regides da Mata Atlantica e
Amazodnica apresentam sua maior exibi¢do (LORENZI ¢ MATOS, 2002). E comumente

chamada de cana do brejo, como também, cana de macaco ou cana do mato (BITENCOURT
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e ALMEIDA, 2014). Pertence a ordem Zingiberales, cuja familia é a Costaceae, constituida
por quatro géneros: Costus, Monocostu, Dimerocostus € Tapcinochielas. O género Costus € o
mais importante comercialmente, com 125 a 175 espécies distribuidas sobre as regides
tropicais de todos os continentes, onde a maioria sao encontradas nos Neotrdpicos, isto €, nas
Américas (BARRETO, 2011; AZEVEDO et al., 2014).

Espécies do género Costus, como € o caso de Costus spiralis (Jacq.) Roscoe, Costus
cuspidatus (Nee&Mart.) e Costus spicatus (Jacq.), podem ser cultivadas com a finalidade
ornamental, como em jardins e producdo de flor de corte, € como op¢do na medicina
tradicional, por meio do uso de suas folhas, caule e rizomas (BARRETO, 2011).

Estudos realizados com os caules, folhas e flores da Cana do brejo (Costus spicatus),
comprovaram a presenga de triterpenos e esterdides, flavonodides, saponinas, alcaloides e
taninos. Além disso, os autores demostraram que os extratos apresentaram um potencial para
a atividade antioxidante (AZEVEDO et al., 2014).

Sabe-se que os 0leos essenciais correspondem a uma mistura de compostos com
estruturas orgénicas de baixo peso molecular, enquanto que os extratos apresentam, além dos
compostos de baixo peso molecular, também os de alto peso molecular. Se for empregada
uma tecnologia adequada e dependendo do local de extracao no 6rgao vegetal, a qualidade e a
composi¢do do produto final podem variar (ROSSO, 2009; VIERA, 2016). Assim, os 0leos
essenciais e os extratos da Costus spicatus podem revelar a presenca de compostos bioativos
de grande importancia para a industria de alimentos e/ou farmacéutica.

A extragdo dos compostos bioativos de plantas pode ser realizada utilizando uma
ampla variedade de técnicas. Os O6leos essenciais sdo obtidos por meio da técnica de
hidrodestilacdo ou arraste a vapor. Enquanto que outras técnicas de extracdo, como soxhlet,
ultrassom e fluidos supercriticos, sdo utilizados para a obtencdo de extratos naturais
(REGNAULT-ROGER et al., 2012). Conforme a tecnologia de extra¢do aplicada a matriz
vegetal, estes apresentam critérios que sdo cruciais para definir sua escolha.

Com intuito de ter uma técnica mais seletiva na separacao de compostos desejados,
sem deixar residuos toxicos e preservando o meio ambiente, a extracdo com fluido no estado
supercritico utilizando o solvente CO,, se destaca. Esta técnica ¢ considerada uma tecnologia
limpa, com impacto minimo na atmosfera, alta eficiéncia e qualidade dos extratos. Além
disso, as principais vantagens desta tecnologia sdo as baixas temperaturas empregadas,
auséncia de residuos de solventes e seletividade no processo, atributos importantes para as
industrias farmacéuticas, cosmética e alimenticia. A principal desvantagem do dioxido de

carbono ¢ apresentar pouca habilidade para extrair moléculas polares, mesmo em condig¢des
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de altas densidades. Desta forma, o uso de substancias polares, como etanol, ¢ utilizado para
melhorar a solubilidade dos compostos desejados e/ou aumentar a seletividade da extracao
(ROSSO COMIM et al., 2010; PIES, 2017).

Assim, justifica-se este trabalho por contribuir com dados relativos a flora brasileira,
investigando a espécie medicinal Costus spicatus (Jacq.) Sw. por meio de estudos
fitoquimicos e avaliagdo da sua atividade antioxidante, possibilitando a aquisi¢do de novas
fontes de substancias bioativas. Além disso, o trabalho busca oferecer uma opg¢do para a
substituicdo de medicamentos sintéticos por naturais. Vale destacar que, ndo foram
encontrados na literatura dados sobre a extracdo com fluido supercritico da cana do brejo
(Costus spicatus), tanto para folhas quanto para os caules, mostrando que este trabalho

apresenta carater inédito.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objeto geral deste trabalho se refere a obtengdao de extratos naturais e do oleo

essencial das folhas e caules da cana do brejo (Costus spicatus), em diferentes métodos de

extracdes a baixa pressdo e alta pressdo, com a finalidade de identificar compostos bioativos e

avaliar o seu potencial antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

g)

h)

Obter o dleo essencial das folhas Costus spicatus pela técnica de hidrodestilagao;
Obter extratos e identificar os compostos majoritarios das folhas e caules da Costus
spicatus por meio da técnica de soxhlet e ultrassom, utilizando solventes de diferentes
polaridades;

Determinar as condi¢des operacionais (temperatura, pressdao, cossolvente e tempo)
mais adequadas para a extragdo supercritica das folhas e caules da Costus spicatus;
Avaliar o rendimento em fung¢do das condi¢gdes de processo por meio da extracdo com
CO; supercritico com adi¢ao de cossolvente;

Verificar as curvas de extragdo supercritica;

Determinar e avaliar a composi¢do quimica dos extratos obtidos pela técnica de CO;
supercritico com adi¢ao de cossolvente;

Comparar as técnicas convencionais de extragdo soxhlet e ultrassom com a extragao
supercritica, em termos de rendimento global e seletividade;

Determinar e comparar o potencial antioxidante pelo método DPPH dos extratos
etanolicos, obtidos pelas técnicas soxhlet e ultrassom, e extratos supercriticos, obtidos

em condicdes selecionadas dos processos envolvendo a técnica de alta pressao.



22

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

No presente capitulo ¢ apresentada uma breve revisdo sobre plantas medicinais,
relatando aspectos relevantes presentes na literatura e ressaltando as principais caracteristicas
relacionados a matriz vegetal, Cana do brejo (Costus spicatus). Na sequéncia, sera abordado
sobre 6leos essenciais, extratos naturais e, por fim, os métodos de extragcdo utilizados neste

estudo.

3.1.PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo de plantas naturais aconteceu desde os primoérdios da humanidade,
quando o homem, por instinto, imitava os animais e observava o seu comportamento. O
conhecimento empirico, com relagdo ao emprego de plantas para tratamento de enfermidades
humanas, foi transmitido de geracdo em geragdo até se disseminarem com o surgimento das
civilizagdes modernas (SMSDC, 2011; AZEVEDO et al., 2014).

Ha anos que as populacdes buscam recursos na natureza para prover suas
necessidades e melhorar suas proprias condi¢gdes de vida. No Brasil, inicialmente, a pratica do
uso de plantas nativas para fins curativos foi adotada pelos grupos indigenas, com a intencao
de promover a cura para varias doengas. Posteriormente, o cultivo de plantas pertencentes a
varios paises, da Europa, Asia, India e Africa, favoreceu ao Brasil o maior empoOrio mundial
de plantas (BARRETO, 2011; OLIVEIRA, 2012).

Segundo o boletim do Sistema Nacional de Informagdes Florestais — SNIF, em 2018,
o Brasil deteve a segunda maior area florestal do planeta, com aproximadamente 510 milhdes
de hectares do seu territdrio (59%) cobertos com florestas nativas (500 milhdes) e florestas
plantadas (10 milhdes), perdendo apenas para a Russia. Com relagdo a extensdo de cobertura
florestal no estado de Santa Catarina, um levantamento de dados mostra que ¢ de
aproximadamente 3 milhdes de hectares, correspondendo a 32% do territorio do estado (IFN-
SC, 2018).

Dentre a enorme variedade de plantas, pode-se destacar as categorizadas como
medicinais, que sdo plantas que possuem principios ativos (substincias bioativas), os quais
sdo produzidos durante o seu metabolismo e sdo os responsaveis pela a¢do terapéutica nos
vegetais (SOUZA e RODRIGUES, 2016). Podem se destacar: flavonoides, taninos, quinonas,
saponinas, alcaloides, fenois, glicosideos, 0leos essenciais, vitaminas, pectinas e principios

amargos (OLIVEIRA, 2012).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), aproximadamente 85% da
populacdao mundial faz uso de plantas medicinais (TEIXEIRA et al., 2014). Esta situacao pode
ser influenciada por diferentes fatores, como condigdes financeiras, principalmente em
comunidades precarias, por ser de facil acesso e baixo custo, e deficiéncia em assisténcia
médica e farmacéutica, onde as plantas se tornam a Unica alternativa de cura. Além disso,
outro fator que pode estar influenciando ¢ a tendéncia atual de substitui¢do de medicamentos
sintéticos por plantas medicinais, que corresponde a um método natural que visa a ideia do
desenvolvimento sustentavel (BRUNING, MOSEGUI e VIANNA, 2012; BORGES, 2016).

Neste contexto, a comunidade cientifica busca comprovar as plantas de uso popular,
identificando e confirmando os efeitos curativos dessas plantas para o tratamento de diversas
doengas. Além disso, os pesquisadores avaliam e emitem certificados quanto a toxicidade,
para que os principios ativos possam ser aproveitados corretamente, garantindo o seu uso

médico adequado.
3.2 COSTUS SPICATUS

A Costus spicatus (Jacq.) Sw. € uma espécie pertencente a ordem Zingiberales, cuja
familia e género sdo Costaceae e Costus, respectivamente, conforme a Figura 1. Os principais
nomes atribuidos popularmente a essa espécie sdo: cana do brejo, cana de macaco, cana do
mato e cana mansa. O elemento “cana” ¢ em mengcdo a sua haste longa e rigida. E uma planta
nativa em quase todo o Brasil, com maior concentra¢do na mata atlantica e regido amazonica

(AZEVEDO et al., 2014; BITENCOURT e ALMEIDA, 2014; BORGES, 2016).

Figura 1. Ordem, familia e género da espécie Costus spicatus.

Zingiberaceae | (Costus — — Costus spicatus
Monocostus
Costaceae P v, : — _— — -
Dimerocostus 40l P R SR
Marantaceae Tapeinocheilas |8 -
—— (Cannaceae
Lowiaceae
Musaceae
Heliconiaceae
Strelitziaceae .
Fonte: Borges (2016).
ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Caracteriza-se por ser uma espécie vegetal cujo ciclo de vida é longo (perene),
rizomatosa (caules subterraneos), cespitosa, ereta e ndo ramificada. Quanto adulta, pode
alcancar 2 metros de altura. Apresenta folhas membranaceas, de 25-40 cm de comprimento,
com bracteas vermelhas e flores de coloracdo amarela. Sua multiplicacdo pode ser por
sementes e rizomas (LORENZI e MATOS, 2002).

A Costus spicatus pode ser cultivada para fins ornamentais, usadas em jardins e na
producao de flor de corte, devido ser muito vigorosa e florifera, ou medicinais, onde as suas
folhas, caules e rizomas vem sendo utilizados conforme a tradi¢ao popular para uso medicinal
(PEDROSA, 2017).

A infusdo das partes aéreas da Costus spicatus, ou seja, suas folhas e caules,
demonstram acdo para tratar resfriados, dor na garganta e diarreia. O suco do caule fresco
diluido em 4gua tem uso contra a sifilis, picadas de insetos, problemas da bexiga e diabetes.
Além disso, informagdes etnofarmacoldgicas apontam o uso da estrutura que fica abaixo da
terra (raizes e rizomas) para o tratamento de varias doencas, pois apresentam agdo diurético
(atuam nos rins), tonico, emenagogo (aumenta o fluxo menstrual) e diaforético (provoca

transpiracdo) (LORENZI e MATOS, 2002; AZEVEDO et al., 2014).
3.3 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS NATURAIS

Os o6leos essenciais € os extratos naturais apresentam grande importancia econdmica
para diversos ramos da industria mundial. S3o de grande interesse para industria farmacéutica,
devido as propriedades medicinais, e industrias de aroma e fragrancia, incluindo companhias
de bebidas, alimentos, cosméticos e perfumes (LEAL, 2008; BARROSO, 2011).

Os oleos essenciais correspondem a uma mistura de compostos naturais com
estruturas organicas de baixo molecular, enquanto os extratos naturais apresentam compostos
de baixo e alto peso molecular. Sdo obtidos a partir de diversas fontes vegetais, desde folhas e
ervas, passando por raizes e cascas, chegando até sementes. Caracterizados por seus odores e
aparéncia oleosa, os 0leos e extratos podem apresentar composi¢do quimica, caracteristicas
fisico-quimicas e odores distintos quando extraidos de 6rgaos diferentes de uma mesma planta
(SIMOES e SPITZER, 2003).

A producdo de metabolitos secunddrios, componentes que constituem os Oleos
essenciais e os extratos naturais, tem como fungao proteger a planta contra estresses bidticos e
abioticos. Podem ser divididos em dois grupos: grupo I - compostos de origem terpénica, que
sdo monoterpenos (Cjo), sesquiterpenos (C;s), hemiterpenos (Cs), diterpenos (Cyp), triterpenos

(C30) e tetraterpenos (Cyp), € grupo II - compostos aromaticos, que ocorrem com menor
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frequéncia, e sdo aldeidos, alcoois, fenois, metoxi e metileno dioxi. Dentre os compostos do
grupo I, os monoterpenos podem ser destacados. Esses compostos sdo responsaveis por
construir a maior parte dos metabolitos secundarios, formados por carbures, alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres, €teres, peroxidos e fendis (BAJPAI et al., 2012; BAKKALI et al., 2008;
SILVA, 2013).

A composi¢do quimica dos metabdlitos secundarios pode variar de acordo com o
horario ¢ a época de colheita, com as condi¢des do clima e do solo, estagio de
desenvolvimento da planta, disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta, altitude, poluigao
atmosférica, tipo de extragdo utilizada e outros fatores que influenciam na sintese desses
compostos (SIMOES e SPITZER, 2003; SILVA, 2013).

Estudos realizados com a Costus spicatus demonstram a existéncia de importantes
metabolitos secunddrios na sua composi¢ao quimica. Bitencourt e Almeida (2014), De Souza
et al. (2004) e Silva et al. (2008) submeteram partes aéreas desta espécie vegetal ao processo
de extragdo etandlica e verificaram a presenca de alcaloides, fendis e taninos. As substancias
bioativas presentes nos extratos apresentaram uma ampla variedade de atividades biologicas,
corroborando com as aplica¢des da Costus spicatus empregadas pela medicina popular. Além
disso, suas partes aéreas ja apresentam as seguintes atividades farmacoldgicas comprovadas:
antifingico e afecgdes renais, confirmando a sua atividade diurética, principal finalidade do

uso da planta.
3.3.1 Atividade Antioxidante

Em termos bioldgicos, os antioxidantes agem como mecanismos de defesa no
organismo humano, pois atacam os radicais livres nas células. Esses radicais livres consistem
em espécies quimicas que contém um ou mais elétrons desemparelhados (REIS, 2013).

A avaliagdo da atividade antioxidante de substancias pode ser realizada por meio de
ensaios quimicos in vitro e/ou bioldgicos in vivo. Dentre os ensaios in vitro, o método de
eliminacdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) tem sido amplamente
utilizado para predizer a capacidade antioxidante do referido extrato analisado, por ser um
método rapido e de baixo custo. Dependendo da concentragdo do extrato, a atividade de
eliminagdo do radical pode sofrer variagdo (PEDROSA, 2017).

O radical livre DPPH apresenta coloracao violeta e, ao reagir com uma substancia
antioxidante, sofre descoloracdo para amarela claro. Esta alteracdo na coloragao pode ser
explicada pela ocorréncia da transferéncia de elétrons do substrato para o radical, gerando sua

forma estavel (ROMALHO e JORGE, 2006; PEDROSA, 2017).
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Estudos mostram que a ingestdo de antioxidantes obtidos da dieta de origem natural,
tais como, as vitaminas C, E e A, os flavonoides e caratendides, ajudam na prevengdo de
certas doengas, como cancer e¢ problemas cardiovasculares. Embora os antioxidantes de
origem sintética, como BHA (hidroxianisol de butila) ¢ BHT (hidroxitolueno de butila),
apresentem esse potencial de agdo, foram limitados para uso na induastria de alimentos por
causa de questionamentos sobre sua inocuidade (REIS, 2013; BERBER et al., 2014).

Existem na literatura pesquisas sobre extratos naturais e potencial antioxidante
utilizando a espécie Costus spicatus. Azevedo et al. (2014), ao estudarem caules, folhas e
flores da Cana do brejo, analisaram o perfil fitoquimico e a atividade antioxidante pelo
método DPPH, nas fragdes hexanica, acetato de etila e butanolica. Os resultados obtidos
comprovaram a presenga de triterpenos e esterdides, flavonodides, saponinas, alcaloides e
taninos. Além disso, os autores demostraram que os extratos apresentaram um potencial para
a atividade antioxidante.

O mesmo método do sequestro do radical livre, DPPH, também revelou potencial
antioxidante no extrato em etanol de caule ¢ no extrato em acetona de ramos da Costus
spicatus, descritos nos trabalhos de Pedrosa (2017) e Uliana, Silva e Fronza (2015),
respectivamente. Ambos empregaram o material vegetal em sucessivas extragdes com
solventes de polaridade crescente, obtendo uma extracao fracionada.

Diante dos dados apresentados na literatura, observa-se que existem muitas espécies
que apresentam lacunas sobre a obtencdo dos seus compostos bioativos e suas possiveis
atividades bioldgicas. A espécie Costus spicatus, principalmente, as suas folhas e caules, foi
pouco explorada, gerando grande importancia para o presente trabalho, ja que este buscara
atribuir valor a planta, indicando uma nova fonte para obtengdao de substancias bioativas e
promovendo a possibilidade de aplicagcdo de tais substancias em medicamentos, garantindo

uma melhor qualidade de vida para a populagao.
3.4 METODOS DE EXTRACAO

Os extratos naturais e 0leos essenciais podem ser isolados por diferentes métodos de
extracdo. A composicdo e a qualidade final dos extratos obtidos a partir de produtos naturais
podem variar significativamente, dependendo do método utilizado. Os métodos convencionais
sao hidrodestilagdao, soxhlet, maceragdo, dentre outros. A extracdo por fluido supercritico,
ultrassom e aquecimento por microondas sdo alguns exemplos de métodos nao convencionais
(BISCAIA, 2007; AZMIR et al., 2013). Neste trabalho, optou-se por utilizar as técnicas de

hidrodestilacdo, soxhlet, ultrassom e extragdo supercritica.
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3.4.1 Hidrodestilagao

O método de hidrodestilacdo ¢ empregado com o uso do aparelho Clevenger, Figura 2.
Neste equipamento, o material a ser destilado fica em contato direto com a dgua, onde recebe
aquecimento até entrar em ebuli¢do, resultando na formagdo de vapor. Este vapor arrasta os
compostos volateis consigo, inclusive o 6leo, e quando passa por um condensador, na qual ¢
resfriado, ocorre a formagdo de duas fases imisciveis, separados por meio da decantacao

(BOONE, 2011; SILVA, 2011).

