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RESUMO

O jambu (Acmella oleraceae) ¢ uma planta comumente encontrada na regido Norte do Brasil.
Na medicina popular, ¢ utilizado para tratar dores de dente, garganta e anemia. Essa herbacea
tem despertado o interesse de pesquisadores e empresas gracas as diferentes propriedades
biologicas como atividade anti-inflamatoria, anestésica e diurética, as quais tém sido associadas
a presencga do composto espilantol. Na literatura, este composto ou preparagdes desta planta sao
frequentemente obtidos por métodos convencionais que utilizam alta quantidade de solvente e
demandam longo tempo de processo. Alternativamente, o fluido supercritico também aparece
em trabalhos mais recentes e, desta forma, foi utilizado como referéncia para fins de
comparagdo com os métodos de extragdo ndo convencionais aqui selecionados (extragdo com
liquido pressurizado (ELP) e extracao assistida por ultrassom (EAU)). Para o CO; supercritico,
definiram-se como parametros de processo as temperaturas de 70 e 90 °C e pressdes de 250 e
300 bar. Para os métodos por liquido pressurizado, consideraram-se diferentes concentragdes
de etanol em agua (50, 70 e 100%), a 70 e 90 °C e pressdo fixa em 100 bar. Por fim, para a
extracdo assistida por ultrassom, consideraram-se as mesmas concentragdes de etanol da ELP
e temperatura de 70 °C. Para quantificagdo do espilantol nos extratos, utilizaram-se as técnicas
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e a cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo de chama, onde definiram-se as quantidades de espilantol em relagdo a
massa seca € em relacdo a massa de extrato seco. A extracdo com fluido supercritico (EFS)
apresentou maior teor de espilantol a 90 °C e 250 bar, que foi de 11,36%, e o rendimento nao
apresentou diferenga estatistica dentre os demais tratamentos avaliados. Para a ELP, menores
concentragdes de etanol, independente da temperatura, resultaram em maior rendimento, com
valores similares ao EFS e teor de aproximadamente 2,5%. Ja na EAU, os extratos preparados
nas maiores concentracdes de etanol (70 e 100%) proporcionaram maior rendimento de
espilantol, porém, 50% menor que as demais técnicas e teor médio de 1,5%. Por outro lado, o
tempo de processamento da EAU foi de apenas 5 min enquanto os demais métodos utilizaram
20 min. Apesar do método com fluido supercritico ter resultado em maior quantidade de
espilantol, o custo do equipamento ¢ cinco vezes maior quando comparado a EAU. Em
contrapartida, as técnicas que utilizaram etanol e 4gua necessitam de uma etapa posterior de
remocao de clorofila, devido ao aspecto esverdeado do extrato, o que demanda mais tempo e
investimento financeiro.

Palavras-chave: espilantol; extracdo com liquido pressurizado; tecnologia supercritica;

extragdo assistida por ultrassom.



ABSTRACT

The jambu (Acmella oleraceae) is a plant commonly found in the northern region of Brazil. In
folk medicine, it is used to treat toothache, sore throat and anemia. This plant has attracted the
interest of researchers and companies due to various biological properties, including anti-
inflammatory, anesthetic and diuretic activity. These pharmacological effects have been
associated with the presence of the spilanthol. This compound or preparations of this plant are
often obtained by conventional methods that use high amount of solvent and require a long
processing time. Alternatively, the supercritical fluid method (SFE) also appears in more recent
studies and, therefore, it was selected as a reference technique for comparison with the
unconventional extraction methods [pressurized liquid extraction (PLE) and ultrasound-
assisted extraction (UAE)]. For supercritical CO>, temperatures of 70 and 90 °C and pressures
of 250 and 300 bar were defined as process parameters. For the PLE, different concentrations
of ethanol in water (50, 70 and 100%) at 70 and 90 °C of temperature and a pressure of 100 bar
were considered. Finally, for UAE, the same concentrations of ethanol used in PLE were
considered and a temperature of 70 °C. Gas chromatography techniques coupled with mass
spectrometry and gas chromatography with flame ionization detector were used to quantify
spilanthol in the extracts. The amount of spilanthol was expressed in relation to the dry plant
mass and mass of dried extracted material. SFE showed greater content of spiltanthol at 90 °C
and 250 bar, which was 11.36%. The spilanthol yield did not show statistical difference among
the other treatments evaluated. For PLE, lower concentrations of ethanol, regardless of
temperature, resulted in higher compound yield, with values similar to the SFE. The content of
spiltanthol was approximately 2.5%. In the UAE, the extracts prepared in the highest
concentrations of ethanol (70 and 100%) provided greater compound yield; however, 50% less
than the other techniques. An average selectivity of 1.5% was achieved with this method. On
the other hand, the processing time of the UAE was only 5 min while the other methods used
at least 20 min. Although the SFE has resulted in a greater amount of spilanthol, the cost of the
equipment is five times higher when compared to UAE. In contrast, the techniques that used
ethanol and water require a later stage of chlorophyll removal due to the greenish aspect of the
extract, which requires more time and investment.

Keywords: espilanthol; pressurized liquid extraction; supercritical technology; ultrasound-
assisted extraction.
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1 INTRODUCAO

Nos tultimos anos, houve um crescimento na utilizacdo de produtos naturais pelas
industrias alimenticias e farmacéuticas, movimentando, anualmente, cerca de 20 bilhdes de
dolares no mercado mundial. Os beneficios fisiologicos e nutricionais que podem ser
alcangados com estes produtos, o fato de apresentarem o selo ecofriendly e da baixa toxicidade
representam as principais justificativas para tal expansao (FURUKAVA, 2003; BLANCO,
2018a).

Os extratos vegetais e/ou compostos isolados representam a principal fatia deste
mercado, os quais podem ser obtidos a partir de diferentes partes das plantas e aplicados na
industria cosmética, alimenticia e/ou farmacéutica. Uma planta que tem despertado interesse de
pesquisadores e empresas nacionais € multinacionais € o jambu (Acmella oleraceae) gragas as
propriedades farmacolodgicas de extratos e/ou preparacdes do mesmo. Além disto, representa
uma importante fonte de renda para pequenos produtores do Pard, Amapa e Amazonas
(COSTA, 2014; PINHEIRO, 2016).

Preparacdes desta planta tem demonstrado atividade diurética, anti-inflamatéria e
anestésica. Isto € atribuido principalmente a presenga do composto N-isobutil-2(E), e 6(2),8(E)-
decatrienamida, popularmente e comercialmente conhecido como espilantol (COSTA, 2014).
E umas das alquilamidas mais representativas da Acmella oleraceae, com estrutura quimica
anfifilica, contendo uma amida relativamente polar e um &cido graxo apolar, o que faz com que
possa ser extraido por diferentes tipos de solventes e metodologias.

Na literatura, o fluido supercritico tem sido considerado como uma das técnicas mais
eficientes para a obteng@o do espilantol devido ao alto teor e rendimento. Dias et al (2017), por
exemplo, encontraram 34% de teor de espilantol (g do composto/g de extrato) e 2,6% de
rendimento (g do composto/g de matéria seca) por EFS preparada a partir das flores do jambu.
Técnicas “verdes” de extragdo ndo convencionais, tais como, liquido pressurizado e ultrassom
também aparecem em alguns estudos com outros exemplares de plantas, porém, ainda nao
foram consideradas para a obtengdo do espilantol (MACHADO et al, 2015; MILANI et al.,
2011; OLIVEIRA, 2019; PITIPANAPONG et al., 2007).

No mercado, a forma sintética deste composto pode ser disponibilizada e € caracterizada
por um alto valor agregado, ja que 1 g do composto custa cerca de R$ 240.000,00 (empresa
LAS do Brasil Importadora). Na forma de extrato de jambu, hd menores concentragdes de

espilantol, pois outros compostos também estio associados a matriz, e o custo ¢ bem inferior.
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Quanto maior ¢ o nimero e concentracao destes interferentes, mais dificil se torna a etapa da
formulagao, pois maiores serdo as chances de se observarem problemas de estabilidade. Frente
a isto, observa-se uma demanda por métodos de extracdo mais eficazes, com poucas etapas de

purificacdo, que requerem um curto tempo de processo e baixa quantidade de solvente.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Avaliar os métodos de extracdo ndo convencionais para a obtencdo de alto teor de

espilantol no extrato de jambu.

1.1.2  Objetivos Especificos

- Obter extratos de jambu a partir de métodos ndo convencionais tais como a extragao
com liquido pressurizado e extragdo por sonda de ultrassom, comparando-os com a extracao
por fluido supercritico;

- Avaliar o rendimento de extragdao do espilantol com fluido supercritico variando-se
temperatura (70 e 90 °C) e pressao (250 e 300 bar);

- Avaliar o rendimento de extragcdo do espilantol com liquido pressurizado utilizando
diferentes concentragdes de etanol (100%, 70% e 50%) e temperaturas (70 e 90 °C);

- Avaliar o rendimento de extracdo do espilantol mediante tratamento ultrassonico a
70 °C em diferentes concentragdes de etanol (50, 70 e 100%);

- Desenvolver método de quantificacdo para o espilantol por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas e cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de
chama;

- Analisar a degradacdo do espilantol em meio etandlico;

- Ajustar modelos matematicos aos dados das curvas cinéticas de extrato e espilantol
obtidas pelos métodos de extracao EFS, ELP e EAU;

- Identificar os compostos majoritarios por CG-EM presentes nos extratos por EFS,
ELP e EAU

- Analisar as vantagens e desvantagens dos métodos extrativos aqui selecionados.
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2 DIAGRAMA CONCEITUAL

Obtencao de extratos a partir de flores de jambu (Acmella oleraceae) por métodos

ndo convencionais

Por qué?

e O uso de produtos naturais nas industrias movimenta, no mercado mundial, cerca de
20 bilhdes de ddlares a cada ano;

e Extrato de jambu apresenta diversas atividades bioldgicas (ex.: diurética, anti-
inflamatoéria e anestésica);

e O espilantol, que tem sido associado a estas atividades biologicas, apresenta alto
valor de mercado e tem sido obtido prioritariamente na forma sintética;

e Os métodos convencionais para obten¢do de extratos vegetais utilizam solventes
organicos em grande quantidade e demandam longo tempo de processo.

Quem ja fez?

e Na literatura, ha estudos que associaram o uso de métodos convencionais com
diferentes técnicas cromatograficas e extragdo liquido-liquido;

e Ha alguns estudos que utilizaram CO; sob altas pressdes, encontrando maior
rendimento e teor de espilantol nos extratos;

e Nao foram encontrados estudos utilizando extra¢ao com liquido pressurizado e sonda
de ultrassom para a obten¢ao de espilantol, que sdo metodologias ndo convencionais
com alto potencial de extracao.

Hipoteses:

e E possivel obter uma quantidade de espilantol por extragdo com fluido supercritico
semelhante a encontrada na literatura?

e O teor de espilantol dos extratos obtidos por liquido pressurizado e sonda de
ultrassom ¢ maior quando comparado a extragdo com fluido supercritico?

e Os métodos ndo convencionais possuem viabilidade técnica e econdmica?

