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RESUMO

Artocarpus heterophyllus é uma planta originaria da India, que se encontra distribuida em paises
tropicais como o Brasil. A jaca ¢ a fruta desta planta, sua massa pode variar de 3,5 a 10 kg e
suas sementes representam de 8 a 15 % de sua massa total. A maior parte desta fruta (80 a 85
%) ndo ¢ aproveitada como alimento, tornando-se residuo. Este estudo teve como objetivo
determinar se sementes de jaca podem ser fonte de compostos com atividade bioldgica. Foram
obtidos extratos aplicando técnicas de alta pressdo (extragdo com CO; supercritico) e de baixa
pressdo (Soxhlet e maceracdo). A fim de determinar a composi¢ao dos extratos, inicialmente
fez-se um planejamento experimental Plackett-Burmann, avaliando as condi¢des operacionais
(temperatura, pressao, vazao de CO», tempo estatico e relacdo massica de cossolvente-etanol)
para determinar as variaveis de maior influéncia na extracdo e o perfil quimico relativo
mediante analises de cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa. A partir destes
resultados, fez-se um planejamento experimental de delineamento de composto central com as
variaveis de maior influéncia na extragdo (temperatura, pressio e vazdo de CO) para
determinar as melhores condi¢des de extracdo para o rendimento total, rendimento de
triterpenos e esterois. A atividade bioldgica foi analisada através de testes in vitro para
quantificagdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante (ABTS e DPPH), antimicrobiana,
fotoprotetora, anti-inflamatodria e citotoxicidade. Foram obtidas curvas dindmicas de extracdo
afim de realizar a modelagem matematica e simulacio numérica do processo. A extragao
Soxhlet com etanol apresentou os melhores resultados para capacidade antioxidante (DPPH,
ABTS e compostos fendlicos) e atividade fotoprotetora. Os melhores resultados para atividade
antifingica foram obtidos a partir da extragdo com CO supercritico. Nao foi identificada
atividade antibacteriana nos extratos até 1000 ug mL!. Nio foi detectada citotoxicidade com o
aumento da concentragio de 50 para 100 pg mL™! de extrato para extragdes Soxhlet e maceracio
com etanol. O ensaio de atividade anti-inflamatoria evidenciou que a maioria dos extratos foram
capazes de inibir a acao inflamatodria induzida nas células RAW 264.7 na concentragao de 30
ng mL!. O perfil quimico relativo indicou que os compostos com maior propor¢io no extrato
foram 13,27-cicloursan-3-one, 9,19cicloergost-24(28)-en-3-ol,4,14-dimetil-,acetato,(3B, 4a,
S5a) e lanosterol. As melhores condigdes de extragdo com CO: supercritico para esterdis e
triterpenos foram 38 °C/22 MPa e 52 °C/10 MPa, respectivamente. A modelagem matematica
permitiu determinar os coeficientes de difusdo, resisténcias interna e externa, identificar os
fendmenos dominantes durante a extragao e a influéncia do diametro de particula no processo.
O modelo matematico fenomenoldgico apresentou um bom ajuste aos dados experimentais. Os
resultados obtidos justificam a pesquisa das propriedades da semente de jaca para obtencao de
produtos naturais para as industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética.

Palavras-chave: Extracdo supercritica. Artocarpus heterophyllus. Triterpenos. Esterois.
Atividade biologica. Modelagem matematica.






ABSTRACT

Artocarpus heterophyllus is a plant originally from India, which is distributed in tropical
countries such as Brazil. The jackfruit is the fruit of this plant, its weight can vary from 3.5 to
10 kg and its seeds represent 8 to 15% of total mass. Most of this fruit (80 to 85%) is not used
as food, becoming waste. This study aimed to determine whether jackfruit seeds can be a source
of compounds with biological activity. Extracts were obtained using high pressure (extraction
with supercritical CO) and low pressure techniques (Soxhlet and maceration). In order to
determine the composition of the extracts, a Plackett-Burmann experimental planning was
initially carried out, evaluating the operational conditions (temperature, pressure, CO> flow rate,
static time and mass ratio of cossolvent-ethanol) determining the variables with the greatest
influence in extraction process; then the relative chemical profile was determined by means of
gas chromatography analysis coupled to mass spectrum (GC-MS). From these results, a central
composite design (CCD) was applied using the variables with the greatest influence on
extraction (temperature, pressure and CO; flow rate) in order to determine the best extraction
conditions for total yield, triterpenes and sterols yield. The biological activity was analyzed
using in vitro tests to quantify: phenolic compounds, antioxidant activity (ABTS and DPPH),
antimicrobial, photoprotective, anti-inflammatory and cytotoxicity. Dynamic extraction curves
were obtained for the mathematical modeling and numerical simulation of the process was
performed. The Soxhlet extraction with ethanol showed the best results for antioxidant capacity
(DPPH, ABTS and phenolic compounds) and photoprotective activity. The best results for
antifungal activity were obtained for extracts from supercritical CO,. No antibacterial activity
was identified for extracts up to 1000 ug mL'. Cytotoxicity was not detected, even when
increasing the extract concentration from 50 to 100 ug mL™!, for Soxhlet and maceration extracts
using ethanol. The anti-inflammatory activity test showed that most extracts were able to inhibit
the inflammatory action induced in RAW 264.7 cells at a concentration of 30 pg mL™'. The
relative chemical profile indicated that the compounds with the highest proportion in the extract
were 13,27-cycloursan-3-one, 9,19cycloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimethyl-, acetate, (33, 40,
S5a) and lanosterol. The best extraction conditions with supercritical CO» for sterols and
triterpenes were 38 °C/22 MPa and 52 °C/10 MPa, respectively. The mathematical modeling
allowed determining the diffusion coefficients, internal and external resistances, identifying the
dominant phenomena during the extraction and the influence of the particle diameter in the
process. The phenomenological mathematical model presented a good fit to the experimental
data. The results obtained justify further research of the jackfruit seed properties as a source of
natural compounds for the pharmaceutical, food and cosmetic industries.

Keywords: Supercritical extraction. Artocarpus heterophyllus. Triterpenes. Sterols. Biological
activity. Mathematical modeling.
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1 INTRODUCAO

Anualmente sdo geradas milhares de toneladas de residuos so6lidos, provenientes da
atividade doméstica e industrial. Nos ultimos anos, o residuo industrial tem chamado a atengao,
porque permite ser reutilizado para alimentacdo humana, suplementag@o ou enriquecimento de
alimentos. As frutas sdo consideradas uma fonte interessante neste ambito, pois podem
apresentar propriedades nutracéuticas ou farmacologicas significante a serem estudadas e
aplicadas ao cotidiano para a reutiliza¢do consciente dos residuos, de forma a contribuir para o
bem-estar das pessoas € 0 meio ambiente.

A Artocarpus heterophyllus ¢ uma planta exética que se adaptou bem ao clima
brasileiro, alcangando elevada produtividade, porém seu consumo nao ¢ tao significativo, em
muitas regides do pais € por vezes esquecida, devido a oferta de opgdes mais comuns. Além
disso, esta fruta gera uma quantidade consideravel de residuos e as sementes compdoem grande
porcentagem da sua massa total.

Atualmente, tem-se investido em técnicas modernas de extragdo, sustentaveis,
seletivas, com tempo de extracao reduzido e que ndo exijam pds-processamento das amostras.
A extracdo supercritica (ESC) apresenta todas estas vantagens e ¢ usada comercialmente em
uma série de processos industriais, visando a obtengao de produtos com maior valor agregado.

Considerando este cendrio, a atividade biologica dos extratos de sementes de jaca (SJ)
tem sido pouco estudada e a extragdo usando CO; supercritico tem sido objeto de menor
escrutinio. Por isso, esta pesquisa se justifica como inédita, pois trata da aplicacdo de uma
técnica de extracdo, que ainda ndo foi utilizada para esta matéria-prima, para obtengdo de
extratos ricos em compostos bioativos com potencial aplicagdo nas induastrias farmacéutica,
cosmética ou alimenticia, além de explorar a modelagem matematica e simulagao numérica da
extracdo com CO; supercritico.

O presente trabalho teve como objetivos caracterizar extratos de SJ em alta e baixa
pressao, realizar mapeamento das melhores condigdes de extracao, determinar o rendimento
global para cada combinacao de varidveis. Analisar atividade bioldgica in vitro de cada extrato,
especificamente, capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e compostos fendlicos), atividade
antimicrobiana visando bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e leveduras,
atividade fotoprotetora, citotoxicidade e atividade anti-inflamatéria. Além disso, determinou-
se o perfil quimico relativo e quantitativo usando GC/MS e mediante metodologia de superficie
de resposta buscou-se maximizar o rendimento dos compostos de maior interesse (triterpenos e

esterdis). Além do estudo experimental, utilizou-se uma ferramenta computacional para
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modelagem e simula¢do numérica de dados experimentais obtidos a partir de ESC, para avaliar
o comportamento das curvas dindmicas de extragdo, os fendmenos envolvidos neste processo e
determinar os coeficientes de transferéncia de massa, que sdo de grande importancia no caso de

um scale-up do processo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Extrair e identificar compostos bioativos de potencial interesse comercial presentes na
semente de Artocarpus heterophyllus, aplicando técnicas em baixa e alta pressao, pautando o
estudo experimental nos principios fenomenoldgicos de transferéncia de massa para fins de

modelagem e melhor dominio das operacdes envolvidas.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar se a ESC ¢ uma técnica que pode apresentar melhores resultados perante as
técnicas convencionais de extracao para a obtencao de compostos bioativos de semente de jaca;

Avaliar se a técnica ESC apresenta vantagens em termos de rendimento global e
seletividade perante as técnicas a baixa pressao SOX e MAC;

Avaliar se os extratos obtidos na ESC, SOX e MAC apresentam atividade antioxidante
e compostos fendlicos totais;

Avaliar se os extratos obtidos na ESC, SOX e MAC apresentam atividade
antibacteriana e antifiingica;

Avaliar se os extratos obtidos na ESC, SOX e MAC apresentam atividade
fotoprotetora;

Avaliar se os extratos obtidos na ESC, SOX e MAC apresentam citotoxicidade para
células normais;

Avaliar se os extratos obtidos na ESC, SOX e MAC apresentam atividade anti-
inflamatoria;

Realizar um estudo de modelagem e simulagdo do processo de extracdo ESC dos
compostos de interesse, para melhor compreensdo dos fendmenos envolvidos nesta operagao e

fazer a validacdo do modelo por meio dos dados experimentais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serd feita uma breve exposi¢do sobre os principais assuntos relacionados

a esta tese, de forma a contextualizar o cendrio da pesquisa.

2.1 OLEOS ESSENCIAIS E COMPOSTOS BIOATIVOS

Os oleos essenciais tém a sua formacdo a partir de terpenos, hidrocarbonetos
oxigenados, hidrocarbonetos e sesquiterpenos oxigenados. Também podem conter diterpenos e
alguns outros compostos especificos como: acidos graxos e acidos graxos metil ésteres,
corantes, cumarinas, esterois e flavonas. Desde a antiguidade, os 6leos essenciais sdo obtidos
de diversas partes das plantas como: sementes, raizes, flores e folhas usando a chamada
hidrodestilacdo (REVERCHON, 1997).

De acordo com Brusotti et al. (2014) compostos bioativos apresentam uma série de
efeitos sobre os organismos vivos, podendo ser encontrados em vegetais, produtos de origem
animal ou produzidos sinteticamente. Os autores, ainda, classificam os bioativos em trés
familias quimicas: alcaloides, terpendides e compostos fenolicos.

Apesar dos compostos bioativos serem passiveis de producdo sintética, busca-se nos
dias atuais um estilo de vida mais saudavel e uma alimentagdo baseada em produtos naturais,
por isso, observa-se uma tendéncia crescente a estudos visando a utilizacdo de produtos
advindos de plantas, em busca de maior valor agregado (nutracéuticos e farmacos). Dentre os
aditivos alimentares com propriedades nutricionais e farmacéuticas, pode-se citar os tocoferois,
carotenoides, alcaldides e acidos graxos. Além de compostos que visam aplicagcdes mais
especificas a partir da matriz vegetal (REVERCHON; De MARCO, 2006).

Embora a pratica da extragdo seja antiga, ainda existem questdes que causam
interferencia na padronizacdo dos extratos, pois a variabilidade geografica, estacdo de colheita,
morfologia, clima e sistema ecoldgico podem acarretar variagdes na constitui¢do do extrato. Ou
seja, a mesma planta em outra localizacdo pode apresentar compostos diferentes ou, ainda,
diversidade na propor¢ao de cada constituinte. No mais, pode ocorrer inconsisténcia na coleta,
armazenamento e preparacdo da matéria-prima que eventualmente acarrete alteracdes nos
bioativos (Da SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

Sendo assim, a extracdo e purificagdo de compostos naturais ainda apresentam grandes
possibilidades de estudos e descobertas, além de novos bioativos e propriedades, o que faz com

que seu estudo e aplicagdo representem hoje um desafio.
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2.2 JAQUEIRA - Artocarpus heterophyllus

O género Artocarpus, pertence a familia Moraceae, que € constituida por 37 géneros e
cerca de 1.100 espécies. Dentro dos critérios de classificagdo da Angiosperm Philogeny Group-
IIT (APG-III), encontra-se na ordem Rosales (PEREIRA; KAPLAN, 2013). A Artocarpus
heterophyllus L. foi introduzida no Brasil pela Coroa Portuguesa no século XVII (PEREIRA;
KAPLAN, 2013; WANG et al., 2017).

A arvore de Artocarpus heterophyllus L. pode chegar a mais de 20 m de altura, teve
sua origem na India ou Oceania, mas, encontra-se distribuida em paises como Brasil, Tailandia,
Indonésia, Filipinas e Malasia (MAIA; ANDRADE; ZOGHBI, 2004; SILVA et al., 2007). No
Brasil ¢ cultivada principalmente na regido amazodnica e parte do litoral brasileiro que
compreende desde o Estado do Pard até o Rio de Janeiro (SOUZA et al., 2009).

O fruto desta arvore ¢ a jaca (Figura 1). Esta fruta pode atingir a massa de 3,5 a 10 kg,
com tamanho de aproximadamente 30 a 40 cm de comprimento € 50 cm de diametro. Apesar
do seu tamanho, apenas 15 a 20 % da fruta ¢ efetivamente consumida (BALIGA et al., 2011;
SWAMI et al., 2012). A consisténcia de seus gomos pode variar, apresentando coloracao
amarelada e aroma adocicado. Suas sementes possuem de 2 a 4 cm de comprimento € uma fruta
pode conter de 100 a 500 sementes, que representam de 8 a 15 % da massa total da fruta
(MADRUGA et al., 2014; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2006).

Em um levantamento sobre estudos de isolamento e identificagdo de substancias
referentes ao género Artocarpus, publicados entre 1907 e 2012, foram identificadas 369
substancias distintas em 34 espécies. E que os flavondides compreendem aproximadamente 75
% das substancias isoladas (WANG et al., 2007 apud PEREIRA; KAPLAN, 2013).

Os extratos de plantas deste género t€m sido utilizados no tratamento de diabetes,
maldria, ténia, anemia, asma dermatites. Outros usos incluem agao cicatrizante e expectorante,
além de estudos farmacologicos in vitro e in vivo de agente antibacteriano, antifiingico,
antiviral, citotoxicologico, anti-inflamatério e antioxidante (JAGTAP; BAPAT, 2010; WANG
et al., 2017).
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Figura 1 - Artocarpus heterophyllus L. (a) Folhas. (b) Jaqueira. (c) Sementes. (d) Jacas. (e)
Jaca. (f) Gomos
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(2018); (e) Sitio da mata (2018); (f) Essas e outras (2018);
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Dentre a composicao da fruta, frutose e glucose foram identificados como os agucares
de maior propor¢ao. Entre os acidos graxos encontrados, estdo os acidos caprico, miristico,
laurico, palmitico, oleico, estearico, linoleico e araquidico (CHOWDHURY et al., 1997 apud
JAGTAP; BAPAT, 2010). E um total de 39 compostos volateis identificados por GC/MS
(MAIA; ANDRADE; ZOGHBI, 2004).

A atividade bioldgica de plantas do género Artocarpus pode ser convertida a
fitoquimicos de uso nutracéutico e agentes farmacologicos, que podem ser desenvolvidos

aumentando o seu valor agregado (JAGTAP; PANASKAR; BAPAT, 2010).
2.2.1 Extrato de semente de jaca

As SJ representam boa parte da massa total da fruta e apds a sua retirada ndo podem
ser conservadas por muito tempo. Em alguns casos, sdo consumidas apds o cozimento, embora
ndo seja tdo comum. Outra alternativa ao consumo ¢ a producao de farinha a partir das sementes
secas (FERNANDES et al., 2017). Seu valor agregado pode ser incrementado com o
desenvolvimento de alimentos ou suplementos alimentares a partir de novos estudos
(NAGALA; TAMANAM, 2017).

Os principais constituintes das sementes sdo amido (22 %), proteinas (17,8 a 37 %) e

fibras (3,19 %). Contém ainda ligninas, isoflavona e saponinas, que trazem beneficios como:
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anticancer, anti-hipertensivo, antienvelhecimento, antioxidante e antiulceras. Os constituintes
apresentados variam dependendo da fruta a ser analisada (SWAMI et al., 2012; ULLOA et al.,
2017).

A literatura apresenta alguns estudos referentes ao extrato da SJ que sdo citados abaixo.

Ajayi (2008) determinou que o rendimento do extrato de SJ ¢ de 11,39 %, quando
extraido via Soxhlet utilizando éter de petréleo. Este extrato foi caracterizado e apresentou boas
fontes de elementos minerais como so6dio, magnésio, calcio e razoavel quantidade de ferro.

Nagala, Yekula e Tamanam (2013) utilizaram a técnica de extracdo Soxhlet com
solvente hexano e determinaram a atividade antioxidante e fenolica total do 6leo de 5 variedades
de sementes do género Artocarpus e pelo tempo de retengdo em cromatografia gasosa (GC) foi
possivel determinar que os principais compostos identificados foram: tetradecano, metil
decanoato e metil dodecanoato.

Nagala e Tamanam (2017) estudaram a extracao por meio de Soxhlet com metanol de
cinco variedades do género Artocarpus e determinaram por GC/MS a presenga de quinze
fitoconstituintes.

Nagala ¢ Tamanam (2016) realizaram um estudo semelhante ao anterior, utilizando
hexano como solvente e com o uso de GC/MS determinaram a presenga de cinco componentes:
metil-9,9,10,10-4-octadecanoato, metil octadecanoato (acido octadecanoico), 9-acido
octadecenoico[Z] — metil éster (acido oleico), 9,12-octadecadienoico (4cido linoleico), Z,E-
3,13-octadecadien-1-ol.

Fernandes et al. (2017) estudaram o perfil quimico da SJ e seus estudos
compreenderam os acidos organicos, aminoacidos, componentes fenolicos, carotenoides e
esterois, que foram analisados a partir de cromatografia liquida de alta pressao acoplada a um
detector de matriz de diodos (HPLC/DAD), identificando 29 metabdlitos primarios e 17 acidos
graxos. Por meio da cromatografia gasosa acoplada a um detector de ions com espectrometro
de massa (GC/IT-MS) foram identificados 17 compostos fenélicos.

Nagala, Rapaka e Tamanam (2015) estudaram o efeito dos extratos de SJ obtidos por
Soxhlet com hexano e metanol. O extrato hexandico apresentou bons resultados para acdo
antibacteriana dos seguintes micro-organismos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa; entre os fungos, os melhores resultados foram apresentados aos
seguintes micro-organismos: Aspergillus flavans, Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae. Neste mesmo estudo, foi testado também o extrato metanodico, os melhores
resultados da acdo antibacteriana foram para: Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa,

bacillus cereus; a agdo antifingica com melhores resultados foi para: Aspergillus flavans,
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Candida albicans. O mesmo estudo evidenciou que os resultados apresentados foram diferentes
com relagdo ao solvente utilizado, devido a extragdo de diferentes compostos. Os autores
atribuiram seus resultados de agente antimicrobiano e de agdo inibitoria aos acidos graxos que
sdo reconhecidos pelo seu potencial e também alguns fitoquimicos como alcaldides,
flavonoides, saponinas e taninos, como alguns autores apresentaram para outras matrizes
vegetais.

Nagala, Yekula e Tamanam (2013), Shanmugapriya et al. (2011), Shrikanta, Kumar e
Govindaswamy (2013) bem como Soong e Barlow (2004) estudaram a atividade antioxidante,
polifendis totais e os flavonoides totais de SJ (Tabela 1) utilizando técnicas e solventes
diferentes em cada caso, sendo assim, os resultados ndo sdo passiveis de compara¢do, mas,
pode-se constatar apenas qualitativamente a sua existéncia, evidenciando sua possivel

utilizagao.

Tabela 1 - Comparagdo entre métodos de atividade antioxidante e compostos fendlicos
obtidos de SJ

Atividade Antioxidante

. = Solvente Polifenois totais Flavonoides totais DPPH FRAP ABTS
Autor/ano Método de extragio
Soon e Barlow, Etanol:Agua 27,7+3,4 GAE 2,8+0,3 AEAC 7,4+2,0 AEAC
Soxhlet 1 na na B B
(2004) (50:50 v/v) (mgg) (umol g ) (umol g )
Etanol 4,16+0,01 (mgg') 4,05+0,01 (mgg') 300 (ugmL™) na 290 (ngmL")
Shanmugapriya et Soxhlet Acetona 2,3£0,02 (mgg') 2,21£0,02 mgg') 390 (ngmL™") na 380 (ugmL™)
al, (2011) Acetato de Etila ~ 2,77+0,02 (mgg') 2,67+0,01 (mgg') 490 (ugmL™") na 500 (ugmL™)
Agua 1,1840,01 (mgg') 0,86+0,01 (mgg') 480 (ugmL™) na 480 (ugmL')
~oala of 4 87,4+ 0,2 170+0,1
Nagala etal, Soxhlet Hexano na na L 0 na
(2013) (mgml ) (umol g )
Shrikanta et al., 3 A 0,61+0,04 6,07+0,605
Maceragio Etanol/Agua 1,0040,09 ( mg g’l) " o na na
(2015) (8020 v/v) (mgg) (mgml )

Legenda: na - Nao apresenta.
Fonte: Autora

Muitas indicagdes de uso sdo encontradas na literatura, porém poucas sao efetivamente
estudadas. Além do mais, trata-se de uma planta cultivada no Brasil, que ndo apresenta elevado

valor agregado e, por vezes, ndo ¢ tdo apreciada em algumas regioes.

2.3 TECNICAS DE EXTRACAO

As sec¢des a seguir apresentam uma breve descri¢do sobre as técnicas de extragdo que

foram empregadas neste estudo.

2.3.1 Técnicas convencionais de extracao
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As técnicas convencionais de extragdo sdo fundamentadas no poder de extracao,
baseado na polaridade de diferentes solventes ou uma mistura deles, juntamente com a
aplicagdo de calor, para extracdo de Oleos essenciais € compostos bioativos. As técnicas
convencionais de maior relevancia s3o: Soxhlet, maceragdo, decocgdo, infusdo e
hidrodestilagao (AZMIR et al., 2013).

A extracao Soxhlet foi projetada inicialmente para extragdo de lipidios, atualmente ndo
esta mais limitado a esta finalidade. Trata-se de um processo intermitente que utiliza refluxo de
solvente, de forma que o material extraido da matéria organica se concentra no solvente durante
todo o tempo de extracdo (AZMIR et al., 2013; MELECCHI, 2005).

A maceragdo consiste no contato direto entre solvente e a matriz vegetal, em recipiente
fechado com eventual agitagdo. Posteriormente, a mistura ¢ filtrada e a fase solida prensada
para recuperar a solugdo retida na matéria organica. Trata-se de um processo nao seletivo e ¢
empregado principalmente quando os ativos podem sofrer alteracdo pelo calor e sdo soluveis
em temperatura ambiente (AZMIR et al., 2013; FONSECA, 2005; MELECCHLI, 2005).

A eficiéncia de extracdao de qualquer técnica convencional depende da escolha do
solvente, polaridade do soluto, afinidade molecular entre solvente/soluto e transferéncia de
massa. Além disso, as extragcdes convencionais exigem maior tempo de extragdao, evaporagao
da grande quantidade de solvente, baixa seletividade e decomposicao térmica de compostos

termo-labeis em técnicas que usam altas temperaturas (MELECCHI, 2005).

2.3.2 Técnicas nao convencionais de extraciao

Uma das finalidades das técnicas nao convencionais de extracao € superar limitagdes
como o elevado tempo de extracao, emprego de elevadas temperaturas e pos-processamento do
extrato. Assim, novas técnicas de extragdo t€m sido desenvolvidas, e as mais promissoras sao:
extracao assistida por ultrassom, extragdo assistida por micro-ondas, extracao assistida por
campo elétrico pulsado, extracdo supercritica e extracdo com liquido pressurizado. Algumas
destas técnicas sdo consideradas “verdes”, pois cumprem os padrdes estabelecidos pela Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, que incluem a concepc¢ao de produtos quimicos
mais seguros, solventes ou cossolventes que ndo agridam o meio ambiente, maior eficiéncia
energética, matérias-primas renovaveis, reducdo da degradacao dos 6leos ou ativos (AZMIR et
al., 2013). Dentre as técnicas nao convencionais, o foco deste trabalho ¢ a utilizagdo da ESC,

que sera abordada com maior detalhamento.
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2.3.2.1 Extragdo supercritica

A primeira observagao da ocorréncia do estado supercritico se deu em 1822 por Baron
Cagniard de la Tour, ao perceber que a fronteira gas-liquido de certas substancias desaparecia
com o aumento da temperatura do sistema em recipiente fechado (CARRILHO; TAVARES;
LANCAS, 2001; TAYLOR, 1996). Os primeiros a testar o poder de solvatagdo de fluidos
supercriticos para matrizes solidas foram Hannay e Hogart em 1879 (TAYLOR, 1996).