Figura 2. Aparelho Clevenger.

Fonte: BOONE, 2011.

No processo de extracdo do 6leo essencial, a hidrodestilacdo ¢ um método antigo e
versatil, no qual ainda ¢ o mais utilizado em escala laboratorial, principalmente em fun¢ao do
baixo custo e simplicidade. Este método ¢ apropriado para vérios tipos de matrizes vegetais,
como flores, folhas, raizes, sementes, pds, entre outros. Porém, de acordo com a literatura, a
principal desvantagem desta técnica corresponde a degradacdo térmica dos produtos, a
possibilidade de promover reagdes de hidrélise, baixo rendimento e alto tempo de extracdo

(LEAL, 2008; SANTOS, 2011).
3.4.2 Extracao por Soxhlet

O processo de extragdo por soxhlet consiste em colocar o solvente organico em
contato com a matriz vegetal, repetidas vezes, para que ocorra a transferéncia do extrato
presente na matriz para o solvente. Apds a extracdo, o solvente presente na fase liquida ¢é
removido por evaporagdo para a obtencao do 6leo (STEFFANI, 2003). A Figura 3 demonstra

o equipamento utilizado pelo método soxhlet na extragdo por solvente.
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Figura 3. Esquema de extracao por Soxhlet.

Fonte: SARTOR, 2009.

Para a utilizacdo da extragdo por soxhlet, € necessario observar as especificidades de
cada o6leo. Esta técnica consiste em um método de extracao bastante utilizado, por ser mais
brando e que resulta em um alto teor de rendimento. Além disso, permite a renovagao do
solvente durante todo o processo, por meio da recirculagao (SARTOR, 2009).

Existe uma ampla variedade de solventes organicos que podem ser utilizados na
extragdo por soxhlet, como hexano, benzeno, metanol, etanol, acetona, entre outros. O
principal problema do uso desses solventes organicos ¢ a remogao de todo solvente residual,
que necessita de um alto custo de investimento em equipamentos, devido elevados gastos
energéticos. Além disso, os solventes podem provocar alteracdes indesejaveis no extrato,
como sabor e aroma, e provocar efeitos toxicos nos consumidores (SARTOR, 2009;

BENELLLI, 2010).
3.4.3 Extracao por Ultrassom

Além das técnicas citadas, a extracdo por ultrassom tem recebido destaque, ja que
apresenta tempo de extragdo reduzida, baixa temperatura e elevada taxa de extragdo. Esta
técnica utiliza a energia das ondas sonoras (vibragdes mecanicas), que se propagam em meios
solidos, liquidos e gasosos, em frequéncias de 20,0 - 100,0 kHz, criando no meio que se
propagam ciclos de expansdo e compressao (BENELLI, 2010; GUINDANI, 2014).

Um dos fenomenos produzidos quando o ultrassom se propaga nos liquidos ¢ a
cavitagdo, na qual provoca a formag¢do de microbolhas, que aumentam e diminuem de
tamanho até que as bolhas se implodem e, consequentemente, podem produzir efeitos fisicos,

quimicos e mecanicos. Estes efeitos podem resultar na ruptura da parede celular e na geragdo
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de turbuléncia, auxiliando no aumento da transferéncia de massa. Esses processos podem ser
produzidos por diferentes equipamentos de ultrassom, sendo o banho (direto ou indireto) e a
sonda ultrassonica mais comumente utilizados. A vantagem de utilizar a sonda ultrassonica ¢
a simplicidade do equipamento, tempo de extragdo reduzido (menor que a extragdo soxhlet) e
por transmitir energia de forma direta na matriz vegetal. Porém, devido a sonificag¢do direta
provocar um aumento de temperatura, o uso da sonda ultrassonica pode causar a degradacao
de compostos termolabeis, falta de uniformidade na distribui¢do de energia ultrassonica e a

necessidade de filtragao apos a extragdo (ANDRADE, 2011; VIERA, 2016).
3.4.4 Extracao com Fluido Supercritico

Hannay e Hogarth (1879) realizaram estudos experimentais onde observaram a
relagdo da solubilidade de substancias quimicas com a dependéncia simultanea da pressao e
temperatura, obtendo uma importante descoberta: o uso do fluido supercritico. Devido as
dificuldades em se operar com elevadas temperaturas e pressdes, o uso desse fluido era
inicialmente limitado. Mas, nas ultimas décadas, a aplicacdo envolvendo a extracdo com
fluidos supercriticos tem crescido de forma continua, por meio de pesquisas e atividades
académicas (MELECCHI, 2005; BENELLI, 2010).

A extracao com fluido supercritico vem se destacando como alternativa as técnicas
de extracdo tradicionais de matrizes naturais. Isso pode ser justificado por apresentar diversas
caracteristicas, como menores impactos ambientais, melhor qualidade e seguranca do produto
final. Além disso, essa técnica possibilita alta seletividade na separacdo de compostos
desejados, sem deixar residuos tdxicos nos extratos, diminui¢do do tempo de extracdo,
dispensa o uso de solventes organicos poluentes, excluindo a etapa de separagao do solvente-
extrato, e, principalmente, apresenta eficiéncia aliada as condigdes de pressdo e baixa
temperatura (BRUNNER, 1994; ROSSO COMIM et al., 2010; REGNAULT-ROGER et al.,
2012).

As substancias contidas nas matrizes vegetais obtidas pela extracdo supercritica
podem ser aplicadas a uma grande variedade de setores industriais, procedimento promissor
para fins alimenticio, farmacéutico e cosmético. Nos ultimos anos, ocorreu um crescente
interesse na obten¢do de compostos bioativos de fontes naturais para o desenvolvimento de
novos produtos, principalmente, produtos com apelo a conservacdo do meio ambiente
(SERRA et al., 2010; ACOSTA, 2013).

A técnica de extragdo com alta pressdo pode ser feita em matrizes solidas, viscosas

ou liquidas. Para a realizacdo da extracdo com fluido supercritico, dois modos de operagao
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sd0 necessarios: a extracdo propriamente dita e a separagdo. Na primeira operagdo, ocorre a
extragcdo, onde o fluido supercritico escoa através de um leito fixo constituido de particulas,
solubilizando os compostos ali presentes. Na segunda, ocorre a separagdo da mistura
soluto/solvente, onde havera reducdo da pressdo a pressdo atmosférica, resultando na

vaporizagdo do solvente e na precipitacdo dos componentes extraidos (BRUNNER, 1994).
3.4.4.1 Fluidos Supercriticos

Fluido supercritico ¢ definido como qualquer substancia que se encontra acima de
sua temperatura ¢ pressao critica. Estes valores de temperatura e pressao definem um ponto
critico, caracterizado por ser unico para cada substincia. A temperatura critica (Tc) ¢
considerada como a temperatura maxima na qual o gas pode ser convertido em liquido por um
aumento de pressdo. Ja a pressao critica (Pc), corresponde a maior pressao na qual um liquido
pode ser convertido em vapor por um aumento de temperatura. Desta forma, quando a
temperatura e pressdo de uma substancia sdo elevadas acima dos valores do ponto critico, ela
passa para uma condicdo chamada de ‘Estado Fluido Supercritico’ (BRUNNER, 2005). A
Figura 4 mostra um diagrama de fases, onde as regides de gés, liquido, so6lido e fluido

supercritico sdo apresentadas.
Figura 4. Diagrama de fases para uma substéancia.
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Fonte: BRUNNER, 2005.

Sendo assim, o fluido supercritico possui propriedades muito peculiares, adotando
comportamento tanto de gases como liquidos, simultaneamente. Na Tabela 1 sdo apresentadas
comparagdes entre as propriedades tipicas de gases e de liquido com as propriedades do fluido

supercritico.
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Tabela 1. Propriedades de fluidos no estado gasoso, liquido e supercritico.

Estado Densidade Viscosidade Coeficiente de difusao
(Kg.m™) (N.s.m?) (m?s™)
Gasoso 1-100 10° - 10" 10° - 10"
Fluido supercritico 250 — 800 10*-107 10%-107
Liquido 800 — 1200 107 - 107 10°-107"

Fonte: Taylor, 1996.

Analisando a Tabela 1, verifica-se que o fluido supercritico apresenta alta densidade,
como os liquidos, o que lhe confere um grande poder de solubilizagdo, baixa viscosidade,
semelhante a de um gas, ¢ uma difusividade com valor maior que a dos liquidos. A
combinagdo dessas caracteristicas permite uma penetracdo rapida do solvente no soélido e,
consequentemente, aumentando a eficiéncia da extracdo (BENELLI, 2010). Desta forma,
todas essas caracteristicas tornam os fluidos supercriticos atrativos para serem utilizados em

processos de extragao de solutos.
3.4.4.2 Dioxido de Carbono supercritico

O CO; supercritico ¢ impreterivelmente a substancia mais utilizada como solvente,
no que diz respeito a técnicas que envolvem o uso de fluidos supercriticos. Este solvente traz
inimeras vantagens para o processo, como ser de natureza inerte, nao toéxico, nao inflaméavel,
ndo explosivo, baixa polaridade, baixa pressao critica (73,8 bar), sendo facilmente atingivel, e
baixa temperatura critica (31,2 °C), conduzindo a extracdo em temperaturas suficientemente
baixas, ndo alterando as propriedades sensoriais € quimicas dos extratos. Além de ser
abundante na natureza, apresenta baixo custo e ndo requer um sistema adicional de remocao
do solvente, possibilitando etapas de reciclagem (SARTOR, 2009; BARROSO, 2011).

A Figura 5 apresenta o grafico da densidade reduzida versus pressao reduzida para o
dioxido de carbono, a regido supercritica (RSC) para o diéxido de carbono, localizada acima
do ponto critico, Pc = 1, e da temperatura critica, Tc = 1. Além disso, € possivel identificar a

regido subcritica (ACOSTA, 2013).
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Figura 5. Densidade reduzida versus pressao reduzida para o didéxido de carbono puro.
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Fonte: FILIPPI, 1982.

Analisando a Figura 5, observa-se que a solubilidade de extratos no fluido

supercritico ¢ fun¢do da densidade do solvente (a) e da pressdo de vapor soluto (b).

(a) O aumento da pressdo, a uma determinada temperatura, ocasiona um aumento na
densidade de CO, supercritico (maior massa de fluido por unidade de volume),
promovendo uma maior interagdo soluto-fluido e, consequentemente, a taxa de
extracdo. Assim, o aumento na pressdo operacional apresenta efeito positivo no
rendimento global (BRUNNER, 1994).

(b) O aumento da temperatura provoca uma reducdo na densidade do CO, supercritico,
a uma determinada pressdo, o que aumenta a difusividade do solvente e a pressao de
vapor do soluto, mas diminui o seu poder de solvatacdo. Dependendo do soluto ser
volatil ou nao-volatil, isso influenciara na taxa de extracdo. Para um soluto nao-
volatil, o aumento da temperatura diminui a solubilidade do fluido supercritico,
resultando em uma menor taxa de extragdo. J& para um soluto volatil, a taxa de
extracdao dependera do fator que interferird mais fortemente: a solubilidade no fluido
supercritico, que diminui @ medida que a temperatura aumenta, ou a volatilidade,
que aumenta com o aumento da temperatura (ACOSTA, 2013; LAURINTINO,
2017).

A competicdo entre os dois efeitos da temperatura (densidade do solvente
supercritico e pressdo de vapor do soluto) e da predominancia de um dos dois efeitos, a
pressdo constante, resultam no cruzamento das isotermas e ¢ conhecido como fenomeno da

retrogradacdo (ANDRADE, 2011).
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A principal desvantagem do dioxido de carbono ¢ apresentar pouca habilidade para
extrair moléculas polares, mesmo em condi¢des de altas densidades, pois comporta-se como
um solvente lipofilico (apolar). Desta forma, o uso de substincias polares, como agua e
etanol, ¢ utilizado para melhorar a solubilidade dos compostos desejados e/ou aumentar a
seletividade da extragdo. Além disso, dependendo das caracteristicas do solvente, estes podem
modificar a seletividade do processo. O etanol (polar) € o solvente mais empregado, pois ¢
considerado seguro para humanos, meio ambiente e atende as exigéncias legais para ser

utilizado na industria de alimentos (MOYLER, 1993; BISCAIA, 2007; PIES, 2017).
3.4.4.3 Curvas de Extracao

Além do tempo de extragdo, a representagdo da curva cinética em processos com
fluidos supercriticos pode ser utilizada para fornecer outros parametros de processo, tais
como: caracterizacdo das etapas de extracdo supercritica, determinagdo da solubilidade e
modelagem da transferéncia de massa do sistema (ANDRADE, 2011). Normalmente, a curva
de extragdo ¢ apresentada como um grafico de massa acumulada de extrato em fungdo do

tempo de extragdo, conforme demonstrado na Figura 6.

Figura 6. Curva tipica de extragdo com CO, supercritico com suas trés etapas: taxa de

extracao constante (CER), taxa de extracao decrescente (FER) e taxa difusional (DC).
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As etapas da curva de extracdao indicam diferentes fases da extracdo e diferentes
mecanismos que controlam a transferéncia de massa. De acordo com Brunner (1994), a curva

de extragdo ¢ caracterizada por trés etapas distintas, como foi observado na Figura 6.

L. Etapa com taxa constante de extracao ou Constant Extraction Rate (CER):
A moagem proporciona a abertura das células do material vegetal e ocasiona o facil
contato entre o solvente e o extrato, assim, ocasionando a transferéncia do soluto
exposto presente na superficie externa da particula. Nesta etapa, o principal
mecanismo de transferéncia de massa ocorre pela convecgao.

IL Etapa com taxa decrescente de extra¢ao ou Falling Extraction Rate (FER):
Ocorre a transferéncia do soluto da camada externa da particula e de uma parte de
dentro das particulas. A velocidade de extracao ¢ determinada por dois efeitos que
ocorrem simultaneamente, o convectivo na fase fluida e o difusional na fase soélida.

II1. Etapa difucional ou Low Extraction Rate/Diffusion-Controlled (LER/DC):
Quando o soluto ¢ esgotado na parte externa da particula, a transferéncia de massa se
da apenas no soluto do interior das particulas, de modo, que a difusdo se torna o

mecanismo de controle.

A vazado afeta a taxa de extracao do soluto de facil acesso (CER). Normalmente, uma
alta vazao aumenta o rendimento de extracdo, por causa da maior vazao de solvente inserido
no leito de extragdo. Porém, valores muito altos podem reduzir o rendimento, por causa do

tempo insuficiente entre o solvente e o soluto (KITZBERGER, 2005; HALL, 2018).
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4. MATERIAS E METODOS

Neste capitulo, sera apresentado, inicialmente, um fluxograma contemplando todas
as etapas desenvolvidas no presente trabalho (Figura 7), com informagdes mais detalhadas
sobre a obtencdo da matéria-prima, equipamentos e metodologias adotadas para cada uma

dessas etapas.
4.1 FLUXOGRAMA DO TRABALHO

Figura 7. Fluxograma das atividades desenvolvidas no presente trabalho.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

De acordo com o fluxograma acima, o presente trabalho consistiu em obter dleo
essencial e o extrato das folhas de Costus spicatus, utilizando técnicas de baixa pressao
(hidrodestilagdo, soxhlet e ultrassom de ponteira) e alta pressdo (CO, supercritico e adigao de
cossolvente, o etanol). Na hidrodestilagcdo, a dgua foi utilizada como solvente, enquanto no
soxhlet e ultrassom, dois solventes de diferentes polaridades foram utilizados, hexano P.A. e o
alcool etilico P.A. Esses procedimentos de extracdo também foram realizados com o caule,

exceto a hidrodestilagdo. Foram estudadas as dinamicas de extracdo e a andlise estatistica,
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como também, o rendimento e a caracterizagdo do 6leo/extrato obtidos de acordo com a

composi¢ao quimica.
4.2 MATERIAS PRIMAS

As folhas e caules da Costus spicatus foram compradas no més de margo de 2019, de
uma empresa que fica localizada em Piraquara-PR e direcionada para o Laboratério de
Controle e Processos de Polimerizagdo — LCP, no Departamento da Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina — EQA/UFSC.

A matéria prima, quando recebida em saco de rafia, conforme pode ser visualizado
na Figura 2-A, foi separada em pequenas porgdes, acondicionada em embalagens de
polietileno e posteriormente armazenada em refrigerador (6 - 10°C), onde foram mantidos até
a sua utilizacdo. Apos esta etapa, as folhas foram separadas manualmente dos caules. A
secagem foi realizada em estufa a 35°C, por aproximadamente 24h. Em seguida, as folhas
secas foram moidas em um moedor de café¢ (Figura 8-B). Para os caules, foi realizado uma
primeira moagem no liquidificador (Figura 8-C) e posteriormente moido no moedor de café.
Por fim, ambos foram acondicionados em embalagens de polietileno e mantidos sob

refrigeragdo (6 - 10°C).

Figura 8. Saco de rafia contendo a matéria prima in natura (A), moedor de café¢ (B) e o

liquidificador (C).

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

4.2.1 Distribuicdo Granulométrica

A matéria prima moida, tanto as folhas, quanto os caules, foram classificadas em um
agitador de peneiras vibratério vertical, com a finalidade de fracionar a matéria prima em

diferentes tamanhos de particula.
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A sele¢do da granulometria da particula foi obtida a partir da realizagdo de testes
preliminares. Foi empregado o sistema de peneiras da série de Tyler, com aberturas
sequenciais de 35 mesh (500 pym), 45 mesh (355um), 60 mesh (250 pym), 70 mesh (212 pm),
80 mesh (180 uym) e fundo, onde o conjunto foi agitado por 20 minutos. A maior parte do
material ficou retida na granulometria de 45 mesh (355um). Assim, optou-se em realizar
todos os experimentos nessa fracdo. Apos a separacao granulométrica, as fragdes retidas em
cada peneira foram acondicionadas em embalagens de polietileno, devidamente identificadas

e mantidas sob refrigeracao.
4.2.2 Caracterizacao do Leito de Particulas

A densidade real (p,) da matriz vegetal seca foi realizada com a técnica de
picnometria a gas Hélio pelo Laboratorio de Termodindmica e Extracdo Supercritica
(LATESC), do Departamento da Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, da
Universidade Federal de Santa Catarina — EQA/UFSC. A densidade foi determinada com esta
metodologia, por ser considerada como uma das mais confidveis, devido a sua acurécia e
reprodutibilidade.