Como fazer?

e Adaptar as condi¢des Otimas de extracdo do espilantol com fluido supercritico
encontradas na literatura ao equipamento disponivel;

e Variar a concentragdo de solvente para as extragdes com liquido pressurizado e
ultrassom;

¢ (Quantificar o rendimento e o teor de espilantol nos trés processos extrativos;

e Avaliar vantagens e desvantagens de cada método.
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3REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo, primeiramente apresentou-se uma revisao de literatura sobre a Acmella
oleraceae, popularmente conhecida como jambu, cujas flores foram utilizadas para o preparo
de extratos. Informacdes fisico-quimicas e propriedades bioldgicas relativas a seu principal
composto bioativo, o espilantol, foram descritas na sequéncia. Além disto, realizou-se uma
revisdo das técnicas de extracdo ja utilizadas e que apresentaram alto rendimento para o
espilantol, bem como fundamentos de técnicas extrativas ndo convencionais. Processos de

isolamento do espilantol foram apontados mais ao final desta secgao.

3.1 JAMBU

A familia Asteraceac ¢ composta por 1.620 géneros e 24.000 espécies de plantas
distribuidas em praticamente todos os continentes, com exce¢do da Antartica. O jambu é uma
destas representantes, o qual ¢ popularmente conhecido como agrido do Para, erva-maluca,
abecedaria, nhambu ou agrido bravo (PINHEIRO, 2016). Em 2015, esta planta foi classificada
como pertencente a espécie Acmella oleracea (MONDIN et al., 2015), contudo, nomenclaturas
como Spilanthes acmella var oleraceae, Spilanthes oleraceae e Acmella ciliata ainda podem
ser encontradas em alguns estudos (CAVALCANTI, 2008; BORGES, 2009; BARBOSA,
2016a; VIEIRA, 2017).

O jambu ¢ uma planta de regides tropicais e subtropicais, encontrada no Norte da
Australia, América, Africa, Malasia, Bornéu, India e Sri Lanka, sendo muito utilizado na
culindria e medicina popular (PINHEIRO, 2016; BLANCO, 2018a). No Brasil, tem ocorréncia
na regido Norte. Na medicina popular, € utilizado para o tratamento de dores de dente, garganta,
tuberculose e anemia. Na culinaria, aparece em pratos como tucupi, tacacd, arroz paraense €
pizza de jambu (BARBOSA, 2016a; MELO, 2018).

E uma herbacea perene, com altura de aproximadamente 50 cm, caracterizada como
semierata ou quase rasteira, com caule cilindrico, carnoso e coloragdo verde a roxo (Figura 1).
Suas folhas sdo ovais e t€ém comprimento variando entre 23 a 75 mm de comprimento e 10 a 59
mm de largura. As flores sao globosas, amareladas, apresentam longos pedunculados e medem
cerca de 1 cm de didmetro. Seu ciclo de vida dura de 45 a 70 dias, com germinacdo de 5 a 8
dias, colheita entre os dias 35 a 50 e propagacao realizada por semente ou estaquia (BORGES,

2009; COSTA, 2014; PINHEIRO, 2016; SILVEIRA, 2017).



19

Nos ultimos anos, o jambu tem despertado o interesse de pesquisadores e empresas
nacionais e multinacionais gracas as diversas propriedades farmacologicas, mas também por
representar uma importante fonte de renda para pequenos produtores do Para, Amapa e
Amazonas (COSTA, 2014; PINHEIRO, 2016). Conforme levantamento realizado por feirantes
do Para em 2006, estima-se que cada vendedor de jambu da regido metropolitana de Belém
realiza operagdes de 15 Kg de planta por dia; com vendas globais de 3600 Kg/més (BORGES,
2009).

Figura 1. Jambu (Acmella oleracea).

Fonte: Costa (2014).

O jambu apresenta varias propriedades terapéuticas que incluem atividade larvicida,
diurética, antioxidante, anti-inflamatéria e anestésica. Isto se deve, principalmente, a presenga
de espilantol, cuja nomenclatura quimica ¢ N-isobutil-2(E), e 6(Z),8(E)-decatrienamida
(COSTA, 2014). No extrato metanolico de todas as partes do jambu, Lavanya et al. (2016)
identificou onze alcamidas, dentre elas, o espilantol; além de quatro esterois, dez ésteres e sete
alcoois. Dias et al. (2012) identificou o espilantol como composto majoritario do jambu,
obtendo rendimentos de 65,4 ¢ 47,3% nas flores e caules, respectivamente, apos realizar um
processo de extracao em fluido supercritico. Rocha et al. (2018), por sua vez, encontraram 84%

deste composto no extrato hidroetanolico das flores do jambu.
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3.2 ESPILANTOL

O espilantol (Figure 2), também conhecido como afinina, ¢ umas das alquilamidas mais
representativas na Acmella oleraceae devido suas atividades bioldgicas e efeito sensorial.
Apresenta como nome IUPAC N-isobutil-2E, 6Z, 8E-decatrienamida; formula molecular
C14H23NO, podendo ser encontrado em outras espécies como Acmella ciliate, Acmella
oppositifolia, Acmella reacicans ¢ Heliopsis longipes. E um composto anfifilico, com uma
amida relativamente polar e um acido graxo menos polar. Isto possibilita sua extracdo em
diferentes solventes como metanol, etanol, CO> supercritico ou hexano. Cromatografia em
camada delgada (TLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia flash
tem sido frequentemente consideradas na etapa de purificagdo do extrato (BARBOSA et al.,

2016b; RONDANELLI et al., 2020).

Figura 2. Estrutura quimica do espilantol.

HN

N

Fonte: Barbosa et al., (2016b).

Muitas das espécies citadas acima que contém o espilantol sdo utilizadas na medicina
popular em todo o mundo, especialmente para dor de dente e como anti-inflamatoério. A partir
disso, surgiram diversos estudos para identificacdo de atividades biologicas desse composto.
Pesquisas recentes avaliaram seu papel para protecao de lesdes da dermatite atopica (HUANG
et al., 2019a) e como um potente analgésico, j& que € capaz de superar as desvantagens de
alteracdo da memoria e estresse oxidativo de analgésicos opioides (PAUL et al., 2019).

Auxilia também, no controle de peso corporal e do tecido adiposo visceral (HUANG et
al., 2019b). E anti-inflamatério, diurético, afrodisiaco, antimalarico, antinociceptivo ¢

imunomodulador (DUBEY et al., 2013). Saraf & Dixit (2002) identificaram atividade ovicida,
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larvicida e pupicida para ovos, larvas e pupas dos mosquitos Anopheles culicifacies, Culex
quifaciatus e Aedes aegypti. Buitimea-Cantua et al. (2019), por sua vez, relataram uma
atividade antifungica frente ao Aspergillus parasiticus e anti-aflatoxigénica.

Além de todas estas atividades bioldgicas supracitadas, de acordo a base de dados World
Intellectual Property Organization (2019) e European Patent Register (2019), had 699 e 579
patentes registradas relacionadas a espilantol, respectivamente. Um maior numero de registros
foi encontrado em 2017, com mais de 100 patentes. A sensagao de salivagao e/ou formigamento
proporcionada pelo composto ¢ incluida em vérios registros. Combinagdes de canabindide e
espilantol também tém sido consideradas para fins farmacéuticos, nutracéuticos e
cosmecéuticos. H4 patentes que incluem o espilantol em formulagdes que contém sais de
potassio (amargo e metalico) para melhorar a palatabilidade, reforcando o gosto salgado.
Também tem sido considerado em bebidas e alimentos que contenham acidos graxos alifaticos
nesta mesma linha de melhora da palatabilidade.

Em seu artigo de revisdo, Rondanelli et al. (2020) apresentam produtos a base de
espilantol como gel analgésico e antibacteriano oral, creme antirrugas para substituicdo da
toxina botulinica, produtos antienvelhecimento, preparagdes para banho com fins terapé&uticos
para reumatismo e condicionamento da pele. E também considerado como promotor de
absorgdo, ou seja, ¢ capaz de aumentar a permeacdo cutdnea de algumas substincias. E
considerado seguro por agéncias como a FEMA (Flavor and Extract Manufactures

Association) e a EFSA (European Food Safety Authority) (BLANCO, 2018a).

3.3  METODOS DE EXTRACAO

Virias técnicas tém sido consideradas para a obtencdo do espilantol, com diferencas
quanto ao rendimento, tempo de extracao, tipo de solvente e técnica de purificagdo (Quadro 1).
Maior indice de pureza (mais de 90%) foi alcangado com a maceracao seguida de operacao de
filtracdo em membrana de celulose, maceragdo ou extracdo supercritica associada a
cromatografia flash e maceracdo associada a cromatografia semi-preparativa.

Além destes métodos de extragdo apresentados na literatura, ha outros métodos ndo
convencionais que sao promissores para a extracao de compostos bioativos e que ainda nao tém
sido testados para a obtengdo do espilantol. Dentre eles, destacam-se a extragdo com liquido

pressurizado e a extragdo com sonda de ultrassom, cujos fundamentos serdo descritos abaixo.
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Como ja mencionado, a extragdo com fluido supercritico serd utilizada para fins de comparacao

por se tratar de tecnologia verde.



Quadro 1. Métodos de extracdo, purificacdo e atividades biologicas do espilantol.
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Processo de

Parte da

Pureza de

Autor ~ Tipo de solvente Método de isolamento . Atividade
Extracao planta espilantol
Demarne Folhas, Antirrugas e bloqueio da contragao
Passaro Maceragdo  caules e Etanol/agua Membrana de celulose 99,9% £ 4 . ¢
muscular reversivel.
(2009) flores
84% de ~ , :
Spelman et Maceracao Raiz Etanol/agua Cromatografia flash isomeros e 13% Redugdo d(? numero ‘de paras itas
al. (2011) . Plasmodium yoelii (malaria)
de espilantol
Costa (2014) Micro- Flores Etanol e hexano Cromatografia em 92,3% NA
ondas camada delgada
Freitas Flores e Carvao ativado e
Maceragao Etanol filtragdo com terra 40% Efeito antinociceptivo
(2014) folhas . ,
diatomacea
Barbosa et Folhas, Extragao liquido-liquido
Maceragao caules e Metanol (hexano, diclorometano e 84,28% Inibig¢ao da enzima tirosinase
al. (2016¢) )
flores acetato de etila)
Cruz et al Folhas, Extracao liquido-liquido Rhipicephalus microplus e
' Maceragdo  caules e Metanol ca0 g d 99% PLCCPRALU: PIUS.
(2014) flores (hexano e diclorometano) Dermacentor nitens (acaricida)
Extra‘to . Capacidade de atravessar a barreira
Veryser etal.  etanolico Cromatografia semi- o (1 ~
Flores NC . 99,9% hematoencefalica (garante uma agao
(2016) (Groupe preparativa central)
Robertet)
RO(CZh Oalzt) al. Maceragao Flores Etanol/Agua NC 82% Melhora do ciclo estral.
Blanco et al. Extragiap Flores Dioxido de Cromatografia flash 97% Anti-inflamatério (mucosite intestinal)
(2019) supercritica carbono

NC = ndo considerado; NA = ndo avaliado
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3.3.1 Extracao com fluido supercritico

O estado supercritico ocorre quando uma substancia estd com pressdo e temperatura
acima do ponto critico, gerando fluidos que podem estar em um estado liquido ou gasoso. Como
o fluido de extracao ¢ geralmente o diéxido de carbono, trata-se de um processo extrativo menos
poluente. O didxido de carbono ¢ um gés inerte, natural, de baixo custo, nao inflaméavel, atoxico,
e com temperatura e pressao critica baixas (31,3 °C e 73,8 bar). Além disto, ndo deixa residuos
toxicos nos extratos e por utilizar temperaturas relativamente baixas, diminui o risco de
degradagdo térmica dos compostos (crucial para materiais termossensiveis). Permite também,
o controle do poder de solvatacdo através de ajustes no bindmio pressdo/temperatura
(QUEIROZ et al., 2001; VEGGI, 2009; BLANCO, 2018a).