Entende-se por um fluido supercritico (FSC) a mistura géas-liquido que apresenta
propriedades intrinsecas de ambas as fases. O ponto onde ocorre a extin¢do da interface das
fases ¢ denominado ponto critico. FSC ¢, portanto, toda substancia que se encontra em
condi¢des de pressdo e temperatura superiores aos seus parametros criticos (CARRILHO;
TAVARES; LANCAS, 2001).

Um diagrama de fases expoe todos os estados de agregacao da matéria em condig¢des
variaveis de temperatura e pressao, este pode ser apresentado para substancias puras (Figura 2)
ou mistura (Figura 3). Pontos ao longo das linhas descrevem o equilibrio entre duas fases. A
regido critica tem sua origem no ponto critico. A temperatura critica (T.) define-se pela maior
temperatura a qual um gas, pode ser convertido a liquido por incremento da pressdo. A pressao
critica (P.) trata-se da maior pressao a que um liquido pode ser convertido a gés pelo aumento
da temperatura do liquido (TAYLOR, 1996). Na regido critica, existe apenas uma fase, que
possui propriedades fisico-quimicas intermediarias aquelas da fase gas e da fase liquida e,
muitas vezes, se aproximam as melhores caracteristicas de cada uma como, por exemplo, a
elevada densidade de um liquido e a baixa viscosidade de um gas (CARRILHO; TAVARES;
LANCAS, 2001).

Figura 2 - Diagrama de fases para substincia pura
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Legenda: PC — Ponto critico; PT — Ponto triplo; P. — Pressao critica; Tc- Temperatura critica.
Fonte: Brunner (1994)
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Em uma mistura de componentes (Figura 3), o estado supercritico ¢ considerado em
relacdo a pressdo, temperatura € composi¢cdo. Em uma mistura bindria a temperatura constante,
a pressao ¢ supercritica para todos os valores superiores ao ponto critico da mistura. A P ¢
sempre o limite superior da area de duas fases a temperatura constante para um sistema binario,
em composi¢ao constante (a). Nao existe analogia que seja relacionada a temperatura, uma vez
que em um sistema binario, a pressao constante, a Tc ndo limita a regido de duas fases (b), sendo

assim, a area de duas fases pode ultrapassar a Tc (BRUNNER, 1994).

Figura 3 - Diagrama de fases de uma mistura ternaria

a)

Presséo

P=Constante
T=Constante

=

gas
T=const c)

0 Fracdomolar 2 1.0
b)
*
gas
g
*E linhas de
g amarragio
& |liquido 1 2
P=const Pc
0 Fragdo molar x2 1.0

Legenda: PC — Ponto critico; P. — Pressdo critica.
Fonte: Brunner (1994)

Para um sistema ternario com temperatura e pressao constantes (c), o ponto critico
pode estar em um lado da area de duas fases. Em conclusdo, para as misturas ¢ mais 1til usar a
no¢do de "regido em uma fase" ou "regido de duas fases" ao invés de "ponto supercritico"

(BRUNNER, 1994).

2.3.2.1.1 Uso dos solventes e cossolventes

Diversos solventes tém sido testados ao longo dos anos para extragdo em meio
supercritico (Tabela 2), por exemplo, hexano, pentano, butano, 6xido nitroso, hexafluoreto de
enxofre e hidrocarbonetos fluorados (REVERCHON; De MARCO, 2006). Mas, a faixa de

variagao de T. e P, torna-se muito extensa, e inviabiliza a utilizacdo de muitos solventes.
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Tabela 2 - Temperatura critica (T¢) e Pressao critica (P.) para compostos puros

Solvente T. [K] P. [MPa] Solvente T. [K] P. [MPa]

Hélio 5,19 0,23 Ciclopropano 397,85 5,49
Hidrogénio 33,00 1,29 Dimetil éter 400,00 5,24
Neon 44,40 2,76 Amonia 405,55 11,35
Nitrogénio 126,20 3,39 Isobutano 408,20 3,65
Monoxido de carbono 132,90 3,50 n-Butano 425,20 3,80
Argonio 150,75 4,87 metil amina 430,00 7,43
Oxigénio 154,60 5,04 Dioxido de enxofre 430,80 7,88
Oxido nitrico 180,15 6,48 Dietil éter 466,70 3,64
Metano 190,40 4,60 n-Pentano 469,70 3,37
Silano 269,69 4,84 Dietil amina 496,50 3,71
Etileno 282,40 5,04 n-Hexano 507,50 3,01
Xenom 289,70 5,84 Acetona 508,10 4,70
Hexafluoroetano 293,00 3,06 Isopropanol 508,30 4,76
Trifluorometano 299,30 4,86 Metanol 512,60 8,09
Diéxido de carbono 304,15 7,38 Etanol 513,90 6,14
Etano 305,40 4,88 Etil acetato 523,25 3,83
Acetileno 308,30 6,14 n-Heptano 540,30 2,74
Oxido nitrico 309,65 7,24 Acetonitrila 545,50 4,83
Monofluorometano 315,00 5,60 Ciclohexano 553,50 4,07
Propileno 364,95 4,60 Benzeno 562,20 4,89
Clorodifluorometano 369,30 4,97 Tolueno 591,80 4,10
Propano 369,80 4,25 Agua 647,30 22,12

Fonte: Brunner (1994)

A escolha e a utilizagdio comum do CO> n3o ocorrem ao acaso, pois este tem
propriedades e caracteristicas que o tornam desejavel, dentre as quais:

- Atoxico;

- Ndo inflamavel;

- Nao explosivo;

- Parametros criticos baixos se comparado aos outros solventes;

- Comercializado em alta pureza;

- Ambientalmente compativel (TAYLOR, 1996).

Além disso, a utilizagdo do CO» ¢ desejavel, pois € gasoso em temperatura ambiente e
se separa do extrato sem a necessidade de uma operacao adicional apos o processo de extragao,
podendo ser reciclado e reutilizado, dependendo do equipamento utilizado (BRUNNER, 1994;
TAYLOR, 1996).

Apesar das caracteristicas positivas, 0 CO> apresenta baixa polaridade, conseguindo
extrair apenas os compostos apolares da matriz vegetal, devido a isto, faz-se a utilizagdo de
modificadores ou cossolventes. Um baixo teor de solvente polar junto ao CO- € util para facilitar

a solubilidade dos compostos polares da matriz vegetal (AZMIR et al., 2013).



40

Diversos cossolventes podem ser utilizados, porém muitos apresentam propriedades
ndo favoraveis com relacdo a seguranca e ao meio ambiente (AZMIR et al., 2013). Dentre
aqueles utilizados, o etanol é o mais comum, devido a sua baixa toxicidade e boa miscibilidade
em CO,. Assim como outros solventes, a propor¢ao utilizada deve ser avaliada para que respeite

as condi¢des de equilibrio € mantenha-se na regido supercritica da mistura (TAYLOR, 1996).

2.3.2.1.2 Vantagens e aplicagdes

A ESC tem vantagens imediatas sobre técnicas tradicionais de extragado:

- Seletividade de extracdao do solvente supercritico;

- Eliminagdo de solventes organicos;

- Remogao do solvente pela reducao de pressdo ou elevagao de temperatura;

- Auséncia da necessidade do pds-processamento do extrato;

- Extragcdo de compostos termosensiveis;

- Menor demanda de calor comparado a destilacao;

- Curtos periodos de extracao devido a baixa viscosidade do solvente;

- Elevada difusividade e poder de solvatagio (REVERCHON; De MARCO, 2006;
TAYLOR, 1996).

O processo de extracao conduzido com CO> como solvente permite a solubilizacao de
substancias nao polares como os lipidios, gorduras e 6leos essenciais (AZMIR et al., 2013). Os
Oleos essenciais estdo parcialmente localizados na parte interna da estrutura vegetal, sua
extracao ¢ controlada por resisténcias internas a transferéncia de massa, sendo extraido
juntamente com ceras cuticulares. Conforme ocorre o incremento da pressao, compostos de
maior massa molecular, como acidos graxos tornam-se passiveis de extragdo (REVERCHON,
1997).

Para melhorar a seletividade do processo de ESC, a separacdo fracional dos extratos
pode ser utilizada mediante extracdo em sucessivos passos, utilizando pressdes crescentes para
obter os compostos soliveis contidos na matriz vegetal. A finalidade desta operacdo ¢ a
obtencdo da precipitagdo de diferentes familias de compostos em funcdo das diferentes
condigdes de saturagdo no FSC (REVERCHON, 1997; SOVOVA, 2012). A unica desvantagem
da ESC ¢ o elevado custo de implantagdo, comparado as técnicas convencionais, mas, pode ser
viavel quando utilizada para obten¢do de produtos com alto valor agregado para a industria

alimenticia, farmacéutica e quimica (REVERCHON; De MARCO, 2006; TAYLOR, 1996).
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2.3.2.1.3 Aplicagdes Industriais

A extracdo e separacao de compostos com FSC apresentou um pequeno interesse de
investigacdo durante a primeira metade do século XX. Em 1936 Wilson, Keith e Haylett
desenvolveram um processo de separagao do asfalto, obtendo uma separacao seletiva de varios
subprodutos. Alguns anos depois, Solexol desenvolveu um processo de separagdo e purificagdo
de oleos vegetais e 6leo de peixe utilizando propano como solvente. Em 1970, Kerr McGee
Corporation utilizou o processo de extragcdo para remover produtos de baixo ponto de ebulicao
do residuo da destilacdo de petroleo, em que os componentes leves foram obtidos com solvente
pentano em temperaturas supercriticas e pressao constante (TAYLOR, 1996).

O desenvolvimento significativo da tecnologia supercritica aconteceu a partir da
patente de Zosel’s, que em 1970 reportou a descafeinagao do café verde com CO». Este processo
foi realizado embebendo os graos na agua e depois mergulhando-os em CO» supercritico. Desde
1980, ocorreu um rapido desenvolvimento desta tecnologia para extragcao de lupulo, colesterol
da manteiga, perfumes, sabores de produtos naturais e acidos graxos insaturados do oleo de
peixe (TAYLOR, 1996).

Em 1990 a associacdo para o desenvolvimento da tecnologia de FSC, implantou o
conceito de tecnologia limpa, conduzindo a substituicdo dos clorofluorcarbonos (CFC) por
fluido supercritico com solvente didxido de carbono SC-CO,. A partir desses eventos, diversos
processos industriais (Tabela 3) passaram a ser implementados a partir da tecnologia

supercritica.
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Tabela 3 - Plantas e processos de extracao em escala comercial utilizando CO> supercritico

Processo

Fabricante

Local

Descafeinagdo de café

Descafeinagdo de cha
Extracdo de acidos graxos da cevada
Extragdo de nicotina
Extragdo de oleo residual de rosas

Extragdo de lupulo

Extragao de lipulo e pimenta

Extragdo de Condimentos, Aromas,
Pigmentos e produtos naturais

Pesticidas Naturais

Purificag@o de cortiga

Extragdo de 6leos essenciais

Kaffee HAG AG
General Foods
Hermsen
SKW-Trostberg
Evonik
SKW-Trostberg
Marbert GmbH

Philip Morris
Hkerr-McGee

Pfizer lapulo extracdo

Hopfenextraktion, HVG, Barth, Raiser, & Co.

Hops extraction Corp. of America
J. 1. Hass, Inc.,

Carlton, United Breweries Ltd.,
Boatnix

SKW-Trostberg

Pauls & White

Camili Albert & Louie

Flavex GmbH

Mobhri Oil Mills

Mohri Oil Mills

Fuji Flavor

Sumitomo Seiko (Uhde facility)
Yasuma (Mitsubishi Kokoki facility)
Hasegawa Koryo (Uhde facility)
Norac Technologies

Ogawa Flowers and fragance
Sensiet Technologies

Valensa International
Agropharm

Diam Bouchage

Diament Technology

Proderna Biotechnology

Honsea Sunshine Biotechnology

Bremen, Alemanha
Houston, Texas
Bremen, Alemanha
Poszillo, Italia
Alemanha
Munchmuenster, Alemanha
Dusseldorf, Alemanha
Hopewell, Virginia
Cidade de Oklahoma, Oklahoma
Sydney, Nebraska
Wolnzach, Alemanha
Yakima, Washington
Yakima, Washington
Melbourn, Australia
Reino Unido
Munchmuenster, Alemanha
Reigat, Reino Unido
Grasse, Franca
Rehlingen, Alemanha
Japao

Matsuzaka, Japao
Japao

Japao

Japao

Japdo

Canada

Japao

EUA

EUA

Reino Unido

Franca

Espanha

ndia e Holanda

China

Fonte: Adaptado de Petersen (2017); Taylor (1996)

2.3.2.1.4 Curva de extracao

A representagdo da curva de extragdo de uma ESC ¢ obtida de um grafico cujo eixo
das ordenadas ¢ o rendimento de extragdo e o eixo das abscissas ¢ o tempo, a massa de solvente
ou a razdo massica de solvente/matéria-prima (SOVOVA, 2012). A apresentacio destes dados
acontece a partir de um grafico, em que a tendéncia da curva ird depender dos parametros
utilizados como a taxa de fluxo do solvente, tamanho das particulas do leito, matriz vegetal e
outras configuragdes, fato este que torna a comparagdo entre curvas inviavel. A curva geral de
extracdo pode ser claramente dividida em trés periodos (Figura 4), que sdo controlados por
mecanismos diferentes de tranferéncia de massa (Da SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE,
2016).
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Figura 4 - Curva geral de extracdo de um processo supercritico

CER FER LER/DC
Rendimento | 1 ._./A‘. S SAd 4 ST
global (m/m) e e " . o -
/ CO; ‘ CO; .
@ - Particula tcER TFER Tempo (min)’

Fonte: Da Silva; Rocha-Santos; Duarte (2016)

Conforme Da Silva, Rocha-Santos e Duarte (2016) os periodos de extracao se dividem
em:

1 - Periodo de taxa de extracdo constante ou Constant Extraction Rate (CER): a
superficie externa das particulas € coberta com soluto que estd acessivel e a convecgao € o
mecanismo dominante de transferéncia de massa;

2 - Periodo de taxa de extragdo decrescente ou Falling Extraction Rate (FER): a
camada externa de o6leo comeca se esgotar ¢ comega o mecanismo de difusdo, operando
combinado com conveccao;

3 - Periodo de baixa taxa de extragdo ou Low Extraction Rate/Diffusion-Controlled
(LER/DC): a camada externa de 0leo ¢ praticamente extinta e a transferéncia de massa ocorre
principalmente por difusao dentro das particulas.

Do ponto de vista pratico, a ESC ocorre basicamente em duas etapas: a solubilizacao
dos compostos quimicos presentes na matriz solida e seu arraste para o FSC que ¢ liberado para
a atmosfera, na saida do extrator, pela reducao de pressao. Porém, varios fendmenos ocorrem
simultaneamente na matriz sélida ao longo da extracdo e deve-se detalhar o que acontece em
cada estagio. Primeiramente, a matriz vegetal absorve o FSC, inchando sua estrutura celular e
dilatando os canais intercelulares, reduzindo a resisténcia a transferéncia de massa;
simultaneamente, a solubilizagdo do extrato ocorre e a transferéncia de massa acontece devido
ao gradiente de concentracdo, do interior da matriz vegetal para sua superficie e, finalmente,
para o FSC, de onde ¢ separado naturalmente ao final do processo de extragdo (BRUNNER,

1994).
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Nas extracdes conduzidas com CO: supercritico puro, a avaliagdo do rendimento
global sob diferentes condi¢des de temperatura e pressao indicam o efeito da solubilidade dos
compostos presentes na matriz vegetal no solvente e de forma indireta, a influéncia da
solubilidade no rendimento global do processo (MAZZUTTI et al., 2012).

O conhecimento dos dados e comportamento da curva de extragdo e os rendimentos

globais sdo necessarios para ampliacdo de escala e estimativa de custos (DEL VALLE, 2015).

2.3.2.1.5 Parametros Operacionais

O processo de extracao ¢ baseado na solubilidade dos compostos a serem extraidos da
matriz vegetal no SC-CO»>. Em um caso ideal, considera-se que somente 0os compostos a serem
extraidos sao soluveis em SC-CO;, enquanto todos os outros componentes sao completamente
insoluveis, € os compostos extraidos formam uma mistura complexa ao final do processo de
extracdao. Este caso ideal ndo existe na pratica, mas pode ser trabalhado de forma que exista
uma diferenca maxima entre a solubilidade dos compostos de interesse e os demais compostos
na mistura. Para que isto aconteca, os parametros temperatura e pressao devem ser escolhidos
com precisao visando a maximizagao do processo (REVERCHON; De MARCO, 2006).

Além dos parametros operacionais citados acima, existe ainda outros que sao passiveis
de mudancas, como: vazao do solvente, polaridade do solvente; didmetro de particula, umidade
do leito, tipo de matriz vegetal (folhas, sementes, flores, galhos, casca, polpa), uso de
cossolvente, propor¢cdo do cossolvente, polaridade do cossolvente e compostos a serem
extraidos. Iniimeros sdo os parametros a serem estudados e avaliados. Alguns devem ser
mantidos fixos, para entender a interacao que ocorre em fun¢do das mudangas efetuadas, mas

algumas regras gerais podem ser aplicadas (Tabela 4).



45

Tabela 4 - Resumo dos principais efeitos das varidveis de entrada estudadas na ESC e
consequéncias nos fenomenos envolvidos no processo

Impacto no

Aumento de Resulta em Consequéncia
processo
Tp Maior interagdo soluto-fluido ++ +
P D Piora o transporte de matéria —
Tu Piora o transporte de matéria
lp Menor interagdo soluto-fluido = ==
TD Melhora o transporte de matéria +
T lu Melhora o transporte de matéria +
T PP | it MFilOI' volatilidade dos componentes da T4
mistura
- | sotuto lCs Menor massa de soluto por unidade de
Hr massa de CO,-SC na saturagio -
T Menor tempo de contato entre o CO,- o
Q SC e a matriz vegetal
Maior forga de arraste e taxa de
Tu extragio Tt
Piora o acesso do CO, aos o
d lag compartimentos oleiferos
» Menor taxa de extragdo inicial L
1 Soluto livre (convecgdo)
Aumenta a solubilidade de compostos
Tty |sowente  polares no FSC, porém diminui a ++
%CS seletividade
° Pode piorar as propriedades de
mudanga no .
o transporte ou formar mais de uma fase -
equilibrio de fases .
no leito
Formagao de duas fases no leito,
mudanca no dificultando o transporte de matéria e
Umidade ¢

equilibrio de fases diminuindo a vida util do equipamento - -
devido a possiveis danos

P: pressdo; T:temperatura; Qg area superficial especifica leito; P:densidade do solvente;
d.- Tamanho de particula da matriz vegetal; % CS: porcentagem de cossolvente;
T 17| sotvente: Polaridade do solvente; 1T 11| soruro :Polaridade do soluto;  D: difusividade;
T p: viscosidade dindmica; T PY%P |40 pressdo de vapor do soluto;  Cg:solubilidade;

T: tempo de residéncia; u: velocidade média intersticial leito; Q: vazao do solvente;

Fonte: Soares (2017)

Por se tratar de sementes, a ESC requer uma aten¢ao maior com relagao a sua estrutura,
uma vez que o 6leo armazenado em sementes ¢ mantido em cavidades fechadas cujas paredes
sdo relativamente permeéveis. Com o intuito de facilitar o processo de extracdo utiliza-se um
pré-processamento, por exemplo, a moagem da matriz vegetal. Com isso torna-se possivel abrir
parte das cavidades e aumentar a area interfacial, por onde o solvente ira percorrer. Desta forma,
a resisténcia a tranferéncia de massa interna ¢ relativamente menor assim como o tempo
caracteristico de extracdo. Quando as cavidades permanecem fechadas, a extragdo acontece
mais lentamente e a taxa de extra¢do passa a ser controlada pela difusdo interna através das
paredes das cavidades. Por estas caracteristicas particulares do processo de extra¢do e da matriz
vegetal, deve-se entender como cada mudanca no processo ¢ capaz de influenciar o resultado
da extragdo, pois muitas vezes a alteracdo de um pardmetro gera um efeito sinérgico que ¢ capaz

de implicar o sucesso ou fracasso do processo (SOVOVA, 2005).
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2.4 MODELAGEM MATEMATICA

Ao longo do tempo muitos modelos t€m sido propostos para a modelagem matematica
da ESC, cada um trazendo suas particularidades e adaptacdes ou melhorias para representar a
extragdo de 6leos essenciais € compostos bioativos de matrizes vegetais.

Segundo Steffani (2003) os modelos apresentados na literatura se dividem em trés
categorias: empiricos, balanco de massa na fase fluida e balanco de massa na fase s6lida, dentre
0s quais, a terceira abordagem se mostra mais adequada para simular o processo de extracao de
6leo. Bulley et al. (1984) modelaram a extra¢cdo de sementes de canola, considerando o soluto
na fase fluida e na fase solida juntamente com uma relagdo de equilibrio. Brunner (1984)
modelou a descafeinagdo de graos crus de café aproximando a solu¢gdo do modelo a uma
equacgdo de primeira ordem. Reverchon, Donsi e Osséo (1993) avaliaram a extragao de folhas
de alecrim, manjerona e manjericao e incluiram no modelo pardmetros de resisténcia interna e
de filme, devido a natureza das matrizes vegetais estudadas. Goto, Sato e Hirose (1993)
abordaram a transferéncia de massa na parti¢do do composto em duas fases, 0 mecanismo de
adsor¢ao ¢ explicado por uma relacao linear de transferéncia de massa intraparticular e
transferéncia de massa externa. Sovova (1994) procurou incluir o estado fisico das particulas
do leito de extragdo, introduzindo o conceito de células abertas e fechadas. Roy, Goto e Hirose
(1996) empregaram o modelo de retragdo de nucleo, que consiste no encolhimento do nucleo
da particula com o andamento da extracao a partir da difusdo no s6lido poroso da matriz vegetal.
Reverchon (1996) e Reverchon e Marrone (1997) empregaram um modelo onde a resisténcia
externa a transferéncia de massa e a dispersao axial foram negligenciadas e aplicaram uma
relagcdo linear de equilibrio para a liberagdo do soluto, que estd presente em duas fases, uma
presa a matriz e outra livre. Reis-Vasco et al. (2000) utilizaram um modelo para a dessor¢ao do
0leo localizado proximo a superficie da folha e um modelo de resisténcia a transferéncia de
massa para extracdo do 6leo contido na parte interna da matriz vegetal. Cada um destes modelos
contribui para melhorar o entendimento sobre a extracdo de compostos bioativos nas diferentes
matrizes vegetais, visando a obtengdo de um processo mais eficiente.

Para a elaboracdo de um modelo matematico, inicialmente faz-se necessaria a
observagdo e a execucgdo de experimentos, buscando entender a fenomenologia envolvida. Da
observagdo surge a notoriedade das leis e pressupostos envolvidos, a partir de entdo faz-se
consideragdes e adaptagdes de forma a obter-se a maior aproximagao possivel entre o0 modelo
e o fendmeno real. A fun¢do dos modelos matematicos € organizar e representar as informagdes

e os dados obtidos experimentalmente. A utilizagdo de um modelo ¢ capaz de reduzir o nimero
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de experimentos necessarios, sendo possivel fazer um panorama e avaliar o desempenho do
sistema em varias condi¢des de operagdo sem que estas sejam realizadas. Assim, a modelagem
matematica se torna uma ferramenta importante para o desenvolvimento de qualquer tipo de

processo experimental, reduzindo o tempo ¢ o custo do projeto (ULIANA, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

Nas segdes a seguir serdo apresentadas as metodologias detalhadas que foram
utilizadas para a concepgao deste estudo e obtencao dos resultados que serdo apresentados. Para
melhor entendimento sera apresentado um fluxograma prévio com as principais etapas do

estudo (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma das principais etapas metodologicas

l Preparacio da amostra

Granulometria;
Umidade;

Extracoes ::I

l Aquisicao e analise de dados ‘ Rendimento;
Analises qualitativas;
Perfil quimico;

Rendimento;
Anélises qualitativas; Rendimento:;
Analises quantitativas; Avaliagdo RSM
Perfil quimico; Analises quantitativas;
Atividade biologica; Atividade biologica;

‘ Modelagem matematica

Fonte: Autora
3.1 PREPARACAO DA AMOSTRA

As jacas foram adquiridas no més de janeiro de 2018, em Curitiba/PR. Foram lavadas,
suas sementes separadas manualmente e secas em estufa (CE 220/216, Cienlab, Campinas, SP,
Brasil) a 35 °C por 96 h. Apos, grosseiramente trituradas em moedor liquidificador (RI12008,
Philips Walita, Itapevi, SP, Brasil). O ntcleo das sementes foi moido juntamente com o
tegumento (pelicula que a envolve a semente) evitando o sobreaquecimento. Em seguida foram

colocadas na estufa por mais 24 h na mesma temperatura. Decorrido este tempo, a amostra foi
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moida novamente (Figura 6) e acondicionada em embalagem plastica, sob condigdo de vacuo e
armazenada em refrigerador doméstico (BRM39, Brastemp, Sdo Bernardo do Campo, SP,

Brasil).