A densidade aparente (p,) do leito de particulas foi calculada pesando-se a massa
necessaria para ocupar a capsula do extrator supercritico de volume conhecido (10 cm®).
Depois, essa mesma massa pesada foi dividida pelo volume da capsula, para assim, obter a

densidade aparente do leito (Equacdo 1).

( g ) _ my, (g) ( 1)
Pa\cm?/ ~ Volume da capsula (cm?)

A porosidade total do leito (€) foi calculada para obter a porcentagem de vazios no
interior da capsula de extracdo, utilizando os valores das densidades real (p,) e aparente (p,)

das particulas do material vegetal, de acordo com a Equacao 2.

e=1-22 (2

T

4.3 METODOS DE EXTRACAO

Foram estudadas técnicas de extracao de baixa e alta pressdo, a fim de comparagao,
em termos de rendimento, composi¢do quimica do o6leo e dos extratos, e atividade

antioxidante.



38

O método de hidrodestilacdo e de alta pressdo (CO; supercritico com cossolvente)
foram executados no LCP, enquanto o soxhlet e ultrassom foram realizados no LATESC.
Vale ressaltar que, antes de qualquer extragao realizada nas técnicas de alta e baixa pressao, a
matéria prima foi submetida a secagem em estufa, por 10 minutos, com a finalidade de

remover a umidade adquirida na geladeira.
4.3.1 Extragdo por Hidrodestilacao

O oleo essencial foi extraido por hidrodestilagdo, utilizando o aparelho tipo
Clevenger, somente nas folhas da Costus spicatus. A realizacdo das extracdes ocorreu
seguindo a metodologia adaptada proposta por Santos et al. (2004). A Figura 9-A apresenta o

sistema utilizado para extrag¢ao por hidrodestilagao, com destaque do aparato tipo Clevenger.

Figura 9. Sistema utilizado para extracdo por hidrodestilagdo (A) e baldo de fundo redondo

com a matriz vegetal (folhas) e o solvente (dgua destilada).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

O procedimento adotado foi pesar 30 g das folhas (Costus spicatus) secas em uma
balanga analitica e, com o auxilio de um funil, transferir para um baldo de vidro de fundo
redondo com capacidade para 1000 mL. Em seguida, adicionou-se no baldo, na propor¢ao de
3:100 g/ de solvente, dgua destilada. O baldo foi acoplado ao aparelho tipo Clevenger
(constituido de um tudo graduado e tudo de retorno) e este, por sua vez, foi conectado ao
condensador com circulagdo de 4gua corrente, com o intuito de resfriar e proporcionar a
condensag¢do dos vapores formados. O aquecimento foi obtido com o auxilio de uma manta de
aquecimento, na temperatura de ebulicdo do solvente (100°C). O sistema operou em um

circuito fechado com tempo de duragdao de 5 h. Apos esse tempo, realizou-se a medicao da
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quantidade de 6leo obtido no tubo graduado e foi calculada a porcentagem de 6leo em relagao

a matriz vegetal (folha) adicionada. O experimento foi realizado em triplicata.
4.3.2 Extragdo por Soxhlet

A metodologia empregada foi a descrita por Santos et al. (2015). A extracdo via
soxhlet foi realizada utilizando dois solventes de diferentes polaridades, hexano P.A. (apolar)
e o alcool etilico P.A. (polar). Na Figura 10-(A) e (B) ¢ possivel observar o sistema de
extracdo em soxhlet, composto por um extrator, acoplado na extremidade superior a um
condensador, com circulacdo de 4gua refrigerada, e na parte inferior, a um baldo de fundo

redondo com capacidade para 250 mL.

Figura 10. Aparelho para a realizagdo da extragdo por soxhlet em folhas (A) e caules (B) da

Costus spicatus.

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Para realizar a extracdo, pesou-se 5 g da amostra da planta e foi inserido em cartucho
de papel-filtro. Posteriormente, este cartucho ficou retido dentro do aparelho extrator (Figura
11-A). Neste processo, foram utilizados 150 mL do solvente e adicionados nos baldes de
fundo redondo, os quais foram aquecidos por mantas de aquecimento até a sua temperatura de
ebulicdo. Para ter maior controle da temperatura de aquecimento e evitar a dissipagdao de
energia, foi usado papel aluminio em volta dos baldes. O processo de extracdao teve duragao
de 5 h.

As extragdes foram realizadas em triplicata. Apos a extracdo, os extratos foram
rotaevaporados para eliminagdo do solvente presente nos baldes, representado na Figura 11-B,

e determinag¢do do rendimento do extrato obtido.
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Figura 11. Cartucho inserido no aparelho extrator (A) e Rotaevaporador (B).

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
4.3.3 Extragao por Ultrassom

A extracdo via ultrassom consistiu na aplicagdo de ondas ultrassonicas para
promover a extragdo de determinados compostos. Foram utilizados dois solventes com
diferentes polaridades, hexano P.A. (apolar) e o alcool etilico P.A. (polar).

O equipamento utilizado foi a ultrassom assistida de ponteira, com as seguintes
especificagdes: microponteira, poténcia 500 W, frequéncia 20 KHz e amplitude 70%. O
método de extracdo foi realizado conforme adaptado de Luque-Garcia e Castro, 2003.

Para a extragdo por ultrassom, pesou-se 1 g de amostra e transferiu para um bécker
com capacidade de 100 mL. Com auxilio de uma proveta de vidro de 100 mL, adicionou-se
ao bécker um volume de 30 mL do solvente (Figura 12-A e B), e este, por sua vez, foi
colocado em uma caixa de isopor contendo gelo, para ser submetido as ondas de ultrassom
por um tempo de 4 min. Apds essa etapa, a amostra foi filtrada a vacuo, através de um
kitasato e uma bomba de vécuo, e transferida para um baldo de vidro. Por fim, a amostra foi
submetida a rotaevaporagdo para eliminagdo do solvente. O experimento foi realizado em

triplicata para a determinacao do rendimento e analises posteriores.
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Figura 12. Extrato etandlico para ser filtrado. Folhas (A) e caules (B).

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
4.3.4 Extragdo Supercritica

As extragdes com dioxido de carbono em estado supercritico foram realizadas no
equipamento HPLC-SC da JASCO Inc, que fica localizado no LCP, no Departamento de
Engenharia Quimica e de Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina. O
equipamento apresenta configuragdo de extragdo e cromatografia supercritica e pode ser

visualizado na Figura 13.

Figura 13. Unidade de extragdo supercritica — HPLC-SC.

"‘)_! = ¥

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A figura a seguir, Figural4, apresenta o diagrama da unidade de extra¢do supercritica

empregado no presente trabalho.
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Figura 14. Diagrama da unidade de extragdo supercritica — HPLC-SC.
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Fonte: Arauco, 2013.

Como ¢ possivel observar na Figura 14, a unidade de extracdo supercritica ¢
constituida por trés bombas de alta pressdao: bomba de CO, (B1), bomba de cossolvente (B2) e
bomba de eluente (B3). Também apresenta um forno de aquecimento, regido onde fica
localizado a capsula de extracdo e que contém o material vegetal utilizado para a extragdo. A
capsula apresenta um volume interno de 0,010L (1,0x10° m®), com filtron de 10 pm na saida
do extrator, evitando uma contaminacdo na linha com particulados so6lidos. O equipamento
HPLC-SC possui uma interface de comunicagdo LC-net II (Jasco Inc.) com um computador,
onde ¢ possivel controlar as varidveis operacionais envolvidas no processo, por meio do
software ChromNAV.

A técnica de extracao supercritica foi empregada em diferentes condigdes de pressao,
temperatura e concentracdo de etanol como cossolvente. Os ensaios foram realizados com
intuito de avaliar o rendimento global de extracdo, composi¢cao quimica e curvas de extragao,
resultados necessarios para comparagao com técnicas de baixa pressao e futuras aplicagdes.

Foram realizados testes preliminares com o intuito de definir o tempo de extragdo e
condi¢des de operacdo. Para isso, avaliou-se o rendimento global do extrato e o emprego de
cossolvente, onde foram estudadas trés condigdes de processo: I - pressdo de 140bar,
temperatura de 40°C e 10% de cossolvente, II - 140bar, 60°C e 10% CS e III - 140bar, 60°C e

0% CS, todas com o mesmo tempo de extragdo de 120 min.
4.3.4.1 Planejamento Experimental

Foram aplicados dois planejamentos fatoriais completos, um para folhas e outro para

caules da Costus spicatus. Os planejamentos foram realizados com intuito de avaliar a
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influéncia da pressdo, temperatura e concentragdo de etanol como cossolvente no rendimento
de extragao.

O planejamento experimental aplicado no presente trabalho foi o Delineamento
Composto Central Rotacional, DCCR, que corresponde a um planejamento fatorial completo,
com trés fatores, seis pontos axiais e repeticdes no ponto central. Os valores das variaveis e
os niveis utilizados no DCCR, para folhas e caules, podem ser visualizados na tabela a seguir,

Tabela 2.

Tabela 2. Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional para trés fatores,

tanto para folha, quanto para caule.

Varidveis | Cédigo | -a | -1 | 0 | +1 | +a
Pressio (bar) P(bar) 80 110 140 170 200
(T)"Cn)lperat“ra T(°C) 36 40 50 60 64
Concentragao

de cossolvente CS(%) 0 5 10 15 20
(%)

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Nos dois planejamentos experimentais, foram empregados os valores = o, = 1 ¢ 0. O
valor de a foi calculado a partir da seguinte equagdo, onde n corresponde ao niimero de

fatores utilizados:

n 3
a= 2+= 2+=1,68

A Tabela 3 e 4 apresentam todos os ensaios empregados nos planejamentos
experimentais para folhas e caules (Costus spicatus), respectivamente. A partir desse
planejamento, ¢ possivel identificar o nimero total de experimentos e as condi¢des dos fatores

para cada ensaio.



44

Tabela 3. Variaveis codificadas e reais do Delineamento Composto Central Rotacional para

trés varidveis (pressdo, temperatura e concentracdo de cossolvente) em folhas (Costus

spicatus).

Ensaios P..q (bar) Teoa (°C) CScoa (%) | Prea(bar) Trea (°C) Csrea(%0)
1 -1 -1 -1 110 40 5
2 1 -1 -1 170 40 5
3 -1 1 -1 110 60 5
4 1 1 -1 170 60 5
5 -1 -1 1 110 40 15
6 1 -1 1 170 40 15
7 -1 1 1 110 60 15
8 1 1 1 170 60 15
9 -1,68 0 0 80 50 10
10 1,68 0 0 200 50 10
11 0 -1,68 0 140 36 10
12 0 1,68 0 140 64 10
13 0 0 -1,68 140 50 0
14 0 0 1,68 140 50 20
15 0 0 0 140 50 10
16 0 0 0 140 50 10
17 0 0 0 140 50 10
18 0 0 0 140 50 10
19 0 0 0 140 50 10

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Tabela 4. Variaveis codificadas e reais do Delineamento Composto Central Rotacional para

trés varidveis (pressdo, temperatura e concentracdo de cossolvente) em caules (Costus

spicatus).

Ensaios Poa (bar) Teoa (°C) Cscoa (%0) Pycai(bar) Trea (°C) Csreal(%)
1 -1 -1 -1 110 40 5
2 1 -1 -1 170 40 5
3 -1 1 -1 110 60 5
4 1 1 -1 170 60 5
5 -1 -1 1 110 40 15
6 1 -1 1 170 40 15
7 -1 1 1 110 60 15
8 1 1 1 170 60 15
9 -1,68 0 0 80 50 10
10 1,68 0 0 200 50 10
11 0 -1,68 0 140 36 10
12 0 1,68 0 140 64 10
13 0 0 -1,68 140 50 0
14 0 0 1,68 140 50 20
15 0 0 0 140 50 10
16 0 0 0 140 50 10
17 0 0 0 140 50 10

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

No planejamento experimental aplicado para as folhas, observa-se que foram
realizados um total de 19 experimentos. Ja para os caules, foram realizados 17 experimentos.
Em todos os ensaios foi aplicado uma vazao de 3 mL/min e um tempo de extragdo de 120
min, conforme definidos nos resultados dos experimentos preliminares.

Com relagdo a massa do material vegetal, foi utilizada uma massa aproximada de
1,45¢g para folhas e 1,38¢g para caules. Ao finalizar os ensaios, os extratos foram direcionados
para uma estufa a vacuo, submetidos a uma temperatura de 40 °C e com tempo de duragao
variavel, de acordo com a completa evapora¢do do solvente. Em seguida, os frascos foram
pesados em uma balanca analitica até peso constante e armazenados em frascos &mbar na

geladeira, para analises posteriores. Esse procedimento foi realizado em todos os extratos,
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com exce¢do do extrato obtido no ensaio de 0% de cossolvente, onde o extrato ja foi pesado e
armazenado sob refrigeracao.

O calculo do rendimento global dos extratos obtidos pela extragdo com CO,
supercritico foi executado conforme Equacdo 3, onde foi realizada a razdo da massa do
extrato obtida (Mexsrqro ) pela massa do material vegetal (Myegerq ) utilizada para formar o

leito de extragao.

Rendimento (%) = Mx 100 (3)
Myegetal
Além dos experimentos realizados nos planejamentos experimentais, foram
realizados ensaios adicionais para a elaboragdo de graficos alternativos aos graficos obtidos
pelo Software Statistic, buscando uma melhor representacdo dos comportamentos das
variaveis estudadas (pressdo, temperatura e concentracdo de cossolvente). A quantidade e as

condi¢des aplicadas nos ensaios extras podem ser visualizadas na tabela a seguir, Tabela 5.

Tabela 5. Experimentos adicionais.

Ensaios adicionais Pressdo (bar) Temperatura (°C) Cossolvente (%)
1 110 40 5
2 140 40 5
3 170 40 5
4 110 50 5
5 140 50 5
6 170 50 5
7 110 60 5
8 140 60 5
9 170 60 5

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Todos os ensaios adicionais foram realizados em duplicata. No entanto, em ensaios
que apresentaram condigdes iguais aos aplicados no planejamento experimental, este
resultado foi considerado e apenas um experimento foi realizado para que a média fosse
obtida. Vale salientar que esses ensaios extras foram realizados para folhas e caules no
presente trabalho.

O software Statistic, versao 10, foi utilizado para a realizacdo da andlise estatistica

dos dados obtidos no Delineamento Composto Central Rotacional, tanto para as folhas,
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quanto para os caules da Costus spicatus. A analise estatica permitiu a obtencao de diferentes
graficos e tabelas, garantindo um melhor entendimento sobre o comportamento das variaveis
estudadas. Além disso, em alguns resultados foi realizado o teste de Tukey, com um nivel de

95% de confianca.
4.3.4.2 Curvas de Extragao

As curvas de extracdo para as folhas e caules da Costus spicatus foram determinadas
a partir da massa de extrato acumulado em funcdo do tempo de extragdo. Para os
experimentos da dindmica de extra¢do, foram empregados 20 tubos de ensaios com tampa,
previamente pesados em balanca analitica, para realizar a coleta em intervalos de tempos pré
estabelecidos, entre 0 ¢ 180 min. Em seguida, os extratos foram direcionados para uma estufa
a vacuo, sob uma temperatura de 40°C, para evaporacdo do solvente e submetidos a pesagem
em uma balanga analitica até peso constante. Posteriormente, foi realizado o calculo das
massas acumuladas e rendimento para cada ponto de coleta.

A determinagdo das condigdes operacionais para a elaboragao das curvas de extragdo
foi baseada nos resultados do Delineamento Composto Central Rotacional e das analises
cromatograficas. A condicdo de 140bar, 50°C e 20%, com vazdo de 3 mL/min, foram
aplicadas para as folhas e caules da Costus spicatus. Além disso, com intuito de analisar
qualitativamente os mecanismos envolvidos nas extragdes, foram realizados testes extras
variando a concentracdo de cossolvente e vazdo empregada no processo. Assim, foram
estudadas as condicoes de 140bar, 50°C e 3 mL/min, variando a concentracdo de cossolvente
(10 e 20% de etanol), e a 140bar, 50°C e 10%, variando a vazao do processo (3 € 7 mL/min).

Somente o experimento realizado com a vazdo 3 mL/min na condi¢do de 140bar,
50°C e 20% CS foi realizado em triplicata. O teste adicional realizado em 3 ¢ 7 mL/min na

condi¢do de 140bar, 50°C e 10% foi de natureza qualitativa.
4.3.5 Caracterizagdo Quimica do Extratos obtidos por Costus spicatus

A caracterizacdao quimica dos extratos obtidos pelo Delineamento Composto Central
Rotacional para folhas e caules da Costus spicatus foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massa (GC-MS). As andlises foram realizadas na Central de Analise
do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, na Universidade

Federal de Santa Catarina.
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Foi utilizado o equipamento Agilent GC 7890A acoplado a um detector MS Agilent
5975C. A coluna capilar, HP5SMS (Agilent) de silica fundida (30 m de comprimento x 250 um
de didmetro interno x 0,25 pm de espessura do filme, composta de 5% de
fenilmetilpolisiloxano), foi conectada a um detector operando em modo EI a 70 eV. O gés
hélio foi adotado como gas de arraste a uma vazao de 1 mL/min. As temperaturas de inje¢ao e
interface foram de 250 °C e 250 °C, respectivamente, com uma relagdo de divisao de 1:50. O
volume de injecao foi de 1 pl com o auto amostrador Agilent GC Sampler 80 e o programa de
temperatura do forno consistiu em subir gradualmente de 40 °C durante 2 min, depois de 3 °C
/min para 145 ° C, depois de 10 °C/min para 250 °C durante 10 min. Os compostos foram
identificados comparando seus espectros de massa com os fornecidos pelo National Institute
of Standards and Technology (NIST, 2011).

Os extratos obtidos no Delineamento Composto Central Rotacional para extragao
supercritica e os extratos obtidos nas técnicas de baixa pressao, em diferentes solventes, foram
submetidos a analise de GC-MS, tanto para as folhas, quanto para os caules da Costus

spicatus.
4.3.5.1 Atividade Antioxidante pelo Método DPPH

O procedimento empregado para a realizagdo do teste de atividade antioxidante foi o
método DPPH e baseou-se na metodologia proposta por Lima, Ferreira e Block, 2019. Esse
método constitui em uma reagdo do composto em uma solu¢do etanolica de DPPH na
concentracdo de 0,3 mM e com concentragdes decrescentes (3; 1,5; 0,75; 0,38; 0,19; 0,09;
0,05 e 0,02 mg/mL) do extrato (folhas e caules), durante um tempo de 30 min. A reagdo
ocorreu a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apos a reagdo, a leitura das absorbancias
em espectrofotometro foi realizada no LAMEB.