E desejavel que o analito seja solavel neste fluido para a selegéo desta técnica, contudo,
um cossolvente pode ser selecionado. O alcool etilico ¢ o mais utilizado, pois em pequenas
quantidades, ndo compromete o uso do extrato como farmaco ou alimento e a quantidade
utilizada ¢ muito menor quando comparada a métodos convencionais de extragdo
(CAVALCANTI, 2008; VEGGTI, 2009).

Cavalcanti (2008) comparou o CO: supercritico puro com o CO; supercritico em
presenca de etanol e acetato de etila; em que flores, folhas e caules de jambu foram os materiais
de partida. Observou-se maior rendimento global para o extrato etanélico, contudo, o método
com COz supercritico puro resultou em quase duas vezes mais espilantol no extrato. Quando
comparada a maceracdo a frio e a extragdo sob refluxo, este método também proporcionou
maior teor de espilantol, chegando a ser quatro vezes mais seletivo que a extragao sob refluxo.

A 320 bar e 70 °C, Dias et al. (2017) obtiveram 2,6% de rendimento bruto de espilantol
(a partir das flores) e 34,6% de pureza. Blanco et al. (2018b), operando um extrator de aco
inoxidavel com leito fixo acoplado a separadores, encontrou um rendimento bruto de 0,25% de
espilantol e teor de 6,4%. A 300 bar e 40°C, Barbosa et al. (2016d) obtiveram 1,07% de
rendimento bruto de espilantol partindo-se das flores, folhas e caules de jambu liofilizadas.
Silva (2018), aplicando as mesmas condi¢des de Dias et al. (2017), encontrou um teor de
espilantol de 29%. Esses resultados sugerem que o método de extragdo com fluido supercritico
apresenta um rendimento médio de 1,3% e teor de 23%.

Estes dados, ao serem relacionados com outros estudos que utilizaram métodos

convencionais (BAE et al., 2010; SINGH & CHATURVEDI, 2012), apresentaram um
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rendimento e teor de espilantol quase trés vezes maior, com menor tempo de processamento.
Além disto, Cavalcanti (2008) e Dias et al. (2012) ressaltam que o extrato obtido por fluido
supercritico apresenta uma coloracdo mais amarelada, sem a presenga de pigmentos
responsaveis pela coloragao verde escura (comum em extratos com solventes organicos), o que
torna o produto mais atrativo para a industria. O extrato supercritico também tem o beneficio

de ser livre de solvente residual, reduzindo danos ambientais.

3.3.2 Extracao por Liquido Pressurizado

A extragdo por liquido pressurizado (ELP) ou solvente acelerada (ESA) baseia-se em
um aumento de temperatura (até 200 °C) e pressao (até 200 bar), mantendo-se o solvente em
um estado liquido mesmo acima de seu ponto de ebuligdo. Este aumento de temperatura faz
com que as ligagdes entre soluto e matriz sejam rompidas, aumentando a solubilidade e
difusividade e, consequentemente, reduzem a viscosidade e a tensdo superficial do solvente.
Apesar das altas temperaturas, reagdes oxidativas ou fotodegradacdo sdo evitadas ja que o
sistema ¢ fechado (ZAIBUNNISA et al., 2009; SANTOS et al., 2012; MENDONZA et al.,
2017).

Outro ponto positivo deste método ¢ o curto tempo de operacdo e reducao na
quantidade de solvente quando comparado as técnicas convencionais; 0 que minimiza 0s
impactos ambientais. Em contrapartida, o custo do equipamento e manuten¢do sao
relativamente altos, o que ¢ equilibrado com o baixo custo de processo e o aumento de
rendimento alcangado (CAVALCANTI, 2013; MACHADO, 2014; OLIVEIRA, 2018).

Quanto a operacdo, o sistema ELP pode apresentar uma configuracdo dinamica e
estatica. Na configuracdo estitica, o processo ¢ composto por um ou varios ciclos onde o
solvente preenche o extrator, permanecendo em contato com a amostra durante um tempo pré-
determinado. Na configuracdao dindmica, por sua vez, o solvente ¢ bombeado continuamente, a
uma vazao constante, para a cé€lula extratora, € a coleta do extrato ¢ realizada pela valvula de
saida. Segundo Nieto et al. (2010), este segundo modo de operacdo ¢ mais eficiente, ja que evita
a saturacdo do solvente, o que poderia limitar a capacidade extrativa (HALL, 2018; SANTOS,
2018).

Em um estudo que avaliou o rendimento de extracdo de charantina a partir do meldo
amargo, a ELP reduziu em aproximadamente 4 vezes o tempo de extragdo e 5 vezes o consumo

de solvente em relacdo a extracdo com Soxhlet (Pitipanapong et al., 2007). Esta mesma técnica
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aumentou o teor em cerca de 2,5 vezes durante a extragdao de antocianinas monoméricas totais
e compostos fenolicos totais de cascas de “bandinhas” de feijdo preto comparativamente a

técnicas que utilizam baixa pressao (OLIVEIRA, 2019).

3.3.3 Extracio Assistida por Ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom consiste em um efeito mecanico realizado pela
propagacao de ondas sonoras em determinado meio, fazendo com que ocorra uma variagao de
pressdo que leva a formagdo e implosdo de bolhas de gas, processo esse denominado
“cavitagdo”. A cavitagdo gera momentos alternados de compressdo e expansdo, aumentando a
temperatura do sistema, com a ruptura de so6lidos através de microjatos voltados para os
mesmos. Consequentemente, hd uma redugdo da resisténcia interna € um aumento da
difusividade, facilitando a transferéncia de massa (ADAMS, 2002; MENDES, 2017; SANTOS,
2018; LIMA, 2019).

Essa técnica apresenta como principais vantagens o curto tempo de extragdo, o baixo
consumo de solventes, alta seletividade e economia de energia. Pode ser empregada para extrair
compostos sensiveis ao calor. O baixo custo de instalagdo e facilidade de operagdao despertam
o interesse da técnica tanto em escala laboratorial quanto industrial (ADAMS, 2002; SILVA,
2015; MENDES, 2017; SANTOS, 2018).

Dentre os equipamentos de ultrassom, o banho e a sonda sdo os mais utilizados. O
banho emite as ondas do fundo da cuba através de um liquido, permitindo a dispersao de energia
nesse processo de transferéncia e influéncia nos sistemas reacionais. E mais utilizado para
limpeza de material laboratorial. J4 o ultrassom tipo sonda ¢ mais utilizado em métodos
baseados no rompimento de células, pois o transdutor fica em contato direto com o sistema
reacional, podendo ser até 100 vezes mais eficiente que o banho (ADAMS, 2002; LIMA, 2019).

Em um estudo realizado com raiz de barbana, Milani et al (2011) alcancaram um
aumento de quase 50 % no rendimento do extrato ao utilizar a sonda de ultrassom em relagdo a
um método convencional. Melhora da eficiéncia de extracdo com esta técnica foi também
relatado por Jovanovic-Malinovka et al. (2015) em estudo com alho poré e por Machado et al.

(2015) ao considerarem residuos industriais de alcachofra.
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3.4 MODELOS CINETICOS

O estudo cinético ¢ geralmente conduzido com o objetivo de simular a reproducao dos
dados experimentais em outras escalas e compreender os fendmenos do processo. Isto se da
pela definicdo dos parametros ajustados presentes nos modelos matematicos. Ao escolher um
modelo, deve-se considerar a propriedade fisica representada pelos pardmetros. Caso o modelo
ndo inclua esta visdo das observagdes experimentais, o estudo do processo sera limitado
(BENELLI, 2010; BISCAIA, 2007).

Modelos empiricos sdo obtidos a partir da avaliagdo de diferentes equagdes
matematicas e identifica a que melhor se ajusta aos dados experimentais. Usualmente, estes
modelos ndo possuem significado fisico pré-definido para seus pardmetros, havendo a
possibilidade de uma analise matematica para uma possivel explicagdo do comportamento e
influéncia destes pardmetros. Ha também modelos ja apresentados na literatura que sao
analogos a teoria de transferéncia de calor, como o modelo proposto por Gaspar et al. (2003).
Assim como, modelos baseados na transferéncia de massa, como o modelo de Martinez et al.
(2003). O erro médio quadratico e os critérios de informacdo de Akaike e Bayesiano devem ser
considerados para identificar o modelo que melhor se ajusta aos dados (BENELLI, 2010;

FURTADO, 2019; SOH et al. 2019).

3.5 ESTABILIDADE DO ESPILANTOL

Freitas (2014) analisou o teor de espilantol durante 120 dias apds desenvolver filmes
bioadesivos de quitosana com extrato de jambu. As formula¢des foram armazenadas em
embalagens plasticas impermeaveis revestidas com aluminio e fechamento hermético do tipo
“zip” a 40 °C. Nao foi observada degradacdo do espilantol nas condi¢des avaliadas. Bae et al.
(2010), por sua vez, avaliaram a degradacdo do espilantol armazenado com 75% de etanol e em
diferentes temperaturas (ambiente, -20 e -80 °C). Apos seis meses de monitoramento, o teor de
espilantol diminuiu cerca de 10% e ndo houve influéncia da temperatura na degradacao.

Silveira (2017), por sua vez, avaliou a termoestabilidade do extrato bruto de flores do
jambu e do espilantol. Através de um acompanhamento cinético, observou-se um efeito
negativo da temperatura sobre a estabilidade deste composto. Em presenca de luz e oxigénio,

também foram identificados fenomenos de instabilidade com a formacdo do subproduto
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dioxiacmellamida. Frente a isto, a autora sugere o armazenamento do espilantol em solucao
hexanica ou metanolica, pois o solvente cria uma barreira que impede a sua oxidagao.
Pinheiro et al (2020) avaliou a estabilidade e alguns parametros termodindmicos
(entalpia e energia livre de Gibbs) do espilantol em solventes com diferentes polaridades.
Ambientes polares de constante dielétrica moderada, tal como etanol, foram mais apropriados
para a estabilizacao do composto. Savic et al (2021) avaliaram a fotoestabilidade de um extrato
comercial hidroglicolico (propanodial/agua) das partes aérea de jambu em diferentes solventes
(metanol, etanol, solucdo salina e 4gua). Maior estabilidade foi encontrada em solucdo
metanodlica e etandlica. Savic et al (2021) também indicou dois possiveis produtos da oxidagao
do espilantol, o isobutil-amida do acido 6,9-di-hidroxi-deca-2,7-diendico e isobutil-amida do

acido 8,9-di-hidroxi-deca-2,6-diendico-amida.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

As flores de Acmella oleracea foram obtidas através da empresa Trevi Alimentos,
localizada em Belém (PA), em dois lotes distintos, um obtido em fevereiro e outro em outubro
de 2020. A matéria-prima foi disponibilizada na forma desidratada, com coloragdo entre
amarelo e marrom (Figura 3A). Um moinho de facas (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil),
disponibilizado pelo Laboratorio de Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC), foi
utilizado para reduzir o tamanho do material e, desta forma, aumentar a eficiéncia de extragdo.
Peneiras Tyler, com tamanho de malhas variando entre 24 e 48 mesh (W.S. Tyler, Wheeling,
EUA) foram utilizadas para padronizar o tamanho do material. Amostras presentes nas peneiras
de tamanho 32 e 48 foram reprocessadas até a obtengdo do tamanho desejado (Figura 3B). As
amostras foram armazenadas em sacos de polietileno, a 6 °C, e envoltas por papel aluminio para

protegé-las da luz até o inicio das analises.
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Figura 3. Flores de jambu inteiras e desidratadas (A), flores de jambu moidas (B).