Figura 6 - Etapas de preparacdo das amostras

Fonte: Autora

3.2 PADRONIZACAO DA AMOSTRA

As subseg0es a seguir tratam da caracterizacao fisica das particulas, para padronizagao

dos experimentos.
3.2.1 Teor de umidade

A caracterizacdo do teor de umidade foi conduzida segundo International Official
Methods of Analysis AOAC (2005) de acordo com o método 925.10. A umidade calculada em

base seca foi obtida de acordo com a Equacao 1.

Umidade,,, = Pinical "5 10 M

m

S8

Onde: Umidadess) ¢ a umidade da amostra com relacdo a massa seca de amostra (%),

Minicial € @ massa da amostra em base umida (g), mss ¢ a massa de amostra livre de umidade (g).
3.2.2 Analise granulométrica

A granulometria foi determinada utilizando-se peneiras padrdes (a bronzinox, Sao
Paulo, SP, Brasil) com varios tamanhos de malha (0,500 mm, 0,354 mm, 0,250 mm 0,210 mm,
0,180 mm, 0,105 mm e 0,088 mm). A amostra foi separada em dois grupos, o primeiro com a

dispersdo granulométrica obtida pelo intervalo da série de peneiras, desprezando o material
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retido na peneira 0,088 mm e 0,500 mm (S1), o segundo coletando o material retido na peneira
0,500 mm (S2).

A analise granulométrica foi determinada pelo método diferencial descrito em Gomide
(1980), que supde que todas as particulas retidas em uma mesma malha apresentam seu
diametro médio representado pela média aritmética das aberturas das malhas entre as quais a
fragdo ficou retida. Dessa forma, o diametro médio da amostra ¢é obtido pela média ponderada

da fracdo retida em cada malha.

3.3 TECNICAS CONVENCIONAIS DE EXTRACAO - (TCE)

Para as extragdes via SOX e MAC foram utilizados os solventes: hexano (HEX) 95%
(Neon, Suzano, SP, Brasil) (p20 °C = 0,659 g/cm? € Tepuiicao = 68,7 °C) e etanol (EtOH) 99,8%
(Neon, Suzano, SP, Brasil) (p20 °C = 0,789 g/cm? € Tepulicao = 78,4 °C).

Os extratos obtidos foram separados do solvente em evaporador rotativo (R-100,
BUCH]I, Flawil, St. Gallen, Suica), utilizando vacuo. A partir destes dados, determinou-se o
rendimento de cada técnica de extragdo, perfil quimico relativo e quantitativo, compostos
fenodlicos totais, atividade antioxidante, antibacteriana, antifungica, fotoprotetora, anti-

inflamatoria e citotoxicidade.

3.3.1 Soxhlet (SOX)

O aparato Soxhlet consiste em um condensador Allihn e um extrator com sifao para
refluxo do solvente conforme International Official Methods of Analysis AOAC (2005), de
acordo com o método 920.39. Envelopes de papel filtro contendo aproximadamente 5 g de
amostra foram inseridos no extrator de forma sistematizada. Utilizou-se a propor¢cao massica
de 1:30 (m/m) entre massa de amostra e solvente, este ultimo aquecido com manta até a
temperatura de ebulicdo. A extragao foi conduzida por um periodo de 4 h em triplicata. A massa

de extrato foi determinada por gravimetria.

3.3.2 Macerac¢iao (MAC)

A maceragdo foi conduzida seguindo a relagdo 1:4 (m/v) proposta por Mazzutti et al.

(2012). Uma massa de 20 g de SJ foi colocada em um erlenmeyer com 80 mL de solvente. Os
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recipientes foram fechados com polietileno e mantidos a temperatura ambiente, durante um

periodo de 168 h. Realizou-se a extracdo em triplicata, com 3 agitagdes didrias.

3.4 EXTRACAO SUPERCRITICA - ESC

Realizou-se o processo em uma unidade laboratorial de extracdo e cromatografia
supercritica (LC 2000, Jasco, Hachioji, Toéquio, Japao) (Figura 7).

O equipamento funciona da seguinte forma: O didxido de carbono ¢ mantido a -10 °C
por um resfriador (FL-1201, Julabo, Seelbach, Baden-Wiirttemberg, Alemanha) e ¢ alimentado
no sistema por meio de uma bomba HPLC de alta pressdao (PU-2087/2087 Plus, Jasco, Hachioji,
Tokyo, Japao). O vaso extrator contém o material vegetal a ser extraido e se encontra em um
forno para manter a temperatura de operagao constante. A valvula backpressure se mantém
fechada até que o sistema seja pressurizado, em seguida a mesma se abre automaticamente para

dar inicio ao fluxo de solvente supercritico com extrato.

Figura 7 - Diagrama do processo de ESC

v%‘—@_‘

i

Coleta

Forno

Legenda: B1 — Bomba de alta pressdo para introducéo de CO»; B2 e B3 — Bombas de alta pressdo para
introducdo de cossolvente/eluente; E — Vaso extrator; BP — Regulador backpressure; H — Sistema de
aquecimento controlado.

Fonte: Adaptado de Zibetti (2012)

O extrato ¢ arrastado pelo CO»-SC e passa pela valvula backpressure, provocando
expansao do solvente, e pelo sistema de aquecimento, que tem a fungdo de aquecer a mistura
(CO2-SC e extrato). Na saida do sistema, o CO; ¢ liberado para atmosfera e o extrato ¢ coletado
em tubos com tampa.

O CO:z utilizado € 99,99 % puro (White Martins, Floriandpolis, SC, Brasil). Ao final
de cada extragdo, realizou-se a limpeza do sistema utilizando 25 % de EtOH e 75 % de CO»-
SC entre 10 a 20 min com vazdo de 5 mL min™' e pressio de 10 MPa, seguida de CO»-SC puro

a5 mL min"' e 5 MPa entre 10 a 20 min.
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3.4.1 Padronizacio e caracterizacio do leito de particulas

A massa especifica da particula (p,.) foi determinada utilizando picndmetro a hélio

(AccuPyc II 1340V 1.05, Micromeritics, Norcross, GA, EUA). A massa especifica do leito (pj)
foi determinada por meio da massa alimentada no extrator, juntamente com o seu respectivo
volume, de acordo com a Equacao 2. A porosidade foi calculada a partir dos resultados da massa

especifica da particula e massa especifica do leito, conforme a Equacao 3.

,0 _ mamostm(bu) (2)
, = —mostralbu)
Vext
Ppe
Onde: p,, ¢ a massa especifica do leito (g cm™), Ppe € a massa especifica da particula
(g cm™), M osirago € @ Massa da amostra em base imida alimentada no reator (g), Vey € 0

volume do extrator (cm?) e € € a porosidade do leito.

A porosidade da particula (&pe) foi obtida utilizando picnometria a hélio. Inicialmente
preparou-se a amostra de SJ para determinar a massa especifica do material. Em seguida,
realizou-se novamente a picnometria de uma amostra de areia com a mesma distribuicao
granulométrica, utilizando o mesmo volume da capsula de medig¢ao, que foi utilizado para
amostra de sementes. A partir dos valores obtidos, fez-se a diferenga entre os resultados,

considerando a areia um so6lido inerte e de superficie plana, sem qualquer porosidade interna.

34.2 Testes preliminares

A fim de observar o comportamento da extragdo perante a matriz vegetal utilizada,
foram feitos testes preliminares variando a vazdo de CO» e tempo de extragao.

Para analisar a vazdo de CO> mais adequada para o planejamento experimental,
mantiveram-se todas as variaveis constantes, modificando-se a vazao e utilizando o rendimento
como critério de escolha para a determinagao das vazdes utilizadas.

Determinada a melhor vazdo para o processo, fixou-se esta variavel e observou-se o

tempo de extragdo necessario para atingir o estado estacionario da extracao.
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3.4.3 Planejamento Experimental 1 — Analise do perfil quimico relativo

Utilizou-se um planejamento experimental de screening (Plackett-Burman) (Tabela 5),
para avaliar as variaveis de entrada (temperatura, pressdo, vazao de CO», vazao de cossolvente
(etanol) e tempo estatico) de forma a analisar as respostas do sistema para o rendimento global
da extrag¢do e o perfil quimico relativo (baseado na % de area — via GC/MS) de compostos
extraidos por ESC objetivando uma resposta precisa e um baixo numero de experimentos. Os
experimentos foram realizados em duplicata. As propriedades da matriz vegetal e o0 método de

preparagdo nao foram alteradas durante o desenvolvimento experimental.

Tabela 5 - Lista de experimentos do planejamento Plackett-Burman

Experimento Temperatura Pressao Vazio Concentragdo de Tel,nPO
cossolvente estatico
1 1 -1 1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13 (O) 0 0 0 0 0
14 (C) 0 0 0 0 0
15 (O) 0 0 0 0 0

Fonte: Autora

Para a composi¢ao do planejamento experimental, consideraram-se os fatores ¢ a

codificagdo de niveis (Tabela 6).
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Tabela 6 - Fatores e codificagdes de niveis

Nivel Ponto Nivel
minimo Central maximo
Codlflfac'ao dos 1 0 1
niveis
Temperatura  (o() 40,0 50,0 60,0
Presséao (MPa) 12,0 16,0 20,0
Vazdio CO, (mL min™") 3,0 4.0 5,0
Concentracao de
cossolvente (% m) 0,0 2,5 3,0
Tempo estatico
(h) 0,0 0,5 1,0

Fonte: Autora

Os limites inferiores e superiores referentes a vazao de CO> foram determinados a
partir de testes preliminares. O cossolvente utilizado nas extracdes foi EtOH, que teve seu valor
definido mediante porcentagem massica da vazao de CO., optando-se por valores baixos para
garantir que a mistura se mantenha em condi¢des supercriticas.

Os resultados deste planejamento experimental foram analisados por meio do grafico
de Pareto e da interacdo entre dois fatores sobre a variavel dependente rendimento,

considerando nivel de confianca igual 95 %.
344 Planejamento Experimental 2 — Analise do perfil quimico quantitativo

Com o resultado do planejamento experimental 1, fez-se um planejamento
experimental tipo delineamento do composto central (CCD) (Tabela 7) para avaliar as respostas
referentes ao rendimento da extragdo e dos compostos de interesse (triterpenos e esterdis). Os
fatores de maior influéncia sobre os triterpenos e os esterdis foram temperatura, pressao e vazao
de COaz. Os experimentos foram realizados em duplicata.

O valor do parametro de rotabilidade (o) foi definido como fun¢do do numero de

fatores para o planejamento experimental e estd indicado na Equacdo 4.

o= i4\/2_f )

Onde /¢ o numero de fatores associados ao planejamento experimental.
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Tabela 7 - Lista de experimentos do planejamento do tipo composto central

Experimento Temperatura Pressio Vazao de CO,
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 (C) 0 0 0
16 (C) 0 0 0

Fonte: Autora

Para a composi¢ao do planejamento experimental, consideraram-se os fatores e a

codificagdo de niveis (Tabela 8).

Tabela 8 — Fatores do planejamento CCD e codificagdes de niveis

Niveis minimos Ponto central Niveis maximos
Variaveis/ Codificacio —a 1 0 1 a
Temperatura (°C) 3795 40,00 4500 50,00 507
Pressio (MPa) 1040 12,00 16,00 20,00 21,60
Vazio de CO, (mL min") 2,70 300 3,50 400 430

Fonte: Autora

Para o planejamento experimental 2 os valores referentes aos fatores foram
reconsiderados em funcdo dos resultados obtidos no planejamento experimental 1, para
maximizar o rendimento da extragdo de triterpenos e esterois.

A andlise estatistica permitiu identificar as condi¢cdes que favorecem a extragdo;
determinar os fatores significativos de acordo com o impacto nas varidveis de resposta;
descartar condi¢des nao significativas do modelo; e avaliar como cada variavel independente
contribui para o aumento ou reducdo das variaveis dependentes (MARTINS et al. 2016a). A
relacdo entre cada uma das varidveis dependentes frente aos fatores foi aproximada pelo

polindmio quadratico geral (Equagao 5).
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Y =Bo+ B X Xp+ Bo X Xp + B3 X Xcop + P11 X XB + Poz X XF + B3z X XGoz +
P12Xp X7 + B13XpXcoz + B23XrXco2 ®)

Onde: Y representa a resposta preditiva, Xp, X1 ¢ Xco2 se referem a varidvel
independente, pressdo, temperatura e vazdo de CO., respectivamente, j sdo os coeficientes
lineares, Pii sdo coeficientes quadraticos, Bij sdo os coeficientes interativos. O Coeficiente de
determinagdo, R?, e sua versao ajustada R?,q4; foram utilizadas para avaliar a qualidade do ajuste
do modelo de regressao.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi aplicada as respostas de
rendimento global de extrato, rendimento total de triterpenos e esterdis e analisada por meio do

software Statistica STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3441 Curvas de extracdo

Para a composi¢ao das curvas de extracao, utilizaram-se os experimentos nas seguintes
condicdes: 40 °C/12MPa/3 mL min’!, 45 °C/ 16MPa/3,5 mL min™' e 50 °C/20MPa/4 mL min™.
Todas as curvas de extragcdo foram realizadas em triplicata. O tempo de coleta de amostra foi
estabelecido pela dindmica da curva de extragdo, com menor intervalo de tempo no inicio da
extracao para acompanhar o seu desenvolvimento e maior intervalo de tempo ao se aproximar
do estado estacionario: de 2 em 2 min até 20 min, de 5 em 5 min até 60 min, de 10 em 10 min
até 90 min de 20 em 20 min até 150 min e a ultima amostra ap6s 30 min, completando 180 min.

As curvas de extracao foram obtidas originalmente na forma de extrato bruto. Cada
um dos pontos da curva em seu respectivo tempo foi analisado com GC/MS para determinar,
por meio do padrao interno, a curva de extragao para os compostos de maior fragdo massica do

extrato. Estas curvas serdo empregadas para a modelagem matematica do processo de extracao.

3.4.4.2 Rendimento de extrato bruto e por componentes

O rendimento global de cada extracdo foi determinado, assim como o rendimento por

componente (Equagdo 6).

m, (6)
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Onde: 7i ¢ rendimento global da extragdo (#7.:) ou rendimento total para triterpenos
(ﬂTntalTriterpenos) ou esterois (7’]TotalEstem'is), sendo representado (mg g'l), (mgTT g-l) c (mgSR g-l), m;

¢ a massa de extrato, triterpenos ou esterois (mg), m s ¢ a massa de sélidos secos.

3.5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

As secdes a seguir tratam da caracterizagao fisica dos extratos e da atividade biologica,

seguindo metodologia especifica e citada no decorrer do texto.

3.5.1 Perfil quimico determinado por GC/MS

As analises dos extratos por GC/MS foram realizadas em um equipamento Agilent GC
(7890A, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um detector MS (5975C MS, Agilent,
Santa Clara, CA, EUA). A coluna capilar (HP-5MS, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) de silica
fundida (30 m de comprimento x 250 um de diametro interno % 0,25 um de espessura do filme,
composta de 5% de fenilmetilpolisiloxano) foi conectada a um detector quadrupolo operando
em modo EI a 70 eV. Hélio foi adotado como gas carreador a uma vazio de 0,8 mL min™'. O
injetor e a interface (G6502B, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) ambos com temperatura de 240
°C, com uma razao de split de 10:1. O volume de amostra injetado foi de 1 pL.. O programa de
temperatura do forno consistiu em manté-la em 80 ° C por 1 min, aumenta-la em uma taxa de
10 °C min™! até atingir 190 °C, em seguida reduzir a taxa de aquecimento para 5 °C min™! até
atingir 300 °C e manté-la por 15 min. Os compostos foram identificados comparando seus
espectros de massa com os fornecidos pelo National Institute of Standards and Technology
(NIST, 2011).

Para as andlises quantitativas, utilizou-se a metodologia de quantifica¢do por padrao
interno conforme descrito por Sparkman, Penton e Kitson (2011), utilizando bornil acetato
(Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) faz-se a contamina¢do da amostra a ser
analisada com o padrdo e relaciona-se a sua concentragdo e porcentagem de area com a
porcentagem de 4rea dos compostos da amostra e entdo estima-se a concentragao.

As amostras obtidas na ESC foram diluidas em EtOH grau HPLC a uma concentragdo
proxima a 4,7 mg mL™'. As amostras de SOX e MAC foram enviadas para a analise no proprio

solvente de extragao.
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3.5.2 Atividade biologica dos extratos

A atividade bioldgica, descrita nas segdes a seguir, foi avaliada com o intuito de

identificar potencial aplicagdo dos extratos obtidos.

3.5.2.1 Potencial Antioxidante

O potencial antioxidante foi determinado mediante quantificagdo dos compostos
fendlicos, utilizando o método de Folin-Ciocalteau e da quantificagdo dos antioxidantes com a

captura do radical livre pelos métodos DPPH e ABTS.

3.5.2.1.1 Compostos fenolicos totais (CFT)

A determinagdo dos CFT foi obtida pelo método de Folin-Ciocalteau, baseado na
metodologia adaptada de Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). O meio reacional foi
composto por 0,1 mL de extrato em solugdo com EtOH na concentracio de 0,001 g L™!, 7.9 mL
de 4agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau. O volume de 1,5 mL de carbonato de
sodio a 20 % foi adicionado. Os frascos foram agitados e mantidos por 2 h no escuro.

A redugdo da absorbancia da solugao foi medida em espectrofotometro (800XI,
FEMTO, Sao Paulo, SP, Brasil) em 765 nm. Os CFT foram calculados a partir de uma regressao
linear de absorbancia a 765 nm e da concentragdo de 4cido gélico entre 0 e 2 mg mL™! (R? =
0,9936). Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico por grama

de amostra em base seca (mg EAG g ! = desvio padrio).

3.5.2.1.2 M¢étodo de eliminagao do radical livre por DPPH

A metodologia proposta por Boroski et al. (2015) foi utilizada para avaliar a inibi¢ao
do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). Uma aliquota de 25 pL de extrato em
concentracao conhecida foi misturada com 2 mL de solu¢do de DPPH com concentragao de
0,091 mM. A mistura foi mantida durante 30 min a temperatura ambiente e a sua absorbancia
foi medida num espectrofotdmetro (800XI, FEMTO, Sao Paulo, SP, Brasil) no comprimento
de onda de 517 nm.

O potencial antioxidante pelo método DPPH foi calculado a partir de uma regressao

linear da absorbancia a 517 nm com a concentragao de Trolox variando entre 0 - 2 mM (R? =
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0,9896). Os resultados foram expressos em pmol de Trolox equivalente por grama de amostra

em base seca (umol de TE g™ + desvio padrio).

3.5.2.1.3 Me¢étodo de captura do radical livie ABTS+

A metodologia proposta por Re et al. (1999) foi utilizada para avaliar a inibi¢do do
radical 2,2-azino-bis-(3-ethilbenzothiazoline-6-sulfonico acido) (ABTS). Preparou-se uma
solu¢do aquosa de 7 mM de ABTS e adicionou-se a 88 pL de solucao aquosa de persulfato de
potassio (140 mM). Esta solucdo foi armazenada ao abrigo da luz, em temperatura ambiente
(25 °C). Apos 16 h, uma aliquota do radical foi diluida em EtOH até obter 0,70 + 0,05 de
absorbancia a 734 nm.

Um volume de 30 pL de extrato foi misturada com 3 mL da solucdo ABTS e incubadas
a temperatura ambiente (25 °C) por 6 min. A absorbancia foi medida em espectrofotometro
(800XI, FEMTO, Sao Paulo, SP, Brasil) com comprimento de onda de 734 nm. A capacidade
antioxidante pelo método ABTS foi calculada a partir de uma regressao linear entre absorbancia
e a variacao da concentracdo de Trolox entre 0 - 2 mM (R? = 0,9963). Os resultados foram
expressos em miligramas de Trolox equivalente por grama de amostra de base seca (mg TE g™

+ desvio padrao).

3.5.2.2 Atividade fotoprotetora

Para avaliar o comportamento do extrato de SJ obtido pelas diferentes técnicas de
extracao perante a exposi¢do a luz UV e calcular o fator de protecao solar (FPS) utilizou-se a
metodologia espectrofotométrica in vitro adaptada por Mansur et al. (1986).

O extrato foi diluido em EtOH nas concentragdes de 0,01 g mL™!, 0,005 g mL! e
0,0002 g mL™'. Fez-se a varredura da solu¢io em espectrofotdmetro (800XI, FEMTO, Sdo
Paulo, SP, Brasil) entre 190 a 400 nm, utilizando cubeta de quartzo com passo Optico de 1 cm.

O FPS da regido UVB foi calculado conforme Equagao 7.

SPF = FC% EE(A)I(A)Abs(A) (7)

290

Onde: FC ¢ um fator de correcdo (igual 10), EE (A) indica o efeito eritema da radiagdo

solar em cada comprimento de onda A, I (A) significa a intensidade da luz solar no comprimento
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de onda A e Abs (L) ¢ a leitura espectrofotométrica da absorbancia da amostra em cada
comprimento de onda. Os valores de efeito do eritema da radiacdo solar em cada comprimento
de onda foram relatados por Sayre et al. (1979). Para comparar os valores obtidos utilizaram-

se os padroes dioxido de titAnio (TiO2) e bis-ethilhexiloxifenol methoxifenil triazina (EMT).

3.5.2.3 Atividade antimicrobiana

3.5.2.3.1 Micro-organismos ¢ Meios de cultura

Para determinar a atividade antimicrobiana, utilizaram-se bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos e leveduras, incluindo Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 11775), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Aspergillus
fumigatus (ATCC 26934), Epidermophyton floccosum (C 114), Microsporum canis (C 112),
Microsporum gypseum (C 115), Rhizopus sp. (CL 35), Trichophyton mentagrophytes (ATCC
9972) e Candida albicans (ATCC 10231). Essas cepas sdo referéncia ao padrao da American
Type Culture Collection (ATCC), em Rockville, EUA, e os isolados clinicos foram fornecidos
pelo Centro de Referencia de Micologia CEREMIC (C) da Facultad de Ciencias Bioquimicas
v Farmacéuticas, Rosario, Argentina e Control Lab (CL), Rio de Janeiro, Brasil.

O meio de Mueller-Hinton Agar (MHA) foi usado para bactérias, enquanto 4 % de
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) foi usado para os fungos. Na preparacao dos indculos,
removeram-se as células de bactérias e leveduras da cultura pré-ativada com uma alga e
suspendendo-as em 10 mL de solugdo salina estéril. As inoculagdes dos fungos filamentosos
foram preparadas raspando os fungos esporulados das placas de agar suspendendo-os em
solucdo salina estéril. As suspensdes fungicas foram filtradas através de gaze estéril para
remover as hifas. A suspensdo de células em agua estéril foi ajustada para dar uma concentracao

final de 1 x 10° a 5 x 10° células mL"".
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3.5.2.3.2 Determinagdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

O teste CMI dos extratos foi proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (2015) e Gasparetto et al. (2017) com algumas modifica¢des. O ensaio foi realizado em
tubos slants (1 mL) com bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Uma série de dilui¢des dos
extratos foi preparada a partir de 1000 ng mL™! até 62,5 ug mL™! e misturada com MHA para
bactérias e 4 % SDA para fungos. Posteriormente, o volume de suspensao foi adicionado em
cada slant, com exce¢do do controle estéril. Incluidos no ensaio como controle, o agente
antibacteriano ciprofloxacino (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e o agente
antifngico cetoconazol (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Solugdo sem
extrato também foi usada como controle em branco. Repetiram-se trés vezes cada ensaio. O
periodo de incubacgado foi o seguinte: 18 a 24 horas a 35 °C para bactérias, 24 a 48 horas a 30
°C para leveduras e 5 a 15 dias a 25 °C para fungos filamentosos. O crescimento dos micro-
organismos foi seguido apos 24 h para as bactérias, 48 h para as leveduras e durante todo o
crescimento do fungo controle para os fungos remanescentes. A CMI foi definida como a menor
concentracao do extrato ou composto (no caso dos controles) capaz de inibir o crescimento dos

micro-organismos durante o periodo de incubacao.

3.5.24 Viabilidade celular e inibicdo do nivel de NO

As subsecdes a seguir apresentam as culturas celulares e a metodologia utilizada para
0S ensaios.

3.5.2.4.1 Culturas celulares

A linhagem celular L929 (fibroblasto de camundongo) foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ¢ mantida no Meio Essencial
Minimo Dulbeco’s (MEMD), suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB), 100 pg L~
! de estreptomicina e 100 UI mL"! de penicilina a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO». As células
foram semeadas em placas de 24 pocos na densidade de 1 x 10° células pogo™ até ser alcangada
a confluéncia. Os extratos foram adicionados aos pogos da placa na concentragdo de 50 e 100
ug mL!' de meio de cultura. Os extratos a seguir foram avaliados com essas células pelo método
de viabilidade celular: SOX-EtOH, MAC-EtOH, SOX-HEX, MAC-HEX, ESCI1, ESCS8 e
ESC16. Apenas trés experimentos de ESC foram avaliados, considerando os limites inferior,

superior e o ponto central.
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A linhagem de macrofagos RAW 264.7 foi adquirida do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRIJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ¢ mantida no Meio Essencial Minimo Dulbeco’s
(MEMD), suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB), 100 ug L' de estreptomicina
e 100 UI mL"! de penicilina a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO,. Os macréfagos foram
submetidos ao ensaio de viabilidade celular e a inibi¢do da produgdo de NO, a fim de obter um
indice do potencial anti-inflamatdrio. Todos os extratos foram testados com os macrofagos nas

condig¢des especificadas.