O percentual de inibicdo das amostras foi calculado a partir da Equagdo 4. A
concentragdo das amostras necessarias para reagir com 50% do radical DPPH (ECs) foi
calculada pela analise de regressdao linear. Vale salientar que, quanto maior atividade

antioxidante da amostra testada, menor € a ECs

(Abs amostra — Abs branco)
AA (%) =100 —

Abs controle 100 (4
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentadas e discutidas as caracterizagdes do leito de
particulas (densidades reais, densidades aparentes, porosidades e granulometrias) utilizadas
nos experimentos, tanto para folhas, quanto para caules da Costus spicatus. Posteriormente,
serdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao rendimento e composi¢do quimica
dos extratos obtidos pelas técnicas de baixa pressio e de alta pressdo. Os extratos
supercriticos foram discutidos com relagdo aos efeitos de pressao, temperatura e concentragao
de cossolvente. Em seguida, as técnicas de baixa e alta pressdo foram comparadas entre si,

onde foi avaliada a atividade antioxidante dos extratos e suas possiveis aplicacdes.
5.1 CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS

O leito de particulas fornece informagdes importantes quando se emprega técnicas de
extracdo. A caracterizagdo do leito proporciona uma melhor compreensdo da cinética de
extragdo e dos fendmenos de transferéncia de massa, onde é possivel estudar os parametros
envolvidos no processo € obter curvas que representam os fendOmenos por meio de uma
modelagem matematica.

No presente trabalho, as técnicas de extracdo foram empregadas para folhas e caules
da Costus spicatus. Deste modo, valores de densidade real, densidade aparente, porosidade do
leito e didmetro da particula, onde este ultimo foi indicado pela andlise de granulometria,

foram obtidos para espécie estudada e podem ser verificados na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros do leito fixo — Folhas e Caules (Costus spicatus).

Pardametros Folhas Caules
Densidade real (p;, Kg/m®) 1,2394 (£0,0022) 1,2154 (£0,0038)
Densidade aparente (p,, Kg/m®) 0,1563 (+0,05) 0,1388(£0,04)
Porosidade do leito (¢) 0,874 0,886
Diametro da particula (mm) 0,355 0,355

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Os dados obtidos da caracteriza¢do do leito de particulas para as folhas e caules da
Costus spicatus ndo estdo disponiveis na literatura e podem ser empregados em trabalhos
futuros. Como pode ser observada na Tabela 6, as porosidades dos leitos dos dois tipos de
material vegetal sdo proximas, aproximadamente 87,4% e 88,6%, respectivamente. Esse

resultado estd relacionado aos espacos vazios presentes no leito, ou seja, corresponde aos
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espacos entre as particulas que serdo utilizadas pelo CO, em estado supercritico para fluir ao
longo do leito de extracao.

Outro parametro que apresenta forte influéncia na garantia da eficiéncia de técnicas
de extracdo ¢ o diametro da particula. Sabe-se que, quanto maior a particula, menor ¢ a area
de contato entre o s6lido e o solvente, consequentemente, menor a transferéncia de massa e o
rendimento da extracdo. Porém, ¢ necessario utilizar um tamanho de particula ideal, pois,
particulas muito pequenas podem criar caminhos preferenciais e prejudicarem a eficiéncia de
extragdo. De acordo com Oliveira (2010), as particulas precisam apresentar um didmetro
médio entre 0,25 € 2 mm.

Vale salientar que a andlise de umidade ndo foi realizada para caracterizar as
particulas de folhas e os caules da Costus spicatus, pois, para todas as técnicas de extracao

empregadas, as amostras foram submetidas ao processo de secagem em estufa.
5.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO
5.2.1 Extracao por Hidrodestilagao

A extracdo por hidrodestilagdo foi realizada para analisar a composi¢do quimica
presente no oleo essencial das folhas da Costus spicatus. A média do rendimento do 6leo
essencial, realizada em triplicata, foi de 0,01% +0,62.

Geralmente, o rendimento de Oleos essenciais € relativamente baixo para diversas
espécies. Na literatura, ndo foram encontrados muitos relatos da obtencdo de oleo essencial
das folhas da Costus spicatus, por meio da hidrodestilacdo ou arraste a vapor, técnicas basicas
para a obtencdo de compostos de baixos pesos moleculares. Santos (2019) e Fernandes et al.
(2003) buscaram obter oleo essencial das folhas e partes aéreas e rizomas da Costus spicatus,
respectivamente, usando aparelho tipo Clevenger e ndo produziram quantidades detectaveis
de 6leo essencial.

Santos (2011), avaliando o perfil fitoquimico do 6leo essencial de outra espécie da
mesma familia, Costus spiralis, apresentou um rendimento de 0,19%, indicando o baixo
rendimento de 6leo essencial para espécies pertencentes a familia Costaceae.

Na Tabela 7 ¢ possivel verificar os compostos identificados no 6leo essencial de
Costus spicatus. No CG-MS foram identificados no total 25 compostos. Dentre esses, os que
apresentaram picos de maior area relativa foram: Acido palmitico (38,51%), Fitol (13,42%),
Acido palmitico, éster etilico (3,93%), Fluoranteno (2,59%) e Hexahidrofarnesil acetona

(2,20%).
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Tabela 7. Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas - Costus spicatus obtido pela

técnica de hidrodestilagao.

N° , Composto Area relativa (%)
1 Acido palmitico 38,5093
2 Fitol 13,4195
3 Acido palmitico, éster etilico 3,9325
4 Fluoranteno 2,5885
5 Hexahidrofarnesil acetona 2,2033
6 Pireno 2,1345
7 Acido linolénico, éster etilico 1,9680
8 Linoleato de etila 1,6525
9 Heptacosane 1,1270
10 11,13-Dimethyl-12-tetradecen-1-o0l acetate 1,0906
11 Acido linolénico, éster metilico 0,8851
12 Eicosano 0,7502
13 Ciclotetracosane 0,6094
14 Octadecano 0,5688
15 Isofitol 0,5684
16 Fenantreno 0,5596
17 Acido linoléico, éster metilico 0,4738
18 Acido eicosandico 0,4571
19 2-Metilpireno 0,4563

20 Benzo [def] fluoreno 0,2661

21 2-Methyl-Z,7-3,13-octadecadienol 0,2617

22 Acido oléico 0,1843

23 4-Methylphenanthrene 0,1454

24 1-Metilpireno 0,1091

25 Adamantano-1-carboxilato de etilo 0,0884

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Sabe-se que o rendimento e a composicao quimica dos 6leos essenciais podem variar
em funcdo de diferentes fatores inerentes ao material folhoso, como fatores relativos ao clima
e ao solo, como temperatura de colheita, estacdo do ano, regime de chuvas, tempo de

exposi¢io e intensidade de luz, entre outros (SIMOES et al., 2010).
5.2.2 Extracao usando Solventes

A Tabela 8 contém a média do rendimento méssico do extrato de folhas e caules —
Costus spicatus, para cada técnica e solvente utilizado. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
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Tabela 8. Rendimento global (R) das extragdes de folhas e caules da Costus spicatus a baixa

pressdo, utilizando dois solventes de diferentes polaridades.

PARTE AEREA — Costus spicatus

Folhas Caules
Método R (%) R (%)
Soxhlet — Hexano"” 1,23°+0,23 0,60 +0,11
Soxhlet — Etanol @ 6,17°+0,79 5,06+ 0,76
Ultrassom — Hexano " 3,54+ 0,13 1,19°+ 0,23
Ultrassom — Etanol 3,86+ 0,13 2,37°+0,11

Dindice de polaridade do solvente hexano — IP = 0

@ indice de polaridade do solvente etanol — IP = 5,2

) Meédia + desvio padrio; Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p > 0,05) para o teste de Tukey.

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

De acordo com a Tabela 8, empregando o solvente etanol, o rendimento para a
extracdo em soxhlet e ultrassom para as folhas foi 6,17% e 3,86%, respectivamente. J& para os
caules, o rendimento para a extracdo em soxhlet e ultrassom foi 5,06% e 2,37%,
respectivamente. Deste modo, usando o solvente de maior polaridade, a técnica soxhlet
apresentou um rendimento maior e estatisticamente diferente em relagdo a técnica de
ultrassom. Esse comportamento foi observado tanto para as folhas, quanto para os caules.

Esses resultados corroboram com dados da literatura, onde ja foi constatado maiores
rendimentos no emprego de técnicas soxhlet, quando comparadas com a ultrassom. Diversos
fatores podem contribuir para tais resultados, como a presenca de recirculagdo do solvente e
temperatura de operacdo no processo. Além disso, as interagdes entre solvente e matéria
prima podem ter contribuido para uma melhor solubilizacdo dos compostos em soxhlet
(MEZZOMO et al., 2010).

Com relagdo ao uso do solvente de menor indice de polaridade, hexano, ao analisar a
Tabela 8, ¢ possivel observar que a técnica ultrassom apresentou um maior rendimento e
estatisticamente diferente em relagdo a técnica soxhlet. Para as folhas, o rendimento de
extragdo em soxhlet e ultrassom foi 1,23% e 3,54%, respectivamente. J4 para os caules, o
rendimento para a extragdo em soxhlet e ultrassom foi 0,60% e 1,19%, respectivamente.

De acordo com Guindani (2014) e Benelli (2010), a técnica de ultrassom aumenta a
polaridade do sistema por meio da cavitagcdo, proporcionando um melhor rendimento na
extracdo. Essa técnica faz uso de ondas sonoras, vibracdes mecanicas, onde as ondas se

propagam, proporcionando o afastamento e a aproximacao das moléculas repetidas vezes,
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aumentando a permeabilidade do solvente nas paredes celulares. Deste modo, o uso de
solventes com baixo indice de polaridade para folhas e caules da Costus spicatus favoreceram
o uso de técnicas de extragdo em ultrassom.

Avaliando a polaridade dos solventes, os extratos de folhas e caules da Costus
spicatus apresentaram rendimentos mais elevados no solvente com maior indice de
polaridade, sugerindo que os compostos extraiveis dessas matrizes vegetais sdo mais polares,
que apolares, ja que o hexano ¢ apolar e o etanol ¢ polar. Esses resultados corroboram com
Pedrosa (2017), que ao empregar a técnica de maceracdo em diferentes solventes, obteve
rendimentos maiores em solvente polares - extrato hexanico — 1,13%, acetato de etila — 6,76%
e ctandlico — 5,18%. Em relacdo a seletividade dos extratos de folhas e caules da Costus
spicatus, ao contrario do rendimento, o solvente de menor indice de polaridade (hexano)
identificou maior quantidade de compostos extraidos comparado ao solvente polar (etanol),
independente da técnica empregada.

Vale salientar que em todas as técnicas empregadas, hidrodestilacdo, soxhlet,
ultrassom e ESC, obtiveram uma baixa quantidade dos compostos identificados para a Costus
spicatus (folhas e caules). Isso pode estar relacionado com a presenga de ceras no extrato/oleo
de alto peso molecular, que podem nao ter sido identificadas pela coluna e/ou ndao tenham
sido detectados, por apresentarem um tempo de retencdo maior do que a faixa estudada. Esse
comportamento também foi observado em Corréa (2016), quando realizou a extragdo de
composto de inflorescéncias da Musa paradisiaca L. utilizando CO; supercritico e propano
como solventes.

As composi¢des quimicas dos extratos das folhas da Costus spicatus obtidos por
soxhlet com hexano e etanol estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente. Foram
identificados 32 compostos com o solvente hexano e 19 compostos com o solvente etanol.
Com o hexano, os compostos que apresentaram os picos de maior area relativa foram: 1-etil-
2-metilbenzeno (14,79%), Hemimellitene (10,27%) e Friedelin (5,06%). J& com o solvente
etanol, os compostos de maior area de pico foram: Acido linolénico (13,22%), Acido

palmitico (11,39%) e Acido decandico, éster etilico (3,10%).
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Tabela 9. Composi¢cdo quimica do extrato das folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Soxhlet (Hexano).

<

Composto

Area relativa (%)

BBE%SSGEGB:gom\]omng_
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27
28
29
30
31
32

1-etil-2-metilbenzeno
Hemimellitene
Friedelin

Dodecano

Undecane
1-Eicosanol
Tridecane

Durene
1,2,4-trimetilbenzeno
Tetradecano

Nonane

Tridecano, 7-metil-

Acido oxalico, éster decil-2-etil-hexilico

Pentadecano

Tetralin

Undecano, 2,6-dimetil-
Acido linolénico
1-pentadecino

Phytan

Farnesan
Trans-decalina, 2-metil
6-Metiltetralina
5-Metiltetralina
0-Cimeno

Eicosane
1,4-dimetiltetralina
Dodecano, 2-metil-
Hexadecano

Acido palmitico
2-metiltridecano
Indan, 1,1,3-trimetil-
2-metilnaftaleno

14,7876
10,2710
5,0616
4,8622
4,4421
4,0885
3,6343
3,6285
2,6816
2,5805
3,1480
1,9953
1,8164
1,7123
1,6759
1,4317
1,3138
1,1305
1,1005
1,0800
0,9708
0,9368
0,9298
0,9059
0,8892
0,7433
0,6421
0,5773
0,5493
0,4465
0,4323
0,3870

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Tabela 10. Composicao quimica do extrato das folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Soxhlet (Etanol).

N° , Composto Area relativa (%)
1 Acido linolénico 13,2156
2 Acido palmitico 11,3850
3 Acido decandico, éster etilico 7,4543
4 Fitol 4,0715
5 Acido dodecandico, éster etilico 3,1008
6 Acido linoléico 3,0958
7 Acido octadecandico 2,3466
8 Acido octandico, éster etilico 2,1733
9 Coumaran 1,1832
10 1,1-dietoxi-3-metilbutano 1,1598
11 Acido decandico 1,0851
12 Propano, 1,1,3-trietoxi- 1,0199
13 dl-a-tocoferol 1,0145
14 Acido palmitico, éster etilico 0,9208
15 2-metoxi-4-vinilfenol 0,8507
16 Dodecano 0,7381
17 9-decenoato de etilo 0,5298
18 Tetradecano 0,4556
19 Nerolidol 0,3189

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

J& as composi¢des quimicas dos extratos dos caules da Costus spicatus obtidos por
soxhlet com hexano e etanol estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente. Foram
identificados 24 compostos com o solvente hexano e 10 compostos com o solvente etanol.
Com o hexano, os compostos que apresentaram os picos de maior area relativa foram:
Hemimellitene (14,53%), 3-etiltolueno (13,65%) e Dodecano (5,48%). Com o solvente etanol,
os compostos de maior area de pico foram: Acido palmitico (14,74%), Coumaran (12,11%) e

Coniferol (8,33%).
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Tabela 11. Composi¢do quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Soxhlet (Hexano).

2

Composto

Area relativa (%)
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24

Hemimellitene
3-etiltolueno
Dodecano
Undecano
Ciclooctanona
Tridecano
Durene

Nonane
2-etiltolueno
Tetradecano
7-metiltridecano
5-metiltetralina
4-metildecano
4-propiltolueno
Pentadecano
Tetralin
Hexadecano
2,6-dimetilundecano
Farnesan
1,4-dimetiltetralina
0-cimeno
2-metildodecano
2-metiltridecano
2-metilnaftaleno

14,5340
13,6545
5,4833
4,6199
4,5062
4,0977
4,0398
3,1929
3,1163
2,6659
2,2543
2,1372
2,0450
1,9219
1,9210
1,8727
1,8626
1,6143
1,2091
1,0636
0,9792
0,7239
0,5162
0,4612

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 12. Composi¢ao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Soxhlet (Etanol).

N° , Composto Area relativa (%)
1 Acido palmitico 14,7374
2 Coumaran 12,1136
3 Coniferol 8,3307
4 Acido linolénico 6,4446
5 Acido linoléico 4,2926
6 Acido estearico 3,1843
7 4-formilfenol 0,8906
8 Chalcone, 4-metoxi- 0,6502
9 Fenol, 4-etenil-2-metoxi- 0,6430
10 Acido decanéico, éster etilico 0,4645

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Os compostos identificados nos extratos de folhas e caules da Costus spicatus
obtidos por ultrassom com hexano e etanol estdo apresentadas nas tabelas 13, 14, 15 ¢ 16 a

seguir.

Tabela 13. Composi¢ao quimica do extrato de folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Ultrassom (Hexano).

N° Composto Area relativa (%)
1 Hemimellitene 10,6418
2 3-etiltolueno 9,4219
3 Friedelin 4,5169
4 Dodecano 4,1164
5 1-Eicosanol 3,4501
6 Undecane 3,4123
7 Durene 3,0871
8 Tridecane 3,0671
9 Tetradecano 2,2898

10 2-etiltolueno 2,2237

11 Acido linolénico 2,1000

12 Acetilcitrato de tributilo 2,0548

13 3-metilnonano 1,7437

14 Hexadecano 1,5576

15 Tetralina 1,5513

16 5-metiltetralina 1,5364

17 Pentadecano 1,5055

18 2,6-dimetilundecano 1,2582

19 2-metil-p-etiltolueno 1,1644

20 4-metildecano 1,0209

21 1,1,3-trimetilindano 0,9971

22 Farnesan 0,9800

23 Acido palmitico 0,9447

24 2,6-dimetilnaftaleno 0,8985

25 p-cimeno 0,8575

26 Eicosane 0,8157

27 Nonacosane 0,7345

28 1-metilnaftaleno 0,6919

29 1,4-dimetiltetralina 0,6807

30 Octadecano 0,6310

31 Acido linoléico 0,5718

32 2-metildodecano 0,5665

33 3,5-dietiltolueno 0,5354

34 Decalin 0,5296

35 2-metiltridecano 0,4492

36 2-fenil-2-penteno 0,4287

37 8-B(H)-Drimane 0,4254



38
39
40
41
42
43
44
45

2,7-dimetilnaftaleno
2-metilnaftaleno
3-metiltetradecano
1-pentadeceno
4-metiltetradecano
2,6,10-trimetilpentadecano
2,3,6-trimetilnaftaleno
Heptadecano

0,4238
0,4009
0,4002
0,2522
0,2285
0,2248
0,1869
0,1864
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 14. Composi¢ao quimica do extrato de folhas (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Ultrassom (Etanol).

N’ Composto Area relativa (%)
1 Acetilcitrato de tributilo 34,3032
2 Acido linolénico 11,7070
3 Acido palmitico 4,7359
4 Fitol 3,5187
5 Acido linoléico 2,4169

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 15. Composi¢dao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Ultrassom (Hexano).