Fonte: Autora (2021).

42 CARACTERIZACAO FiSICA DAS PARTICULAS
4.2.1 Determina¢ao de umidade

A umidade foi determinada gravimetricamente de acordo com metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira (1988). Aproximadamente 1 g das flores de jambu moidas foi
transferido para um cadinho previamente pesado e dessecado. A amostra foi entdo dessecada a
105 °C durante cinco horas, considerando-se concluida a analise quando a diferenca entre duas
pesagens consecutivas era menor que 5,0 mg (peso constante). A porcentagem de 4dgua na
matéria-prima foi calculada pela equacdo abaixo, onde mr ¢ a massa da matéria-prima seca e m;
¢ a massa inicial dessa matéria-prima.

mf—mi

%U = ( ) %100 (1)

mg

A determinagdo de umidade foi realizada em triplicata e o resultado expresso como

média + desvio padrao.
4.2.2 Determinagdo do diAmetro médio de particula

A determinagdo do didmetro médio de particula foi efetuada através do calculo

proposto por Gomide (1983). Para tal, pesou-se aproximadamente 20 g da amostra seca e



30

triturada, adicionando-a a um conjunto de peneiras da série Tyler (mesh -32/+48 W.S. Tyler,
Wheeling, EUA). O conjunto foi agitado manualmente por aproximadamente 60 minutos. Apos
este procedimento, as massas retidas sobre cada peneira foram pesadas para o calculo do

diametro médio de particula, conforme as equacdes 2 ¢ 3.

2

Al = )

bh)

Onde: “ds” ¢ o diametro médio superficial das particulas (mm), “m;” ¢ a massa de

e
1

amostra retida na peneira “i” (g), “M” ¢ a massa total de amostra (g), “d;” é o didmetro médio

[13%3]
1

da peneira “1” (mm) e “n” € o nimero total de fracdes.
A determinacao do didametro médio de particula foi realizada em triplicata e o resultado

expresso como média + desvio padrao.
4.2.3 Determinacio da massa especifica aparente do leito

A massa especifica aparente (pa) foi definida pesando-se a quantidade de amostra
capaz de ocupar um volume pré-estabelecido, incluindo apenas os poros e ndo os espacos do
interior das particulas. Para as medidas, utilizou-se uma proveta de 10 mL, aferindo-se a fragao
massica de amostra que ocupou esse espago, até o ultimo marcador. Para o célculo, considerou-

se a equacdo abaixo, onde “pa” é a massa especifica aparente (g/cm?®), “m” é a massa da amostra

(g), “V” € o volume convertido em cm’.
pa= 7 (4)

Essa analise foi realizada em triplicada e o resultado expresso como média + desvio

padrao.
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4.2.4 Determinacio da massa especifica real

A massa especifica real (pr) foi determinada pela técnica de picnometria em gas hélio.
Esta técnica segue o principio de deslocamento de fluidos de Arquimedes, que consiste
basicamente na variagdo da pressdo do gas na camara de volume conhecido, informando o
volume real do so6lido, desconsiderando os espagos vazios. Isto se deve a capacidade do gas em
ser inerte e apresentar uma baixa tensao superficial, o que facilita sua entrada nos poros da
amostra sem alterar suas caracteristicas (BENELLI, 2014). A anélise foi realizada em triplicata

e o resultado obtido para densidade real foi expresso como média + desvio padrao.
4.2.5 Determinac¢ao de porosidade do leito

A porosidade do leito (¢) de extracdo foi determinada considerando-se a massa
especifica real e aparente da amostra de flores de jambu, incluindo os poros do leito e do interior

das particulas. O calculo foi realizado através da equagao 5.

g=1-"22 (5)

Onde “pr” ¢ a massa especifica real das particulas e “pa” ¢ a massa especifica aparente
do leito em (Kg.m™). A determinacdo da porosidade do leito ¢ adimensional e foi realizada em

triplicata. O resultado expresso como média + desvio padrao.
43 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

Os ensaios com fluido supercritico foram realizados em modo dindmico, na unidade
disponivel no LATESC da UFSC, que foi adaptada a partir da unidade desenvolvida pelo
Laboratorio Thermische Verfahrentechnik da Technische Universitat Hamburg-Hamburg
(TUHH), na Alemanha. A representacdo esquematica do equipamento utilizado ¢ apresentada

na Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de unidade de extragdo com fluido supercritico.
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Fonte: Adaptado de Mazzutti (2016), Lasta (2017) e Santos (2018).

Onde:

1- Cilindro de CO> com 99,9% de pureza (White Martins, Joinville, SC);

2- Banho de resfriamento de CO> (Thermo Haake, C10 — K10, Niedersachen,
Alemanha);

3- Bomba de CO»> (Maximator, modelo M111, Alemanha);

4- Banho de aquecimento do extrator (Thermo Haake, BT3, DC30 — B30, Niedersachen,
Alemanha);

5- Coluna de extragao;

6- Banho de aquecimento da linha (Microquimica, MQBTZ99 — 20, Palhog¢a/SC);

7- Frasco ambar (60 mL) para a coleta de amostras;

R- Rotadmetro (Automation Products ABB 10A61);

M1- Manometro de controle do cilindro de COz;

M2- Manometro de controle do sistema;

V1- Valvula de controle de fluxo de COz;

V2- Vélvula reguladora de ar comprimido (Tescom Cat N° 26-1761-24-161);

V3- Vilvula de saida de CO2 no extrator (Sitec Microvalve 710.3012);

V4- Valvula agulha micrométrica (Silec Shutoff Valve 710.3010);

4.3.1 Descriciao de funcionamento da unidade extratora

A unidade consiste em um cilindro de CO; com tubo pescador, com saida regulada

pela véalvula V1, que permite a alimentacdo pela linha de extragdo a uma pressao de 60 bar. No
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decorrer dessa linha, hd um banho de resfriamento (2) abastecido com 4gua e etileno glicol. Ele
¢ responsavel por manter o solvente liquido até sua entrada no multiplicador de pressao (3), que
¢ alimentado por ar comprimido. A saida deste ar ¢ controlada pela valvula V2, que permite um
controle da pressao da bomba (varia entre 1 a 300 bar), encaminhando o CO; ja pressurizado.
O CO2 passa pelo extrator (5), que ¢ um cilindro de ago inoxidavel encamisado, com
extremidades rosqueadas vedadas com algodao e preenchido com a amostra e esferas de vidro.
Este aparato possui um volume interno de 100 mL, altura de 32 cm e didmetro interno de 2 cm.
Sua temperatura ¢ controlada por um banho termostatizado (6), que mantém esse parametro
estavel durante todo o processo e evita a recristalizagdo/precipitagdo do extrato durante o
arraste. Para a saida do extrato junto ao solvente, sdo reguladas as valvulas V3 e V4, que
controlam o fluxo de saida de solvente e despressurizam o sistema. Por fim, o extrato ¢ coletado

em frasco de vidro ambar (7) e a vazao do solvente ¢ mensurada por um rotametro (R).

4.3.2 Cinética de extracio com fluido supercritico

O comportamento cinético das flores do jambu durante o processo extrativo com fluido
supercritico foi realizado para determinar o tempo que maximiza o rendimento de espilantol. O
método utilizado para a realizagdao desta extracao foi baseado no estudo de Dias et al (2017),
que apresentava como condi¢des 6timas de rendimento 320 bar e 70 °C. Devido as limitagdes
do equipamento, uma pressdo de 250 bar e 70 °C foram considerados para a realizacdo da
cinética.

Primeiramente, no interior da célula extratora, a extremidade inferior foi preenchida
com algodao, adicionado 50 mL de esferas de vidro (3 mm de diametro), 13 g de flores de
jambu e a extremidade superior foi vedada com algodao. O sistema foi acionado conforme item
4.3.1 e o fluxo de CO» ajustado para 0,5 Kg.h! considerando outros trabalhos realizados pelo
grupo de pesquisa (LASTA, 2017; SILVA, 2018). O tempo de processo foi avaliado até
estabilizar a curva de extracdo (etapa difusional), que foi em 420 min. O extrato foi coletado
em frascos de vidro ambar pré-pesados e identificados, em um intervalo de 5 min durante os
primeiros 30 min, apds, a cada 10 min até os 120 min, seguido por um intervalo maior de 30
min até os 420 min.

Durante o processo, concomitantemente, foi desenvolvida uma planilha no Excel com
os dados das massas dos frascos antes e apds a extragdo, de modo que o rendimento de extrato

em relacdo a massa seca [R(%)] pudesse ser calculado (Equagao 6).
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R(%) = <(%)/%_U> * 100 (6)

e=fi—fi (7)

Onde: “e” ¢ a massa de extrato total (g); “/i” ¢ a massa do frasco com o extrato obtido
no processo extrativo (g); “f”’ € a massa do frasco (g); “m ” ¢ a massa da amostra imida utilizada
(2); e, “%U” ¢ aumidade da amostra.

Com a obtengdo da curva de massa de extrato em relacdo ao tempo, aplicou-se o
modelo de regressao linear por partes para ajuste dos dados com o auxilio do software Origin
Pro 2015 (OriginLab, Northampton, EUA). Fixou-se o intervalo de confianca em 95%. Foram
obtidas trés retas que retratam as etapas de extragdo CER, FER e DC, as quais sdo representadas

pelas equacdes abaixo 8, 9 e 10, respectivamente.

y=a;+ kit (8)
y= a;+ kitcgr + ko(t — tegr) )
y= a;+ kitcgr + ko(tpgr — tegr) + k3(t — tegr) (10)

Onde: “y” € a massa acumulada; “t” € o tempo; “ai” € coeficiente linear da reta na etapa

CER; “tcer” € o tempo em que se encerra a etapa CER e inicia a FER; “trer” € 0 tempo em que

se encerra a etapa FER e inicia a DC; e, “k1”, “k>” e “ks” sdo os coeficientes angulares das retas.

Por fim, os extratos foram diluidos em aproximadamente 3 g de etanol e armazenados a

6 °C. Para a andlise no cromatografo, os extratos foram colocados em banho de aquecimento

(MQBMP-01, Microquimica Ind. Com. Repr. Ltda., Palho¢a/SC) a 40 °C por 5 min, seguido

de tratamento ultrassonico (USC-700/55 kHz, Unique Ind. e Com. de Produtos Eletronicos
Ltda., Indaiatuba/SP) para homogeneizagao (+ 10 min).