3.5.2.4.2 Ensaio de viabilidade celular

Realizado de acordo com a metodologia proposta por Van de Loosdrecht et al. (1991).
Ap6s 24 h do contato dos extratos com as células, o reagente MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-zil)-2,5-difenil tetrazolium]) foi adicionado a uma concentracao final de 0,5 mg
mL! de meio de cultura e as células foram incubadas por 4 h a 37 °C e atmosfera de CO2 a 5
%. O meio foi entdo removido e o precipitado foi solubilizado em DMSO (dimetilsulfoxido).
A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 540 nm (Infinity M-200, Tecan,
Minnedorf, Zurique, Suiga). Assim como os extratos, o meio das células de controle foi
suplementado com DMSO a 2,5 %. A absorbancia dos pogos de controle foi referida como 100
% de viabilidade. A densidade Optica dos outros grupos foi calculada como porcentagem de

viabilidade com relac¢do ao controle.

3.5.2.4.3 Redugao do nivel de producao de nitrito (NO)

As células RAW 264.7 foram semeadas a uma densidade de 5 x 10° células poco™! em
placas de 24 pogos e incubadas por 12 h a 37 °C e atmosfera de 5 % de CO». As células foram
tratadas com 30 pg mL™! de extrato preparado em MEMD livre de SFB. Apos 1 h de tratamento,
as células foram estimuladas com 5 ug mL™! de lipopolissacarideo (LPS) por 24 h. Apds este
periodo, o sobrenadante foi removido para medir o nitrito, um dos metabdlitos estaveis do 6xido
nitrico.

Os niveis de nitrito foram avaliados pelo ensaio descrito por Grisham, Johnson e
Lancaster (1996). Resumidamente, 100 pL de meio de cultura foram incubados por 15 min com
reagente Griess (partes iguais de 1 % de sulfanilamida em 10 % de &cido fosforico em 0,1 %

de naftil-etilenodiamina em 4gua). A absorbancia foi lida no comprimento de onda de 540 nm.
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A quantidade de nitrito foi calculada a partir da curva padrao de nitrito de s6dio (NaNQO>). Os

resultados da inibi¢do do nitrito foram expressos em (umol mL™! + desvio padrio).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados com o software Statistica STATISTICA 7.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

O primeiro planejamento experimental foi analisado quanto ao rendimento global,
grafico de Pareto e a atuacdo de duas variaveis simultaneamente. O segundo planejamento
experimental tratou dos quantitativos, como rendimento global, rendimento total de esterois,
rendimento total de triterpenos, atividade antioxidante, CFT, FPS, citotoxicidade e inibi¢cao da
producao de NO e citotoxicidade, por analise de variancia (ANOVA) utilizado para detectar
diferencas significativas entre os resultados obtidos. Diferencas significativas (p < 0,05) foram
analisadas pelo teste de Tukey.

O valor do desvio padrdao para o rendimento global foi obtido de triplicatas
independentes. Para os ensaios de atividade biologica, as triplicatas foram obtidas a partir de

uma amostra independente.

3.7 MODELAGEM MATEMATICA - ESC

Como uma ferramenta para auxiliar na compreensdao do processo de ESC dos
compostos presentes na SJ, utilizou-se o software COMSOL Multiphysics®, que, por sua vez,
apresenta modulos onde cada um dos fendmenos de transporte ¢ pré-estabelecido a partir de
balancos diferenciais e das leis de conservacao empregando o método de elementos finitos para
a resolugao das equagoes.

Esta forma de resolugdo baseia-se no uso de equagdes diferenciais ordinarias e
equacdes diferenciais parciais juntamente com as condigdes de contorno para aproximar a
solu¢ao do problema. Inicialmente, deve-se fazer a definigdo do problema e do dominio onde
os fenomenos ocorrem. Em seguida, aplica-se o método de elementos finitos para a solugdo do
problema proposto e, finalmente, a apresentagdo grafica dos resultados.

A célula de extracdo utilizada experimentalmente e reproduzida na modelagem
matematica apresenta geometria cilindrica de 12,75 cm de comprimento e 0,50 cm de raio, com
uma entrada e uma saida de CO; com didmetro interno de 1,00 mm localizadas no extremo

inferior e superior, respectivamente.
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As hipoteses adotadas na modelagem matematica sao:

1.

A

3.7.1

Sistema isotérmico;

Escoamento interparticular laminar;

Sistema de coordenadas cilindricas axissimétricas para o leito;

A porosidade do leito ¢ uniforme e constante;

Particulas s3o consideradas esféricas de tamanho e porosidade uniformes e

constantes;

. Regime transiente de extragdo sem reacao quimica;
. Considera-se que as espécies quimicas presentes no extrato ndo interajam entre si;

. Consideram-se os efeitos acoplados da transferéncia de massa interparticular e

intraparticular;

. Condi¢des de resisténcia convectiva a transferéncia de massa sdo adotadas na

superficie externa das particulas.

Estudo dos fenomenos de transporte

As secoes a seguir apresentam os fendmenos estudados na modelagem matematica da

extracao de SJ e as equacdes que foram utilizadas na obtengao dos resultados.

3.7.1.1

Transferéncia de massa

Para descrever a transferéncia de massa na coluna com o meio poroso, foram utilizados

modelos de convecgdo e difusdo para espécie diluida. Considerou-se o sistema pseudo-

homogéneo e sem reacao quimica (Equagdes 8-11).

g%+v-ri +uVC, =0
(8)
N, =T, +uC. =-D, VC, +uC, )
10
D, = iDFz' (10)
T
7, =g (11)
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Onde: ¢ é porosidade do leito, C; ¢ a concentragio do componente i (mol m?), t é o
tempo (s), u & a velocidade (m s™'), N; é o fluxo molar do componente i, D,; ¢ o coeficiente

de difusdo efetiva (m? ™), -k, ¢ a tortuosidade, Dy difusividade molecular do fluido (m? s™).

Para o balango de massa da particula, considerou-se uma formula¢ao unidirecional

devido a simetria radial (Equagdo 12 e Equacado 13).

oC . oC . 12
4aN<rirle,, —2= +V-g -r’D,,, — | =r’r, (12)
pemre ot or et or P
(13)
A
Dpeff,i € pe Dpw

Onde: N ¢ o numero de particulas por unidade de volume do leito (n° de particulas

m™), ~¢é a coordenada radial adimensional que vai de 0 (centro) para 1 (superficie da particula),

I, € oraio da particula, Cpei € a concentragdo na particula, €,, ¢ a porosidade da particula,

D, ;€ o coeficiente de difusdo efetivo na particula (m*s™) e D,,; € o coeficiente de difusdo na

particula (m? s™).
Para o acoplamento da concentracao entre as particulas do leito e o fluido circundante,
utilizou-se uma resisténcia convectiva na superficie da particula (modelo de filme). O

coeficiente de transferéncia de massa (/p) foi introduzido, de modo a relacionar o fluxo de

massa superficial (Equagao 14).
Ni,int = hD (Ci - Cpe,i ) (14)

Onde: N; i é o fluxo molar do fluido livre no interior da particula (mol m s') e hp ¢é

o coeficiente de transferéncia de massa (m s™).

Quando esta formulacdo ¢ assumida, o fluido livre (Equagdo 13) precisa ser alterado

(Equacao 15).

i,int

gb%+v-rl_+uVCi — NS, (15)
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Onde: ¢ ¢ porosidade do leito, Sy, area superficial exposta para fluxo de fluido livre no
leito de particulas (m? m™) (excluindo o interior dos poros), assume-se a definicio de um leito

randomicamente empacotado (Equagao 16).

5, =>(1-,) (16)

pe

O coeficiente de transferéncia de massa no filme externo (/p) pode ser calculado com

base no numero de Sherwood (S%) (Equagdo 17).

h,d 17
g tnd (17)
Dif
Onde: hp é o coeficiente de transferéncia de massa (m s™!), dé o comprimento
caracteristico (m) e Dif ¢ a difusividade molecular do componente i no fluido (m?s™').
O numero de Sherwood pode ser calculado através da correlagdo de Frossling aplicada

para transferéncia de massa para o fluxo em torno de uma particula esférica (Equacao 18).
Sh=2+0,6Re"* S (18)

O nimero de Schmidt Sc ¢ calculado em fun¢do da viscosidade, massa especifica e da

difusividade do componente i no fluido (Equagao 19).
19
Sc= # . (19)
pDif

Onde: ¢ é a viscosidade da mistura (kg m™' s!), P, é a massa especifica do fluido (kg

m™) e Dif ¢ a difusividade molecular do componente i no fluido (m? s!).
O numero de Reynolds (Re) ¢ definido como a razdo entre as forgas inerciais e forgas

viscosas (Equacao 20).

Re _ plvsdp (20)
M
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Onde: P;é a massa especifica do fluido (kg m?),V, ¢é a velocidade superficial do
fluido (m s™), d, ¢ o didmetro de particula (m) e & ¢ a viscosidade da mistura (kg m™ s™).

Aplicou-se a condig@o de simetria no centro da coluna e da particula.
A dispersdao mecanica foi tratada como uma funcgao linear da velocidade intersticial do
fluido (V%) (ULIANA, 2016). Em regra geral, a dispersao mecanica foi baseada na expressao

da dispersao longitudinal e na distancia de transporte L (Equacdo 21).

D, =0]LV, 1)

Onde: D,, é a dispersdo mecanica (m? s), Vx é a velocidade intersticial do fluido (m s~

Y e L ¢ a distancia de transporte longitudinal (m).
3.7.1.2 Transferéncia de quantidade de movimento em meio poroso
A transferéncia de movimento ao longo da coluna foi descrita pela Lei de Darcy com

a extensao de Brinkman a Lei de Darcy. O fluxo no meio poroso ¢ governado pela combinagao

da equacao da continuidade e do balanco do momento (Equagdes 22-23).

ou 1 ™|, -1
pla_v.{—PHy;(VLH(W) )} Hku (22)
pV-()=0 -

Onde: P, é a massa especifica fluido (kg m™), P ¢ a pressdo (Pa), [ é o vetor unitério,
M é a viscosidade dinamica (kg m™! s7'), Té a operacdo de transposicdo, ké a permeabilidade
no meio poroso (m?).

Para as areas que ndo apresentam meio poroso (Equacdo 24), outros mecanismos

governam a transferéncia de movimento.

p%:V-{—PI+,u(Vu+(Vu)T)—§,u(V-u)l} (24)
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OV -(u) =0 (25)

Onde: P ¢é a pressdo (Pa), [ é o vetor unitario, £ é a viscosidade dinAmica (kg m™ s

1, Té a operacdo de transposi¢o.

Condigdo inicial: em t=0, a velocidade ¢ igual a zero em todos os pontos do interior da
coluna. Condig¢des de contorno: a vazao liquida de injecao de CO» ird variar entre 3 € 4 mL min
!, portanto a velocidade de fluxo do CO» supercritico sera entre 0,00089 e 0,0011 m s para o
limite inferior e superior, respectivamente. Nas paredes da coluna, utilizou-se condicao de

velocidade € igual a zero. Para a saida do fluxo utiliza-se uma condicao distinta (Equacao 26).

[-PI+ yl(Vu +(Vu))n=-Pyn (26)
&

Onde: P é pressdo (Pa), | é vetor unitario, 4 é a viscosidade dindmica (kg m™ s™), Py

¢ a pressao relativa (Pa), n ¢ o vetor normal.

3.7.2 Concentracao interna inicial de soluto

A concentragdo inicial de soluto por volume de vazios na particula foi calculada e
utilizada como condigdo inicial. Utilizou-se a massa inicial de soluto, que foi determinada a
partir de GC/MS e a relagdo entre os volumes de solidos e de vazios da amostra para a obtencao

do valor em mol m>.
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3.7.3 Estratégias da modelagem

O processo experimental da ESC acontece em duas etapas, a primeira etapa trata-se de
uma extragao estatica até que a pressao e temperatura supercritica sejam alcangadas, a segunda
trata-se de uma etapa de extracdo dinamica. Este comportamento foi simulado de forma
adaptada.

A solucao do modelo foi elaborada em duas etapas, a primeira, considerou-se o sistema
fechado, porém saturado, pelo tempo médio em que o sistema demorava para ser pressurizado,
que era aproximadamente 180 s. Considerou-se que durante este periodo os mecanismos de
transferéncia de massa estavam atuando na matriz vegetal, no entanto, a coluna de extragao
permanecia fechada. Os resultados desta primeira etapa foram carregados em uma segunda
etapa, que teve tempo total de 10800 s, onde o sistema permanecia aberto durante todo o periodo
experimental e que o material extraido fluia juntamente com o CO,. Para contabilizar a massa
de material restante na coluna, faz-se a integracao da soma das concentracdes do componente
A na fase fluida interparticular e no interior dos poros das particulas para todo o volume da
coluna, para cada tempo de simulagdo a partir do inicio da operacao (Equagao 27).

pe - pe

nAtotais=” g, c_A+(l—¢g,)e, c, médc_AdV (27)

No passo seguinte, para se calcular a massa extraida, faz-se a diferenca entre o numero
de mols existentes inicialmente na coluna (condicdo inicial) e o valor instantaneo residual
obtido na simulagdo (Equagdo 27). Portanto, para um tempo suficientemente longo, a massa
restante no interior da coluna deve se aproximar de zero ¢ o valor da massa extraida acumulada

ficar proxima do valor correspondente a condigao inicial.
3.7.4 Estudo de malha para simulacio numérica

As solugdes sdao obtidas de maneira aproximada para um namero determinado de
elementos da malha e, em principio, quanto maior o nimero desses elementos com adequada
distribui¢do ao longo do dominio, mais precisos serdo os calculos. No entanto, quanto maior o
refinamento da malha na simulag@o, maior serd a demanda computacional para a resolug¢do das
equagdes envolvidas no modelo, exigindo maior esfor¢o computacional e maior tempo de

simulacgdo.



71

Para otimizar o trabalho de simulagdo, a precisdo de calculos e o esforgo
computacional, foi realizado um estudo de malhas a fim de encontrar uma op¢ao que possibilite
uma solucdo estavel e satisfatoria, com processamento em tempo habil. Visando assegurar a
estabilidade e convergéncia do método numérico nos casos estudados o maximo passo de tempo

permitido foi de 100 s.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, serdo apresentados os principais resultados experimentais ¢ simulados

obtidos para este estudo.

4.1 PADRONIZACAO DA AMOSTRA

Para evitar os efeitos da variabilidade nas sementes e obter resultados mais precisos, o
material para amostragem foi padronizado e nas seguintes subsegdes serdo apresentados os

resultados.

4.1.1 Teor de umidade

Com a utilizagdo da metodologia indicada, determinou-se que o teor de umidade do

material (amostra de sementes de jaca) foi de 10,17 £+ 0,14 %.

4.1.2 Analise granulométrica

O total em massa disponivel para todos os experimentos foi de 1897 g de SJ moida. A
analise da distribui¢do granulométrica foi baseada na metodologia proposta por Gomide (1980),
sendo que o didmetro médio referente a S1 ¢ de 0,340 mm e para S2 ¢ de 0,740 mm,
determinados pela média ponderada dos didmetros das malhas das peneiras utilizadas. O

diametro médio foi considerado para a modelagem matematica.

4.2 PADRONIZACAO E CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS

A padronizacao do leito de particulas ¢ de fundamental importancia para a etapa de
modelagem matematica. A massa especifica do leito de particulas estd relacionada com as
caracteristicas das particulas, sua disposi¢ao no extrator e compactacao do leito. A porosidade
do leito representa a quantidade de espacos vazios. Na Tabela 9 sdo apresentados os valores

dos parametros de caracterizagdo das particulas e do leito.
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Tabela 9 - Caracterizagdo das particulas e do leito de extra¢ao
Amostra  py(g em™) £ Ppe (g cm™) £pe
S1 0,75 £0,07 0,48

S2 0,66 + 0,05 0,54

1,4392 £ 0,0004  0,001948

Fonte: Autora

4.3 TECNICAS DE EXTRACAO

As secdes a seguir apresentardo os principais resultados obtidos para as TCE e ESC.

4.3.1 Técnicas convencionais de extracao (TCE)

A subsecdo a seguir apresenta os resultados de rendimento para TCE obtidos pela

triplicata dos experimentos.

4.3.1.1 Rendimento total (7otal)

Os extratos obtidos a partir de TCE se diferenciaram ligeiramente na cor € aroma. As
diferencas com relacdo aos solventes utilizados também se apresentaram com relagdo ao

rendimento (Tabela 10).

Tabela 10 - Rendimento global (#7./:) para TCE

TCE Solvente Polaridade* NTotal (mgex!ralo gamoslra-l)**
EtOH 5,2 + A
SOX 173,13 5,06B
HEX 0,0 16,75 + 0,35
EtOH 52 23,87 +0,19 ®
MAC
HEX 0,0 6,61 +0,13 ¢

Fonte: “Indice de Polaridade (Barwick, 1997; Kumoro, Hasan e Singh, 2009)
**Valores da mesma coluna com diferentes letras maitsculas representam uma diferenca significativa de (p <
0,05) entre os experimentos.

Extracdes com EtOH apresentaram maior rendimento quando relacionados com HEX.
Ao se comparar os resultados obtidos para TCE, pode-se constatar que dois fatores interagem
diretamente com o rendimento:

1) polaridade do solvente, pois, para a mesma técnica de extragdo, diferentes
rendimentos sdo obtidos, devido a solubilidade dos compostos presentes na SJ, que se
apresentou maior em EtOH do que em HEX. A solubilidade dos compostos presentes na matriz
vegetal esté relacionada a polaridade do solvente por meio da constante dielétrica, que, por sua

vez, promove a repulsdo eletrostatica entre matriz e soluto e forcas de atra¢do entre soluto e
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solvente, aumentando o rendimento global da extragdo (ANDRADE; TRIVELLIN;
FERREIRA, 2017; FERRO et al., 2019).

2) temperatura, pois, ao aplicar a técnica SOX ¢ possivel obter maior rendimento,
evidenciando que o aumento da temperatura favorece a extragdo dos compostos, uma vez que
reduz a viscosidade do solvente, contribuindo para a transferéncia de massa e favorecendo sua
difusdo, resultando no alcance do solvente em lugares de dificil acesso na matriz vegetal
(ANDRADE; TRIVELLIN; FERREIRA, 2017; FERRO et al., 2019; MAZZUTTI et al., 2012;
PERES et al., 2006).

Okoye (2016) estudou a técnica SOX-HEX de SJ e obteve rendimento de 4,99 %, trés
vezes superior ao resultado obtido neste estudo aplicando a mesma técnica de extragdo e
solvente. Zzaman (2012) estudou a MAC-EtOH a quente e obteve rendimento de 11,36 %, este
valor esta proximo aquele obtido neste trabalho com a técnica SOX-EtOH, 17,313 £ 0,506 %,
a similaridade entre os resultados pode ser atribuida ao calor adicionado na técnica de extragao.

A divergencia entre os valores da literatura e os obtidos nesta pesquisa podem ser
atribuidos aos diferentes parametros aplicados no processo, como tempo de extracao, razao
liquido/sélido, granulometria, teor de umidade e preparo da amostra. Além disso, as diferengas
podem estar relacionadas a variabilidade das SJ, que, por sua vez, decorrem do local onde a
espécie se desenvolveu, da época em que foi colhida ou do estagio de maturacao da fruta, entre

outros fatores (MAZZUTTI et al., 2012; PEREIRA; MEIRELES, 2010).

4.3.2 ESC - Planejamento experimental 1

Os resultados apresentados na subse¢do a seguir sdao referentes ao primeiro

planejamento experimental.

4.3.2.1 Rendimento total (N1o1a1)

O rendimento total da extracdo (Tabela 11) apresentou pouca variacdo e teve aumento

acentuado pela utilizagdo de EtOH como cossolvente.
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Tabela 11 - Rendimento global (n7.«:) das extragdes para o planejamento experimental 1 —
Plackett-Burman

Experimento/Condigio " Solvente Nrotal (MEexirato & anostra)
1 - 60°C/12 MPa/5 mL min™'/0 %/0 min CO, 7,70 £0,25 %
2 - 60°C/20 MPa/3 mL min™'/5 %/0 min CO,/etanol 11,07 + 0,59 ~-B€
3 - 40°C/20 MPa/5 mL min™'/0 %/60 min CO, 8,48 + 0,33 ©P 5 G
4 - 60°C/12 MPa/5 mL min™'/5 %/0 min CO,/etanol 6,76 + 0,33 ©¢
5 - 60°C/20 MPa/3 mL min'/5 %/60 min CO,/etanol 11,89 £ 0,99 *
6 - 60°C/20 MPa/5 mL min"'/0 %/60 min Co, 9,10 + 0,55 B-CP-EFG
7 - 40°C/20 MPa/5 mL min™'/5 %/0 min CO,/etanol 10,61 + 0,41 B P-F
8 - 40°C/12 MPa/5 mL min™'/5 %/60 min CO,/etanol 11,63 + 0,47 *®
9 - 40°C/12 MPa/3 mL min™'/5 %/60 min CO,/etanol 10,79 + 0,46 ~5CP
10 - 60°C/12 MPa/3 mL min™ /0 %/60 min CO, 6,58 + 0,34 ©
11 - 40°C/20 MPa/3 mL min-1/0 %/0 min CO, 7,99 + 0,47 =56
12 - 40°C/12 MPa/3 mL min-1/0 %/0 min CO, 7,76 + 0,48 ©9
13 - 45°C/16 MPa/4 mL min-1/2,5 % /30 min CO,/etanol 9,28 + 0,48 +BCD-ERG
14 - 45°C/16 MPa/4 mL min-1/2,5 % /30 min CO,/etanol 8,25+ 0,38 >-BF0
15 - 45°C/16 MPa/4 mL min-1/2,5 % /30 min CO,/etanol 9,46 + 0,43 M BCPEF

*Codificagio da condi¢do dos experimentos: Temperatura (°C)/Pressdo (MPa)/ Vazdo de CO; (mL min™')/
Porcentagem massica de EtOH com relagdo a vazdo de CO, utilizada (%)/ Tempo estatico (minutos).
**Valores da mesma coluna com diferentes letras maitsculas representam uma diferenga significativa de (p <
0,05) entre os experimentos.

Utilizou-se o grafico de Pareto (Figura 8) para entender como os fatores atuaram sobre

o rendimento global da extragao.

Figura 8 - Grafico de Pareto do rendimento global (#7.«/) da ESC em fungao fatores

Cossolvente

Pressao 3,51

Tempo 2,92

Temperatura -1,85

Vazio -,80

p=05

Fonte: Autora
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De acordo com os resultados obtidos pelo planejamento experimental, foi possivel
determinar (p < 0,05) que o unico fator determinante sobre o rendimento foi o cossolvente. Os
demais fatores nao se apresentaram determinantes neste intervalo de confianga.

Quando comparadas TCE e ESC, observou-se que o maior rendimento global foi
obtido na extragdo SOX-EtOH, porém, esta técnica requer grande demanda energética, elevado
tempo de extragdo, pos-processamento e o risco de degradagao de compostos termolabeis. Além
de avaliar o rendimento global, deve-se avaliar também a seletividades das técnicas e a pureza
dos compostos extraidos, por isso, na proxima secao sera apresentado o perfil quimico de cada

uma das técnicas.