2

Composto

Area relativa (%)
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2-etiltolueno
Hemimellitene
Dodecano
Dodecano, 4-ciclo-hexil-
Undecane

Durene

Tridecane
Tetradecano
Mesitileno
2,6-dimetiloctano
5-metiltetralina
Tetralin
Hexadecano
Pentadecano

Acido citrico, éster tributilico
2,6-dimetilundecano
4-metildecano
Farnesan

0-cimeno
1,4-dimetiltetralina
1-metilnaftaleno
Decalin

15,1426
10,8012
5,0063
4,6713
4,1538
3,8088
3,7717
2,7994
2,7971
2,0947
1,9998
1,9396
1,8570
1,7763
1,5245
1,4721
1,2063
1,1872
0,8866
0,8092
0,8014
0,6650
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23 2-metildodecano 0,6541
24 Spiro (4,5) decano 0,6231
25 1,1,3-trimetilindano 0,5599
26 1-fenil-2-buteno 0,5565
27 10-metileicosana 0,5189
28 1-butil-2-propilciclopentano 0,4946
29 2-metilnaftaleno 0,4575
30 2,3-dimetilnaftaleno 0,4452
31 2,7-dimetilnaftaleno 0,4277
32 1-ciclopentilnonano 0,3920
33 Acido palmitico, éster etilico 0,3433
34 Linoleato de etila 0,3144

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 16. Composic¢ao quimica do extrato de caules (Costus spicatus) obtido pela técnica de

Ultrassom (Etanol).

N ] Composto Area relativa (%)
1 Acido palmitico 8,7188
2 Acetilcitrato de tributilo 5,2487
3 Acido linoléico 4,3684

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Para as folhas da Costus spicatus, foram identificados 45 compostos com o solvente
hexano e 5 compostos com o solvente etanol. Os compostos majoritarios do extrato hexanico
foram: Hemimellitene (10,64%), 3-etiltolueno (9,42%) e Friedelin (4,52%). Para o extrato
etandlico, os compostos majoritarios foram: Acetilcitrato de tributilo (34,30%), Acido
linolénico (11,71%) e Acido palmitico (4,74%).

Com relagdao aos extratos dos caules da Costus spicatus, foram identificados 34
compostos com o solvente hexano e 3 compostos com o solvente etanol. Os compostos
majoritarios do extrato hexanico foram: 2-etiltolueno (15,14%), Hemimellitene (10,80%) e
Dodecano (5,01%). Para o extrato etandlico, os compostos majoritarios foram: Acido
palmitico (8,72%), Acetilcitrato de tributilo (5,25%) e Acido linoleico (4,37%).

Com intuito de uma melhor visualizacao dos compostos majoritarios dos extratos das
folhas e caules da Costus spicatus obtidos por técnicas de extracdo soxhlet e ultrassom,

usando solventes hexano e etanol, a Tabela 17 foi elaborada e pode ser visualizada a seguir.

Tabela 17. Compostos majoritarios dos extratos hexanicos e etanolicos das folhas e caules da

Costus spicatus obtidos por soxhlet e ultrassom.

Técnica/Solvente Folhas™ Caules™

Soxhlet/Hexano 2-etiltolueno ’_ Hemimellitene
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Hemimellitene 3-etiltolueno
Friedelin Dodecano
Hemimellitene 2-etiltolueno
Ultrassom/Hexano 3-etiltolueno Hemimellitene
Friedelin Dodecano
A.linolénico® A. palmitico(z)
Soxhlet/Etanol A.palmitico® Coumaran
A. decandico, éster etilico® Coniferol
A TD A. palmitico®
Ultrassom/Etanol A. linolénico @ AT®
A. palmitico Ac. Linoleico ®

D Compostos estdo descritos em ordem decrescente em relacgio a area relativa ao pico
@ A. = Acido

GAT — Acetilcitrato de tributilo

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A partir da Tabela 17, € possivel observar que os extratos hexanicos das folhas da
Costus spicatus apresentaram a Hemimellitene e Friedelin entre os seus compostos
majoritarios, independentemente da técnica empregada. O composto Hemimellitene também
foi encontrado entre os compostos majoritarios dos extratos obtidos nos caules.

Com relacdo ao solvente etanol, o acido linolénico e o acido palmitico foram
encontrados nos extratos das folhas, tanto no soxhlet, quanto no ultrassom. O Acido palmitico
também foi encontrado entre os compostos majoritarios dos extratos do caule da Costus
spicatus.

Zhao e Zhang (2013) realizaram a extracao de folhas de Moringa oleifera usando
extragdo com fluido supercritico e o método convencional soxhlet, com solvente hexano.
Pode-se observar que, dentre os 42 compostos identificados, o 2-etiltolueno, 3-etiltolueno e
hemimellitene também se fizeram presentes neste trabalho, ao utilizar a técnica soxhlet com
hexano em folha e caule.

Ganesan e Sivamani (2015) realizaram andlise fitoquimica do extrato etanolico de
folhas de Costus spicatus pela tecnica soxhlet. Foram 14 compostos identificados pelo
método GC-MS, 1,2-Ethanediol, monoacetate (2,79%), 1-Tetradecanol (0,09%), (-)-Elema-
1,3,11(13)-trine-12-0l (0,31%), (+)-beta-costol (0,33%), 4,7,10,13,16,19-Docosahexacnoic
acid  (0,57%), methyl ester (5,15%), Naphtho[l,2-6]furan-3-one  (1,27%),
2,3,3a,4,5,5a,6,7,9a,9b-decahydro-3,5a-9-trimethyl-7,9a-peroxy (0,39%), Eremanthin (93,44),
5-(ethynyl)nona-1,8-dien-5-ol (0,19%), Benzeneacetic acid (0,10%), Alpha-bergamotene
(0,38%), 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diisooctyl ester (2,55%) e Isolongifolene, 4,5-
dehydro- (3,68%). Embora, os autores tenham utilizado a mesma espécie de planta que neste

trabalho, ocorreu uma variagdo na composi¢do, provavelmente, ocasionada por fatores



61

climaticos e regionais. Além disso, os autores usaram um tempo de extrag¢do diferente e maior
quando comparado com o empregado neste trabalho, 48h e 4h, respectivamente.

Diversos fatores podem influenciar na sintese de metabodlitos secundarios, como
sazonalidade, disponibilidade de agua, temperatura, radiacao ultravioleta, nutrientes, altitude,
poluicdo atmosférica e dentro outros, que alteram os constituintes presentes no tecido vegetal
(SILVA, 2013).

De acordo com Soares et al. (2016), ao fazerem um estudo fitoquimico da Costus
spicatus, observaram que as folhas apresentaram compostos dos grupos taninos, saponinas,
heterosideos, cianogénicos, acidos volateis, fendis, catequinas, flavononas e alcaloides. Com
relacdo ao caule, os autores relataram a presenca de grupos taninos, saponinas, heterosideos,
cianogénicos, acidos volateis, fenodis, leucoantocianidinas, flavononas e alcaloides.

Diante dos resultados obtidos nas técnicas de baixa pressao em diferentes solventes,
o etanol apresentou altos rendimentos, tanto na técnica soxhlet, quanto no ultrassom,
indicando ser um solvente adequado para ser utilizado como cossolvente na técnica de alta

pressdo, extragdo com CO, em estado supercritico.
5.3 EXTRACAO COM CO, SUPERCRITICO
5.3.1 Teste Preliminar e Analise do Perfil do Extrato

Inicialmente, realizou-se testes preliminares de extragdo com o intuito de definir
tempo de extracdo e condi¢cdes de operacdo. Foi avaliado o rendimento global do extrato e o
emprego de com e sem cossolvente em trés condi¢des de processo: primeira condi¢do, pressao
140bar, temperatura 40°C e 10% de cossolvente; segunda condic¢do, 140bar, 60°C e 10% de
cossolvente; e terceira condi¢cdo, 140bar/60°C/0% CS, todas com o tempo de extracao de 120
min.

A analise dos resultados dos testes preliminares permitiu as seguintes conclusoes:

e O percentual de rendimento na condicdo sem adicdo de cossolvente (140
bar/60°C/0%CS) foi de 0,48%, porém, ao adicionar 10% de cossolvente, ocorreu um
aumento no rendimento para 2,04%;

e  Foi possivel observar que o aumento da temperatura de 40°C para 60°C, na mesma
pressdo (140bar) e 10% de cossolvente, favoreceu a seletividade dos compostos

extraidos;
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e Na andlise por CG-MS, a condi¢do de 140bar/40°C/10%CS apresentou em sua
composi¢do quimica os seguintes compostos: friedelin, acido linolénico, &cido

palmitico, acido linoléico, fitol e dentre outros compostos.

Na literatura, foi possivel observar as atividades bioldgicas dos principais compostos
obtidos por meio da extragdo supercritica, em analise por GC-MS, e foi contatado que a
friedelin apresenta ag¢do antiulcerogénica, o acido linolénico diminui o indice de doengas
cardiovasculares e o dcido palmitico contém atividade antioxidante e dentre outras
propriedades (ANDRADE et al., 2008; DANDEKAR et al., 2015; CORREA, 2018).

Cabe destacar que neste trabalho ¢ relatada pela primeira vez a extracdo da Costus
spicatus pela técnica de CO, supercritico e a composi¢do quimica do seu extrato. Entdo, ficou
estabelecida a utilizagdo desta espécie de planta para extragdo com técnicas de baixa e alta
pressdo. A sua escolha também foi definida pelos extratos das folhas apresentarem atividade
medicinal comprovada e ser de grande relevancia, conforme foi constatado na literatura.

Ficou estabelecido a realizagdo do planejamento experimental em folhas e caules
(Costus spicatus) com CO; supercritico e etanol como cossolvente, devido ao percentual de
rendimento ser baixo na condicdo sem adicdo de cossolvente. O tempo de extragdo foi
definido em 120 min. Além disso, observou-se que com adi¢cdo de cossolvente nas folhas da
Costus spicatus, o rendimento se encontra conforme o esperado, comparando com matérias

primas da mesma espécie e género, em método de extracao de baixa pressao (Quadro 1).

Quadro 1. Percentual de rendimento encontrado na literatura.

Material Vegetal Parte Tipo de extracdo | Rendimento% Referéncia
Supercritica CO, 2.04
140bar/60°C/10%CS ’
Costus spicatus Folhas ( ar — /CS) Autor, 2020
Supercritica CO, 0.48
(140bar/60°C/0%CS) ’
Hexano (Maceragao) 1,13
Costus spicatus Caule Acetato de etila 6,76 Pedrosa, 2017
Alcool etilico 5,18
Acetona (Maceragdo) 0,07
Ramos Etanol 0,19
. Metanol 0,41 Uliana, Silva e
Costus spicatus -
Acetona (Maceragio) 0,15 Fronza, 2015
Folhas Etanol 0,29
Metanol 0,33
i Dicl t 0,14
Costus discolor Rosc. Rizoma [cofometano : Habsah et al, 2000
e parte Metano 0,38
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Costus megalobractea da raiz Diclorometano O, 13
K. Schum. Metano 0,14
Costus spiralis Rosc. Diclorometano 0,05
Metano 0,13

o Diclorometano 0,03

Costus villosissimus Metano 0.09

Jacgq.

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
5.3.2 Extracao com CO; Supercritico
5.3.2.1 Rendimento global da Extragdo Supercritica

O planejamento de Delineamento Composto Central Rotacional foi realizado com as
condi¢des de pressdo (bar), temperatura (°C) e concentragdo de cossolvente (%) definidas. No
total foram realizados 19 ensaios para o extrato das folhas com CO, supercritico e para os
caules foi 17 ensaios. A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos a partir desses ensaios, com

os seus respectivos rendimentos (%).

Tabela 18. Rendimento obtido a partir do planejamento experimental completo para a

extragdo supercritica das folhas e caules (Costus spicatus).

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COSTUS SPICATUS
Ensaio Condicoes de processo Folhas Caules
P (bar) T (°C) CS(%) R (%) R (%)
1 110 40 5 1,053 0,437
2 110 40 15 2,352 1,060
3 110 60 5 1,446 0,421
4 110 60 15 2,577 1,162
5 170 40 5 1,478 0,555
6 170 40 15 2,536 0,824
7 170 60 5 1,838 0,521
8 170 60 15 3,875 1,422
9 80 50 10 1,973 0,807
10 200 50 10 3,355 1,326
11 140 36 10 2,090 0,621
12 140 64 10 2,093 0,829
13 140 50 0 0,722 0,308
14 140 50 20 4,117 1,692
15 140 50 10 2,024 0,788
16 140 50 10 2,386 0,830
17 140 50 10 2,371 0,867
18 140 50 10 2,459 -
19 140 50 10 2,499 -

P — Pressdo; T — Temperatura; CS — Cossolvente; R — Rendimento.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

De acordo com a Tabela 18, é possivel observar que os extratos de folhas e caules da
Costus spicatus apresentaram o maior rendimento na condicdo de 140bar, 50°C e 20%. Os
menores rendimentos foram obtidos nestas mesmas condigdes de pressdo (140bar) e
temperatura (50°C), porém, sem adicdo de cossolvente (0%), para ambos os extratos. Na
literatura ndo foram encontrados em género e espécie rendimentos de extragdo supercritica
para comparacgao.

O efeito do cossolvente nos rendimentos dos extratos das folhas e caules, dentro das
condi¢cdes estudadas, pode ser visualizado na Figura 15. Os resultados demonstraram que na
pressdo 140 bar, temperatura 50°C e, variando a porcentagem de cossolvente, 0%, 10% e
20%, ocorreu um aumento no rendimento com o aumento de cossolvente, de 0,722, 2,024 ¢

4,117% para as folhas e 0,308, 0,788 e 1,692% para os caules, respectivamente.

Figura 15. Efeito da concentracdo do cossolvente no rendimento do extrato supercritico de

folhas (A) e caules (B) da Costus spicatus, na pressao 140 bar e temperatura 50°C.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Nota-se que as condigcdes de pressdo e temperatura estudadas levaram a um
rendimento aumentado com a adi¢ao de EtOH, tanto para os extratos das folhas, quanto para
os caules da Costus spicatus. Este aumento foi mais evidente para os extratos das folhas, que
na condi¢do de 20% resultou em 4,117%, enquanto para os caules foi de 1,692%.

Este resultado corrobora com Frohlich et al. (2018), que observou um aumento de
rendimento do extrato de folhas de cravo da india com adi¢do de cossolvente etanol, na
propor¢ao de 15, 20 e 25%, submetidos a extra¢do supercritica com CO,, 220bar e 40°C.

Outros trabalhos também observaram este mesmo comportamento. Marangoni (2011), quando
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obteve extratos supercriticos com didxido de carbono de raizes de Derris elliptica, Wang et
al. (2001), quando obteve extratos supercriticos de raizes de ginseng, e Pies (2017), quando
usaram a casca de jabuticaba para extrairem seus compostos em condi¢des supercriticas.

Esse comportamento indicou que, para a extracdo de certas classes de compostos,
como os polares (fendlicos e flavonoides), ¢ necessario adicionar um cossolvente ao CO; para
aumentar as interacdes fisicas dipolo/dipolo, dipolo/dipolo induzido e dipolo induzido/dipolo
induzido, aumentando o poder de solvatacdo do CO; e ocasionando aumento no rendimento
de extragdo (BISCAIA, 2007; PIES, 2017).

Na Figura 16 a seguir, é possivel observar as isotermas de rendimento de extracao

supercritica para as folhas e caules (Costus spicatus), na temperatura de 40°C, 50 °C e 60°C.

Figura 16. Isotermas de rendimento de extragdo supercritica para folhas (A) e caules (B)

(Costus spicatus), com adi¢do de 5% de cossolvente no processo.
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Com relagdo as isotermas das folhas (A), € possivel observar que, na condigdo
isobarica de 110 e 170bar, o aumento da temperatura favoreceu o aumento no rendimento,
logo, o efeito dominante no processo foi a pressao de vapor do soluto. J& na extragdo isobarica
em 140 bar, foi observado que o aumento da temperatura de 40, 50 ¢ 60°C diminuiu o
rendimento. Assim, a massa especifica do CO, supercritico teve efeito dominante e reduziu o
rendimento. Esta oposi¢@o de efeitos causa a inversdo das isotermas de rendimento, conhecido
como fendmeno de retrogradacao.

A competicao entre os dois efeitos da temperatura no rendimento de extragdo, a
pressdo constante, resultaram no cruzamento das isotermas nas pressoes de 124bar e 160 bar,
nas temperaturas de 40 e 50°C.

Ainda analisando os efeitos da temperatura na Figura 16, com relacdo as isotermas
para o caule (B), observa-se que duas regides de inversdo aconteceram nas isotermas de 40 e
60°C e duas também aconteceram nas isotermas de 50 e 60°C. A primeira inversao, isotermas
de 40 e 60°C, aconteceu na pressdo de 114bar, e a segunda, na 164bar. Abaixo da pressao de
114bar, o aumento da temperatura de 40°C para 60°C, exibiu uma redu¢do no rendimento,
logo, o efeito dominante foi a densidade do solvente supercritico. Apds essa pressao e antes
da pressdo de 164bar, a pressao de vapor do soluto apresentou efeito dominante, ocasionando
aumento no rendimento. Logo apos a pressao de 164bar, ocorreu uma reducao no rendimento
com o aumento da temperatura, onde tal comportamento deve-se ao efeito dominante da
densidade do solvente supercritico, que diminuiu sua capacidade de solvatacdo. Este mesmo
comportamento aconteceu nas isotermas de 50 e 60°C, porém, as inversdes foram nas
pressoes de 130bar e 152bar.

Andrade (2011) obteve a regido de inversdo das isotermas entre 150 e 200 bar para a
extracdo supercritica da casca de café, estudando pressdes de 100, 200 e 300bar e
temperaturas de 40, 50 e 60°C. Neste trabalho, o autor também observou o comportamento da
redu¢do do rendimento com o incremento da temperatura, em uma pressao constante. Ja Costa
(2015) verificou que as pressdes de inversdo para folhas de Vernonia amygdalina Delile,
foram nas proximidades de 165bar a 219bar, regido onde a solubilidade diminuiu com o
aumento da temperatura.

A Figura 17 apresenta o efeito da pressdo e temperatura em relagdao ao rendimento no
extrato supercritico das folhas e caules (Costus spicatus). Observa-se que o rendimento
aumentou com o aumento da pressdo, nas condi¢cdes isotérmicas empregadas (efeito

dominante — densidade do CO, supercritico). Esse comportamento também foi verificado com
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relacdo a temperatura, onde o rendimento aumentou com o incremento da temperatura

aplicada (efeito dominante — pressao de vapor dos compostos).