Apo6s analise cromatografica (ver sec¢do 4.6.1), o rendimento de espilantol foi

calculado de acordo com a equagdo 11. O tempo definido para a extragdao foi de 20 min. Este

processo foi realizado em triplicada.
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ds
E(%) = <(m)/(ﬂ)> 100 (11)

Onde: “gs” ¢ a massa de espilantol total presente no extrato (g), “m” a massa da amostra
umida utilizada (g) e “%U” a umidade da amostra.
Com os dados de massa de espilantol em relagdo ao tempo de extragdo, foi avaliado o

ajuste dos modelos apresentados na segao 4.7.
4.3.3 Ensaios da extra¢io com fluido supercritico

Como o equipamento utilizado tem capacidade méaxima de 300 bar, diferentes pontos
com temperatura e pressdo foram considerados (Quadro 2) a fim de obter rendimentos
semelhantes ao encontrado por Dias et al. (2017). A vazao utilizada foi igual a aplicada na
cinética (0,5 Kg de CO2.h"). As densidades referentes as variaveis estudadas foram encontradas

na biblioteca online NIST (2021).

Quadro 2. Pardmetros dos ensaios de extracdo com fluido supercritico.

Ensaio Pressido (bar) Temperatura (°C) Densidade de CO2 (Kg.m™)

EFS1 250 70 736,92
EFS2 300 70 787,97
EFS3 250 90 636,12
EFS4 300 90 703,27

ApOs o processo extrativo, calculou-se o rendimento de extrato conforme descrito no
item 4.3.2. Os extratos foram diluidos em aproximadamente 3 g de etanol e armazenados a 6
°C. Para a andlise no cromatografo, considerou-se o mesmo procedimento de preparo de
amostras ja descrito.

Na sequéncia, calculou-se o rendimento de espilantol (equagdo 11), o desvio padrao e

o teor (S(%)), representado pela equacao abaixo (12), onde “qs” representa a massa de espilantol

(g) e “e” ¢ a massa de extrato (g).

S(%) = (%) « 100 (12)
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44 EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO

Os ensaios de extracdo com liquido pressurizado foram realizados na unidade de

extragdo desenvolvida no LATESC/UFSC representada abaixo.

Figura 5. Diagrama da unidade de extra¢do com liquido pressurizado
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Fonte: Adaptado de Teixeira (2020) e Santos (2018).

Onde:

I- Proveta de 100 mL com etanol (EXODO 99,9%) e mistura etanol:agua destilada,
na proporcao de cada ensaio;

2- Bomba de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters 515 HPLC, MA —
EUA);

3- Banho termostatico (Microquimica, MQBMP 99-20, Palhoga, Brasil);

4- Coluna de extragao;

5- Frasco ambar (100 mL) para coleta da amostra;

V1- Valvula de entrada de solvente (HIP, 10-11NFA-REG, PA — USA);

V2- Vélvula de controle da pressurizagdo do sistema (HIP, 10-11NFA-REG, PA —
USA);

V3- Vilvula de saida de extrato (Tescom, UK)

M1- Mandmetro para monitoramento da pressdo (Header, modelo H-11, Sdo Paulo —

Brasil).
4.4.1 Descricao de funcionamento da unidade extratora
A unidade de extracdo com liquido pressurizado ¢ composta por uma bomba de alta

eficiéncia (2) responsavel pelo envio do solvente (1) até a célula de extragdao (4). Apresenta

capacidade de vazdo que varia de 0,001 a 10,000 mL.min"' e pressio que pode alcangar 340
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bar, contudo, usualmente seleciona-se 100 bar por questdes de seguranca. Para o processo, o
solvente ¢ primeiramente adicionado na proveta e a fungdo de purga da bomba ¢ acionada para
realizar a limpeza da linha. Em paralelo, pode ser ajustado a temperatura no datalogger até
estabilizacao do valor determinado. Essa temperatura ¢ controlada por um banho termostatizado
(3).

Para a montagem da célula, a amostra deve ser colocada junto a esferas de vidro
(aproximadamente de 3 mm) para evitar empacotamento, ¢ vedadas por algoddo em ambas as
extremidades do leito para barrar a saida de so6lidos particulados na linha. Apos o leito ser
devidamente preenchido e selado, ¢ aberta a valvula de entrada (V1) e ativado o bombeamento
(comando flow) para a linha. As valvulas de saida V2 e V3 devem estar fechadas at¢ o momento
em que o mandmetro (M1) apresentar a pressdao desejada. Ao atingir a pressao estabelecida, as
valvulas V2 e V3 devem ser abertas e ajustadas para que o extrato seja coletado em um frasco

ambar (5). A contagem do tempo de processo se inicia junto ao primeiro gotejamento.

4.4.2 Cinética da extracio com liquido pressurizado

O comportamento cinético das flores do jambu durante o processo extrativo com
liquido pressurizado foi estudado para determinar o tempo que maximiza o rendimento de
espilantol. A temperatura foi definida com base na condigdo de operacdo encontrada na
literatura para tecnologia supercritica (Dias et al, 2017); e, os demais pardmetros, foram
estabelecidos conforme resultado de testes prévios realizados no laboratério para outras
amostras, selecionando-se uma vazio de 3 mL.min"! e 100 bar de pressio. Como solvente,
considerou-se uma mistura etanol:agua (50:50 v/v).

No interior da célula, primeiramente adicionou-se algoddo na extremidade inferior,
depois 50 mL de esferas de vidro (3 mm de didmetro) misturadas com 3 g de flores de jambu e
mais algodao foi adicionado na extremidade superior para vedar o sistema. O sistema foi
acionado conforme item 4.4.1 e o extrato foi coletado em frascos de vidros ambar pré-pesados
e identificados, em intervalos de 3 min até 15 min, apos, em intervalos de 5 min até os 40 min.

O extrato foi pesado e submetido a rotaevaporagao a 40 °C (FISATOM 801, Sao Paulo,
Brasil) até completa evaporacao do etanol e ao processo de liofilizagdao (Liotop L 101, Sao
Carlos, Brasil) por 48 h. Os frascos foram pesados novamente e calculado a massa de extrato,

como descrito no item 4.3.2 e representado pela equagado 7.
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O contetdo do frasco foi diluido em aproximadamente 3 g de etanol e armazenados a

6 °C. Para a analise no cromatografo, adotou-se o0 mesmo protocolo de preparo de amostras do

fluido supercritico. Por fim, calculou-se o rendimento de espilantol (equacao 11) e definiu-se
20 min como tempo de extragao.

Com os dados de massa de extrato e massa de espilantol em relagdo ao tempo, foi

avaliado o ajuste dos modelos apresentados na secao 4.7.

4.4.3 Ensaios da extracao com liquido pressurizado

Para os ensaios de extragdo com liquido pressurizado, o equipamento foi operado
como descrito no item 4.1.1 e o preenchimento da célula conforme o item 4.1.2. Considerou-se
uma pressao constante de 100 bar, visto que a mesma nao interfere no processo, pois os fluidos
liquidos, em sua maioria, sdo substancias incompressiveis. Uma vazio fixa de 3 mL.min"! foi
adotada. Consideraram-se dois estagios de temperatura (70 e 90 °C; similar ao fluido

supercritico) e diferentes concentragdes de solventes (Quadro 3).

Quadro 3. Pardmetros para extragdo com liquido pressurizado.

Concentracao de
Identificacio  Temperatura
solvente etanol-agua

do ensaio °O)

(v/v)
ELP1 70 100:0
ELP2 70 70:30
ELP3 70 50:50
ELP4 90 100:0
ELP5 90 70:30
ELP6 90 50:50

Ap6s transcorrido o tempo de cada extragdo, foram realizados os mesmos
procedimentos de concentracdo e calculos descritos no item 4.4.2, incluindo a andlise do teor

(equacao 12).
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4.5 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

As extracdes assistidas por ultrassom também foram realizadas no LATESC/UFSC em

um sonicador de ponteira ultrassonica (Figura 6).

Figura 6. Diagrama do sistema de extrag@o por sonda ultrassonica.

Fonte: Autora (2020).

Onde:

1- Gabinete acustico;
2- Painel de controle;
3- Ajuste de altura;

4-
5.

6-

Ponteira de titanio;

Banho termostatizado com capacidade méaxima de 100 °C (Microquimica,
MQBMP 99-20, Palhoga, Brasil);

Célula encamisada.

4.5.1 Descricao de funcionamento da unidade extratora

A unidade de extracdo assistida por ultrassom € composta pelo equipamento de

geragdo de energia ultrassonica fabricado pela empresa Eco-sonics (Sao Paulo, BR), com

frequéncia de 20 kHz e poténcia de 500 W. Este modelo ¢ formado por um gabinete acustico
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de ago inoxidavel (1), um suporte para ajuste de altura (3), um painel de ajuste de tempo e
poténcia (de 20 a 99% da poténcia total) (2), e uma ponteira (4) de 4 mm de didmetro de onde
sdo emitidas as ondas ultrassonicas.

A célula extratora, que ¢ onde sdo emitidas as ondas ultrassonicas e adicionada a
amostra com o solvente, foi desenvolvida pelo LATESC para permitir um ajuste de
temperatura. E constituida de vidro e possui uma camada externa que ¢ conectada a um banho
termostatizado para controle da temperatura de extragao.

Ap6s a regulagem dos pardmetros do processo e insercdo de amostra e solvente na
célula, inicia-se a extragdo. Com o transcorrer do tempo, o sistema ¢ desligado, o extrato
peneirado (peneira de polipropileno com 7 cm de didmetro) e centrifugado (Quimis, Modelo
Q222T, SP, Brasil) a 4515 for¢a G por 5 min. O sobrenadante ¢ coletado em um frasco ambar

previamente pesado e identificado.

4.5.2 Cinética da extracio assistida por ultrassom

O comportamento cinético durante o processo extrativo assistido por ultrassom foi
realizado para determinar o tempo que maximiza o rendimento de espilantol. A temperatura foi
definida com base nas duas metodologias anteriores. A poténcia foi ajustada para 80% da
poténcia total (400 W) de modo que as particulas pudessem ser agitadas o suficiente para ndo
causar perda de amostra e/ou solvente a partir da célula. Como solvente, considerou-se uma
mistura etanol-agua (50:50 v/v) e uma razado planta/solvente de 1:30, assim como na ELP.

Na sequéncia, realizou-se o procedimento descrito no item 4.5.1. A célula extratora,
adicionou-se 30 mL de solvente e 1 g de flores de jambu. Esse processo foi realizado quatro
vezes distintas, variando-se o tempo de aplicagcdo da energia ultrassonica (5, 10, 20 30 min).
Apos esta etapa, os extratos foram coletados separadamente em frascos de vidro ambar, aferidas
as massas, rotaevaporados a 40 °C (FISATOM 801, Sao Paulo, Brasil) até¢ completa evaporagao
do etanol e, finalmente, lioifilizados (Liotop L 101, Sao Carlos, Brasil) por 48 h. Os frascos
foram pesados novamente e calculado o rendimento de cada extrato (ver item 4.3.2).