4.3.3 Perfil quimico relativo TCE e ESC

Analisou-se o perfil quimico de cada extragdo utilizando GC/MS para determinagao
dos compostos extraidos juntamente com a porcentagem de area relativa ao cromatograma total
(Tabela 12), avaliou-se também o seu peso molecular e a classe a qual pertence cada um dos

compostos identificados.
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Tabela 12 - Porcentagem de area dos compostos identificados nas TCE e ESC

Técnicas de extragio

TCE
ESC
SOX MAC
Peso

molecular . Composto EtOH Hex EtOH Hex 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

(g mol") (min)
144,13 520  (a) 1,60ctadien-3-ol, 3,7- dimetil na 2,11 na na na na na na na na na na na na na na na na na
162,19 5,80  (b) 4H-Piran-4-one,2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6metil 1,00 na na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,35 7,82 (c)Safrole na 2,80 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,36 8,61 (d) a-Cubebene na 0,87 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,36 8,99  (d) Copaene na 0,81 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,35 9,16 (d) o-Guaiene na 2,74 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,36 9,58 (d) Cariofileno na 3,15 na 0,06 na na na na na na na na na na na na na na na
204,36 9,92 (d) Seichelleno na 0,73 na na na na na na na na na na na na na na na na na
202,34 10,24 (d) Di-epi-alfa-cedreno na 1,23 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,36 10,27 (d) o-Curcumeno na 1,93 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,36 10,34 (d) Germacrene na 2,10 na na na na na na na na na na na na na na na na na
204,35 10,53 (d) Biciclogermacrene na 1,14 na na na na na na na na na na na na na na na na na
220,35 10,62 (d) Azulene,1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro- 1, 4dimetil- 7-( 1 -metiletinil)-, na 1,65 na na na na na na na na na na na na na na na na na
256,42 16,09 (e) Acido n-hexadecandico 3,40 na 431 1,32 2,27 3,65 3,05 5,52 5,18 3,44 4,83 4,06 4,99 542 2,46 2,46 3,53 3,71 3,63
280,45 16,57  (e) Acido hexadecanoico, etil ester 0,25 na 1,05 0,64 na na 0,11 0,14 0,23 na 0,17 0,12 0,22 0,07 na na 0,12 0,13 0,11
280,45 18,61 (e) 9,12 Acido octadecadientico (Z,Z) 1,81 na 4,20 1,70 2,63 4,56 4,08 6,47 6,13 4,41 5,99 5,02 5,79 6,30 3,93 3,68 4,55 4,65 4,57
410,72 19,06 (e) 9,12 Acido octadecadienéico (Z,Z), etil ester 1,09 na 1,21 1,26 na 0,11 0,17 0,15 0,23 0,10 0,28 0,19 0,23 0,11 0,07 0,09 0,13 0,14 0,12
400,69 28,77 (g) Esqualeno na na na 0,31 na 0,12 0,20 0,23 0,20 0,23 0,17 0,17 0,19 0,35 0,24 0,22 0,17 0,19 0,20
412,69 33,96 (f) Campesterol na na na 0,08 na 0,09 0,10 0,13 0,12 0,11 0,15 0,11 0,11 0,11 0,12 0,09 0,10 0,09 0,14
426,73 34,37  (f) Stigmasterol na na 0,19 0,22 na 0,30 0,28 0,45 0,37 0,28 0,36 0,33 0,42 0,33 0,34 0,23 0,29 0,34 0,44
414,71 34,51 (g) Tirucalol 6,69 5,61 7,56 12,01 12,60 10,31 11,16 10,64 10,52 11,34 9,78 10,79 10,70 10,79 11,68 11,78 11,18 11,11 11,35
426,71 35,13 (f) B-sitosterol 4,00 2,02 3,02 2,86 337 4,00 3,26 438 3,79 3,45 4,03 3,53 4,00 3,07 327 2,84 3,50 3,80 3,93
426,71 35,68  (g) Lanosterol 10,55 8,19 10,35 13,17 15,19 13,33 13,46 12,76 13,05 13,75 12,58 13,43 12,96 11,80 13,56 14,02 13,82 13,61 13,65
424,71 35,80 (g) Lupeol 3,41 2,08 1,98 2,39 342 3,11 3,01 2,90 2,87 3,24 2,74 3,13 3,02 2,55 3,11 3,21 3,11 3,04 3,10
426,72 36,02 (g) 13,27cicloursan-3-one 17,27 23,28 14,66 17,42 17,35 15,79 15,87 14,61 14,98 15,74 15,23 16,10 14,81 15,75 16,03 16,51 16,12 15,75 15,51
426,72 36,24 (f) 9,19ciclolanost-24-en-3-ol, (3p) 10,57 13,98 10,64 11,82 10,85 12,57 12,17 11,52 11,75 12,13 11,62 12,18 11,66 9,99 11,80 12,12 12,39 12,33 12,26
43874 36,95 (g) 24 Metileno Cicloartan-3-one 2,33 2,03 3,49 4,57 4,26 4,19 472 4,09 3,99 4,39 3,88 4,17 4,06 4,60 4,55 4,51 4,25 427 425
20435 37,17 (a) Sesquirosefuran 7,65 10,85 8,65 10,97 8,21 7,70 7,99 7,16 721 7,74 7,29 7,71 7,10 9,99 7,95 8,14 7,1 7,53 7,46
468,75 37,29 (a) Guaia-9,11-diene na na na na 2,11 2,83 2,43 2,57 2,44 2,78 2,34 2,62 2,55 2,48 2,84 2,79 2,58 2,65 2,60
426,72 37,95 (f) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-ol, 4,14-dimethil-, acetate, (3p,40,50)- 7,28 11,59 6,69 8,41 8,64 7,96 821 7,43 7,55 8,12 7,49 8,01 7,39 7,92 8,23 8,47 792 7,88 7,68

Classe dos compostos identificados em GC/MS: (a) - Terpenos; (b) - Cetona; (c) - Fenilpropeno; (d) Sesquiterpenos; (e) Acidos graxos; (f) Esterdis; (g) Triterpenos.

Legenda: TR - Tempo de retengao.

Fonte: Autora
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Em geral, apenas 4 4cidos graxos foram identificados entre 15 e 20 min, os demais
compostos tiveram maior tempo de retencao apresentando-se entre 34 e 40 min. Estes ultimos
compostos sdo de elevado peso molecular, longas cadeias e com caracteristicas semelhantes,
tratam-se basicamente de triterpenos e esterdis. Os compostos identificados foram separados
por classes (Tabela 13), uma vez que a andlise GC/MS do extrato ndo apresentou um composto

majoritario.

Tabela 13 - Porcentagem de area relativa dos compostos identificados por GC/MS separados
por classes

Compostos
Técnica{ de Terpenos Triterpenos Sesquiterpenos Acidos Esterdois Outros ni
extracio oraxos
SOX EtOH 7,65 40,24 na 6,55 21,84 1,21 22,50
Hex 12,87 41,13 16,13 na 27,07 2,80 0,00
TCE
EtOH 8,65 38,05 na 10,77 20,55 na 21,98
Hex 10,97 49,86 0,06 4,92 23,40 na 10,78
1 10,32 52,82 na 4,90 22,85 na 9,11
2 10,53 46,84 na 8,21 24,91 na 9,51
3 10,42 48,41 na 7,41 24,01 na 9,75
4 9,73 45,23 na 12,27 23,92 na 8,84
5 9,71 45,60 na 11,76 23,58 na 9,35
6 10,75 48,69 na 7,96 24,07 na 8,53
7 9,63 44,37 na 11,26 23,66 na 11,08
TNCE ESC 8 10,33 47,79 na 9,39 24,16 na 8,33
9 9,65 45,74 na 11,23 23,58 na 9,80
10 12,48 45,84 na 11,91 21,42 na 8,35
11 10,79 49,17 na 6,46 23,74 na 9,84
12 10,93 50,26 na 6,24 23,74 na 8,83
13 10,28 48,64 na 8,33 24,20 na 8,55
14 10,18 47,97 na 8,63 24,45 na 8,78
15 10,07 48,05 na 8,43 24,45 na 9,01

Legenda: ni - ndo identificado; na: ndo apresenta.
Fonte: Autora

Dentre as classes dos compostos identificados pelo GC/MS os mais representativos
sdo 0s triterpenos € os esterois.

Sharma, Gupta e Verna (2015) e Srinivasan e Kumaravel (2016) relataram a presenga
de hidrocarbonetos, esterdis, acidos graxos insaturados e saturados, terpenos, triterpenos,
componentes fendlicos e flavonoides na caracteriza¢do de casca de jaca e pd de polpa de jaca,
respectivamente. Estes autores evidenciaram alguns compostos de elevada importancia como o
esqualeno para a industria cosmética e a presenca do B-sitosterol que tem apresentado influéncia
positiva para o tratamento da diabetes, reduzindo rapidamente a glicose do sangue por meio da
inibicao do cortisol.

Fingolo et al. (2013) estudaram os compostos obtidos da Dorstenia arifolia, da familia

Moraceae. Familia, a qual também pertence a Artocarpus heterophyllus e encontraram diversos
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triterpenos, os quais, atribuiram propriedades como antidoto para picada de cobra e agdo anti-
inflamatoria.

Silva et al. (2012) estudaram os 4cidos derivados de triterpenos como oleano, ursano
e lupano e reportaram que os mesmos apresentam elevado potencial como bioativos e exibem
importante atividade biologica assim como farmacéutica, incluindo atividade anti-inflamatoéria,
antimicrobiana, antiviral e positivos efeitos cardiovasculares.

O lanosterol apresentou porcentagem de area significativa e ¢ reportado como agente
de potencial uso para area oftalmologica. Zhao et al. (2015) constataram sua eficiéncia para a
prevengdo e tratamento de catarata, reduzindo significativamente o quadro clinico de cataratas
severas em caes.

Devido as propriedades apresentadas e a elevada porcentagem de éarea obtida, os
triterpenos e esterdis sao as classes de maior interesse de estudo na presente pesquisa, uma vez
que podem convergir para aplicagdes de relevancia.

A porcentagem de area dos esterdis nas TCE € maior na técnica SOX em ambos os
solventes, ou seja, o efeito da temperatura foi positivo. Em contrapartida, os triterpenos
apresentaram maior porcentagem de area quando extraidos pela técnica MAC-HEX, o que
evidencia o carater apolar destes compostos e o efeito negativo da temperatura.

Para anélise dos resultados da ESC, utilizou-se o grafico de Pareto (Figura 9), que

apresenta como os fatores atuaram sobre os triterpenos e esterois.

Figura 9 - Grafico de Pareto para comparacao da atuagao dos fatores sobre as classes de
compostos extraidos. (a) Triterpenos. (b) Esterois

Cossolvente | . -15,474 Pressdo .8,72
Tempo estatico | 5,22 1 Cossolvente I&OI
Pressdo |- 3,63 1 Temperatura 433
Vazio | 3,05 1 Tempo estatico 405
Temperatura |f -56 ] Vazao 343
| p=!05 A | p;,OS |
(a) (b)

Fonte: Autora
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Para os triterpenos, as varidveis cossolvente e tempo estatico apresentaram-se como
relevantes dentro do intervalo de confianga (p < 0,05). Os valores apresentados no grafico sao
referentes ao valor de ¢-Student. As demais variaveis nao foram determinantes.

Para os esterdis, a atuacdo das varidveis pressdo, cossolvente e temperatura
apresentaram-se dentro do intervalo de confianca (p < 0,05) como relevantes. Os valores
apresentados no grafico sao referentes ao valor de #-Student. O aumento da pressdo atua
incrementando a massa especifica do CO; e consequentemente seu poder se solvatacio, o que
faz com que moléculas mais pesadas possam ser arrastadas. A elevacdo da temperatura atua de
forma negativa, isso pode ser explicado pela degradagdo destes compostos ou pela reducao da
sua solubilidade.

Para melhor entendimento da atuagdo dos fatores sobre os triterpenos e esterdis,
avaliou-se a interacdo entre dois fatores (Figura 10 e Figura 11), para identificar o efeito no

rendimento total de extracao.

Figura 10 - Efeitos sobre a extragdo de triterpenos: (a) Vazao e cossolvente. (b) Temperatura e
cossolvente. (¢) Pressao e tempo estatico. (d) Cossolvente e tempo estatico

52 52
£) 5
£50 250
] ] I —
X X
< 48 <48
S 5]
5 5
3 3
= 46 e £ 46 —
= =
44 44
3,0 5,0 40 60
Vazio (mL min™!) Temperatura (°C)
== Semcossolvente —4— Comcossolvente % Sem cossolvente =& Com cossolvente
(a) (b)
52
_ 52
5 8
2 ‘g 50
N <
=48 &
E 48
< 8
2 5
£ 46 5 46
= E
44
44
12 20 0 5
Pressdo (M Pa) Cossolvente (%)
—4— Sem tempo estatico —4— Com tempo estatico —+= Sem tempo estatico —f— Com tempo estatico
() (d)

Fonte: Autora
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Considerando um nivel de confianca de 95 % utilizado na andlise estatistica pode-se
afirmar que o aumento da vazdo (a) na auséncia de cossolvente favorece o aumento da
porcentagem de area dos triterpenos.

O aumento da pressao (c) assim como de cossolvente (d) na auséncia de tempo estatico
fizeram com que a porcentagem de area dos triterpenos fosse reduzida.

Concluiu-se que a utilizagdo de cossolvente apresenta influéncia negativa na extragao
dos triterpenos assim como a utilizacao do tempo estatico. Os demais resultados apresentados

estdo dentro da faixa de incerteza do experimento.

Figura 11 - Efeitos sobre a extracdo de esterdis: (a) Vazao e cossolvente. (b) Temperatura e

cossolvente. (c) Pressao e tempo estatico. (d) Cossolvente e tempo estatico

s F
3:3 24 —_— - { f:g 24
] o
= 3
g =
523 € 23
& &
22 22
3,0 5,0 40 60
Vazio (mL min ) Temperatura (°C)
<=Semcossolvente -4~ Comcossolvente =< Semcossolvente —#— Comcossolvente
(a) (b)
25 25
~—
6) S
5 24 & 24
3 <
E =
= 2
2 B
g 23 g 23
iz 3
22 22
12 20 0 5
Pressdao (MPa) Cossolvente (%)
== Sem tempo estatico = Com tempo estatico =Sem tempo estitico 7 Com tempo estatico
(©) (d)

Fonte: Autora

Considerando o nivel de confianga, observa-se que o aumento da vazdo de CO> (a)
favorece a extracdo dos esterdis, que sdo apolares e afins a este solvente para o caso em que

ndo € usado cossolvente.
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O aumento da temperatura (b) na auséncia de cossolvente ndo ¢ favoravel para a
extragdo dos esterdis, reduzindo a porcentagem de area desta classe de compostos.

O valor da porcentagem de area para os esterois na auséncia de tempo estatico € maior
que na sua presenca (c¢) e (d), logo, a sua utilizagdo ndo favorece a extragdo desta classe de
compostos.

Conclui-se que a utilizagdo de tempo estatico ¢ indiferente para o aumento da
porcentagem de area dos esterois. A utilizacao de cossolvente pode ser suprimida, uma vez que
os resultados da extragdo alcancados com a sua presenga podem ser obtidos manipulando as
variaveis independes, por exemplo, aumentando a vazao ou reduzindo a temperatura. Por outro
lado, 0 aumento da temperatura apresenta-se negativo para extracao desta classe de compostos.

As varidveis que mais influenciaram no processo de extracao dos triterpenos e esterois
foram temperatura, pressao e vazao de CO,. Para os triterpenos e esterois, a utilizagao de tempo
estatico desfavorece a extracao. Os resultados obtidos para os esterdis utilizando cossolvente
podem ser alcancados controlando outros fatores.

A partir deste refinamento, faz-se necessario um estudo para obter a melhor condi¢do
de operagdo considerando os fatores identificados para maximizar a quantidade destas classes

de compostos dentro das faixas de valores estudadas.

4.3.4 ESC - Planejamento Experimental 2

No planejamento experimental 2 para ESC (Tabela 14), o rendimento global variou
entre 7,42 = 0,28 mg g! para a condi¢do de 40 °C/12 MPa/3 mL min™' e 10,64 + 0,83 mg g’
para a condi¢do 40 °C/20 MPa/4 mL min™', sendo estatisticamente diferentes entre si. No
entanto, os valores intermedidrios ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, ou seja,
a variagdo no rendimento global ao comparar os extremos ¢ significativa; no entanto,
comparando ponto a ponto a variagdo se torna pequena, isso reduz a variabilidade estatistica
entre os resultados.

Um fator implicito incluido no planejamento experimental foi a razdo
solvente/amostra, que atua para aumentar o rendimento global da extrac¢do, devido ao aumento
do nimero de moléculas de CO> por unidade de volume no leito que consequentemente aumenta
a interacdo molecular entre o CO> e soluto, contribuindo para a dissolucdo do soluto (Nyam et
al., 2010). Por exemplo, para vazio de 2,70 mL min"! durante uma extracio de 150 min, foram
utilizados 0,406 kg de CO», resultando na taxa de consumo de 57,98 kg de CO; kg™! de amostra.

Para um fluxo de solvente de 4,30 mL min"!, durante uma extracdo de 150 min, foram utilizados
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0,646 kg de CO; com uma taxa de consumo de 92,33 kg de CO> kg' de amostra.

Consequentemente ocorreu uma diferenca de 37,2 % na massa de solvente utilizada.

4.3.4.1 Ajuste do modelo e andlise de dados utilizando RSM

Os triterpenos foram considerados como a soma das massas dos seguintes compostos:
esqualeno, tirucalol, lanosterol, lupeol, 13,27-cicloursan-3-one, 24-metilenocicloartanone.
Como esterois, considerou-se a soma dos seguintes compostos: campesterol, estigmasterol, 3-
sitosterol, 9,19-ciclolanost-24-en-3-ol, (3B) e 9,19-cicloergost-24(28)-en-3-ol, 4,14-dimetil-,
acetato, (3P, 4a, 5a)-. A Figura 12 mostra a superficie de resposta para #7owi, §TowlEstersis €
NTowlTriterpenos. Os resultados obtidos para o planejamento experimental de cada execucao
experimental sdo apresentados na Tabela 14.

Para investigar os fatores e interagdes que influenciaram as variaveis dependentes
dentro dos intervalos considerados, foram ajustados modelos de regressdo polinomial a partir
da RSM. Os coeficientes de regressdo obtidos para cada resposta utilizando variaveis
codificadas, bem como os coeficientes de determinagio ajustados (R%.j) € o coeficiente de

determinagio multipla (R?) sdo apresentadas na Tabela 15.

4.3.4.1.1 Rendimento global de extragio (17oar)

Para entender a relagdo entre as varidveis independentes e o rendimento global das
extragdes, € necessario avaliar a superficie de resposta (Figura 12 (a)). O valor de 77w
apresentou seu maximo em duas situacdes diferentes. A primeira situacdo foi em baixas
temperaturas (38 °C) e altas pressoes (22 MPa). A segunda situagao foi para baixas pressoes
(11 MPa) e altas temperaturas (52 °C). Enquanto o menor rendimento global ocorreu em baixas
temperaturas (40 °C) e baixas pressoes (12 MPa). O maximo valor de 770 esteve presente em
dois momentos distintos, devido as melhores condigdes de extragdo dos triterpenos e esterois,
que ocorreram nos extremos de pressao e serao descritos posteriormente.

Ao avaliar os fatores e interagdes no modelo de regressdo que foram identificados
como estatisticamente significativos (p < 0,05) para a variavel dependente 770w, pode-se
concluir que as maiores contribui¢des positivas estdo relacionadas aos coeficientes lineares da
vazdo de CO», pressdo, temperatura e coeficiente quadratico de temperatura. A interagao linear
entre os coeficientes de temperatura e pressdo, bem como a vazdo quadratica, resultaram em

um efeito negativo na variavel 77w Os demais fatores e interagdes ndo foram significativos,
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considerando o nivel de confianca da andlise e os intervalos utilizados para os fatores. A
Equagdo 28 representa o modelo estatistico determinado para #7.;, considerando apenas os

coeficientes de regressao significativos.

Nroar = 95110 +0,287 x X + 0,370 x X ;, +0,576 x X 1y +0,214 x X7 +(—0,246)x X 2y +(—0,554)x X ;. X

(28)

O coeficiente de regressao multipla (R?) determinado para o modelo foi de 0,891 e o
valor ajustado dos coeficientes de determinacao (R?.gj) foi de 0,809, indicando a precisdo entre
os valores calculados para o modelo e os valores obtidos experimentalmente para 770 (Tabela

15).

4.3.4.1.2 Rendimento global de esterdis (1 7ouiEstersis)

A Tabela 14 mostra os resultados para a extragao de esterois para TCE e ESC, a técnica
SOX-HEX apresentou o maior valor de #romwissersis 0,913 £ 0,005 mgsr g de amostra. As
extragcdes com HEX apresentaram melhores resultados quando comparadas com EtOH. Isso
deve estar relacionado a afinidade solvente/soluto que ocorreu durante a extragdo e a constante
dielétrica (ANDRADE; TRIVELLIN; FERREIRA, 2017; FERRO et al., 2019).

Nas superficies de resposta para a variavel dependente #7osiEseersis, f01 observado um
aumento no perfil de esterdis com o aumento da pressao (22 MPa) a baixas temperaturas (38
°C). O maior teor de esterdis foi de 0,832 + 0,007 mgsr g de amostra, referente a condigio de
extracio de 40 °C/20 MPa/4 mL min’!, seguido pelo valor de 0,800+ 0,009 mgsr g™ de amostra,
para a condi¢do 40 °C/20 MPa/3 mL min™!, que sdo estatisticamente semelhantes e obtidos sob
as mais altas condi¢des de pressao e densidade de COs».

Esses resultados estdo de acordo com os estudos de Bogdanovic et al. (2016), Martins
et al. (2016b), Nyam et al. (2010) e Nyam et al. (2011). Esses autores avaliaram a extragdo de
esterdis por ESC de vérias plantas e indicaram que o ponto ideal para a extragdo desses
compostos variou entre 22,8 e 40,0 MPa e temperaturas entre 30 e 42 °C. Por outro lado,
Sajfrtova et al. (2010) descreve que a melhor condi¢do de extragdo para o f-sitosterol foi de 15
MPa e 40 °C. Essa diferenga de temperatura e pressdo pode estar relacionada ao fato de os
autores considerarem um Unico esterol, enquanto neste estudo foi avaliada a melhor condi¢ao

de extracdo do conjunto de esterdis presentes na SJ. Martins et al. (2016a) e Xu et al. (2011)
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obtiveram seus pontos 6timos de extracdo em pressdes semelhantes as obtidas neste estudo, no
entanto, em temperaturas mais elevadas, isso pode estar relacionado a natureza dos compostos
obtidos e sua interagdo com a matriz vegetal.

Avaliando os fatores e interagdes que foram identificados como estatisticamente
relevantes (p < 0,05) para a variavel dependente #rowiEsersis tem-se que para o modelo linear, a
temperatura teve um efeito negativo na extracao de esterdis, a pressdo teve um efeito positivo
€ a interacdo temperatura e pressao apresentou efeito negativo. Os outros fatores e interagdes
nao foram significativos considerando o nivel de confianga da anélise. A Equagao 29 representa
o modelo estatistico determinado para #7.wiEsersis, considerando apenas os coeficientes de

regressao significativos.

NTotalEstenis = 0’596 + (_0’069) X XT + 09044 X XP + (_09043) X XTXP (29)

O coeficiente de regressao multipla (R?) determinado para o modelo foi 0,857 e o valor
ajustado dos coeficientes de determinacdo (RZ.j) foi 0,804, indicando a previsdo entre os
valores calculados para o modelo e o valor obtido experimentalmente para #7oziEsersis (Tabela

15).

4.3.4.1.3 Rendimento global de triterpenos (9 rowitriterpenos)

Dentre as TCE o maior rendimento para extracao de triterpenos foi obtido por MAC-
HEX que apresentou 1,413 + 0,004 mgrr g de amostra. As extragdes com HEX apresentaram
melhores resultados quando comparadas com EtOH e isto pode estar relacionado a afinidade
solvente/soluto que ocorre durante a extracdo e a constante dielétrica, como foi relatado
anteriormente (ANDRADE; TRIVELLIN; FERREIRA, 2017; FERRO et al., 2019).

Para a ESC, a melhor condicdo de extracao dos triterpenos foi em elevada temperatura
(52 °C) e baixa pressdo (10 MPa). Os melhores valores obtidos foram 1,501 = 0,004 mgrr g’!
para a condi¢dio 50 °C/12 MPa/4 mL min™!, estatisticamente semelhante a 1,485 + 0,004 mgrr
g’! para a condi¢do 45 °C/10,4 MPa/3,5 mL min™!, ambos obtidos nas condi¢des de menor
pressdo e com baixa densidade de CO.. Este comportamento pode ser explicado pelo
incremento da solubilidade dos triterpenos, uma vez que o aumento da temperatura resulta no
aumento da pressdo de vapor do soluto. Embora sejam usadas condi¢des de baixa densidade de

CO», a temperatura apresentou maior influéncia na extragdo que a pressdo, consequentemente,
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temperaturas mais elevadas sdo capazes de extrair maior conteido de triterpenos
(DOMINGUES et al., 2013).

Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Oludemi et al. (2018) que avaliaram
a extracdo de triterpendides de Ganoderma lucidum por extragdo assistida por ultrassom e
extragdo assistida por calor e determinaram que a melhor temperatura de extracao foi de 90 °C.
Pandey e Kaur (2018) estudaram a extracao de triterpenodides pentaciclicos por refluxo de calor
e obtiveram as melhores condi¢des de extragdo a 65 °C. Em contrapartida, Domingues et al.
(2013) avaliaram a extragdo de acidos terpénicos de Eucalyptus globulus por ESC e
determinaram que a melhor temperatura de extragdo foi de 40 °C, 20 MPa usando 5 % de EtOH.
A diferenca atribuida a temperaturas mais baixas e pressdes mais elevadas podem estar
relacionadas pelo autor definir como 4cidos terpénicos, compostos que ndo foram encontrados
no extrato de SJ ou pela utilizacdo de EtOH como cossolvente durante a extragao.

Avaliando os fatores e interagdes identificados como estatisticamente relevantes (p <
0,05) para o modelo de variavel dependente #7owitviterpenos, 0 coeficiente linear relativo a pressao
na extragdo de triterpenos teve um efeito negativo, o coeficiente linear de vazao, temperatura e
o coeficiente de pressdo quadratico apresentaram efeito positivo na extragao de triterpenos. Os
outros fatores e interacdes nao foram significativos considerando o nivel de confianca da
analise. A Equacdo 30 representa o modelo estatistico determinado para #7owiTricerpenos

considerando apenas os coeficientes de regressao significativos.

=1,038 + 0,043 x X, +(<0,197) x X, +0,055 x X2 + 0,078 x X (30)

Mrotartri tapenos

O coeficiente de regressao multipla (R?) determinado para o modelo foi de 0,957 e o
valor dos coeficientes de determinacao ajustados (R?,4j) foi de 0,925, indicando a previsdo entre
os valores calculados para o modelo e os valores experimentais obtidos #7owiTriterpenos (Tabela

17).
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Tabela 14 - Resultados de rendimento #7ozal, 1 TotiTriterpenos € NTotaiEstersis para TCE e ESC

NTotal
-1 2,3
(mgextrato g amostra) ?