Figura 17. Efeito da pressdo e temperatura sobre o rendimento do extrato supercritico das
folhas e caules (Costus spicatus), com adi¢ao de 5% de cossolvente no processo.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A condi¢do de pressdo também apresentou um efeito sobre o rendimento supercritico
das folhas e caules (Costus spicatus), na condicdo isotérmica de 40°C e 5% de cossolvente,
conforme a Figura 18. Os resultados demonstram que em uma mesma temperatura, o

rendimento de extracdo aumentou com o aumento da pressao.
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Figura 18. Efeito da pressdo sobre o rendimento do extrato supercritico das folhas e caules

(Costus spicatus), com adi¢ao de 5% de cossolvente no processo e temperatura 40 °C.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Esse comportamento do aumento de rendimento ¢ atribuido ao aumento da densidade
(e, consequentemente, aumento do poder de solvatacdo do CO,), condutividade térmica e a
viscosidade do CO,. Desta forma, o efeito da densidade do solvente supercritico se mostrou
mais efetivo do que a pressdo de vapor do soluto. Além disso, outro fator que pode ter
contribuido em termos de maiores rendimento, ¢ o fato de que altas pressdes podem causar
rupturas na matriz da planta e favorecer a liberagdo do soluto no interior da particula
(BRUNNER, 1994; PIES, 2017; CITADIN, 2018; HALL, 2018).

Resultados similares no que tange a condigdes isotérmicas foi observado em
Laurintino (2017), que avaliou o efeito da densidade e capacidade de solvatagdo do CO, com
0 aumento da pressdo em extratos supercriticos de B. graveolense em estudos realizado por

Santos (2012) de extratos de sementes de pitanga.
5.3.2.2 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi aplicada aos dados do rendimento global do extrato
supercritico da Costus spicatus. Os valores dos efeitos e os indices estatisticos obtidos para as

folhas e caules podem ser verificados nas Tabelas 19 e 20, respectivamente.
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Tabela 19. Coeficientes de regressdo para a resposta rendimento global de extragdo

supercritica para folha (Costus spicatus).

Fatores™ Coefi ciem‘gs E”‘Z t(4) P -95% +95%
de regressdo padrdo
Meédia 2,3489 0,0843 27,8701 0,00001 2,1148 2,5829
(HP(@L) 0,3164 0,0471 6,7162 0,00256 0,1856 0,4473
P (Q) 0,0621 0,0380 1,6356 0,17723 -0,0433 0,1675
2)T (L) 0,1947 0,0546 3,5674 0,02343 0,0432 0,3463
T(Q) -0,2008 0,0674 -2,9780 0,04082 -0,3881 -0,0136
(3)CS (L) 0,7697 0,0471 16,3362 0,00008 0,6389 0,9005
CS (Q) 0,0010 0,0380 0,0254 0,9809 -0,1044 0,1064
IL x 2L 0,1351 0,0667 2,0280 0,1125 -0,0499 0,3201
IL x 3L 0,0831 0,0667 1,2475 0,2803 -0,1019 0,2681
2L x 3L 0,1014 0,0677 1,5214 0,2028 -0,0836 0,2864

M P _ Presséo (bar); T — Temperatura (°C); CS — Cossolvente (%)

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 20. Coeficientes de regressdo para a resposta rendimento global de extracdo

supercritica para caule (Costus spicatus).

Fatores” Coeficientes Erro ((2) P -95% +95%
De regressdo padrio
Média 0,8292 0,0228 | 36,3362 0,0008 0,7310 0,9274
(1) P (L) 0,0800 0,0099 |  8,0959 0,0149 0,0038 0,1225
P (Q) 0,0517 0,0087 | 59161 0,0274 0,0141 0,0893
)T (L) 0,0790 00114 | 6,8970 0,0204 0,0297 0,1282
T(Q) 20,0850 0,0159 | -53419 0,0333 -0,1535 -0,0165
(3)CS (L) 0,3314 0,0010 | 33,5346 0,0009 0,2889 0,3739
CS (Q) 0,0351 0,0087 | 4,0129 0,0569 20,0025 0,0726
1L x 2L 0,0598 00140 | 42756 0,0506 -0,0004 0,1199
1L x 3L 20,0243 0,0140 | -1,7353 0,2248 10,0844 0,0359
2L x 3L 0,0938 0,0140 |  6,7086 0,0215 0,0336 0,1539

D'P _ Presséo (bar); T — Temperatura (°C); CS — Cossolvente (%)

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A Tabela 19 apresenta os coeficientes de regressao da equagdo preditiva do
rendimento dos extratos das folhas da Costus spicatus em fungao das variaveis independentes
(pressdo, temperatura e concentra¢do de cossolvente). Verifica-se que o coeficiente linear da
pressdo, os coeficientes linear e quadratico da temperatura e o coeficiente linear do
cossolvente foram estatisticamente significativos, ao nivel de significancia (5%), p menor que
0,05. Os coeficientes quadraticos da pressao e cossolvente e as interagdes entre os fatores nao
apresentaram coeficientes significativos nos modelos.

Ja a Tabela 20 fornece os valores obtidos para os coeficientes de regressdo da

equacdo preditiva do rendimento dos extratos dos caules em fung¢do das varidveis
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independentes (pressdo, temperatura e concentracdo de cossolvente). Contata-se que os
coeficientes linear e quadratico da pressdo e temperatura, o coeficiente linear do cossolvente e
a interacdo temperatura/cossolvente foram estatisticamente significativos, ao nivel de
significancia (5%). O coeficiente quadratico do cossolvente e as demais interacdes ndo foram
significativos.

Com relagdo aos fatores que apresentaram efeitos significativos nos extratos das
folhas e caules da Costus spicatus, relatados anteriormente, esses resultados podem ser
confirmados nos graficos de pareto, apresentados na Figura 19. Os efeitos dos fatores que
influenciaram no rendimento significativamente ultrapassam a linha de corte (linha vermelha),
ou seja, os fatores exibiram um p valor menor que 0,05.

Sabe-se que, quando um efeito ¢ positivo no grafico de pareto, este efeito indica que
a variavel ou a combinagdo de variaveis apresenta um incremento positivo no valor do
rendimento. Ja quando o efeito é negativo, o comportamento ¢ inverso. Na Figura 19, tanto
para as extragdes com CO, supercritico das folhas, quanto para os caules, o fator temperatura

apresentou um efeito positivo no termo linear e um efeito negativo no termo quadratico.
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Figura 19. Grafico de pareto. (A) Extragdo com CO; supercritico de folhas (Costus spicatus).

(B) Extragdao com CO, supercritico de caules (Costus spicatus).

(3)Cossolvente (%)(L) _ 16,33
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1Lby2L 2,027955
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p=,05
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p=.05
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A Analise de Variancia (ANOVA) para folhas e caules da Costus spicatus pode ser
observada nas Tabelas 21 e 22, respectivamente. A ANOVA indicou uma porcentagem de
variagao explicada de 94,40% para os rendimentos obtidos para as folhas e 95,74% para os
caules. O coeficiente de determinagdo, R?, é um pardmetro de grande importancia na analise
estatistica de um conjunto de dados experimentais, pois ¢ um indicador da qualidade do ajuste

dos dados a uma reta de regressao.
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Tabela 21. ANOVA — Andlise de Variancia para os dados obtidos na extragdo supercritica

para folhas (Costus spicatus).

Fatores” | S0~ | GLY | om” | Fcal | P | R’”
()P (L) 1,6021 1 1,6021 45,1077 0,0026 0,9440
P(Q) 0,0950 1 0,0950 2,6752 0,1773

)T (L) 0,4520 1 0,4520 12,7264 0,0234

T (Q) 0,3150 1 0,3150 8,8686 0,0408

(3)CS (L) 9,4787 1 9,4787 266,8726 0,00008

CS (Q) 0,00002 1 0,00002 0,0006 0,9809

1L x 2L 0,1461 1 0,1461 4,1126 0,1125

1L x 3L 0,0553 1 0,0553 1,5564 0,2803

2L x 3L 0,0822 1 0,0822 2,3148 0,2028

Falta de 0,5876 5 0,1175 3,3089 0,1348

ajuste

Erro puro 0,1421 4 0,0355

Total SQ 13,0302 18

P _ Pressdo (bar); T — Temperatura (°C); CS — Cossolvente (%)
@SQ — Soma dos Quadrados

@GL — Graus de Liberdade

“QM — Quadrado Médio

®R? _ Coeficiente de determinagio = SQr/SQT

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 22. ANOVA — Analise de Varidncia para os dados obtidos na extragao supercritica

para caules (Costus spicatus).

Fatores | SO @ | GL? | oM™ | Feal | P | R
()P (L) 0,1024 1 0,1024 65,5430 0,0149 0,9574
P(Q) 0,0547 1 0,0547 35,0000 0,0274

()T (L) 0,0743 1 0,0743 47,5680 0,0204

T (Q) 0,0446 1 0,0446 28,5360 0,0333

(3)CS (L) 1,7570 1 1,7570 1124,568 0,0009

CS (Q) 0,0252 1 0,0252 16,1030 0,0569

1L x 2L 0,0286 1 0,0286 18,2810 0,0506

1L x 3L 0,0047 1 0,0047 3.0110 02248

2L x 3L 0,0703 1 0,0703 45,0050 0,0215

Falta de 0,0952 5 0,0191 12,1920 0,0776

ajuste

Erro puro 0,0031 2 0,0016

Total SQ 2,3077 16

P _ Pressio (bar); T — Temperatura (°C); CS — Cossolvente (%)
(Z)SQ — Soma dos Quadrados

@GL — Graus de Liberdade

“QM — Quadrado Médio

®R? _ Coeficiente de determinagio = SQr/SQT

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Os graficos de superficie de resposta e as projecdes de seus cortes sobre o plano de

fatores, gerando as linhas de contorno, descrevem de forma grafica o modelo ajustado. Deste
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modo, proporciona um melhor entendimento sobre a influéncia dos fatores e indica as regides
com os maiores rendimentos, de acordo com os fatores analisados.

As Figuras 20 e 21 apresentam os graficos de superficie de resposta e linhas de
contorno da pressdo em fun¢do da concentracao de cossolvente, com relacao ao rendimento

global de extragao supercritica para as folhas e caules, respectivamente.

Figura 20. Graficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para folhas (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdo em

funcdo da concentragdo de cossolvente. (B) Linhas de contorno da pressdo em funcdo da

concentragdo de cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Figura 21. Gréficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para caules (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdo em

fun¢do da concentragdo de cossolvente. (B) Linhas de contorno da pressdao em fungao da

concentracao de cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Para as folhas, Figura 20, observa-se que os maiores rendimentos ocorreram para
niveis altos de pressao e concentragdo de cossolvente. De acordo com os intervalos estudados,
os rendimentos aumentaram quando se aplicavam pressdes acima de 100bar e concentragdes
de cossolvente acima de 10%. Ja para os caules, Figura 21, os maiores rendimentos foram
verificados em concentracdes de cossolvente mais altas, onde os maiores rendimentos foram
obtidos ao aplicar concentragdes acima de 14%.

As Figuras 22 e 23 apresentam os graficos de superficie de resposta e linhas de

contorno da pressdo em fungdo da temperatura para o rendimento de extracdo supercritica

para as folhas e caules, respectivamente.
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Figura 22. Gréficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para folhas (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdo em

func¢do temperatura. (B) Linhas de contorno da pressdao em fungao da temperatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Figura 23. Gréficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extragcdo supercritica para caules (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da pressdao em

funcdo temperatura. (B) Linhas de contorno da pressao em fun¢ao da temperatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Ao analisar o grafico das linhas de contorno para as folhas, Figura 22-B, e para os

caules, Figura 23-B, ¢ possivel identificar a interferéncia da temperatura e as regides onde o
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efeito da densidade do CO,, rendimento diminui com o aumento da temperatura, ou pressao
de vapor, rendimento aumenta com o aumento da temperatura, foram dominantes.

Para as folhas, Figura 22-B, analisando em pressdes superiores a 130bar, a aplicagdo
de temperaturas acima de 55°C apresentou o efeito da densidade do CO, como efeito
dominante. J4 a aplicagdo de temperaturas abaixo de 50°C, apresentou o efeito da pressdo de
vapor. Com relagdo ao caule, Figura 23-B, observando em pressdes superiores a 150bar, a
utilizacdo de temperaturas acima de 55°C apresentou a densidade do CO, com efeito
dominante e abaixo dessa temperatura apresenta a pressao de vapor como dominante.

As Figuras posteriores apresentam os graficos de superficie de resposta e linhas de
contorno da concentragdo de cossolvente em fungdo da temperatura para o rendimento de
extragdo supercritica. O comportamento observado para as folhas (Figura 24) e caules (Figura
25) foram similares, onde os maiores rendimentos foram observados em maiores
concentragdes de cossolvente. Além disso, observa-se no grafico de linhas de contorno para
folhas, Figura 24-B, e caules, Figura 25-B, que os maiores rendimentos de extracdo com CO,
supercritico da Costus spicatus podem ser obtidos ao aplicar valores acima de 10% de

cossolvente e 50°C de temperatura.

Figura 24. Graficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extragdo supercritica para folhas (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da
concentragdo do cossolvente em fungdo temperatura. (B) Linhas de contorno da concentragao

do cossolvente em funcdo da temperatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Figura 25. Gréficos de superficie de resposta e linhas de contorno para o rendimento global de
extracdo supercritica para caules (Costus spicatus). (A) Superficie de resposta da
concentracdo do cossolvente em fungao temperatura. (B) Linhas de contorno da concentragao

do cossolvente em fungao da temperatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura com extragdes supercriticas
envolvendo folhas ou caules da Costus spicatus. Deste modo, ndo foram empregadas
referéncias diretas que busquem apresentar as influéncias dos fatores estudados (pressdo,
temperatura e concentragio de cossolvente) no rendimento de extracao.

Os graficos de valores preditos versus observados para os rendimentos dos extratos
supercriticos das folhas e caules da Costus spicatus foram plotados e podem ser observados
na Figura 26. A partir dos graficos, ¢ possivel analisar a adequabilidade do modelo de
regressao linear. Tanto as folhas, Figura 26-A, quanto os caules, Figura 26-B, apresentaram
bons ajustes dos dados, indicando uma relacao linear entre as variaveis de acordo com o
intervalo de condi¢des operacionais estudados (80-200bar, 36-64°C, 0-20% de etanol como

cossolvente, vazao 3 mL/min).
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Figura 26. Valores preditos versus observados. Extracdo com CO, supercritico de Costus

spicatus. (A) Folhas e (B) Caules.

45

4,0

35

30

25

Predicted Values

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 3.5
Observed Values

(A) (B)

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

5.3.2.3 Curvas globais de Extracao
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De acordo com os resultados do planejamento experimental, o ensaio 14, nas

condi¢des de operagdo (140bar, 50°C e 20%) e vazdo de 3,0 mL/min, obteve o maior

rendimento para as folhas e caules (Costus spicatus). Entdo, diante disso, optou-se por realizar

a cinética para observar o comportamento do rendimento ao longo do tempo deste ensaio.

Uma curva foi plotada para cada extracdo realizada (para as folhas e caules), assim como,

para a média da duplicata, conforme pode ser observado na Figura 27.

Figura 27. Curva de extracao supercritico nas folhas e caules (Costus spicatus), na condi¢ao

de 140bar, 50°C e 20% de etanol e vazao de 3,0 mL/min.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Neste estudo, as cinéticas para as folhas e caules apresentaram um comportamento
tipico, no que normalmente ocorre nas curvas de extragdo com CO; supercritico, com trés
etapas distintas CER, FER e DC. Ao analisar a Figura 27, percebeu-se que nos 20 minutos
iniciais, etapa CER, nas folhas e caules, houve um répido arraste do extrato de massa
acumulado em um pequeno intervalo de tempo, o que retrata a rapida solubilizacao do extrato
pelo CO, supercritico. J4 na etapa FER, revelou uma redugdo ao longo do tempo da
mobilidade do solvente pelo Costus spicatus. Além disso, foi possivel constatar que apos um
periodo de 120 minutos (etapa DC), para as folhas e caules, a quantidade de extrato obtido foi
constante, devido a taxa de transferéncia de massa ser baixa e o acréscimo de rendimento ser
insignificante. Tendo em vista que este periodo apresenta um gasto energético sem obter
quantidades consideraveis de extrato, logo, em uma futura aplicacdo industrial, isso pode
apresentar um alto custo.

Apbs o estudo das curvas de extragdo para as folhas e caules, foram realizados testes
extras de curva de extragdo para trés condi¢des operacionais diferentes, conforme apresentado
na Figura 28. De modo global, os comportamentos das curvas de extragdo das folhas de
Costus spicatus se mostraram tipica em comparagdo a dinamica encontrada para a ESC, em

que apresenta trés etapas de extragdo demarcadas.

Figura 28. Curvas de extragdo supercritica nas folhas (Costus spicatus) em trés condigdes
diferentes, I - 140bar, 50°C e 10%, e vazao de 3,0mL/min; II - 140bar, 50°C e 10%, e vazao
de 7,0 mL/min e III - 140bar, 50°C ¢ 20%, ¢ vazao de 3,0 mL/min.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Analisando as duas curvas de extracdo para as mesmas condi¢des processo (140bar,
50°C e 10%), sendo que uma com a vazdo de 3,0 mL/min e outra com 7,0 mL/min, pode-se
observar que, embora seja apenas um teste qualitativo por ndo haver repeti¢des, o resultado
revelou que a taxa de extracdo aumenta com o aumento de vazao do solvente na primeira
etapa de extracdo, por causa da maior vazdo de solvente inserido no leito de extragdo. De
acordo com Kitzberger (2005), esse comportamento pode estar relacionado a maior
concentracdo de soluto presente na superficie da particula que € retirado na etapa I de forma
rapida ou por causa da porosidade do solido na matriz, causando a extragdo do soluto por
difusdo mais rapidamente nesta etapa.

Na vazao de 3,0 mL/min, a massa de extrato obtida a 10 min foi de 0,547 (g/100g
planta), enquanto que a0 mesmo tempo na vazao de 7,0 mL/min foi de 1,373 (g/100g planta).
Corroborando com o trabalho de Hall (2018), que realizou extra¢do de sementes de mamao.

Ainda observando a Figura 28, constatou-se que ocorreu um aumento de rendimento
de extracdo ao aumentar a quantidade de cossolvente de 10 para 20%, nas mesmas condigdes
de processo (140bar, 50°C) e vazao de 3,0 mL/min. Esse comportamento ja era esperado, pois
a quantidade de cossolvente favorece as interagdes do solvente com o soluto, ocasionando
aumento na solubilizagdo e provocando um maior rendimento.

Laurintino (2018) observou que, independente da pressao e temperatura utilizada no
processo, o aumento do rendimento foi proporcional ao aumento da concentracdo de
cossolvente. Da mesma forma, os resultados corroboram com os resultados obtidos nos
trabalhos de Marangoni (2011) e Pies (2017), onde conseguiram observar que a adi¢do de
etanol testada, aumentou o rendimento, nos extratos de Derris elliptica e casca de jatubicaba,

respectivamente.