O conteudo dos frascos foi diluido em aproximadamente 3 g de etanol e armazenado
a 6 °C. Para a andlise no cromatdgrafo, adotou-se o procedimento de preparo da amostra ja
descrito. Por fim, calculou-se o rendimento de espilantol (equacdo 11). Definiu-se 5 min como

o tempo de extracao.
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Com os dados de massa de espilantol em relagdo ao tempo de extracdo, foi avaliado o

ajuste dos modelos apresentados na sec¢ao 4.7.

4.5.3 Ensaios da extrac¢ao assistida por ultrassom

O equipamento foi operado como descrito no item 4.5.1 e o preenchimento da célula
conforme item 4.5.2. Como pardmetros constantes, definiu-se uma poténcia de 80% da poténcia
total, razao planta/solvente de 1:30 e temperatura de 70 °C. A temperatura de 90 °C nao foi
considerada ja que este parametro ndo afetou o rendimento do extrato e espilantol nas
metodologias de extracdo anteriormente testadas. Em contrapartida, a concentragdo de solvente

foi modificada como na ELP (Quadro 4).

Quadro 4. Parametros utilizados para a extragao assistida por ultrassom.

Concentracao de solvente

Ensaios
etanol-agua (v/v)
EASI 100:0
EAS2 70:30
EAS3 50:50

Apds os processos extrativos, foram realizados os mesmos procedimentos de

concentracao e calculo descritos no item 4.5.2, incluindo a anélise de teor (item 4.3.3).

4.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO

A identificacdo do espilantol foi realizada a partir do padrdao adquirido da empresa
ChromaDex (California, EUA; pureza de 88,5%) e pela biblioteca NIST2011 do CG-EM. Para
a quantificacdo, foi desenvolvida uma curva de calibragdo com o padrio mencionado, em
diferentes concentragdes e realizada a leitura por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG — EM) ou cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de

chama (CG - DIC).
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4.6.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM)

A identificacdo do espilantol foi realizada na Central de Analises do Departamento de
Engenharia Quimica e de Engenharia de Alimentos da UFSC. As andlises de cromatografia
gasosa acoplada com espectrometria de massas GC-EM foram realizadas em um equipamento
da marca Agilent GC 7890A acoplado com um detector de massas modelo Agilent 5975C do
tipo triplo quadrupolo e um injetor automatico Agilent modelo GC sampler 80. A coluna capilar
de silica fundida HP-5MS composta por 5% de fenila e 95% de metilpolisiloxano (30 m x 250
um de diametro interno; espessura, 0,25um; Agilent-J & W Scientific) foi conectada a fonte de
ionizacao do tipo Impacto de elétrons operando em modo positivo a 70 eV. Faixa de varredura
40-550 m/z. Hélio foi usado como gas de arraste e fluxo constante de 1 mL min™! .

A temperatura do injetor ( modo split 1:50) e da interface foram de 270 °C e 280 °C,
respectivamente.

Para as anélises, utilizou-se a metodologia de Costa (2014). Uma aliquota de cada
extrato foi primeiramente diluida em etanol, seguido de injecdes automadticas de 1 pL. A
temperatura inicial do forno foi de 70 °C, a qual foi mantida durante 3 min, aumentada a uma
taxa de 10 °C.min"! até 270 °C e mantida por 3 min, com um tempo total de analise de 26 min.
A identificagdo do espilantol foi realizada através da comparagdo dos espectros de massa com
o espectro obtido a partir do padrdo e dos dados da biblioteca de espectros Mass Spectral Search
Program do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST). Para a quantificacao, preparou-
se uma curva de calibragdo do padrao adquirido da empresa ChromaDex considerando-se as

concentracoes de 1,3; 1,0; 0,7; 0,3; 0,12 ¢ 0,06 mg.g1 (dilui¢ao em etanol).

4.6.2 Cromatografia gasosa com Detector por Ionizacio de Chama (CG

— DIC)

Como o CG-EM estragou durante o periodo das analises, nova metodologia de CG-
DIC (Agilent Technologies, EUA) foi considerada para a quantificagdo do espilantol. Trata-se
de equipamento modelo CG 7890A acoplado ao detector de ionizagdo de chama (DIC). Nova
curva de calibracao foi obtida nas condi¢des ja descritas no item 4.6.1.

Para as andlises, utilizou-se a metodologia de Costa (2014) descrita no item 4.6.1.
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47 MODELOS MATEMATICOS APLICADOS AS CINETICAS

O uso de modelos matematicos nas curvas cinéticas de extragdo foi utilizado para
predizer e interpolar os dados experimentais. A partir da definicdo de parametros ajustaveis a
estes dados, € possivel simular este mesmo processo em outras escalas. Assim, diferentes
modelos foram considerados para representar os dados cinéticos tanto para o extrato, bem como

para o composto espilantol, de modo a definir qual possibilita um melhor ajuste.

4.7.1 Modelo de Gaspar

O modelo proposto por Gaspar et al. (2003) ¢ chamado de modelo de placas ja que ¢
caracterizado por uma transferéncia de massa, de forma andloga a transferéncia de calor, onde
particulas so6lidas s3o consideradas placas. A massa de extrato obtida ao longo do tempo ¢
representada pela equagdo 13 (GASPAR et al., 2003) com modificagdo proposta por Campos
et al. (2005).

_ |1 _vo__08 Dm(2n+1)2m?t
Mext = [1 2o (2n+1)2 eXp( 52 )] (13)

Onde: mext ¢ @ massa de extrato (g), para as cinéticas de extrato, e massa de espilantol
(mg), para as cinéticas de espilantol, mo ¢ a quantidade inicial de extrato ou espilantol na fase
solida (g/mg), € a espessura das particulas (placas) (i), n € um nimero inteiro, € D, representa

a difusividade na matriz s6lida (u?*/min) e é o inico pardmetro ajustavel da equagio.
4.7.2 Modelo de Martinez

O modelo proposto por Martinez et al. (2003) ¢ obtido a partir de um modelo logistico
aplicado a sistemas multicomponentes. Para o processo de transferéncia de massa, considera o
extrato como um pseudocomponente ou uma mistura de substancias ou grupos de componentes
similares, desconsiderando o acimulo e a dispersdao que pode ocorrer em processos com fase
fluida.

A equacdo que representa a curva de extragdo obtida por Martinez ¢ apresentada abaixo,

onde “h” ¢ a coordenada axial (m), “H” comprimento do leito (m), “t” é o tempo do processo,
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“mo” ¢ a massa de soluto (g para extrato e mg para espilantol), “b” e “tn” sdo parametros

ajustaveis do modelo.

_ _ mo 1+exp(btm)
mext(h =H, t) - exp(bty) {1+exp[b(tm—t)] 1} (14)

4.7.3 Modelo de Martinez modificado

Ao aplicar o modelo de Martinez et al. (2003), um novo parametro foi incluido no
processo com o objetivo de flexibilizar o ajuste dos dados. Este procedimento foi realizado
avaliando o comportamento de cada parametro, sendo que o termo “-1” ao final da equagdo de
Martinez et al. (2003) (Equacdo 13) tem a finalidade de zerar o termo que estd entre chaves,
quando o tempo ¢€ zero, fazendo com que nao tenha massa de extragao neste tempo (mext = 0).

Analisando os comportamentos da curva com a alteracao do valor de cada parametro,
identificou-se que “b” controla o ponto de inflexdo da curva e que, ao modifica-lo na equagao,
mudaria o comportamento. A partir disto, substituiu-se “b”” em uma das posi¢des pelo pardmetro
“c” para um melhor ajuste dos dados. A equacgao foi reorganizada para que o termo entre chaves
permanecesse igual a zero no tempo zero, obtendo a equagao abaixo como resposta, na qual os

termos permanecem com a mesma identificagdo, acrescido do parametro ajustavel “c”.

my {1+exp(btm> _1+exp(btm>} (15)

m =
ext exp(bty) +explc(tm—t)]  1+exp(cty)

4.7.4 Modelo logaritmico (empirico)

Dentre os modelos matematicos, o modelo logaritmico (equacao 16) com trés
parametros ajustaveis “a”, “b” e “c” apresentou bom ajuste, contudo, seus parametros ainda nao

tém significado fisico definido.

My = a—- b.In(t + ¢) (16)

[IP-2]

Onde: “m,,;” ¢ a massa acumulada; “t” € o tempo; e, “a”, “b” e “c” s@o pardmetros

ajustaveis.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

O software R versao 4.0 foi utilizado no tratamento estatistico a fim de identificar
diferencas entre os resultados de rendimento obtidos para os diferentes métodos de extragao.
Ap6s a andlise de varidncia, realizou-se o teste de Tukey para comparagdo dos valores médios.
Um nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi aplicado.

O Erro Médio Quadratico (EMQ) foi utilizado com a finalidade de analisar a
proximidade dos modelos matematicos aos dados experimentais. Outros valores considerados
para esta avaliagao foram o Critério de Informagao de Akaike (AIC) e o Critério de Informagao
de Bayesiano (BIC). Conforme o modelo, estes critérios penalizam o uso de um maior nimero
de pardmetros ja que isto aumenta a flexibilidade do ajuste. O coeficiente de determinacio (R?)

foi calculado apenas para comparagao, visto que, ele ndo ¢ adequado a modelos nao-lineares.

5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 FLORES DE JAMBU

5.1.1 Caracterizacio da matéria prima

Ainda que as flores de jambu tivessem sido adquiridas na forma desidratada, a umidade
do ambiente pode migrar para a amostra e, desta forma, este parametro foi determinado por um
método gravimétrico farmacopeico. O valor médio de umidade obtido para as flores de jambu
desidratada foi de 19,22%. Oliveira et al. (2014) ao avaliar o processo de desidratagdo do jambu,
encontrou um valor de 8,83% de umidade para a planta desidratada. Ja Silva (2015), ao avaliar
o jambu in natura e seco, identificou valores de umidade de 89,92% e 9,52%, respectivamente.

O valor de umidade encontrado neste trabalho ¢ considerado acima do padrao (até 12%
de umidade) estabelecido pela Anvisa (RDC n°® 272/2005) para vegetais desidratados, e pode
estar relacionado a alta umidade relativa do ar da cidade de Floriandpolis-SC, de 85% anual
(CPETC/INPE, 2021). Em comparacao a outros estados, Santa Catarina (SC) ¢ o terceiro estado
com maior umidade relativa de ar do Brasil.

O diametro médio de particulas obtido foi de 0,2730 mm (Tabela 1), similarmente ao
encontrado por Cavalcanti (2008) e Dias et al (2017), que foi de 0,28 e 0,29 mm,

respectivamente. Cavalcanti (2008) também obteve particulas com um didmetro de 0,5 mm,
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porém, o rendimento de espilantol foi quase 50 % menor comparativamente as particulas de

0,28 mm.

Tabela 1. Caracterizagdo fisica das flores de jambu.

Parametro avaliado Valor
Umidade (%) 19,22 £ 0,31
Diametro médio (mm) 0,27 + 0,30

Massa especifica aparente (g.cm™) 0,18+ 0,10
Massa especifica real (g.cm™) 1,47 +0,01
Porosidade do leito (%) 87,25+ 0,01

A alteracdo no rendimento de acordo com o tamanho ¢é explicada devido ao aumento
da area superficial e da disponibilidade de soluto, nas particulas menores, facilitando a
transferéncia de massa e diminuindo, consequentemente, o tempo de extracdo. Contudo,
diametros muito pequenos podem ocasionar a compactagdo do leito e a formacao de caminhos
preferenciais, o que leva a uma redugio do rendimento no processo extrativo (SOVOVA et al.,
1994; CAVALCANTI, 2008; BENELLI, 2014; SILVA, 2018).