NTotalEsterdis
-1 2.3
(mgSR g amostra)

NTotalTriterpenos
-1 2,3
(mgTT g amostra)

173,13 £5,06" +4
16,75+ 0,357 B.C
23,87+0,19"%8
6,61+0,13"¢D

0,702 £ 0.004 ¢ EF
0,913 +£0.005 >4
0,689 +0.002 ¢ = .G
0,837 £ 0.004 €

1,316 £0,003 ¢F
1,342 £ 0,004 % E
1,264 + 0,006 -1
1,413 0,004 > €

NTotal
-1 2,3
(mgextrato g amostra) ?

NTotalEsteréis
-1 23
(mgSR g amostra)

NTotalTriterpenos
-1 2,3
(mgTT g amostra)

TCE Indice
de
Polarid
ade!
SOX EtOH 5,2
HEX 0,0
MAC EtOH 5,2
HEX 0,0
Experimento ESC/Condigao pCO,
(kg
m3)
1 - 40 °C/12 MPa/ 3 mL min"! 717,76
2 -50 °C/ 12 MPa/3 mL min™! 584,71
3 - 40 °C/ 20 MPa/3 mL min™! 839,81
4 - 50 °C/ 20 MPa/3 mL min! 784,29
5 - 40 °C/ 12 MPa/4 mL min™! 717,76
6 - 50 °C/ 12 MPa/4 mL min™! 584,71
7 - 40 °C/ 20 MPa/4 mL min™! 839,81
8 - 50 °C/ 20 MPa/4 mL min™! 784,29
9-36.6°C/ 16 MPa/3.5 mL min' 817,11
10 - 53.4 °C/ 16 MPa/3.5 mL min! 694,55
11-45°C/9.3 MPa/3.5mL min" 381,19
12 - 45°C/22.7 MPa/3.5 mL min! 838,58
13-45°C/ 16 MPa/2.7 mL min? 759,98
14 - 45 °C/ 16 MPa/4.3 mL min? 759,98
15-45°C/ 16 MPa/3.5 mL min? 759,98
16 - 45 °C/ 16 MPa/3.5 mL min? 759,98

7,42 +0,28 4D
8,32+0,19 4D
9,07 + 0,26 *bdD
8,88 + 0,30 b d.D
8,33 +0,28 =4P
10,53 + 0,37 +>CD
10,64 +0,23 »&D
9,50+ 0,35 b¢D
9,31 +0,36%%>¢D
10,59 + 0,37 »»CD
9,37+0,28 »b¢D
10,30 + 0,34 > C.D
7,89 £0,30 4P
9,41+0,315cD
9,12+0,31 »>¢b
9,08 £0,23 »b.cdD

0,533 +£0,006%" ¢
0,486 £ 0,004 »M
0,800 + 0,009 =P

0,550+ 0,007 &KL
0,658 + 0,004 > G

0,534 +0,003 &ML

0,832+ 0,007 =€
0,564 + 0,008 L&) K
0,679 + 0,003 »EF.G

0,528 + 0,003 ™
0,573 + 0,004 &K

0,610 + 0,009 ¢ - 1.1

0,570 + 0,008 = 1K
0,621+ 0,003 < H

0,608 + 0,002 & ¢ H.1

0,585+ 0,009 &< L

1,160 + 0,004 ¢!
1,317 +0,003 ©F
0,840 + 0,002 N
0,883 0,001 M
1,448 £ 0,003 B
1,501 0,004 &4
0,999 + 0,003 & ©
1,105 + 0,003 &’
0,988 + 0,004 &
1,122 0,006 &*
1,485 + 0,004 »A
0,834 + 0,002 N
0,993 + 0,006 &
1,124 +0,003 ©*
1,043 £ 0,002 £ ¥
1,037 £ 0,002 £ ¥

Fonte:"Indice de polaridade (Barwick, 1997; Kumoro; Hasan; Singh, 2009)
“Densidade do CO, (NIST, 2011).
*** Dados apresentados anteriormente;
! Valores da mesma coluna com diferentes letras mintisculas representam uma diferenga significativa (p < 0,05)
considerando os experimentos TCE e ESC em grupos separadamente.
2 Valores da mesma coluna com diferentes letras maitisculas representam uma diferenca significativa (p < 0,05),
considerando todos os experimentos das TCE e ESC simultaneamente.
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Figura 12 - Andlise de superficie de resposta para temperatura e pressao, mantendo constante
a vazdo de COz em 3,5 mL min'. (a) Rendimento total da extracdo (57ow). (b) Rendimento

global de esterdis (1 7ouiEswersis). (€) Rendimento global de triterpenos (9 7owitviterpenos)

( 8 usdw)
SIQINSHIEIOLL{

Tabela 15 - Coeficiente de regressao (CR) e p-valores para o modelo de #7owl, HTotiEstersis €
N TotalTriterpenos Para extracao com fluido supercritico de SJ

._.
>

1.6

E d
(S

(-8 13w)
gouadaanil oLy

Fonte: Autora

Cocficientes N7otal NTotalEsteréis NTotalTriterpenos
CR p-valores CR p-valores CR p-valores

o 9,110 0,000 0,596 0,000 1,038 0,000
b 0,287 0,011 -0,069 0,000 0,043 0,009
B 0,214 0,035 0,007 0,495 0,018 0,183
B2 0,370 0,002 0,044 0,002 -0,197 0,000
P22 0,173 0,078 0,003 0,776 0,055 0,001
B3 0,576 0,000 0,022 0,064 0,078 0,001
P33 -0,246 0,018 0,004 0,676 0,020 0,158
P12 -0,554 0,001 -0,043 0,010 -0,008 0,680
Bis 0,0437 0,733 -0,012 0,422 -0,005 0,781
B2s -0,116 0,371 -0,016 0,288 -0,011 0,541
R? 0,891 0,857 0,957

R?yq 0,809 0,804 0,925

Fonte: Autora
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Na Tabela 15 foram apresentados os coeficientes de regressao obtidos para o modelo
completo, porém, apenas os coeficientes em negrito foram considerados significativos (p <
0,05). E os valores de R? e R%,; sdo referentes a0 modelo com os coeficientes significativos.
Valores positivos para os coeficientes de regressao indicam que ocorre incremento da variavel
resposta em maior ou menor escala, enquanto valores negativos induzem a redugdo da variavel
resposta, nestas mesmas condi¢des. A distribuicao dos residuos do planejamento experimental

(Figura 13) apresentou-se adequada.

Figura 13 - Residuos dos dados experimentais do planejamento CCD. (a) Rendimento total da
extragdo (17701). (b) Rendimento global de esterdis (177omiksiersis). (€) Rendimento global de
triterpenos (77 Total Triterpenos)

3
,99
g 2
<
£
37
0
E
o
Z
=
)
=
>
'098 '034 0,0 0,4
Residual
(@)
3 3
) )
T2 3
£ E
g ! :
= =
0
: 2
Z -1 Z
g g
S 2 S
-3 -3
-0,08 -0,04 0,00 0,04 0,08 -0,12 -0,08 -0,04 0,00 0,04 0,08
Residual Residual
(b) (©)

Fonte: Autora

A andlise dos residuos indica que os mesmos seguem a distribuicdo normal, o que €

desejavel para um planejamento experimental.
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4.3.4.2 Atividade biologica

Nas subsegdes a seguir sdo apresentados os principais resultados obtidos para a

atividade bioldgica in vitro.

4.3.4.2.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

O extrato que apresentou os melhores resultados para o CFT foi obtido pela técnica
SOX-EtOH (12,075 + 2,131 mg EAG g) (Tabela 16). O efeito da polaridade do EtOH nos
valores de CFT foi descrito por Zzaman (2012), que utilizou EtOH como solvente na extracao
de SJ e favoreceu a extragdo de maior quantidade de componentes polares detectaveis pelo
método CFT.

Shanmugapriya et al. (2011) avaliaram a extracdo SOX-EtOH de SJ e obtiveram 4,16
+ 0,01 mg EAG g ! de extrato, um valor inferior ao apresentado neste estudo (equivalente a
79,270 + 1,698 mg EAG g ! de extrato). A preparagio ou pos-processamento de amostras e a
variabilidade da matriz vegetal poderiam explicar as diferencas.

Ojwang et al. (2018) estudaram a extragao de SJ pela técnica MAC com metanol e
obtiveram valores entre 17,37 ¢ 18,69 mg g ! de extrato para amostras coletadas em diferentes
locais. Os elevados valores obtidos estdo relacionados ao uso de metanol e sua elevada
polaridade e afinidade com os compostos fendlicos. O menor tamanho da molécula de solvente
pode ter melhorado a permeabilidade na matriz vegetal, promovendo a difusividade e
consequentemente o aumento do rendimento global (BRUNNER, 1994; SAKINTUNA;
CUHADAR; YURUM, 2006).

Shrikanta, Kumar e Govindaswamy (2013) estudaram a técnica de MAC a quente com
a mistura EtOH/agua (80:20 v/v) de SJ liofilizadas. Esses autores obtiveram o menor teor de
CFT para SJ (1,00 £ 0,09 mg EAG g ! peso seco) entre todas as sementes estudadas, embora a
utilizagdo da agua como solvente possa ter favorecido a extracdo de compostos fenolicos, uma
vez que sua polaridade ¢ maior que o proprio EtOH. A diferenca entre os resultados obtidos
neste estudo e o dos autores citados pode ser explicada pelo curto tempo de extracao (30 min)

ou diferengas na metodologia aplicada para a determinagao dos CFT.

4.3.4.2.2 Meétodo de captura do radical ABTS"

Os resultados para este ensaio variaram de 32,547 + 1,235 a 0,101 £ 0,002 pmol TE
g ! (Tabela 16). O melhor valor foi obtido para técnica SOX-EtOH (32,547 + 1,235 umol TE
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g 1), e, novamente, este valor é relacionado a polaridade, com a melhor transferéncia de massa
entre a matriz vegetal e o solvente pelo aumento da temperatura, uma vez que favoreceu a
extracdo de compostos que apresentam elevada atividade antioxidante avaliada mediante o
método ABTS. Em todos os casos, os resultados obtidos para extracdes com HEX apresentaram
menores resultados quando comparados aos resultados obtidos com EtOH.

Para a técnica de ESC, o melhor resultado foi obtido em 50 °C/12 MPa/4 mL min ™'
(0,659 £ 0,014 pmol TE g!), sugerindo que esta técnica, dentro dos limites testados de
temperatura e pressao, ndo foi eficiente para a extracao de antioxidantes detectado pelo método
ABTS.

Os resultados obtidos serdo discutidos qualitativamente, uma vez que a metodologia e
os padroes descritos pela literatura foram diferentes daquelas utilizadas no presente estudo.

Soong e Barlow (2004) estudaram MAC a quente com a mistura EtOH/agua (50:50
v/v) de SJ e obtiveram diferentes valores expressos em capacidade antioxidante equivalente de
4cido ascorbico (AEAC) por massa de extrato (umol AEAC g™ !) para amostra fresca (7,4 + 2,0
umol AEAC g') e para amostra liofilizada (25,4 pmol AEAC g'). Para as amostras
liofilizadas, o maior valor, AEAC pode ser relacionado ao efeito do processo de liofilizagdo da
matriz vegetal. Durante este processo, dependendo das condi¢des utilizadas, as paredes
celulares da matriz vegetal podem ser quebradas, facilitando o acesso do solvente aos
compostos presentes. Outra razdo, pode ser a perda de agua da matriz vegetal que concentra os
compostos tornando-os mais disponiveis para extracdo (MELLOR; BELL, 1993; OETJEN,
1999).

4.3.4.2.3 M¢étodo de captura do radical DPPH

O melhor resultado foi obtido para a técnica de extracdo SOX-EtOH (5,223 + 0,290
umol TE g 1), seguido por MAC-EtOH (1,387 + 0,001 umol TE g!). Os menores valores de
concentracdo foram obtidos com TCE-HEX (Tabela 16). Estes resultados estdo de acordo com
os valores obtidos por Zzaman (2012), que relatou que a adicdo de EtOH nas extragdes
favoreceu a solubilidade de compostos com capacidade antioxidante. Além disso, foi
demonstrado que o aumento da concentra¢do deste solvente pode promover a quebra da
membrana celular e favorecer melhor permeabilidade ao solvente na matriz.

A ESC apresentou resultados intermediarios quando comparada as outras técnicas de
extracdo. Zzaman (2012) relatou que o aumento na temperatura teve um efeito negativo na

resposta do DPPH. Este efeito pode indicar que os compostos contidos no extrato detectaveis
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pelo método DPPH sdo termolabeis. No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre os

resultados da ESC com o aumento da temperatura de 40 °C para 50 °C.

Tabela 16 - Compostos fendlicos totais (CFT), potencial antioxidante obtidos por ABTS e

DPPH de extrato de SJ

CFT
(mg EAG g '?

ABTS
(umol TE g’l)l’2

DPPH
(umol TE g’l)l’2

TCE

SOX EtOH
SOX HEX
MAC EtOH
MAC HEX

12,948 + 2,131 **
0,805 + 0,025 **®
1,892 + 0,009 *®
0,572 + 0,032 #*P

32,547 + 1,235 =4
1,898 + 0,012 &€
6,906 + 0,025 &
0,873 + 0,001 =P

5,2235 + 0,2899 **
0,0040 + 0,0020 *€
1,3874 + 0,0005 >
0,0148 + 0,0018 %€

ESC

40 °C/12 MPa/3 mL min”
50 °C/12 MPa/3 mL min™
40 °C/20 MPa/3 mL min”'
50 °C/20 MPa/3 mL min”
40 °C/12 MPa/4 mL min”'
50 °C/12 MPa/4 mL min™'
40 °C/20 MPa/4 mL min”'
50 °C/20 MPa/4 mL min™'
37,9 °C/16 MPa/3,5 mL min”'
52,1 °C/16 MPa/3,5 mL min™
45 °C/10,4 MPa/3,5 mL min”'
45 °C/21,6 MPa/3,5 mL min™'
45 °C/16 MPa/2,8 mL min™'
45 °C/16 MPa/4,2 mL min™"
45 °C/16 Mpa/3,5 mL min™
45 °C/16 Mpa/3,5 mL min™

0,392 + 0,008 ™MK
0,424 =+ 0,026 ™M LLK
0,458 + 0,015 M HLI
0,341 = 0,008 ™"
0,379 + 0,004 ™+t
0,937 + 0,004 €
0,486 % 0,016 *he RO
0,468 + 0,010 "G
0,559 + 0,004 &*F
0,458 & 0,028 ML
0,383 + 0,017 ™AL
0,718 % 0,005 =
0,591 + 0,023 *F
0,588 + 0,022 “*
0,552 + 0,007 MetEF
0.541 + 0,001 *&tEFC

0,138 + 0,012 *MN
0,273 + 0,013 ***
0,372 + 0,015 *H
0,328 + 0,015 !
0,176 + 0,027 *-M
0,656 + 0,018 *F
0,251 + 0,037 "%
0,142 + 0,032 =M\
0,361 + 0,016 ="
0,592 + 0,018 F
0,200 = 0,016 *%F
0,0751 £ 0,017"°
0,659 + 0,014 *F
0,429 + 0,016 ¢
0,104 + 0,016 "N°
0,101 + 0,002 "™-°

0,0207 + 0,00078 4P
0,0177 + 0,00085 P
0,0195 + 0,00101 *°
0,0205 = 0,00094 “P
0,0205 + 0,00035 *P
0,0193 + 0,00112 4P
0,0226 + 0,00247 %P
0,0204 + 0,00108 *-°
0,0179 + 0,00421 *P
0,0212 + 0,00120 *°
0,0180 + 0,00212 %P
0,0215 + 0,00113 %P
0,0156 + 0,00096 *°
0,0203 = 0,00106 *
0,0183 = 0,00097 *P
0,0175 + 0,00074 *°

' Valores da mesma coluna com letras mintsculas diferentes representam uma diferenga significativa (p < 0,05)
considerando TCE e ESC simultaneamente.
2 Valores da mesma coluna com letras maitsculas diferentes representam uma diferenca significativa (p < 0,05)
considerando TCE e ESC separadamente.

O teste de Tukey foi aplicado duas vezes sobre os resultados. No primeiro caso,

consideraram-se os resultados das TCE e ESC simultaneamente, porém, a grande amplitude dos

resultados homogeneiza os valores menores como se nao houvesse diferenca significativa entre

os mesmos. No segundo caso, consideraram-se os resultados das TCE e ESC separadamente,

comparando os resultados entrei si, ou seja, TCE com TCE e ESC com ESC.

4.3.4.2.4 Fator de protegdo solar

As curvas de absorcao de luz UV (250 — 400 nm) em fung@o do comprimento de onda

dos extratos (Figura 14) e o fator de protecdo solar (FPS) para a regido UVB foi calculado.
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Figura 14 - (a) Analise espectrofotométrica do comportamento dos extratos e dos padrdes
utilizados para absor¢ao da luz UV. (b) Fator de protecao solar (FPS) calculados para os
extratos
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Fonte: Autora

Os extratos que apresentaram resultados de absorbancia semelhantes aos padrdes TiO:
e EMT foram de MAC-EtOH, SOX-EtOH e SOX-HEX, pois absorvem a luz UV da mesma
forma, ndo apenas na regido UVB (290 - 320 nm), mas também nas regides UVC (190 - 290
nm) e UVA (320 - 400nm). Os extratos obtidos por ESC ndo apresentaram resultados
significativos de FPS em nenhuma das condigdes testadas.

A partir da andlise estatistica dos resultados do FPS, determinou-se que os extratos
apresentaram comportamento semelhante aos padrdes TiO> e EMT, apresentando atividade

fotoprotetora. Na concentragdo de 0,01 g mL™! de extrato, nio houve diferenca estatistica entre
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TiO, e EMT e, na concentragio de 0,005 g mL! de extrato, ndo houve diferenca estatistica
entre TiO2, EMT e MAC-EtOH. Os demais resultados nestas concentragdes ndo apresentaram
diferenca estatistica quando comparados apenas ao TiOa. Para concentrag¢io de 0,0002 g mL"!
de extrato, ndo houve diferenca estatistica entre os padrdes EMT e TiO». Os resultados obtidos
para MAC-EtOH, SOX-EtOH e SOX-HEX nao apresentaram diferenca estatistica entre eles,
mas diferiram estatisticamente dos resultados obtidos para os padrdes.

Os valores de FPS calculados para as TCE foram semelhantes aos obtidos para os
padrdes nas concentragdes de 0,01 e 0,005 g mL! de extrato. Para a concentragio de 0,0002 g
mL! de extrato, os padrdes continuaram a absorver a luz UV, mas os extratos nio mantiveram
essa caracteristica, indicando que a capacidade de absorver a radiagdo UV ¢ dependente da
concentracdo. Esta ¢ uma questdo importante a ser considerada se o propdsito € usar o extrato
como um fotoprotetor.

Este efeito biologico positivo da fotoprotecdo pode estar relacionado a presenca de
artocarpina, uma proteina presente nas plantas do género Artocarpus, que foi estudado por Lee
et al. (2013) e indicaram efeitos fotoprotetores significativos, reduzindo a descamagdo, o
espessamento epidérmico e a formacao de células queimadas em ratos, no entanto, sua presenga

nao foi detectada pelo método analitico utilizado.

4.3.4.2.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana, expressa como CMI, dos extratos obtidos por TCE ¢ ESC
foram avaliadas utilizando alguns fungos filamentosos, leveduras e bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (Tabela 17).

Foi constatada atividade antifingica contra os fungos dermatofitos E. flocosum, M.
canis, M. gypseum e T. mentagrophytes. Os fungos dermatofitos sdo patogénicos e requerem
queratina para o crescimento. Estes fungos podem causar infecgdes superficiais do couro
cabeludo, pele e unhas (White et al., 2014). A CMI do extrato com efeito antifungico foi de 125
ug mL! contra M. canis para ESC na condi¢io de 50 °C/12 MPa/3 mL min™..

Resultados satisfatorios foram obtidos (250 - 500 ug mL™") contra 0 mesmo fungo para
SOX-HEX, MAC-EtOH, MAC-HEX e para todas as condi¢des ESC, com exce¢do de 45 °C/16
MPa/3,5 mL min™'. Resultados satisfatorios foram obtidos contra 7. mentagrophytes para SOX-
HEX, MAC-EtOH e ESC nas seguintes condigdes: 40 °C/12 MPa/3 mL min™', 50 °C/12 MPa/3
mL min™', 40 °C/20 MPa/3 mL min™' € 50 °C /20 MPa/4 mL min™'. Baixa atividade antifungica

(1000 pg mL) foi obtida para as demais técnicas de extragio e condi¢des da ESC. Obtiveram-
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se resultados satisfatérios contra M. gypseum pelas condi¢cdes SOX-HEX, MAC-EtOH e ESC
a 40 °C/12 MPa/3 mL min’!. Baixa atividade antifiingica foi obtida para as outras técnicas de
extragdo e condi¢des ESC.

Nio foi detectada atividade antifiingica (> 1000 ug mL™!) contra E. flocosum por SOX-
EtOH, MAC-EtOH, MAC-HEX ou ESC nas condi¢des 50 °C/20 MPa/3 mL min™! e 45 °C/16
MPa/3,5 mL min™'.

Nao foi detectada atividade antibacteriana pelo método CMI.

Poucos estudos relataram atividade antimicrobiana para SJ; portanto, poucos estudos
estdo disponiveis para comparagdo direta com o presente estudo. Apesar desta limitagdo, os
estudos disponiveis sugerem que o extrato de SJ possui atividade antifingica e antibacteriana.
Por exemplo, Okoye (2016) avaliou o uso do extrato de SJ obtido por SOX-HEX e determinou,
assim como no presente estudo, boa atividade antifungica, como no caso de 7. microsporum e
M. globosum, bem como baixa atividade antibacteriana para S. aureus.

Os estudos de Khan, Omoloso e Kihara (2003) e Theivasanthi et al. (2011) avaliaram
o efeito antibacteriano de SJ. Os autores indicaram o potencial antibacteriano de nanoparticulas
contra E. coli e B. megaterium. Os ultimos autores ainda indicaram atividade antibacteriana
contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, entre outros. Esses resultados divergem dos resultados
do presente estudo, pois, quando avaliada a CMI nao foi detectada atividade antibacteriana para
nenhuma das técnicas de extracdo empregadas ou condi¢des ESC.

Como observado acima, a diferenca entre os resultados obtidos e os resultados
apresentados pela literatura podem estar relacionados aos métodos de extracao, analise e micro-
organismos utilizados ou aspectos ambientais, como a localizacdo da planta que pode

influenciar o perfil quimico (MAZZUTTI et al., 2012; PEREIRA; MEIRELES, 2010).



Tabela 17 - Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos de SJ para fungos

Concentracio Minima Inibitéria (ng mL™)

Atcpe.rgillus Epidermophyton Microsp-orum Microsporum Rhizopus sp. Trichophyton Cai?dida

Sfumigatus floccosum canis gypseum mentagrophytes albicans

SOX EtOH > 1000 > 1000 1000 1000 > 1000 > 1000 > 1000

SOX HEX > 1000 1000 250 500 1000 500 > 1000

MAC EtOH > 1000 > 1000 500 500 > 1000 500 > 1000

MAC HEX > 1000 > 1000 500 1000 > 1000 1000 > 1000

40 °C/12 MPa/3 mL min’' > 1000 1000 250 500 > 1000 500 > 1000

50 °C/12 MPa/3 mL min™' > 1000 1000 125 1000 > 1000 500 > 1000

40 °C/20 MPa/3 mL min' > 1000 1000 250 1000 > 1000 500 > 1000

50 °C/20 MPa/3 mL min™' > 1000 > 1000 500 1000 > 1000 1000 > 1000

40 °C/12 MPa/4 mL min™' > 1000 1000 250 1000 > 1000 1000 > 1000

50 °C/12 MPa/4 mL min”' > 1000 1000 500 1000 > 1000 1000 > 1000

40 °C/20 MPa/4 mL min"' > 1000 1000 500 1000 > 1000 1000 > 1000

50 °C/20 MPa/4 mL min™ > 1000 1000 250 1000 > 1000 500 > 1000

37,9 °C/16 MPa/3,5 mL min™' > 1000 1000 125 500 > 1000 500 > 1000
52,1 °C/16 MPa/3,5 mL min™' > 1000 1000 500 500 > 1000 500 1000

45 °C/10,4 MPa/3,5 mL min™' > 1000 1000 250 1000 > 1000 1000 > 1000

45 °C/21,6 MPa/3,5 mL min™' > 1000 1000 1000 1000 > 1000 500 > 1000

45 °C/16 MPa/2,8 mL min”' > 1000 1000 500 500 > 1000 250 > 1000

45 °C/16 MPa/4,2 mL min”' > 1000 1000 500 500 > 1000 500 > 1000

45 °C/16 Mpa/3,5 mL min"' > 1000 > 1000 1000 1000 > 1000 1000 > 1000

45 °C/16 Mpa/3,5 mL min’' > 1000 > 1000 1000 1000 > 1000 1000 > 1000

Cetoconazol 8 0,5 8 6 8 8 7

Fonte: Autora
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4.3.4.2.6 Ensaio de toxicidade celular

Os extratos SOX-EtOH e MAC-EtOH, ndo apresentaram toxicidade para as células
1.929 nas concentragdes de 50 e 100 pg mL™! de meio (Figura 15). Os extratos das TCE (HEX
e EtOH) e ESC na concentragio de 30 pg mL™!' também nfo se apresentaram toxico para células
da linhagem RAW 264.7.