5.4 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS OBTIDOS POR MEIO DA EXTRACAO
COM CO, SUPERCRITICO

Os componentes identificados nos extratos supercriticos de folhas e caules da Costus
spicatus podem ser observados nas Tabelas 23 e 24, respectivamente. A partir das tabelas, €
possivel observar a influéncia dos parametros operacionais na composi¢do quimica dos
extratos, analisando o perfil dos extratos em todas as condi¢des aplicadas dos planejamentos

experimentais.
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Tabela 23. Perfil quimico dos extratos obtidos nas condi¢des do planejamento experimental

para as folhas Costus spicatus.

PARAMETROS DO PROCESSO NA EXTRACAO SUPERCRITICA
Folhas — Costus spicatus
Compostos

(Area percentual) 110bar | 170bar| 110bar | 170bar | 110bar | 170bar | 110bar | 170bar | 80bar | 200bar | 140bar | 140bar | 140bar | 140bar | 140bar

40°C 40°C | 60°C 60°C 40°C 40°C 60°C | 60°C 50°C 30°C | 36°C | 64°C 30°C 30°C 30°C

5% 5% 5% 5% 15% 15% 15% 15% 10% 10% 10% 10% 0% 20% 10%
Acida linolénico 16,6803 | 15,1913 18.0811| 16,6328 |154879|16,7122| 14,8175|13,6909| 14,1317 13.4290| 13,1426 11 .8466| 13.0998( 12,3262| 12,3303
Friedelin 13.3992| 12.6830( 14,6433 12.4479| 170167 13,3185 13,4000 13953 | 17,055 | 16,1351 152111 14,7186| 14 2456| 18,8039
Acido palmitico 06839 | 9.8694 12,0215(12,3998| 11,4734[11,1722|12,7098| 94792 | 11,9777| 93982 | 5450 |10,1739| 92974
Sitosterol 72257 | 7,204 7914 | 92271 | 85058 | 84945 | 98867 | 9.5078 | 9,5407 | 96782 | B,1476 | 9,3355 | 10,0984
Acidolinoléico 58345 | 54575 54257 | 48640 | 49520 | 46100 40020 | 44544 | 36201 | 38351 | 3.8034 | 36052
Stigmasterol 5.1018 47186 | 6.1803 | 53713 | 54033 6,7668 | 6,2469 | 6,2734 | 3,9366 | 6,1527 | 7,1939
Vitamina E 34503 17493 [ 19064 | 18816 | 2,1704 28303 | 19006 | 24078 | 36027 | 1,9000 | 30230
Fitol 2.1067 3.9607 | 41033 | 3,8551 | 44472 33017 | 2.6673 | 3,0290 | 1,2490 | 45241 | 46229
fem 15034 14510 | - |12101|1.1278 ] ] - |og4as | 0608 | -
octadecandico
Tetracosane 0.7668 2.8013 - 25808 | 5.0302 - 23270 - 3,0580 | 1,7631 - -
Ficosane 03054 - 43392 | 47702 | 2,9628 | 3,3062 | 1,4833 | 1,8790 | 24631 | 09575 | 41251 -
Acetato de fitol 01487 18947 - 26108 | 29361 - - - 27474 | 0,1929 - -
Heptacosane 0.6289 1.1018 - 12635 - - 12086 | 1,1673 | 1,3091 | 0,2350 | 1,3428 | 14034
Acido laurico 03239 0.,5006 - 04854 | 04724 - - - - 02324 | 0,5034 -
Acidopalmitico, | 1513 | - - - - - - |03347| - |o0,7495| 02009 | 04700 -
éster etilico
Acidolinolénico. | 0 4977| . | 10231035330 | - - - - - - - | L1140 - | 08287
éster etilico
Octadecane - - - - - 2.9975 - - - - 1,3295 - 0.6026 - 121
Campesterol - - - 1,6879 - - - - 22113 - - - 24499 - 26263
Acido
ocacosandico, éster - 04444 - - - - - - - - - - 0,2246 - -
metilico
Acido , .
hexacozandico, 0.1218 - - - - - - - - - - - 0,1623 - -
éstermetilico

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Tabela 24. Perfil quimico dos extratos obtidos nas condigdes do planejamento experimental
para os caules Costus spicatus.

PARAMETROS DO PROCESSO NA EXTRACAO SUPERCRITICA

Caules - Costus spicatus

Compostos
[Areapeprcemual) 110bar | 170bar | 110bar | 170bar | 110bar | 170bar | 110bar | 170bar | &0bar | 200bar | 140bar | 140bar| 140bar| 140bar| 140bar

40°C 40°C 60°C 60°C 40°C 40°C 60°C 60°C 50°C 50°C 36°C 64°C 50°C 50°C 50°C
5% 5% 5% 5% 15% 15% 15% 15% 10% 10% 10% 10% 0% 20% 10%

Sitosterol 17,3754(16,3084| 15467 | 10,3274 |11 4284| 132303 12,2278| 11 8560| 11,95313|13,0140| 16,1334 13243 | 170263 12.445| 13,1638
Stigmasterol 15,388 |15,1411|14,0027|18,2359| 9,6769 | 11,3859|10,6037| 59,9816 |10,2358|11,4031|13,6961| 11,7131| 18,6288 10,223 | 11,8238
Acido palmitico 63646 | 70309 | 70067 | 3.7413 06549 | 26618 | 91001 | 8,6007 | 7.2669 | 83317 | 16635 | 73839 | 79336

Acido inoléico 35,0449 [ 5,0738 | 53830 | 2.6333 74526 | 63248 | 62733 | 53473 | 33706 | 5.5474 | 12246 | 3.8210 | 4.8407

v

Acidopalmitico. | ( 4779 | 04314 | 04455 | 03871 | 03549 | 02599 | 03679 | 0,336

- - 04327 | 0346 | 08767 [ 0,3155| 04057 | 04196 | 03911
éster etilico

Acidolinolémico | 5.3240 | 5.2513 | 5.4555 | 26888 | 6.6326 | 5.5030 | 6.7867 | 5,6808 | 54501 | 4,7910 | 3.1454 | 48711| - | 4.0005 | 43408
Fitol 0.6236 | 0.8186 | 0.3803 | 0.7653 | 0.9456 | 1.1316 | 0.9045 | 0.7903 | 0.8446 | 0.8045 | 0.9349 | 0.7667| - | 0.6699 | 0.3266
Acido lawzico 02330 | 03364 | 03798 | 0,1558 | 0,5958 | 04867 | 0,6090 | 05173 | 0,5032 | 05170 | 04662 | 03926 | - |0,5303] 0,5008
Friedelin 54637 | 48257 | 4494 ~ | 34159 | 37258 | 35287 | 3.1215 | 3.4992 | 3.2789 | 44219 | 34383 | - |3.6231| 34019
e 16602 | 2,2248 | 14760 | 14304 | 0.7698 | 1,083 | 0.2475 | 09038 | 16870 | 1,6840 | - | 0.7361| - |1.3372] 0.7190
Acidolinolénico. | 4552 | 0,6255 | 0,5430 | 03257 | 04516 | 03137 | 04761 | 0,4749 | 0,5930 | 03239 | 09491 | 03218 | - - | 03650
éster etilico

Acidolincléico, |  7gg4 - | 0888312248 | 1,0001 | 1,1573 | 0,7601 | 1,4233 - | 06610 | 09042 | 0.6860
éster etilico

WEme 04300 03396 | 03367 | 04078 | 0,3294 | 04274 | 0.6509 | 04388 | 05252 - - | 06633
Heptacosane 06236 06884 | 0,8267 | 08039 | 0,7635 | 0,8338 | 0,7362 | 0,7330 | - - 07382 03709
Octadecano - 0.7866 | 0,7880 | 0,5955 | 0,9392 | 0,8423 | 0,8900 | 0,9274 | 0,7930 | 24017 | - -
deil - - - - | 03234 | 02960 | 03216 | 02770 | 03164 | 03155 | 0,1958 | 03170 | - | 02361 02308
pentadecandico

Acido - - - - | 03570 | 00892 | 02724 | 03241 | 02932 | 03097 | - |03409| - |02902| 02906
tetradecandico

TE e . — [11617| - |08750] 10150 | 00204 | - . - - |os027| - |1.3744| 08280
AT 03318 | - |03835| - |o04202| - |od4z201| - - - - loss43| - [oates| -
e ] - 62475 - [4s415| - ] - ] - |esaz| - - |5.6502] 5.8347

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.
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Ao observar a Tabela 23, verifica-se que os componentes presentes nas folhas da
Costus spicatus que se apresentaram em maior quantidade em todos os ensaios do
planejamento experimental foram: Acido linolénico, Friedelin, Acido palmitico, Sitosterol,
Acido linoléico, Stigmasterol, Vitamina E e Fitol.

Com relagdo aos compostos identificados nos extratos supercriticos dos caules,
Tabela 24, verifica-se que os compostos que se apresentaram em maior quantidade em todos
ensaios realizados foram: Sitosterol, Stigmasterol, Acido palmitico, Acido linoléico, Acido
linolénico e Friedelin.

A Figura 29 apresenta as fracdes dos trés compostos majoritarios dos extratos
supercriticos para folhas e caules. Embora os extratos supercriticos tenham apresentado uma
similaridade na composi¢cdo quimica dos ensaios do planejamento, com diferencas nas
porcentagens dos compostos para cada condicdo, os perfis quimicos das folhas e caules ndo
apresentaram um padrao claro em fun¢do das variaveis analisadas - pressdo, temperatura e
concentragdo de cossolvente.

Vale salientar que ndo foram encontrados estudos na literatura da espécie Costus
spicatus com a técnica de extragdo com fluidos supercriticos, tornando este trabalho inovador,
que fornece informagdes nunca antes publicadas sobre as folhas e os caules da espécie. Deste

modo, os resultados podem ser analisados sob diversos aspectos.



83

Figura 29. Compostos majoritarios das extracdes com CO; supercritico de Costus spicatus.
(A) Folhas e (B) Caules.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A Figura 30 apresenta a comparacdo da composicdo quimica dos extratos
supercriticos das folhas da Costus spicatus em pressoes 110 e 170 bar e temperaturas 40 e
60°C, em uma concentragdo fixa de cossolvente. Deste modo, ¢ possivel visualizar a

influéncia da pressao e da temperatura no percentual dos compostos majoritarios.



84

Figura 30. Comparacdo dos perfis quimicos dos extratos das folhas Costus spicatus obtidos
nas pressdes 110 e 170bar, temperaturas 40 ¢ 60°C e uma concentragdo de cossolvente fixa

em 5%.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Observando os resultados obtidos na pressao de 110 bar, com cossolvente fixo em
5% de etanol, pode-se verificar que a seletividade dos compostos majoritarios ¢
consideravelmente aumentada. O mesmo comportamento pode ser verificado na pressdao de
170 bar, quando a temperatura aumentou de 40°C para 60°C. Esse aumento pode ser
justificado pela predominancia do efeito da pressdo de vapor no intervalo do processo
estudado, onde o aumento da temperatura elevou a pressdo de vapor dos componentes,
facilitando a passagem para a fase fluida e, consequentemente, a sua extracao.

O efeito da concentracdo do cossolvente e pressdo na composicdo quimica dos
extratos supercriticos das folhas da Costus spicatus, com temperatura fixa em 40°C, pode ser

verificado na Figura 31 a seguir.
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Figura 31. Comparacdo dos perfis quimicos dos extratos das folhas Costus spicatus obtidos
nas pressdes 110 e 170bar, concentragdes de cossolvente 5 ¢ 15% e temperatura fixa em

40°C.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Ao analisar a Figura 31, verifica-se que a seletividade dos compostos majoritarios foi
aumentada ao elevar a pressao de 110 para 170bar, ao empregar uma concentracao de 15% de
cossolvente e temperatura de 40°C no processo. Esse resultado ja era esperado, visto que o
aumento da pressdo elevou a densidade do CO, supercritico, consequentemente, aumentou o
seu poder de solvatacao e rendimento na extracao.

Com relagdo ao uso do cossolvente, ¢ possivel observar que ao diminuir a
concentragdo de 15 para 5% de cossolvente, em ensaios com pressdes de 170bar e
temperaturas 40°C, os compostos majoritarios reduziram consideravelmente. Deste modo, no
intervalo estudado, o uso de cossolvente favoreceu o aumento da seletividade dos compostos
extraiveis das folhas da Costus spicatus.

A figura a seguir, Figura 32, apresenta a comparacdo da composi¢do quimica dos
extratos supercriticos para o caule da Costus spicatus, onde ¢ possivel analisar o efeito das
variaveis pressao (110 e 170bar) e temperatura (40 e 60°C) nos extratos, a0 manter a

concentragdo de cossolvente fixa em 5% de etanol.
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Figura 32. Comparagao dos perfis quimicos dos extratos dos caules Costus spicatus obtidos

nas pressdes 110 e 170bar, temperaturas 40 e 60°C e uma concentragdo de cossolvente fixa

em 5%.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Ao analisar a Figura 32, verifica-se que houve uma consideravel diminui¢do do
Acido linoleico e Friedelin com o aumento da temperatura, de 40 para 60°C, em uma pressio
fixa em 110bar. J& ao aplicar uma pressao de 170bar, o aumento da temperatura provocou um
consideravel aumento desses compostos majoritarios. Deste modo, € possivel observar a
presenca dos dois efeitos dominantes da temperatura, em uma pressao fixa: (1) na pressao de
110bar, o efeito dominante foi o da densidade do CO, supercritico, onde o aumento da
temperatura provocou uma diminui¢do no rendimento, devido a redugdo do poder de
solvatacdo do solvente; (2) na pressdao de 170bar, o efeito dominante foi o da pressdao de
vapor, onde o aumento da temperatura proporcionou uma elevacao da pressao de vapor dos
compostos, obtendo um maior rendimento.

Com relagdo ao efeito da pressdo nos caules da Costus spicatus, ¢ possivel observar
na Figura 32 que, na temperatura de 60°C, existiu um aumento da seletividade dos compostos
com o aumento da pressao, de 110 para 170bar. Assim, neste intervalo estudado, o aumento
da pressdo, elevou a densidade do CO, supercritico, provocando em um aumento no

rendimento dos compostos majoritarios.
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A figura a seguir, Figura 33, apresenta a comparacdo dos perfis quimicos dos
extratos dos caules com relacdo a concentragdo de cossolvente (5 e 15% de etanol), em

ensaios com condi¢des de pressao e temperatura fixa, 170bar e 60°C, respectivamente.

Figura 33. Comparagdo dos perfis quimicos dos extratos dos caules Costus spicatus obtidos

nas concentragdes de 5 e 15% de cossolvente, em uma pressdo de 170bar e temperatura de
60°C.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Ao observar a figura 33, € possivel identificar que, ao utilizar pressdes e
temperaturas altas, 170 bar e 60°C, a seletividade dos compostos extraidos nos caules da
Costus spicatus diminuiu com o aumento da concentracdo de cossolvente empregado no
processo. Assim, 0s seus compostos majoritarios apresentaram uma melhor resposta com
extragdes aplicando uma maior porcentagem de CO, (apolar), do que com o uso do etanol
como cossolvente (polar). Deste modo, ao analisar a Figura 33 e a Figura 29-B, em termos de
seletividade do processo, a melhor condi¢do para a obtencdo de extratos supercriticos dos
caules corresponde a 170bar, 60°C e 5% de etanol como cossolvente.

Ao observar as tabelas e graficos anteriores, verificaram-se os compostos
majoritarios do extrato supercritico para as folhas e caules (Costus spicatus). A partir disso,
foi construida a Tabela 25 contendo os principais compostos e suas respectivas propriedades

encontrada na literatura.
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Tabela 25. Constituintes fitoquimicos dos compostos majoritarios do extrato supercritico de

caules e folhas (Costus spicatus) e suas atividades.

Composto Atividade relatada Referéncia

Atividade antimicrobiana, reduz o risco de inflamacao, Corréa (2018);

HeEplingnes cancer, doencgas cardiovasculares, diabetes e hipertensao. Chen et al. (2020)

Anti-inflamatorio, hipocolesterolénico, preventivo do cancer,

Acido linoléico hepatoprotetor, anti-histaminico, antiacne, inibidor da 5-a Chhouk et al.
redutase, atividade antiandrogénica, antiartritica e (2018)
antifungico.
Chhouk et al.
(2018); Abubakar

Antioxidante, hipocolesterolémico, antiandrogénico, inibidor

. . NATOP ji 2016);
da 5-o redutase, anti-inflamatorio e antipsicotico. 9 b ppinin (LG

Dandekar et al.
(2015)
Prabhadevi et al.

Acido palmitico

Anticancer; atividade antimicrobiana, antidiabética,

Fitol A . . (2012); Banaras et
antifungico e antibacteriano. al. (2016)
Anti-inflamatoria, hepatoprotetora, antibacteriano, Odeh il (20.1 6?;
. . e . . . N Mariot e Barbieri
Friedelin antidiarreica, antitumor, antiproliferativa, antipirética, s
. o I . (2007); Silva et al.
antiulcerogénica e antimicrobiana.
(2014)
Sitosterol Atividade anthiperglicemica. Corréa (2018);
Corréa (2018);
. Atividade anthiperglicemica, inibidor da tireoide, Abubakar €
Stigmasterol . . . . o Majinda (2016);
antiperoxidativo e efeitos hipoglicémicos. .
Panda, Jafri e
Meheta (2008)
Vitamina E Antioxidante, prevengdo de doengas cardiovasculares e de Siqueira et al.
cataratas oftalmologicas. (2003)

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

De acordo com a Tabela 25, foram realizadas pesquisas do composto ativo
fitoterapico com atividade anti-inflamatéria e este poderoso efeito foi encontrada nos
compostos Acido linolénico, Friedelin, Acido palmitico e Acido linoléico nas folhas. Desta
forma, as folhas da cana do brejo podem proporcionar importantes beneficios curativos, para
alivio dos sintomas em individuos com problemas de satde inflamatdrios, como pedra nos
rins. J4 nos caules, os compostos Sitosterol, Stigmasterol ¢ Acido linolénico apresentam
mecanismos de acdo para melhorar o controle glicémico em doengas com diabetes, ou seja,
conferindo propriedades antidiabéticas.

O 4acido graxo linoléico e linolénico sdo considerados acidos graxos essenciais do

ponto de vista nutricional, pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano, mas
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podem ser adquiridos através da dieta ou outros suplementos (SANTESTEVAN, 2011). Na
maior parte dos tecidos vegetais, o 4cido linolénico ¢ o que existe em maior quantidade, com
mais de 80% do grupo acil dos lipidios de membrana dos cloroplastos. Ja o 4cido linoléico
apresenta em maior concentragao nas sementes e embrides (BATISTA et al., 2002).