Neste estudo, foi possivel verificar, visivelmente, que ndo houve compactagao do leito,
pois apos extracao, a matriz vegetal apresentava coloragdo uniforme. Isto pode também sofrer
influéncia da porosidade do leito, que auxilia no processo de percolacao do solvente, facilitando
0 acesso as particulas solidas. Os valores dos pardmetros para calculo desta porosidade (massa
especifica aparente e real) foram equivalentes aos encontrados na literatura (DIAS et al., 2017;
SILVA, 2018). A porosidade do leito foi de 87 % (Tabela 1), similar ao encontrado por Silva
(2018).

5.2 QUANTIFICACAO DE ESPILANTOL NO CG-EM

Para quantificar o espilantol nos extratos obtidos, construiu-se uma curva de calibracao
com um padrdo analitico de referéncia (Figura 7), como j& descrito no item 4.6. A equagdo da
reta que relacionou a 4rea do pico (y) a concentragio de espilantol (x) foi y = 6,9334.107x —
5,6275.10°%. Obteve-se um coeficiente de determinacdo de 0,9968, o que sugere uma relagio
linear entre concentragdo e sinal analitico na faixa selecionada. Como este valor € superior a

0,99, pode-se afirmar que o método em questdo atende ao recomendado nos guias de validagao
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da ANVISA e ICH. No cromatograma aqui selecionado (Figura 8), pode-se observar que o
espilantol apresentou um tempo de retencdo de 17,5 min, com uma taxa de similaridade de 90
% ao analisar a biblioteca NIST2011. Costa (2014), ao utilizar condi¢gdes analiticas similares,

encontrou um tempo de retencao semelhante, que foi de 17,7 min.

Figura 7. Curva de calibragdo de espilantol obtida por CG-EM.
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Figura 8. Exemplo de cromatograma obtido ap6s inje¢do de 1,3 mg.g™! de espilantol.
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53 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO ESPILANTOL

Solugdes etanolicas contendo espilantol foram monitoradas quanto a estabilidade, 50 e

92 dias ap6s armazenamento em geladeira a 6 °C (Figura 9).

Figura 9. Teor de espilantol apds 50 e 92 dias de armazenamento a 6 °C. Cada curva representa uma

solu¢do com diferente concentracao de espilantol. Etanol foi utilizado como meio reacional.
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Aos dados observados foi ajustado um modelo para descrever o comportamento do
decaimento da concentragdo em func¢do do tempo. Para isso, 0 modelo que melhor representou

€.

esses dados foi o de decaimento exponencial (y = a.e™¥), onde “a” representa a concentragio
inicial, “y” a concentragdo em fun¢do do tempo, “x” o tempo, € “b” a taxa de dacaimento.
Encontrou-se entdo, como taxa de degradacdo média de espilantol o valor de 0,0065 + 0,0006
mg.dia™! e estimou-se a concentragdo deste composto no dia 126. Esta simulaco foi necessaria
devido a um problema de funcionamento no equipamento CG-EM e a necessidade de obtengao
de uma nova curva de calibragdo no CG-DIC. Apds a leitura dos pontos no CG-DIC, foi obtida
nova curva de calibragdo (Figura 10) e equagio da reta (y = 4,4986.10"x — 2,1653.10°, onde “y”

representa a area do pico e “x” a concentragdo de espilantol). O tempo de retencdo do composto

no novo equipamento foi 17,7 min e o coeficiente de determinagao da reta foi 0,9946.
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Figura 10. Curva de calibrag@o obtida por CG-DIC.
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A analise dos cromatogramas também sugeriu degradagao do composto (Figura 11). O

quadrante “A” refere-se ao primeiro dia de dilui¢do do composto no solvente e os quadrantes

“B”. “C” e “D” referem-se ao 50°, 92° e 126° dia de armazenamento.
b b
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Figura 11. Cromatogramas de solugdo etandlica de espilantol (1,3 mg.g™) apos (A) 1, (B) 50, (C) 92

e (D) 126 dias de armazenagem a 6 °C.
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A partir do primeiro espectro (Figura 11A), pode-se observar a presenga de outros
compostos € 0 aumento na concentragdo dos mesmos em func¢do do tempo de armazenagem.
Além disto, foi observada uma reducao da concentragdo do espilantol, que possivelmente foi
convertido em dioxiacmellamida (SILVEIRA, 2017) apos oxidagdo e na presenga de luz.
Segundo Silveira (2017), essa conversao ocorre por uma modificacao estrutural na por¢ao dieno
(6Z, 8E). Blanco (2018b) também avaliou o teor de espilantol em bioadesivos e identificou uma
reducdo significativa ap6s 120 dias de armazenamento a 40 °C. Por outro lado, Silveira et al
(2017) observou que o composto se mantém estavel em solugdo metandlica, a temperatura
ambiente, por até¢ 72 dias. Ao armazenar o extrato etandlico (75%) de jambu a temperatura
ambiente, por 6 meses, Bae et al. (2010) detectaram uma reducao na concentracao de espilantol
de somente 10%. Este resultado ndo foi observado neste trabalho para o padrdo comercial
mesmo apds uma armazenagem em etanol a 6 °C. Com isso, decidiu-se avaliar os extratos em
meio etandlico obtidos neste estudo por EFS, ELP e EAU, afim de analisar se algum composto

do extrato influencia diretamente na estabilidade do espilantol.
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Para os extratos por EFS, a taxa média de degradacio em um periodo de
aproximadamente 6 meses foi de 0,005 + 0,003 mg.dia!, reduzindo cerca de 60 + 20% da
concentracdo inicial de espilantol. Para os extratos por ELP, a degradacao foi avaliada por 5
meses, a uma taxa média de 0,007 £ 0,004 mg.dia’!, reduzindo cerca de 50 + 20% da
concentragdo inicial de espilantol. J& para os extratos por EAU, a taxa média de degradagdo por
4 meses foi 0,004 + 0,003 mg.dia!, reduzindo cerca de 30 + 20% da concentragio inicial de
espilantol. Esta taxa dos extratos por EAU foi menor quando comparada a degradacao das
demais técnicas de extracdao avaliadas. A diferenca entre o intervalo de avaliacao da taxa de
degradacgdo (meses) se deve ao dia de realizacdo das extracdes de cada processo extrativo.

Pela influéncia de fatores externos (temperatura, posicao dos frascos no refrigerador,
queda de energia e danifica¢do do refrigerador), a taxa de degradagdo oscilou bastante, o que
explica o alto desvio e as diferencas entre cada método de extragdo. Ao avaliar a
fotoestabilidade de um extrato comercial hidroglicélico (propanodial/agua) das partes aéreas de
jambu, Savic et al. (2021) sugeriram a presen¢a de dois compostos resultantes da oxidagdo de
espilantol, o isobutil-amida do acido 6,9-di-hidroxi-deca-2,7-diendico e isobutil-amida do 4acido
8,9-di-hidroxi-deca-2,6-diendico-amida. Silveira (2017), por sua vez, encontraram a
dioxiacmellamida como produto da oxidacdo do espilantol. Estes produtos da degradagao
citados acima ndo foram identificados dentre os compostos apontados neste trabalho para os
extratos por EFS, ELP e EAU. Possivelmente, isto ocorreu pelo uso de diferentes metodologias

de identificagdo, Savic et al. (2021), por exemplo, utilizou UHPLC; e, Silveira (2017) RMN.
5.4 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO
Na andlise cinética (Figura 12), obteve-se uma quantidade maxima de extrato proximo

a7h,quefoide 1,61 g. A quantidade maxima de espilantol (1,36 mg), por sua vez, foi alcancada

em 40 min.
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Figura 12. Cinética de extragdo com fluido supercritico a 70 °C, 250 bar ¢ 0,5 Kg.h™!' ajustada pelo

modelo de regressao linear por partes.
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Na figura 12, sdo também apresentadas as trés retas ajustadas que representam as
etapas de extracio e, na tabela 2, os pardmetros tcer € as taxas de extragio (g.min). O valor de
tcer, que expressa o tempo final da etapa de extracdo constante (CER), foi de 32,62 min. A taxa
de extragdo neste periodo, que representa a transferéncia de massa convectiva do soluto presente
na superficie da matriz vegetal, foi de 0,03 g.min’!. Em percentual, esta taxa seria de 61,25%
do extrato total. Neste mesmo tempo, inicia a etapa de extracdo decrescente (FER), causada
pela combinacdo de processos convectivos e difusivos a uma taxa de 0,0035 g.min,
visivelmente inferior a anterior. J4 a ultima etapa, que € o periodo difusional, tem inicio no

tempo de 105,30 min, a 8,50.10* g.min’!. Trata-se da etapa mais lenta, por ser marcada pela

obtengao do soluto de dificil acesso.

Tabela 2. Parametros do modelo de regressao linear por partes aplicado a EFS.

Parametros Valores
a1 (g) 0,06

ki (gmin) 0,03
tcer (min) 32,62
k2 (gmin) 0,01
trer (Min) 105,30
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k3 (gmin!)  8,51.10%
R? 0,99

Os dados da massa de espilantol em relagdo ao tempo foram ajustados por quatro
modelos matematicos (se¢ao 4.7). A partir do modelo de Gaspar (Figura 13-A), encontrou-se
um coeficiente de difusividade de 36,92 um?.min™!. Este valor ¢ similar ao encontrado por
Biscaia (2007), que preparou um extrato de propolis por tecnologia supercritica.

O modelo logistico (Figura 13-B) de Martinez mostrou melhor ajuste em relagao ao
modelo proposto por Sovova (1994) em estudo de extracdo de oleoresina de gengibre por
tecnologia supercritica. O pardmetro ajustavel “tn” (Tabela 3) representa o tempo em que a taxa
de extragdao ¢ maxima e seu valor proximo a zero indica que a taxa de extracao ¢ decrescente,
tendo seu valor maximo no instante inicial. No processo de extragao com fluido supercritico
aqui considerado, a taxa de extragcdo na primeira etapa também foi maior do que nas etapas
seguintes. Ja o parametro “b” ¢ apenas um parametro ajustavel, sem significado fisico até o
momento.

Quando mais um parametro ajustavel foi incluido no modelo de Martinez (Figura 13-
C), o termo “tm com valor proximo a zero segue com o mesmo significado fisico do modelo
original, assim como “b”.