Os extratos SOX-HEX, MAC-HEX ¢ ESC causaram reducdo da viabilidade celular
com o aumento da concentragao de extrato para as células L.929. Nos extratos da TCE-HEX a
redugdo da viabilidade celular ocorreu de maneira semelhante com o aumento da concentragao
de extrato para SOX-HEX (100 a 88,12%) e para MAC-HEX (84,47 a 25,69 %). Para extratos
da ESC, a redugdo na viabilidade ocorreu em ESC1 (98,52 a 73,66%), ESC8 (100 a 83,72%) e
ESC16 (100 a 75,65%). O uso da técnica HEX e ESC resultou em viabilidade celular reduzida
com aumento da concentragdo do extrato, isto €, fenomeno chamado de dose dependente
(HARYOTO; WIDOWATI, 2018).

Burci et al. (2018) assim como Patel e Patel (2011) estudaram a citotoxicidade do
extrato de SJ obtido por EtOH e metanol, respectivamente, para células normais de fibroblastos
de camundongo (L929) e células de rim embrionario humano normal (HEK293) e nao
detectaram toxicidade. Esses resultados estao de acordo com os resultados obtidos no presente
estudo, para EtOH. Matsuo et al. (2005) avaliaram a citotoxicidade de flavonoides, presentes
na SJ, em células humanas normais e concluiram que estes compostos exercem influéncia
benéfica sobre as células, no entanto, pode ser toxico em concentragdes elevadas devido ao
aumento do nivel das espécies reativas de oxigénio (EROs).

Zuraidah, John e Kamaruzzaman (2017) avaliaram o potencial uso da extragdao de
jacaina no extrato de SJ. Jacaina ¢ uma proteina de alto valor presente na SJ. O uso dessa
proteina contra células de cancer de mama humano (MCF7) apresentou resultados positivos.
Burci et al. (2018) estudaram a eficacia do extrato etandlico da fragdo liquido-liquido de SJ em
células de cancer de mama (T47D), cancer de colon (TH29), melanoma (B16F10) e
evidenciaram que o extrato apresentou atividade contra células tumorais. Haryoto e Widowati
(2018), bem como Patel e Patel (2011) avaliaram o extrato metandlico de sementes e folhas de
Artocarpus heterophyllus e concluiram que nao houve ou houve baixo potencial para toxicidade
do cancer de mama (MCF7) e linhagem de células do cancer cervical (HeLa).

O presente estudo mostrou que o extrato de SJ com EtOH ndo apresentou toxicidade
para as células L929, até a concentragdes de 100 pg de extrato. Para os macrofagos RAW 264.7

ndo houve reducgdo da viabilidade celular até a concentra¢do de 30 pg de extrato para nenhum
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dos extratos das TCE e ESC testados, no entanto, a literatura reporta que os extratos sao eficazes
contra alguns tipos de cancer. Estudos mais especificos devem ser realizados para definir o

mecanismo de agdo dos extratos.

Figura 15 - Citotoxicidade dos extratos de SJ determinados pelo método colorimétrico do
reagente MTT para células L.929
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Fonte: Autora

4.3.4.2.7 Inibigdo da producao de 6xido nitrico

Um dos principios preliminares da analise da atividade anti-inflamatéria ¢ a
quantificagdo da inibi¢ao do NO, que ¢ produzido devido a ativagdao do sistema imunologico
que reage a inflamagdo, conforme demonstrado experimentalmente em seres humanos e
animais (GRISHAM; JOHNSON; LANCASTER, 1996). Diversos autores tém avaliado a
atividade anti-inflamatoria do género Artocarpus, principalmente de Artocarpus heterophyllus
e Artocarpus altilis (AMPONSAH et al. 2014; CHANDA; CHANDA; DUTTA, 2009;
FAKHRUDIN et al. 2015; FANG; HSU; YEN, 2008; MEERA et al. 2017; MUNIRA ¢t al.
2015; WEI et al. 2005).

A inibi¢do do NO foi avaliada para os diferentes extratos das TCE e ESC obtidos a
partir de SJ (Figura 16). A primeira coluna (Basal) trata-se da geracdo de NO quando se
considera apenas os macrofagos e o meio de cultura. A segunda coluna trata-se da produgao de
NO para macrofagos induzidos por LPS sem qualquer tratamento. As demais colunas
apresentam os resultados dos diferentes tratamentos aplicados. Nao houve diferenca estatistica
(p > 0,05) entre as amostras de LPS, MAC-EtOH, MAC-HEX e ESCI11, ou seja, ndo houve

inibi¢do da producdo de NO. As demais amostras apresentaram diferencga estatistica (p < 0,05)
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quando comparadas ao padrdo LPS, indicando que houve inibigdo da formacdo de NO nas
amostras com o tratamento aplicado.

Fang, Hsu e Yen (2008) ¢ Wei et al. (2005) avaliaram o efeito anti-inflamatério in
vitro de Artocarpus heterophyllus de RAW 264.7 induzido por LPS. Os autores concluiram que
a inibicdo do NO ocorreu satisfatoriamente, bem como os resultados obtidos por este estudo.
Fang, Hsu ¢ Yen (2008) também concluiram que o composto bioativo isolado de SJ que
apresentou o melhor resultado foi a artocarpin, um metabodlito secundario que pertencente a
classe dos flavonoides. Em todos os estudos citados, foi relatado que o efeito anti-inflamatério

se mostrou dependente da concentragcdo de extrato empregada.

Figura 16 - Avaliacdo da inibi¢do de NO através da aplicacao de extratos de SJ obtidos de
TCE e ESC
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Fonte: Autora
4.4 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Para indicar os resultados experimentais de forma simplificada, foi elaborado um

esquema com indicagdo colorimétrica para os principais resultados (Tabela 18).
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Tabela 18 - Resumo dos principais resultados experimentais

SOX MAC ESC

Solvente EtOH HEX EtOH HEX CO,
Rendimento global @ ® o [ J
ABTS o ® o ©o
DPPH ® ¢ ® o o
CFT @ ® o o
Atividade Antifingica ® o o
Atividade Antibacteriana e 6 o o o
Atividade fotoprotetora ® 6 o o o
Citotoxicdade 1929 (50-100 pigmL’) @ @ @ @ @
Citotoxicidade RAW 2647 30pgmL)) @ @ @ @ @
Inibigio NO RAW 264.7 (30 ug mL™!) ® © o o o
® © ® ©

1\;12:-;0 Bom Regular Ruim Tu?i;o

Fonte: Autora

Em carater geral, o extrato que apresentou os melhores resultados, foi SOX-EtOH, que
foi muito bom para capacidade antioxidante, rendimento global, citotoxicidade e a¢do anti-
inflamatoria, pela inibi¢ao da produgdao do NO. A MAC-EtOH apresentou resultados bons para
rendimento global, capacidade antioxidante, atividade antifungica e citotoxicidade. Os extratos
obtidos por HEX em geral foram regulares ou ruins, indicando que este ndo ¢ um bom solvente
para a extragdo de SJ. Os extratos da ESC tiveram resultados positivos mais especificos, como
¢ o caso da melhor atividade antifungica, citotoxicidade e inibi¢ao da producao do NO. A ESC
se mostrou mais restrita que as extragdes com EtOH. As extragdes com EtOH produziram
extratos com uma ampla gama de compostos e diversas funcionalidades, porém com as
limitagdes técnicas da extracdo convencional (longos periodos de extracao, pds-processamento
dos extratos, utilizagao de elevadas temperaturas). Por outro lado, os extratos obtidos por ESC

apresentaram bons resultados, porém para aplicagdes mais especificas.

4.5 MODELAGEM MATEMATICA — ESC

Foram realizadas simulagdes com malhas de diferentes nimeros de elementos (Tabela
19), para avaliar o custo/beneficio de cada simulacdo. Os valores referentes aos parametros de
adequacdo e caracteristicas da malha sdo fundamentais para comparar as simulagdes
diretamente. Utilizou-se um conjunto de dados experimentais (9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato,(3pB, 40, 5a), 50 °C/20MPa/4mL min™") para avaliar o ajuste do modelo

com trés diferentes malhas (Figura 17).
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Figura 17 - Numero de mols extraidos acumulados em func¢ao do tempo com diferentes
malhas empregadas para 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-, acetato,(3f3, 40, Sa) na
condi¢do 50 °C/20 MPa/4 mL min™
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Fonte: Autora

Tabela 19- Dados de adequacao das curvas simuladas

Tipo de Numero de Qualidade dos Graus de Tempo de

malha elementos elementos liberdade simulacido (min)
Fina 56094 0,9347 1053381 94,5
Normal 32058 0,9274 660599 47,5
Grosseira 9598 0,9074 197602 15,1

Fonte: Autora

As curvas simuladas com as diferentes malhas tém ajustes similares aos dados
experimentais e se posicionam particularmente bem em relacdo a estes a partir de
aproximadamente 2000 s. Tendo em vista os resultados e os tempos requeridos, optou-se pela

malha intermediaria (normal, na Figura 18) para a realiza¢do de todas as simulagdes.
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Figura 18 - Malha normal gerada para a célula de extracdo

Fonte: Autora

A partir desta secdo, serao apresentados os resultados obtidos para a modelagem
matematica da extracdio ESC dos compostos 13,27cicloursan-3-one, lanosterol e
9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-,acetato,(3p, 4a, Sa) da extracdo de Artocarpus
heterophyllus nas condi¢des de 12 MPa/40 °C/3 mL min’!, 16 MPa/45 °C/3,5 mL min™' e 20
MPa/50 °C/4 mL min™' considerando particulas S1 e S2, como parte do esforco para discernir

o comportamento do sistema e determinar as melhores condi¢des operacionais para o0 processo.

4.5.1 Modelagem matematica para particulas S1

Os resultados serdo apresentados por condicdo de extragdo. Os compostos que foram
escolhidos para simulagao apresentaram maior propor¢ao massica com relacao ao extrato, uma
vez que ndo houve a presenga de um composto predominante. Optou-se por fazer a simulagao
por compostos, ao considerd-los individualmente € possivel estimar pardmetros com mais

facilidade do que uma mistura de compostos pouco definida.
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4.5.1.1 Modelagem da condicdo operacional de 12 MPa/40 °C/3 mL min!

Para a simulagdo, foram consideradas as condigdes operacionais e as propriedades do

fluido (Tabela 20) de acordo com a temperatura e pressao empregadas.

Tabela 20 - Condi¢des operacionais e do fluido

P T Pcoz Mco2 Qmcoyy QvcoaL v
MPa °C kg m” Pas kgs™ m s ms™
12 40,0 717,8 5,85E-05 5,01E-05 6,98E-08 8,89E-04

Fonte: Autora
A apresentacao do modelo ajustado aos dados experimentais foi elaborada em fun¢do

do tempo e do nimero de mols de cada componente em questao (Figura 19).

Figura 19 — Evolucao do nimero de mols acumulados extraidos: experimental vs modelo
matematico. (a) 13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato,(3p3, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

O composto 13,27cicloursan-3-one apresentou maior nimero de mols ao longo da
extracdao. As extracdes nesta condicdo apresentaram uma etapa inicial lenta na curva dinamica,
até aproximadamente 2000 s. Este comportamento ndo parece ser tipico das curvas de extragao,
diversos testes foram realizados para avaliar a causa deste comportamento e acredita-se esteja
relacionado a densidade do CO,. Quanto menor a densidade empregada, maior foi a mudanga
de comportamento que ocorreu no inicio da curva de extragdo, uma vez que a densidade do
solvente esta relacionada ao poder de solvatagdo, pois quanto maior a densidade utilizada, maior
a massa de fluido por unidade de volume, que resulta na maior interagdo entre soluto/solvente
(REVERCHON; De MARCO, 2006).

Deve-se considerar que a matriz de extragdo sao sementes ¢ o 60leo contido em seu
interior estd armazenado em cavidades cujas paredes sao relativamente permeaveis e por esta
razdo se faz necessario um pré-tratamento, por exemplo, moagem (SOVOVA, 2005). Devido
as caracteristicas das sementes e da menor densidade do CO», a extragao apresentou um periodo
mais lento, uma vez que o CO; permeia com mais dificuldade a matriz vegetal e retarda a
solubilizacao dos compostos e sua retirada por difusdo. Esta etapa, foi perceptivel durante os
experimentos; por aproximadamente 20 minutos, pouco ou quase nenhum extrato foi obtido.
Decorrida esta etapa, a extragdo ocorreu normalmente. Este estagio inicial da extragdo nado foi
considerado no modelo matematico proposto, embora algumas estratégias, como incluir o efeito
da difusdo do COxz nas particulas, tenham sido testadas, mas sem sucesso.

O modelo matematico permitiu descrever o fendmeno da extra¢dao por difusdo no
interior de uma particula unitaria, acompanhando o seu desenvolvimento ao longo do tempo,

para qualquer posicao dentro da coluna (Figura 20).
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Figura 20 - Reducao da concentragdo média dos compostos em uma particula qualquer no
interior da coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato, (33, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

Deve-se ter em conta que o tempo de 0 s na Figura 20 ¢ contado a partir do inicio do
escoamento de CO;. Os resultados apresentados correspondem a valores médios na coluna para
uma particula qualquer em seu interior. Foi denominado como uma particula qualquer, pois,
testes da simulagdo indicaram que independente da localizagdo da particula, ao longo da coluna
de extra¢do, o resultado para concentragdo foi semelhante e esta caracteristica esta relacionada

com o fendmeno chamado plug flow, que atua formando uma frente de extragdo uniforme no
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leito de extragdo (DEL VALLE, 2015; SOVOVA, 2005). Este fendmeno ocorre em fungdo das
pequenas dimensdes da coluna e de uma vazao relativamente elevada do solvente, que nao
permitem maiores variagdes de concentragdo dos compostos de extracdo no CO; supercritico
que flui no espago interparticular ao longo do leito.

A estimativa da concentracdo superficial das particulas ¢ resultante do valor médio de
concentragcdes externa vizinha a superficie da particula e interna vizinha a esta mesma
superficie, o que causa esta aparéncia de “casca”, nas primeiras imagens referente aos tempos
de 0, 1000 e 1500 s. Pela escala logaritmica de cores adotada na representagdo grafica nao foi
possivel perceber grande diferenga entre os resultados para os diferentes compostos, uma vez
que as concentragdes iniciais sdo muito parecidas, principalmente para (b) e (c). Os compostos
em questdo sdo de estruturas similares, pois apresentam moléculas de cadeias longas e por isso
os parametros estimados sao semelhantes. Para melhor perceber a reducao da concentragao dos

compostos no interior da particula, faz-se necessario avaliar cada caso (Figura 21 e Figura 22).

Figura 21 - Redug¢do da concentragao média dos compostos no centro da particula qualquer ao
longo do tempo. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (¢) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-,acetato,(3f3, 4a, Sar)
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Figura 22 - Redugdo da concentragdo média dos compostos no interior de uma particula
qualquer ao longo do raio em fungdo do tempo. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c)
9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-,acetato, (33, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

Considerou-se que a resisténcia externa ¢ muito baixa, e que todo o composto que ¢
extraido da particula ¢ solubilizado e imediatamente levado pela fase fluida, sem qualquer efeito
de adsor¢io soluto/matriz vegetal (SOVOVA, 2005). O resultado experimental e o
correspondente da simulagdo indicam que a extragdo dos compostos para as condi¢des
estabelecidas acontece até 4000 s, onde a concentracdo dos componentes atinge valores muito
baixos. Apos este periodo, apenas pequenas quantidades de extrato sdo obtidas, evidenciando
que a difusdo ¢ o mecanismo de transferéncia de massa que domina o processo de extragao (Da
SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). O acompanhamento dos perfis no interior da

particula e da coluna indicam como os processos estao relacionados (Figura 23).



109

Figura 23 - Perfis de concentragdo média dos compostos ao longo do tempo em uma particula
qualquer e na coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-
3-0l,4,14-dimetil-, acetato, (38, 4a, Sa)
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Legenda: Linha verde — concentragdo do componente na particula; Linha azul — concentragdo do
componente na fase fluida; Linha vermelha - soma das concentracdoes do componente na fase fluida e na
particula.

Fonte: Autora

Inicialmente a concentracao do soluto na fase fluida ndo € igual a zero e a concentragao
do soluto na particula também nao ¢ a concentragao inicial da operagao, isto ocorre pois t0
representado no gréafico acontece apods a extragdo estatica que ¢ de 180 s; portanto, parte da
massa do soluto na particula ja foi transferida para a fase fluida. Apds t0, pode-se perceber que
a concentracao no liquido aumenta, devido a transferéncia do soluto da particula para o fluido,
até que chega em seu maximo e comega a reduzir, indicando a saida do soluto da coluna. Os
parametros de transferéncia de massa sdo indispensaveis para avaliar como ocorre este processo

de extragdo (Tabela 21).
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Tabela 21 - ParAmetros de ajuste de transferéncia de massa

Df,c_ A Df,c_CO, hDc_A hDc¢_CO, Dpe,c_ A Dpe,c_CO,
Compostos 2 1 2 -1 1 -1 2 -1 2 -1
m s m s ms ms m s m s
13,27cicloursan-3-one 5,50E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,00E-11 3,00E-10
Lanosterol 5,46E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 1,98E-11 2,90E-10

9,19cicloergost-24(28)-
en-3-ol4,14-dimetil-, 5,32E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 1,93E-11 2,87E-10
acetato,(3f3, 4a, Sa)

Fonte: Autora

Para a obtencdo dos parametros de transferéncia de massa e uniformizacdo dos
resultados obtidos, alguns dos parametros foram fixados (Df,c_CO,, hDc¢ CO; e Dye,c CO»),
por tratar-se do mesmo componente e/ou das mesmas condi¢gdes de temperatura e pressao. O
parametro Df,c_A foi calculado pela equacdo de Wilke-Chang, que conforme os autores
(FERREIRA,1996; SILVA et al., 2004; VAZ et al., 2016) fornece um valor muito proximo aos
valores medidos experimentalmente, apesar de ser uma equagado para liquidos, indicando uma
faixa de desvio de 3 a 6% (SILVA etal., 2004; VAZ et al., 2016). Os valores hDc_A e Dpe,c A
foram ajustados aos dados experimentais. Os valores obtidos para estes parametros sao
semelhantes entre si, assim como os compostos de interesse. O parametro hDc A regula a
resisténcia externa a transferéncia de massa, enquanto Dye,c A regula a resisténcia interna a
transferéncia de massa e controla a velocidade de extracdo dos compostos até seu esgotamento.

Nas simulagdes ndo se verificou gradientes de concentracdo na direcdo radial da
coluna, o que se viu foi uma frente que ao avancar longitudinalmente alterava todo o leito por
igual; isto devido a rapida extracdo e a relagdo de tamanho entre comprimento e raio da coluna
de extracdo. Este padrao de transporte ¢ chamado de plug flow, que corresponde a um processo
de extragcdo onde ha gradientes de concentracao com o tempo e a posi¢ao axial, mas ndo com a

posi¢do radial no leito (DEL VALLE, 2015; SOVOVA, 2005).

4.5.1.2 Modelagem da condi¢do operacional de 16 MPa/45 °C/3,5 mL min!

Para a simulagdo, foram consideradas as condigdes operacionais e as propriedades do

fluido (Tabela 22).

Tabela 22 - Condig¢des operacionais e do fluido

p T Pcoz lcoz Qmco2L QvcoaL v
MPa °C kg m”> Pas kg s m s’ ms™
16 45,0 760,0 7,02E-05 5,85E-05 7,69E-08  9,79E-04

Fonte: Autora
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Para esta condigdo de extragdo, ocorreu redu¢do na extragdo de lanosterol e
9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-, acetato, (3, 4a, 5Sa), enquanto 13,27cicloursan-
3-one manteve a mesma propor¢do massica de extragdo (Figura 24). Este resultado estd
relacionado com as condigdes de extragdo e a relagdo que ocorre entre a pressao de vapor do
soluto e a solubilidade dos compostos nas condi¢des estabelecidas (CADENA-CARRERA et
al., 2019; MAZZUTTI et al., 2017).

Figura 24 - Evoluc¢ao do nimero de mols acumulados extraidos: experimental vs modelo
matematico. (a) 13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato, (3f, 40, Sa)
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Fonte: Autora

Tanto nos dados experimentais quanto no modelo matematico ¢ possivel perceber que
existem trés etapas distintas na extragao, a primeira etapa de 0-1500 s, que se trata de uma taxa
de extragdo aproximadamente constante, onde se estima que 50-90 % da massa de extrato ¢
obtida (PEREIRA; MEIRELES, 2010). O segundo periodo de 1500-4000 s, um periodo de taxa
decrescente, onde as taxas de extragao comegam a ser menores € o terceiro periodo 4000-10000
s, onde a taxa de extragdo ¢ baixa e a difusdo domina o processo de extragao (Da SILVA;
ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

Para a condicdo de 16 MPa/45 °C/3,5 mL min™', houve incremento da densidade do
COx de 717 kg m™ para 760 kg m™ e consequentemente reducdo na mudanga de comportamento
da curva de extragdo, onde percebe-se uma pequena estagnagdo nos primeiros quatro pontos de
coleta de extrato (8 min).

O modelo matematico subestimou os valores experimentais de massa extraida
acumulada, principalmente até os 2000 s, no entanto, apoOs este periodo, convergem para o
mesmo ponto devido a condicdo inicial que foi fornecida. Esta diferenca pode estar
acontecendo devido ao modelo considerar que as particulas sao esferas perfeitas, enquanto as
particulas utilizadas passaram por um processo de moagem, sdo irregulares e de tamanhos
distintos dentro da faixa utilizada. Por considerar esferas perfeitas, o calculo pode ter estimado
menor de nimero de mols sendo extraido inicialmente, enquanto as particulas quebradas de
forma aleatoria propiciam maior disponibilidade de extrato de facil acesso, que ¢ extraido na

etapa inicial de carregamento e estabelecimento das condi¢des supercriticas.
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O modelo matematico permitiu descrever o fendmeno da extracdo por difusdo no
interior de uma particula unitaria, acompanhando o seu desenvolvimento ao longo do tempo,

para qualquer posi¢ao dentro da coluna (Figura 25).

Figura 25 - Redugao da concentracao média dos compostos em uma particula qualquer na
coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-ol,4,14-
dimetil-, acetato, (3B, 4a, Sa)

Cpe_c_A

(mol m™3)
10
0
0,1
.’ .. -
. 3
. 0,001
‘ \1 ‘ | } 0,0001
0s 1000s 1500s 5000s 8000 s 10000 s

Cpe_C_A
(a)

(mol m3)

10

0

0,1

0,01

0,001

0,0001
0s 1000s 1500s 5000s 8000 s 10000 s

(b) [of pe_C_A

(mol m™%)

10
0
0,1
0,01
0,001
, , . 0,0001
0s 1000s 1500 5000 s 8000 s 10000 s

(©)

Fonte: Autora



114

Deve-se levar em conta que o tempo de 0 s, na Figura 25 é contado a partir do inicio
do escoamento de CO., ou seja, a fase estatica ndo foi considerada e que os resultados
apresentados correspondem a valores médios na coluna para uma particula qualquer em seu
interior. Assim como no caso anterior, a concentragao inicial de 13,27cicloursan-3-one ¢ maior
que os outros compostos, a extragdo dos compostos ao longo do tempo deve ser observada para

avaliar o comportamento do processo (Figura 26 ¢ Figura 27).

Figura 26 - Redugdo da concentragdo média dos compostos no centro de uma particula
qualquer ao longo do tempo. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (¢) 9,19cicloergost-
24(28)-en-3-ol,4,14-dimetil-,acetato,(3f, 4a, Sa)
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A Figura 26 representa a redugdo da concentragdo no centro da particula de 0-10000
s. Ao comparar a reducao da concentracdo ao longo do tempo entre as condi¢des 12 MPa /40
°C/3 mL min™' e 16 MPa/45 °C/3,5 mL min’!, a extracdo ocorreu de forma semelhante nos dois
casos, onde, os compostos haviam praticamente se esgotado com 4000 s. Até¢ 1700 s,
aproximadamente, a transferéncia de massa ¢ governada pela conveccao. De 1700-4000 s ha a
combinac¢do de convecgao e difusao do soluto no interior da particula, e por fim, somente a

difusdo atua, caracterizando-se como um processo lento (Da SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016).
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Figura 27 - Redugdo da concentragdo média dos compostos no interior de uma particula
qualquer ao longo do raio em fun¢do do tempo no interior da coluna. (a)13,27cicloursan-3-

one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-,acetato, (33, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

Na Figura 27, no eixo das abcissas, o raio igual 1 corresponde a superficie da particula,

enquanto que o raio igual 0 ao centro da particula. Considerou-se que a resisténcia externa ¢

muito baixa e nio foi considerado efeitos de adsor¢do entre soluto/matriz vegetal (SOVOVA,

2005). O acompanhamento dos perfis no interior da particula e da coluna indicam como os

processos estdo relacionados (Figura 28).
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Figura 28 - Perfis de concentragdo média dos compostos ao longo do tempo em uma particula
qualquer e na coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-
3-0l,4,14-dimetil-, acetato, (3, 4a, Sa);
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Legenda: Linha verde — concentragdo do componente na particula; Linha azul — concentragdo do
componente na fase fluida; Linha vermelha - soma das concentracdoes do componente na fase fluida e na
particula.