A descricdo anterior das propriedades medicinais da Friedelin indica que este ¢ um
importante composto medicinal. Um estudo realizado por Andrade (2008), ao utilizar folhas
de Maytenus robusta, apresentou em sua composicao o composto friedelin. A partir disso, o
extrato contendo esse triterpeno foi avaliado em um modelo de tlcera induzida por HCl/etanol
em camundongos. O autor sugeriu que a a¢ao protetora contra lesdes gastricas foi atribuida a
este composto.

Panda et al. (2008) isolaram o composto stigmasterol da casca de Butea monosperma
e comprovaram sua eficacia reguladora dos hormonios tireoidianos e estimulante da insulina,

conferindo propriedades antiperoxidativas e antidiabéticas.
5.5 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO DE COSTUS SPICATUS

Os resultados apresentados na Tabela 26 indicam as técnicas empregadas no presente
trabalho que obtiveram os melhores rendimentos, tanto para folhas, quanto para caules da
Costus spicatus. Foram comparadas as técnicas de baixa e alta pressdo que utilizaram

solventes no seu processo.

Tabela 26. Valores de rendimento global de extragdo usando técnicas com solventes para as

folhas e caules da Costus spicatus aplicando técnicas com solvente de baixa e alta pressao.

Folhas Caules?
Técnica/Solvente i _
Rendimento (%) Rendimento (%)

Soxhlet/Hexano 1,239+ 0,23 0,60°+ 0,11
Soxhlet/ Etanol 6,17+ 0,79 5,06+ 0,76
Ultrassom/Hexano 3,54°+ 0,13 1,19°+ 0,23
Ultrassom/Etanol 3,86% + 0,65 2,37°+0,11
ESC/CO,/Etanol ® 4,12°+0,07 1,69° £0,04

) Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

@ESC - Extragao com CO, supercritico — 140bar, 50°C e 20% de etanol como cossolvente.
Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

A partir da Tabela 26, ¢ possivel verificar que as técnicas que apresentaram o0s

maiores rendimentos para as folhas da Costus spicatus foram: soxhlet com etanol (6,17%),
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extracdo supercritica com cossolvente (4,12%) e ultrassom com etanol (3,86%). O rendimento
do extrato obtido por soxhlet/etanol foi maior e estatisticamente diferente quando comparado
com as demais técnicas. O ESC/CO,/Etanol apresentou um rendimento maior que o
ultrassom/etanol, porém, ndo apresentou diferenga significativa no nivel de 5% de
significancia.

Com relagdo ao caule, as técnicas com maiores rendimentos foram: soxhlet com
etanol (5,06%), ultrassom com etanol (2,37%) e extracdo supercritica com cossolvente
(1,69%). A técnica soxhlet/etanol apresentou um rendimento maior e estatisticamente
diferente das técnicas empregadas, comportamento similar ao verificado nas folhas da Costus
spicatus. O ESC/CO,/Etanol obteve o terceiro melhor rendimento para os extratos obtidos nos
caules, onde ndo apresentou diferenca significativa com a técnica ultrassom/hexano, ao
contrario das folhas, em que o extrato supercritico ndo apresentou diferenca significativa com
o ultrassom/etanol.

Para uma melhor visualizacdo da comparagao dos resultados obtidos para a extragdo
empregando diferentes técnicas para folhas e caules da Costus spicatus, a Figura 34 foi

elaborada e pode ser visualizada a seguir.

Figura 34. Valores de rendimento global de extracdo usando técnicas com solventes para as
folhas e caules da Costus spicatus.

7,00
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4,00

3,00 H Folhas

Rendimento (%)
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1,00

gt

SX_HEX SX_ET ULT_HEX  ULT_ET ESC_CO2_ET

0,00
Técnicas de extracdo
Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Como pode ser observado na Figura 34, dentre todas as técnicas empregadas, a

técnica soxhlet com o solvente hexano apresentou o menor rendimento, tanto para folhas,
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quanto para caules. Ja empregando o solvente etanol, o soxhlet foi a técnica que apresentou o
melhor rendimento entre todas as técnicas estudadas para folhas e caules da Costus spicatus.

Ao comparar os métodos de extracdo com relagdo aos solventes empregados,
verifica-se que o etanol exibiu uma interferéncia positiva nos rendimentos de extracdo para
Costus spicatus, indicando que os compostos presentes nas folhas e caules da espécie
estudada apresentam uma polaridade de intermediaria a alta.

Com relagdo a comparagdo da composicdo quimica dos extratos, a Figura 35
apresenta os compostos encontrados em maiores quantidades nos extratos da Costus spicatus

obtidos por técnicas de baixa e alta pressao.

Figura 35. Comparagdo da composicao quimica dos extratos da Costus spicatus obtidos por
técnicas de baixa e alta pressdo. (A) Folhas e (B) Caules.
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Como pode ser observado na Figura 35-A, os compostos que se apresentaram em
maiores quantidades em todos os extratos das folhas da Costus spicatus, independentemente
da técnica ou solvente empregado, foram Acido linolénico e Acido palmitico. Os compostos
Hemimellitene e Friedelin foram identificados somente nos extratos hexanicos e o Fitol foi
identificado em todos os extratos etandlicos.

O extrato supercritico apresentou fra¢cdes mais elevadas nos compostos majoritarios,
caracterizando uma maior seletividade nos compostos extraiveis da folha da Costus spicatus
pela técnica de alta pressdao. Além disso, a Friedelin e o Fitol, que foram identificados apenas
nos extratos hexanico e etandlico, respectivamente, foram verificados nos extratos
supercriticos. Deste modo, a partir da analise do perfil quimico desse extrato, observa-se que
este apresenta um amplo potencial de aplicagdo em diversos setores, devido as importantes
atividades biologicas contidas nesses compostos.

Com relagdo aos compostos majoritarios presente nos extratos dos caules, verifica-se
que ndo houve predominancia de um mesmo composto nos extratos obtidos, Tabela 35-B. Os
extratos hexanicos apresentaram a Hemimellitene como composto majoritario, composto que
também foi encontrado no extrato hexanico das folhas da Costus spicatus. Os extratos
etanolicos apresentaram o 4cido palmitico e o acido linoléico em todas as técnicas utilizadas.

Com relagdo ao extrato supercritico do caule, Figura 35-B, observa-se que os
compostos Sitosterol, Stigmasterol, Friedelin e Fitol foram encontrados apenas nos extratos
obtidos pela técnica de alta pressdo, diferenciando o extrato supercritico dos demais extratos e
fornecendo um potencial de aplicagdo diferente dos extratos obtidos pelas técnicas de baixa
pressao.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que a técnica de extracdo de alta
pressdo apresentou uma maior seletividade nos compostos extraidos, quando comparados com
a composicdo dos extratos obtidos pelas técnicas soxhlet e ultrassom. Assim, a técnica de
extracdo com CO; supercritico e uso de etanol como cossolvente foi selecionada como a
melhor técnica para a obtencdo dos compostos presentes nas folhas e caules da Costus

spicatus.
5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

No presente estudo, os extratos de folhas e caules de Costus spicatus extraidos de
diferentes técnicas de extragdo (supercritica, soxhlet e ultrassom), foram investigados quanto

a propriedade de eliminag¢do do radical DPPH (Quadro 2). Quanto menor o valor de ECs,
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maior a atividade antioxidante do extrato, ja que este valor representa a quantidade de extrato

necessaria para reduzir em 50% a atividade do radical livre.

Quadro 2. A concentracdo inibitoria dos potenciais antioxidantes do extrato de folha e caule

de Costus spicatus.

Parte vegetativa Técnica de extracio Solvente ECs) (ng/mL)
ESC 110 bar/60°C/5% 2576,5+ 0,16
ESC 200 bar/50°C/10% 1325,3+ 0,07
CO, e EtOH
ESC 140 bar/50°C/20% 1265,6 + 0,06
FOLHA
ESC 140 bar/50°C/10% 1442,5+ 0,12
Soxhlet 867,6 + 0,02
EtOH
Ultrassom 1473,1 £ 0,01
ESC 170 bar/60°C/5% 1871,8+ 0,01
ESC 200 bar/50°C/10% 1865,2 + 0,04
CO, e EtOH
ESC 140 bar/50°C/0% 2966,2 + 0,42
CAULE
ESC 140 bar/50°C/20% 1624,1 + 0,03
Soxhlet 1253,5+ 0,03
EtOH
Ultrassom 2731,1 £0,15

Os valores correspondem a média + desvio padrao.
ECsg, concentragdo de inibicao 50%
Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2020.

Quanto a atividade antioxidante avaliada pelo método do sequestro do radical livre
DPPH, todas as condicdes testadas de pressdo e temperatura pela ESC, soxhlet e ultrassom
com solvente etanol apresentaram valores de ECsy superiores a 1000 ug/mL. Exceto no
extrato obtido nas folhas pela técnica de soxhlet, com CEs; 867,6 + 0,02 ng/mL. Esses valores
de ECsg se apresentaram muito acima daquele que € considerado um antioxidante muito ativo,
com valor abaixo de 50 pg/mL (REYNERTSON, BASILE E KENNELY, 2005).

De maneira geral, pode-se perceber que o extrato obtido pela técnica soxhlet, tanto
na folha, quanto no caule, apresentaram maior capacidade de sequestro do radical livre DPPH,
quando comparadas a ESC e ultrassom, com valor de CEsy 867,6 + 0,02ug/mL e 1253,5 +
0,03 pg/mL, respectivamente. Além disso, o comportamento do ECsy obtidos pela ESC, nas
condi¢des de processo testadas, em folhas e caules, apresentou uma melhor atividade
antioxidante para este método quando aumentou a adicdo de cossolvente. Isso pode ser
justificado, ja que os compostos antioxidantes sdo mais soluveis em solventes polares, € o0 uso

do cossolvente extrai compostos de caracteristica polar (FERRO et al., 2019).
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Pedrosa (2017) e Uliana, Silva e Fronza (2015) avaliaram a atividade antioxidante do
extrato de caule e de ramos da Costus spicatus por extragdo fracionada com solventes de
polaridade crescente pelo método DPPH e, observaram melhores resultados de ECsy para o
solvente mais polar, etanol (308,26 ng/ mL) e para o solvente acetona encontrou um valor de
101,16 pg/ mL. O aumento do niimero de extracdes pode ter contribuido para uma maior
atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH.

Embora, a metodologia e matéria-prima utilizada pelos autores se assemelhem a
empregada no presente trabalho, os resultados obtidos sugerem um forte potencial
antioxidante do extrato analisado para o método de DPPH.

A avaliacdo da atividade antioxidante ndo se deve basear apenas em uma Unica
metodologia, sendo necessdrios outros métodos para caracterizar completamente um
composto antioxidante, como o método ABTS (4cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico), FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma), TRAP (Total Radical - Trapping
Antioxidant Parameter) e o B-caroteno/acido linoleico (OLIVEIRA, 2015).

O método DPPH ¢ adotado normalmente para substincias de carater polar. Logo, ¢
necessaria a utilizagdo de outro método, como B-caroteno/acido linoleico destinado para
substancias lipofilicas. A capacidade antioxidante em extratos obtidos por diferentes técnicas
pode estar erroneamente estimada pelo método DPPH, devido a reversibilidade da reagdo de
redugdo desse radical livre, que podem levar a baixas leituras da capacidade antioxidante

(BONDET, BRAND-WILLIAMS e BERSET, 1997).
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi avaliada a extracdo com o diéxido de carbono supercritico e

cossolvente nas folhas e caules da Cana do brejo (Costus spicatus), utilizando diferentes

condigdes de processo (pressdo, temperatura e cossolvente) para obter conhecimento do

rendimento e perfil quimico, bem como suas curvas de extragdo. Comparou-se os resultados

com as técnicas de baixa pressdo, soxhlet e ultrassom, em solventes com polaridades

diferentes. Tal comparacdo ocorreu em termos de rendimento, composi¢do quimica e

atividade antioxidante. Os resultados do presente trabalho possibilitaram algumas conclusdes:

a)

b)

d)

A hidrodestilagao proporcionou a obtencdo do 6leo essencial das folhas da Cana do
brejo, onde apresentou um rendimento (0,01% + 0,62) superior aos obtidos da mesma
espécie na literatura. A composi¢ao quimica do Oleo essencial apresentou dois
compostos majoritarios: acido palmitico (38,51%) e fitol (13,42%).

Na extracdo utilizando solventes, o extrato obtido com uso do solvente de menor
indice de polaridade, hexano, foi favorecido pelo uso da técnica ultrassom em relagio
a técnica soxhlet. Isso aconteceu para folhas e caules da Costus spicatus. Esse
comportamento foi inverso ao utilizar o solvente etanol, onde a ténica soxhlet obteve
maior rendimento em relagdo ao ultrassom. Também foi possivel observar que os
solventes organicos influenciaram na porcentagem dos constituintes majoritarios.

A andlise dos resultados dos testes preliminares permitiu observar que a pressao,
temperatura e cossolvente interferiram no rendimento e na seletividade dos compostos
extraidos. O tempo de extracdo foi fixado em 120 min. A composi¢do quimica por
CG-MS obteve compostos de grande relevancia, constatada na literatura.

Com relagdo a técnica de alta pressdo, confirmou-se que o uso de solvente polar
aumenta a densidade da mistura e ocasiona aumento no rendimento. Esse
comportamento aconteceu nas folhas e caules da Costus spicatus, onde foi observado
o maior rendimento ao utilizar a condicao de processo (140bar e 50°C) com maximo
volume de cossolvente (20%). O menor rendimento foi obtido nessas mesmas
condi¢des, porém, sem adicdo de cossolvente (0%), confirmando a influéncia positiva
desta variavel.

Também foi possivel observar que as curvas de extragao das folhas e caules da Costus
Spicatus apresentaram um comportamento tipico das curvas de extracdo com CO,
supercritico. O tempo de extragdo por 120 min foi suficiente para atingir a taxa de

extragdo nula.
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Os parametros operacionais da extracdo supercritica interferiram na composi¢ao
quimica dos extratos obtidos. O planejamento experimental aplicado nas folhas
permitiu verificar o Acido linolénico, Friedelin ¢ Acido palmitico como compostos
majoritarios (compostos com atividade anti-inflamatéria comprovada). Ja nos caules,
os compostos majoritarios foram Sitosterol, Stigmasterol e Acido palmitico
(compostos com acao de controle glicémico). Deste modo, verificou-se que os extratos
das folhas da Cana do brejo podem ser usados para fins curativos, aliviando sintomas
de problemas inflamatodrios, como pedra nos rins. Ja os extratos dos caules, podem ser
empregados nos tratamentos de doengas com diabetes, ou seja, conferindo
propriedades antidiabéticas.

Em termos de rendimento, as técnicas/solventes com melhor rendimento para as folhas
da Costus spicatus foram: soxhlet com etanol (6,17%), extracdo supercritica com
cossolvente (4,12%) e ultrassom com etanol (3,86%). Para os caules, as melhores
técnicas/solventes foram: soxhlet com etanol (5,06%), ultrassom com etanol (2,37%) e
extracdo supercritica com cossolvente (1,69%). Com relagdo a composicdo quimica,
os compostos Friedelin e Fitol, que foram identificados apenas nos extratos hexanico e
etanodlico, respectivamente, foram verificados nos extratos supercriticos das folhas da
Cana do brejo, conferindo a este extrato um amplo potencial de aplicacao, devido as
suas importantes atividades biologicas, como antiulcerogénica (Friedelin) e anticancer
(Fitol). Com relacdo ao extrato supercritico do caule, os compostos Sitosterol,
Stigmasterol, Friedelin e Fitol foram encontrados apenas nos extratos obtidos pela
técnica de alta pressao, diferenciando o extrato supercritico e fornecendo um potencial
de aplicacao diferente dos extratos obtidos pelas técnicas de baixa pressdo. Além
disso, o extrato supercritico apresentou fracdes mais elevadas nos compostos
majoritarios, caracterizando uma maior seletividade nos compostos extraiveis das
folhas e caules da Costus spicatus.

Com relagdo a avaliacdo da atividade antioxidante, nao foi possivel detectar atividade
pelo método do sequestro do radical livre DPPH nos extratos obtidos pelas técnicas de
CO; supercritico, soxhlet/etanol e ultrassom/etanol. Normalmente, esse método ¢
adotado para substancias de carater polar. Deste modo, as folhas e caules da Cana do
brejo devem apresentar compostos de menor polaridade, tornando-se necessaria a
utilizagdo de outro método para avaliar a comprovagdo da atividade. Além disso, a

capacidade antioxidante nos extratos estudados pode estar erroneamente estimada pelo
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método DPPH, devido a reversibilidade da reagdo de reducdo desse radical livre, que
podem levar a baixas leituras da capacidade antioxidante.

Este trabalho apresenta carater inédito, pois € relatado pela primeira vez a extragado
da Costus spicatus pela técnica de CO, supercritico € a composicao quimica do seu extrato.
Resumidamente, em termos de rendimento, as técnicas/solventes com melhor rendimento para
as folhas da Costus spicatus foram: soxhlet com etanol, extracdo supercritica com cossolvente
e ultrassom com etanol. Para os caules foram: soxhlet com etanol, ultrassom com etanol e
extracdo supercritica com cossolvente. Além disso, constatou-se que dentre as
técnicas/solventes, o extrato supercritico apresentou uma maior seletividade nos compostos
extraiveis das folhas e caules da Costus spicatus.

As curvas de extragdo, tanto para as folhas, quanto para os caules, apresentaram um
comportamento tipico das curvas de extracdo com CO, supercritico. Com relagdo a
composi¢do quimica das folhas obtidas a partir do planejamento experimental, observou-se
que o Acido linolénico, Friedelin ¢ Acido palmitico foram os compostos majoritarios. J& nos
caules, os compostos majoritarios foram Sitosterol, Stigmasterol e Acido palmitico. Dessa
forma, foi possivel observar que as folhas e caules da Costus spicatus extraidos pela técnica
de CO; supercritico e cossolvente possuem constituintes que podem ser potenciais candidatos
ao desenvolvimento de novas formulagdes e fomas farmacéuticas, podendo ser empregados
para o tratamento de diferentes enfemidades, especialmente, aquelas relacionadas aos

processos inflamatorios e antidiabéticas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, algumas sugestdes sdo dadas para

dar continuidade em trabalhos futuros:

e [Estimar o teor de cera presente nos extratos de CO; supercritico com adicdo de
cossolvente;

e Realizar extracdes convencionais com a utilizacdo de misturas de solventes, visando o
aumento da recuperagao de compostos fenolicos;

e Testar a atividade antioxidante por outros métodos, como o [-caroteno/acido
linoléico;

e Determinar um modelo matematico a partir das curvas de extracao de dioxido de
carbono supercritico com adi¢ao de cossolvente;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria e antidiabética dos extratos obtidos por CO,

supercritico para as folhas e caules da Costus spicatus, respectivamente.
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