Fonte: Autora

Assim como na condigdo anterior, o perfil de concentragdao na fase fluida aumentou
até¢ alcancar um valor maximo e comegou a se esgotar, enquanto a particula tinha sua
concentracdo reduzida ao longo do tempo, indicando a saida dos compostos da coluna. Os
parametros de transferéncia de massa sdo indispenséaveis para avaliar como ocorre este processo

(Tabela 23).
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Tabela 23 - Parametros de ajuste de transferéncia de massa

Df,c. A Df,c_CO, hDc_A hDc_CO, Dpe,C_A Dpe,c_CO,

2 -1 2 -1 1 -1 2 -1 2 -1
m s ms m s m S

Compostos

m s ms’

13,27cicloursan-3-one 4,66E-09  5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10  2,30E-11 3,10E-10

Lanosterol 4,63E-09  5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10  2,00E-11 2,94E-10
9,19cicloergost-24(28)-
en-3-o0l4,14-dimeti-,  4,66E-09  5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10  2,30E-11 2,94E-10
acetato,(38, 4a, 5a)

Fonte: Autora

Para a obtencdo dos parametros de transferéncia de massa e uniformizacdo dos
resultados obtidos, alguns dos parametros foram fixados (Df,c_CO2, hDc CO; e Dye,c CO»),
por tratar-se do mesmo componente e das mesmas condi¢des de temperatura e pressao. Os
valores hDc_A e Dye,c_ A foram ajustados aos dados experimentais. Os valores obtidos para
estes parametros sdo semelhantes entre si, assim como os compostos de interesse. O parametro
hDc_A regula a resisténcia externa a transferéncia de massa, considerou-se como um valor
muito baixo, e que tudo o que saiu da particula foi solubilizado e imediatamente arrastado para
a fase fluida, enquanto Dpe,c_ A regula a resisténcia interna a transferéncia de massa e controla
a velocidade de extracdo dos compostos até seu esgotamento.

Assim como nos demais casos, ndo houve a presenca de gradientes de concentragao
na direcdo radial da coluna, este padrao de transferéncia ¢ chamado de plug flow (DEL VALLE,
2015; SOVOVA, 2005).

4.5.1.3 Modelagem da condicdo operacional de 20 MPa/50 °C/4,0 mL min™

Para a simulagdo, foram consideradas as condigdes operacionais e as propriedades do

fluido (Tabela 24).

Tabela 24 - Condi¢des operacionais e do fluido

P T Pcoz Mco2 Qmcosy QvcozL v
MPa °C kg m> Pas kg s m s’ ms”’
20 50,0 7843 7.838-05 6,68F-05 8.52B-08  1,08E-03

Fonte: Autora

Para esta condi¢do de extragdo, quando comparada com a anterior, ocorreu reducdo

na extracdo de lanosterol e 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-, acetato, (3, 4a, 5a),
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enquanto 13,27cicloursan-3-one apresentou aumento consideravel em sua propor¢do massica
de extracdo (Figura 29). Este resultado estd relacionado com as condigdes de extracdo e a
relacdo entre a pressdo de vapor do soluto e a solubilidade dos compostos nas condigdes

estabelecidas (CADENA-CARRERA et al., 2019; MAZZUTTI et al., 2017).

Figura 29 - Evolu¢do do numero de mols acumulados extraidos: experimental vs modelo
matematico. (a) 13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (¢) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato, (3f, 40, Sa)
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O modelo matematico apresentou as fases da extragao bem definidas para as condigdes
estabelecidas. Analisando as curvas conforme descrito por (Da SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016), a fase linear, onde a maior quantidade de extrato ¢ obtida, est4 entre 0-1500
s e a conveccao atua de maneira dominante no processo. Na segunda fase, ocorre a reducao da
taxa de extracdo, onde ha um efeito combinado de conveccao e difusdo, este periodo esta entre
1500-2500 s. E por fim, a difusdo atua com o mecanismo dominante, no periodo de 2500-10000
S.

Para estas condi¢des de extracdo, nao houve mudanga de comportamento dos pontos
experimentais da curva dindmica de extragdo, apenas os dois primeiros pontos aparecem como
“paralelos”. Este comportamento estd relacionado a condicdo em que apresenta maior
densidade associada ao solvente e, portanto, maior poder de solvata¢do, pois quanto maior a
densidade utilizada, maior a massa de fluido por unidade de volume, que resulta na maior
interagdo entre soluto/solvente (REVERCHON; De MARCO, 2006). A reducdo da

concentracdo ao longo do tempo (Figura 30 e Figura 31) deve ser avaliada para o melhor

entendimento da extracao.
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Figura 30 - Redugdo da concentracao média dos compostos em uma particula qualquer na
coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-ol,4,14-
dimetil-, acetato, (38, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

Deve-se levar em conta que o tempo de 0 s, nas figuras ¢ contado a partir do inicio do
escoamento de CO, ou seja, a fase estatica ndo foi considerada e que os resultados apresentados
sdo para uma particula considerando a posi¢do de z = 0,1 m e r = 0,0 m. Pela representagao
grafica da legenda, observa-se que o composto 13,27cicloursan-3-one parte de um valor de
concentracdo inicial mais elevado que os outros componentes, mas que sua redugdo estd

seguindo a mesma sequéncia dos outros compostos estudados.



Figura 31 - Redugdo da concentragdo média dos compostos no centro de uma particula
qualquer ao longo do tempo no interior da coluna. (a) 13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol;

(c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-,acetato, (3, 40, Sa)
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A Figura 31 trata da reducao da concentracao no centro da particula de 0-10000 s. Os
compostos lanosterol e 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-,acetato, (3B, 4a, Sa)
apresentaram concentragdo inicial semelhante e ocorreu reducao significativa da concentragao

da particula até 4000 s. Para o melhor entendimento, deve-se avaliar a relacao entre a redugao

Fonte: Autora

da concentragdao dos compostos ao longo da particula em funcao do tempo (Figura 32).
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Figura 32 - Redugdo da concentragdo média dos compostos no interior de uma particula
qualquer ao longo do raio em fungdo do tempo. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c)

9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-, acetato,(3p, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

Na Figura 32, no eixo das abscissas, raio igual 1, trata-se da parte mais externa da
particula, e raio igual 0, trata-se do centro da particula. Como nos casos anteriores, considerou-
se que a resisténcia externa baixa, sem levar em consideracdo uma relacdo de atragdo entre
soluto/matriz vegetal (SOVOVA, 2005). O acompanhamento dos perfis no interior da particula

e da coluna indicam como os processos estao relacionados (Figura 33).
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Figura 33 - Perfis de concentragdo média dos compostos ao longo do tempo em uma particula
qualquer e na coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-
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Legenda: Linha verde — concentragdo do componente na particula; Linha azul — concentrag@o do
componente na fase fluida; Linha vermelha - soma das concentracdoes do componente na fase fluida e na

particula.
Fonte: Autora

Na Figura 33, observa-se um comportamento semelhante ao apresentado nas extragdes

das condi¢des anteriores, o decaimento continuo da concentragdo na particula, enquanto ocorre

um leve aumento da concentragdo do componente A na fase fluida, até que ocorra o seu

escoamento para a saida da coluna e a concentragao ¢ reduzida. Os parametros de transferéncia

de massa sdo indispensaveis para avaliar como ocorre este processo (Tabela 25).
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Tabela 25 — ParAmetros de ajuste de transferéncia de massa

Dfc_A Df,c_CO, hDc_A hDc¢_CO, Dpe,C_A Dpe,c_CO,
Compostos 2 1

m’s m’s” ms”’ ms”! m’s™” m’s”
13,27cicloursan-3-one 424E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,50E-11 3,00E-10
Lanosterol 421E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,70E-11 3,00E-10
9,19cicloergost-24(28)-
en-3-ol4,14-dimetil-, 424E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,50E-11 3,00E-10

acetato,(33, 40, Sa)

Fonte: Autora

Para a obtencdo dos parametros de transferéncia de massa e uniformizacdo dos
resultados obtidos, alguns dos parametros foram fixados (Df,c_CO,, hDc CO; e Dye,c CO»),
por tratar-se do mesmo componente e das mesmas condi¢des de temperatura e pressao. Os
valores hDc_A e Dye,c_ A foram ajustados aos dados experimentais. Os valores obtidos para
estes parametros sdo semelhantes entre si, assim como os compostos de interesse. O parametro
hDc_A regula a resisténcia externa a transferéncia de massa, considerou-se como um valor
muito baixo, e que tudo o que saiu da particula foi solubilizado e imediatamente arrastado para
a fase fluida, enquanto Dye,c_ A regula a resisténcia interna a transferéncia de massa e controla
a velocidade de extracdo dos compostos até seu esgotamento.

Dentre todas as condig¢des testadas, esta ultima parece ser a melhor opgao de extragado
se o objetivo for a obtencdo de qualquer um destes compostos, pois foi obtido maior nimero de
mols em menor quantidade de tempo, atingindo conforme a literatura entre 50-90 % da

quantidade total de extrato (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

4.5.2 Modelagem matematica para particulas S2

Os resultados desta secdo serdo apresentados por condi¢ao de extragdo. A simulagao
considerando compostos individuais facilita estimar os pardmetros de ajuste do modelo frente

a uma mistura de compostos pouco definida.

4.5.2.1 Modelagem da condigdo operacional de 12 MPa/40 °C/3,0 mL min’!

Para a simulagdo, foram consideradas as condi¢des operacionais e as propriedades do

fluido (Tabela 26) de acordo com a temperatura e pressao empregadas.
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Tabela 26 - Condi¢des operacionais e do fluido

P T Pcoz lcoz QmcoL QvcoaL v
MPa °C kg m’ Pas kg s ms” ms™
12 40,0 717,8 5,85E-05 5,01E-05 6,98E-08 8,89E-04

Fonte: Autora

A apresentacdo do modelo ajustado aos dados experimentais foi elaborada em fungao

do tempo e do niimero de mols de cada componente em questao (Figura 34).

Figura 34 - Evoluc¢ao do nimero de mols acumulados extraidos: experimental vs modelo
matematico. (a) 13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato, (3f, 40, Sa)
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Fonte: Autora

Para este tamanho de particula, o composto 13,27cicloursan-3-one apresentou numero
de mols semelhante ao lanosterol. A etapa inicial lenta para os pontos experimentais de extracao
nao foi tdo aparente, mas até¢ 1000 s pouco extrato foi coletado. Neste caso, as etapas da extracao
ndo ficaram bem definidas, uma vez que nao apresentou uma etapa de taxa de extragdo
constante. A conveccao apresenta baixa influéncia no processo, de forma que a difusdo torna-
se o mecanismo dominante, durante todo o processo. Assim, obtém-se uma curva que apresenta
baixas taxas de extragdao por um periodo maior de tempo.

O modelo matematico permitiu descrever o fendmeno da extragdo por difusdo no
interior de uma particula unitaria, acompanhando o seu desenvolvimento ao longo do tempo,

para qualquer posi¢ao dentro da coluna (Figura 35).

Figura 35 - Reducdo da concentracdo média dos compostos em uma particula qualquer na
coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-
dimetil-, acetato, (33, 4a, Sa)
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Deve-se levar em conta que o tempo de 0 s na Figura 35 ¢ contado a partir do inicio

Fonte: Autora

do escoamento de CO,, ou seja, a fase estatica nao foi considerada e que os resultados
apresentados correspondem a valores médios na coluna para uma particula qualquer em seu
interior. A estimativa da concentragdo das particulas ao longo do raio ¢ resultante do valor
médio de concentragdo entre a condigdo externa vizinha da superficie da particula e o valor da
concentracdo em seu interior, o que causa esta aparéncia de “casca”, nas particulas referente
aos tempos 0, 1000, 1500 e 5000 s. Devido a menor concentragdo inicial das particulas com
menor didmetro, existe uma diferenca na coloracdo inicial da representacdo inicial das
particulas.

Os compostos em questdo tém estruturas similares, pois apresentam moléculas de
cadeias longas e por isso os parametros estimados sdo semelhantes. Para melhor perceber a
reducdo da concentragdo dos compostos no interior da particula, faz-se necessario avaliar cada

caso (Figura 36 e Figura 37).
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Figura 36 - Reducdo da concentragdo média dos compostos no centro de uma particula
qualquer ao longo do tempo no interior da coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol;
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A Figura 36 representa a redugdo da concentracao no centro da particula de 0 a 10000
s. Neste caso, a transferéncia de massa acontece de uma forma lenta e continua, onde o nimero
de mols tende a zero apenas apos 8000 s.

Observando a Figura 21 e Figura 36, as particulas S1 tiveram seu conteido quase todo
extraido em menor periodo de extragdo, enquanto, as particulas de maior diametro precisaram
de mais tempo para que seu contetido fosse esgotado. Isto se deve ao fato que o mecanismo de
transferéncia de massa que controla o processo de extragao ¢ a difusdo interna e nesse caso o

tamanho de particula e sua distribui¢do apresentam influéncia significativa (REVERCHON,

1997).

Figura 37 - Redugdo da concentragao média dos compostos no interior de uma particula
qualquer ao longo do raio em funcao do tempo. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c)
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Fonte: Autora

A Figura 37 indica o perfil de concentragdo no interior da particula ao longo do tempo
e evidencia como ocorre o processo de extracdo, € como a resisténcia interna atua de maneira
mais direta e dificulta a redugdo da concentracdo em funcdo do tempo ao longo do raio da
particula. O acompanhamento dos perfis no interior da particula e da coluna indicam como os

processos estao relacionados (Figura 38).

Figura 38 - Perfis de concentracdo média dos compostos ao longo do tempo em uma particula
qualquer e na coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-
3-0l,4,14-dimetil-,acetato,(3p3, 4a, 5a);

qx 10-7 = T T ]
A 28

x107
28

24 24

20 20}
16 16

12 12

Concentragdo 13,27cicloursan-3-one (mol m3)
Concentragéo de lanosterol (mol m-3)

(1] L 1 T oLu \ )

Il
1
0 500 1000 2000 5000 0 500 1000 2000 5000
Tempo (s) Tempo (s)

(a) (b)




130

x
3 5
3 B
\
= = = =
B~ o 0 o N O A~O
TR S S S B I B S B B B B B B

Concentragéo de 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol4,14-dimetil- acetato, (38, 4a, 5a) (mol m

]

| |

o

1 1
0 500 1000 2000 5000

Tempo (s)

(©)

Legenda: Linha verde — concentra¢do do componente na particula; Linha azul — concentragdo do
componente na fase fluida; Linha vermelha - soma das concentragdoes do componente na fase fluida e na
particula.

Fonte: Autora

Inicialmente, a concentracao no liquido ndo ¢ igual a zero e a concetragdo no interior
da particula também nao € a concentragao inicial fornecida ao programa, isto ocorre pois o t0
representado no grafico acontece apds a extracao estatica que ¢ de 180 s, portanto, parte da
massa da particula foi transferida para a fase fluida. Apos t0, a concentracao dos compostos na
particula ¢ sempre maior que no liquido, indicando que a transferéncia de massa acontece
lentamente e de forma continua, no entanto, pode-se perceber que a concentragao no liquido
aumenta, até que chega em seu maximo e comeca a reduzir, indicando a saida destes compostos
da coluna. Os parametros de transferéncia de massa sao indispensaveis para avaliar como ocorre

este processo (Tabela 27).

Tabela 27 - Parametros de ajuste de transferéncia de massa

Df,c_ A Df,c_CO, hDec_A hDc_CO, Dpe,c. A Dpe,c_CO,

Compostos 2 1 2 -1 1 1 2 -1 2 -1

m s m s ms m s m s m s
13,27cicloursan-3-one 5,50E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,00E-11 3,00E-10
Lanosterol 5,46E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 1,98E-11 3,00E-10

9,19cicloergost-24(28)-
en-3-ol,4,14-dimetil-, 5,32E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 1,93E-11 3,00E-10
acetato, (383, 40, 5a)

Fonte: Autora

4.5.2.2 Modelagem da condigdo operacional de 20 MPa/50 °C/4,0 mL min!

Para a simulagdo, foram consideradas as condigdes operacionais e as propriedades do

fluido (Tabela 28).
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Tabela 28 - Condi¢des operacionais e do fluido

P T Pcoz Hco2 Qmeg,y, Qvcoar v
MPa °C kg m> Pa s kg s m s’ ms”
20 50,0 784,3 7,83E-05 6,68E-05 8,52E-08 1,08E-03

Fonte: Autora

Para a extragdo nas condi¢des acima citadas, o componente com maior numero de mols
foi o 13,27cicloursan-3-one, enquanto os compostos lanosterol e 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato, (3P, 4a, Sa), tiveram nimeros de mols semelhantes.

A apresentacao do modelo ajustado aos dados experimentais foi elaborada em fungao

do tempo e do niimero de mols de cada componente em questao (Figura 39).

Figura 39 - Evolucao do nimero de mols acumulados extraidos: experimental vs modelo
matematico. (a) 13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-, acetato, (3, 40, Sa);
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Fonte: Autora

A mudanga de comportamento da curva de extragdo nos pontos experimentais iniciais
nao foi tdo aparente e pouco extrato foi coletado até¢ 1000 s. As etapas da extracdo nao foram
bem definidas, uma vez que ndo apresentou uma etapa inicial de taxa constante de extragao,
neste caso, a convecgao apresenta baixa influéncia no processo.

O modelo matematico permite descrever o fenomeno da extragdo por difusao no
interior de uma particula unitaria, acompanhando o seu desenvolvimento ao longo do tempo,

para qualquer posi¢ao dentro da coluna (Figura 40).

Figura 40 - Redug¢ao da concentragao média dos compostos em uma particula qualquer na
coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-
dimetil-, acetato, (33, 4a, Sa)
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Fonte: Autora

O tempo de 0 s na Figura 40 ¢ contado a partir do inicio do escoamento de CO», ou
seja, a fase estatica ndo foi considerada. A coloracdo das particulas trata-se de uma estimativa
que ¢ resultante do valor médio de concentragdo entre a condi¢gdo externa vizinha da superficie
da particula e o valor da concentragdo em seu interior. Os resultados apresentados
correspondem a valores médios na coluna para uma particula qualquer em seu interior. Para
melhor perceber a reducao da concentragdo dos compostos no interior da particula, faz-se

necessario avaliar cada caso (Figura 41 e Figura 42).
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Figura 41 - Reducdo da concentragdo média dos compostos no centro de uma particula
qualquer ao longo do tempo no interior da coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol;

(c) 9,19cicloergost-24(28)-en-3-0l,4,14-dimetil-,acetato,(3f, 4a, Sa);
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Fonte: Autora

A Figura 41 mostra a reducao da concentragdo no centro da particula de 0 a 10000 s.

A transferéncia de massa acontece de uma forma lenta e continua, onde o numero de mols tende

a zero apenas apos 8000 s.

Figura 42 - Redugdo da concentragdo média dos compostos no interior de uma particula
qualquer em fung¢do do tempo. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (¢) 9,19cicloergost-

24(28)-en-3-ol,4,14-dimetil-,acetato, (33, 4a, Sa);
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Fonte: Autora
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A resisténcia interna atua de maneira mais direta dificultando a redugdo da
concentragdo em fun¢do do tempo ao longo do raio da particula. O acompanhamento dos perfis
no interior da particula e da coluna indicam como os processos de transferéncia de massa estao

relacionados (Figura 43).

Figura 43 - Perfis de concentragdo média dos compostos ao longo do tempo em uma particula
qualquer e na coluna. (a)13,27cicloursan-3-one; (b) Lanosterol; (c) 9,19cicloergost-24(28)-en-
3-0l,4,14-dimetil-,acetato,(3p3, 4a, Sa)
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Legenda: Linha verde — concentra¢do do componente na particula; Linha azul — concentragdo do
componente na fase fluida; Linha vermelha - soma das concentracdoes do componente na fase fluida e na
particula.

Fonte: Autora

Como no caso anterior, os valores graficos se iniciam somente apos o periodo de
extracdo estatica. Apds o t0, a concentracdo dos compostos na particula € sempre maior que no

liquido, indicando que a transferéncia de massa acontece lentamente. A concentracdo na fase
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liquida aumenta, até que chega em seu méaximo e comeca a se esgotar. Os parametros de

transferéncia de massa ajudam a compreender como ocorre este processo (Tabela 29).

Tabela 29 - Parametros de ajuste de transferéncia de massa
Dfc_ A Df,c_CO, hDc_A hDc_CO, Dpe,C_A Dpe,c_CO,

C t
ompostos m’s?! m’s?! ms” ms” m’s™! m’s’?!
13,27cicloursan-3-one 4,24E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,50E-11 3,00E-10
Lanosterol 421E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,70E-11 3,00E-10

9,19cicloergost-24(28)-
en-3-ol4,14-dimetil-, 4,24E-09 5,00E-09 1,00E-04 1,00E-10 2,50E-11 3,00E-10
acetato,(3p3, 4a, Sa)

Fonte: Autora

Para a obtencdo dos parametros de transferéncia de massa e uniformizacdo dos
resultados obtidos, alguns dos parametros foram fixados (Df,c_CO2, hDc CO; e Dye,c CO»),
por tratar-se do mesmo componente ¢ das mesmas condi¢des de temperatura e pressao. Os
valores hDc_A e Dye,c_ A foram ajustados aos dados experimentais. O parametro hDc_A regula
a resisténcia externa a transferéncia de massa, considerou-se como um valor muito baixo, € que
tudo o que saiu da particula foi solubilizado e imediatamente arrastado para a fase fluida,
enquanto Dpe,c_A regula a resisténcia interna a transferéncia de massa e controla a velocidade
de extracdo dos compostos até seu esgotamento.

O aumento do tamanho da particula altera as caracteristicas do leito que por
consequéncia reduz o processo de transferéncia de massa e retarda o processo global de
extracao. A reducao da superficie de contato das particulas dificulta o acesso do solvente aos
compartimentos oleiferos da matriz vegetal, resultando na reducao de soluto livre e ocasionando
uma menor taxa de extragdo inicial, aquela que ocorre por convecgao, dessa forma, a difusao
atua como mecanismo dominate de transferéncia de massa no processo de extragao (PEREIRA;

MEIRELES, 2010).
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5 CONCLUSOES

Os extratos obtidos a partir da SJ (semente de jaca) apresentaram atividade bioldgica
diversa, dependendo da técnica de extracdo e/ou condigdes aplicadas na extra¢do. O extrato
obtido por Soxhlet/etanol (SOX-EtOH) apresentou os melhores resultados para capacidade
antioxidante, rendimento global, citotoxicidade e acdo anti-inflamatdria, quando avaliada pela
inibi¢do da producgdo do NO. O extrato obtido por maceragao/etanol (MAC-EtOH) apresentou
resultados bons para rendimento global, capacidade antioxidante, atividade antifingica e
citotoxicidade. Os extratos obtidos por Soxhlet/hexano (SOX-HEX) e maceragdao/hexano
(MAC-HEX) foram regulares, indicando que este ndo ¢ um bom solvente para a extracao de SJ.

Os extratos da extragdo supercritica (ESC) apresentaram resultados positivos mais
especificos, como ¢ o caso da melhor atividade antifingica, citotoxicidade e acdo anti-
inflamatoéria pela inibicdo da producao do NO. Assim, os extratos provenientes da ESC se
mostraram com aplicabilidade mais restrita quando comparados aos extratos SOX-EtOH e
MAC-EtOH. O etanol apresenta polaridade intermediaria e ¢ capaz de extrair maior gama de
compostos com propriedades diversas; no entanto, com as limitagdes (longos periodos de
extracdao, pos-processamento do extrato, elevadas temperaturas de extracdo) das técnicas
convencionais de extragdo. O CO; apresenta carater apolar e assim a ESC pode apresentar bons
resultados para compostos afins e para aplicacdes mais especificas.

O planejamento experimental indicou que as variaveis de entrada que mais contribuem
para a extragdo de triterpenos e esterodis, na técnica ESC, foram temperatura, pressao e vazao
de COz. O perfil quimico relativo indicou que os compostos com maior proporgao relativa nos
extratos obtidos mediante ESC foram 13,27-cicloursan-3-one, 9,19cicloergost-24(28)-en-3-
ol,4,14-dimetil-,acetato,(3f3, 4a, Sa) e lanosterol. A analise RSM evidenciou que as melhores
condigdes de extragao com CO» supercritico para esterdis e triterpenos foram 38 °C/22 MPa e
52 °C/10 MPa, respectivamente.

A partir da modelagem matematica e da simulacdo numérica foi possivel determinar
os coeficientes de difusdo, resisténcias interna ¢ externa que atuam no processo de extragao,
além de identificar os fendmenos que foram dominantes em cada etapa da extragdo. Também
foi demonstrado que um maior diametro de particula influéncia de forma direta e negativa o
processo de extracdo. O mecanismo que prevaleceu e limitou a ESC foi a difusdo interna do
soluto. O modelo matematico de abordagem fenomenoldgica apresentou um bom ajuste aos
dados experimentais, normalmente os subestimando principalmente até os 2000 s; apos este

periodo, o modelo converge para o esgotamento do soluto, atendendo a condicdo de
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concentragdo inicial na particula, a qual foi fornecida. Esta diferenca na velocidade inicial de
extragdo pode estar relacionada com a presenga de irregularidades, fraturas e caminhos
preferenciais existentes nas particulas utilizadas nos experimentos, uma vez que o modelo as
considera como esferas perfeitas e de estrutura uniforme. Assim, as simulagdes impdem um
ritmo inicial mais lento para a extragdo a partir de particulas uniformes, comparativamente ao
que ocorre com as particulas experimentais obtidas por moagem e que por isso podem deixar o
soluto mais acessivel a acao inicial do solvente.

Os resultados obtidos justificam a pesquisa adicional das propriedades da SJ para

obtencdo de produtos naturais para as industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética.
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