O modelo logaritmico (Figura 13-D), que ¢ representado pelos parametros “a”, “b” e
“c” (Tabela 3), mostrou que “b” afeta significativamente o rendimento de espilantol bem como
o comportamento extrativo do processo (b negativo). A medida que “c” aumenta, a curvatura

da funcdo diminui e os dados se aproximam de um sistema linear. O parametro “a”, define o

valor proximo ao intercepto no eixo y, pois quando t =0, mex= a-bln(c).
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Figura 13. Cinética de espilantol a 70 °C, 250 bar ¢ 0,5 Kg.h! ajustada pelo modelo de Gaspar (A),
modelo logistico de Martinez (B), modelo de Martinez modificado (C) e modelo logaritmo (D).
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A maior quantidade de espilantol foi transferida da planta para o meio reacional ainda
na etapa convectiva, sugerindo que o composto apresenta uma distribuicdo preferencial na
superficie. Obteve-se cerca de 93,8% da massa total aos 20 min. Neste mesmo tempo, a 95%
de probabilidade, observa-se que a quantidade de espilantol, a 70 °C, 250 bar ¢ 0,5 Kg.h™!, pode
variar de 40,08 a 97,03 mg aplicando o modelo de Gaspar, 45,93 a 92,98 mg pelo modelo de
Martinez, 42,89 a 91,84 mg pelo modelo modificado de Martinez, e 39,83 a 89,13 mg pelo
modelo logaritmo.

O ajuste dos modelos aos valores médios de massa de espilantol em fungdo do tempo

sao apresentados na figura abaixo.
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Figura 14. Modelos aplicados a curva cinética de espilantol por EFS a 70 °C e 250 bar.
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Dentre os modelos aplicados, foi avaliado o Erro Médio Quadratico (EMQ), o Critério
de Informagao de Akaike (AIC) e o Critério Bayesiano de Schwarz (BIC) (Tabela 3) para definir
o modelo que melhor se ajusta aos dados experimentais. Os menores valores destes critérios
indicam que o modelo que mais se aproxima do real, ou seja, que melhor representa os dados
para identificagdo da quantidade de espilantol presente no extrato por EFS foi o proposto por
Martinez. O coeficiente de determinagdo, por sua vez, representa o quanto o modelo explica a
variacdo da massa de espilantol em fun¢do do tempo. Para o modelo de Martinez, encontrou-se

um valor de 80,77%.

Tabela 3. Parametros dos modelos aplicados a cinética de espilantol por EFS.

Gaspar Martinez Martinez modificado  Logaritmo
P.* Valor P.* Valor P.* Valor P.*  Valor
Dn 3692 tm 6,16.10" tm 0,01 a 2517

- - b 0,25 B 31,59 b -13,11
- - - - C 0,28 c 0,05
R*> 0,70 R? 0,81 R? 0,81 R*> 0,81
EMQ 13,69 EMQ 11,31 EMQ 11,42 EMQ 11,57
AIC 129,17 AIC 121,54 AIC 123,78 AIC 124,41
BIC 130,95 BIC 123,88 BIC 126,39 BIC 127,02

*Abreviagdo de parametro.
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Em relagdo ao rendimento (massa de extrato/solido seco), o extrato (Figura 15A)
apresentou 15,35% de rendimento maximo durante as 7 h de extragdo. J4 o espilantol (Figura
15B) mostrou rendimento maximo de 0,67 ¢ 0,63% aos 40 e 20 min, respectivamente. Assim,
o tempo de 20 min foi selecionado como tempo de extracdo ja que ndo ha ganhos significativos

na quantidade de espilantol extraida entre 20 e 40 min.

Figura 15. Cinética do rendimento de extrato (A) e do espilantol (B) em fluido supercritico a 70 °C,

250 bar e 0,5 Kg.h'!.
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Nao houve diferenca estatistica significativa entre os rendimentos de espilantol para
variacoes de temperatura (70 € 90 °C) e pressao (250 e 300 bar). Assim, o uso de 70 °C e 250
bar ¢ viavel devido ao menor custo energético e alto rendimento (0,55 % + 0,08; Tabela 4). Este
resultado difere do encontrado por Dias et al (2017), cujo rendimento variou entre 1,6 € 2,6 %
para esta mesma temperatura e pressoes entre 220 e 490 bar. Ainda, as condigdes que
proporcionaram um maior rendimento foram 70 °C e 320 bar, com 2,6 % + 0,09. A condicao
que mais se aproximou do rendimento encontrado neste estudo foi a que que utilizou 50 °C e
220 bar, cujo rendimento foi de 0,57 % = 0,02.

Apesar das divergéncias com o estudo de Dias et al (2017), os rendimentos aqui
obtidos para o extrato foram similares aqueles de Barbosa et al (2016d), Blanco et al (2019) e
Cavalcanti (2008). Fatores tais como solo do plantio, tempo de estocagem, processo de poOs-
colheita e clima também podem afetar o rendimento do extrato e devem ser cuidadosamente
analisados.

Outro aspecto importante apresentado por Cavalcanti (2008) ¢ a influéncia do didmetro

de particula no rendimento de espilantol. Particulas com diametros de 0,28 e¢ 0,5 mm
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apresentaram rendimentos de 0,43 e 0,27 %, respectivamente, uma diferenga de quase 50 %.
Os demais estudos citados (Dias et al, 2017; Barbosa et al, 2016d; Blanco et al., 2018a)
utilizaram a mesma granulometria e obtiveram rendimentos variados. Barbosa et al (2016d)
obteve dados semelhantes ao estudo aqui desenvolvido. Dias et al (2017), por sua vez,
encontrou um rendimento maior e Blanco et al (2017a) um pouco mais baixo. Assim, a analise
de outras variaveis deve também ser considerada.

Dias et al (2017) atribuiu o alto rendimento de espilantol a densidade do solvente.
Densidades proximas a 800 Kg.m™ resultaram em um rendimento 4,5 vezes maior. O aumento
da temperatura também impactou positivamente ja que aumentou a solubilidade do composto
no solvente. Em contrapartida, Cavalcanti (2008) afirma que densidades maiores que 750 Kg.m"
3 ndo favorecem a extracio do composto por conta da competicdo entre os solutos. Ja neste
trabalho, nao foi encontrado diferengas no rendimento de espilantol variando-se as densidades
entre 636 ¢ 787 Kg.m™,

Um ponto positivo do estudo aqui desenvolvido em relagdo aos demais € o tempo de
extracdo, que foi de apenas 20 min. Nos outros trabalhos citados, rendimentos semelhantes
foram alcangados com um tempo de extracdo entre 120 ¢ 190 min, o que aumenta o custo
energético do processo e gastos de fluido refrigerante. Quando comparado ao estudo de Barbosa
et al. (2016d), que obteve um rendimento mais proximo, a razdo vazdo de CO/tempo de

extracdo foi até 20 vezes menor neste estudo.

Tabela 4. Rendimento de espilantol e teor para as condi¢des de extragdo avaliadas.

Temperatura Pressao Densidade do Rendimento de Teor de
°O) (bar) CO2 (Kg.m?) espilantol (%)M espilantol (%)
250 736,92 0,55+0,12 8,28
70 300 787,97 0,63 £0,21 6,36
250 636,12 0,63 + 0,20 11,36
. 300 703,27 0,63 +0,19 6,96

Mmédia + desvio padrdo; ndo houve diferenca estatistica significativa no rendimento de espilantol quando
temperatura e pressao foram modificados (p>0,05; ANOV A/Tukey).

Em relagdo ao teor, que representa a quantidade de espilantol no extrato, houve uma
maior concentracdo para densidades mais baixas. Como mencionado por Cavalcanti (2008),

isto pode ser explicado pela solubilidade do solvente e a competicdo entre os solutos em
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densidades maiores, o que favorece a extragdo de outros compostos. Na tabela 5, pode-se
observar que a maior parte dos compostos identificados a 70 °C e 300 bar (condigdo com menor
teor e maior densidade) possuem maior porcentagem de area no espectro quando comparada as
demais condicdes de processo, além de apresentar a menor porcentagem de area de espilantol.

Ainda, esta tabela apresenta onze compostos identificados no extrato por EFS nas
diferentes condigOes avaliadas de temperatura e pressao. O principal composto € o espilantol,
seguido do acido linoleico (7), &cido palmitico (5), epi-biciclosesquifelandreno (2) e cariofileno
(1). Barbosa (2016a), em estudo com 6leo de todas as partes do jambu seco obtido por Bligh e
Dyer (1959) e analisado por CG-EM, encontrou alguns destes acidos graxos como o acido
palmitico (5) e acido linoleico (7,8), bem como acido estearico (9). Quando este mesmo autor
preparou extratos com CO> supercritico de todas as partes do jambu, espilantol foi identificado
como composto majoritario, seguido do homospilantol (encontrado neste trabalho nos extratos
por ELP e EAU), esqualeno, acetato de lupelila (11) e 6xido de cariofileno (encontrado neste
trabalho, mas ndo descrito devido a baixa concentragao).

Ao avaliar o 6leo essencial de todas as partes do jambu por CG-EM, Martin e Becker
(1985) identificaram quatorze alcalamidas, alguns sesquiterpenos, como o cariofileno (1) e o
humuleno (encontrado neste trabalho, porém, ndo descrito devido a baixa concentragdo), bem
como compostos fenolicos como dacido 1,3-dicafeoil-epicatequinico e miquelianina (ndo
identificados no extrato avaliado). Ao analisar o extrato hexanico das partes aéreas da planta
por CG-EM, Lalthanpuii e Laclchhandama (2020) identificaram o acetato de (33)-lup-20(29)-
en-3-ol como um dos compostos majoritarios. Nascimento et al (2020), por sua vez, analisaram
o extrato etanolico de todas as partes do jambu por CLAE-EM e identificaram compostos
pertencentes a classe dos agucares, acidos fendlicos, flavonoides, alcamidas e alguns acidos
graxos nao identificados neste trabalho. As diferengas de perfil quimico de extratos analisados
por CLAE-EM e CG-EM podem estar relacionadas com o principio de cada técnica. Enquanto
que CLAE-EM separa os compostos por diferenca de polaridade, CG-EM se restringe a

compostos de alta volatilidade.

Tabela 5. Compostos identificados nos extratos obtidos por CO; supercritico.

% de drea no espectro

ID t-(min) 70 °C - 90°C- 70°C- 90°C- Composto
250 bar 250 bar 300 bar 300 bar
1 12,02 3,56 2,18 7,27 6,82 Cariofileno
2 12,80 5,86 4,00 11,48 6,81 Epi-biciclosesquifelandreno

3 17,27 52,15 35,74 28,89 38,67 Espilantol
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Acido carboxilico-3-

4 17,49 2,28 1,68 2,20 1,77 s
ciclohexano
5 17,93 5,08 6,19 5,97 5,17 Acido hexadecanoico
6 18,32 5,48 4,48 5,01 4,15 1-etenil ciclohexano
71956 7,52 781 777 740 Acido 9,12 (Z,7)
Qctadecad1en01c0
19.60 3,66 332 422 352 Acido 9,12 (2,7)
octadecadienoico
9 19,80 2,46 1,67 3,01 1,86 Acido octadecanoico
10 22,58 2,09 1,26 5,06 1,90 Eicosane
11 2422 030 206 206 260 Acetatode (3P)-lup-20(29)-en-

3-0l

t: tempo de retengdo (min).

Os compostos acima listados foram identificados com base na biblioteca NIST e estdo
apresentados na figura 16, porém, outras metodologias mais confidveis deveriam ser utilizadas
para a confirmagdo da identidade dos mesmos (ex.: técnicas espectroscopicas; ressonancia

magnética nuclear).

Figura 16. Cromatograma do extrato obtido por CO; supercritico a 70 °C e 300 bar.
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5.5 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO

O monitoramento cinético deste processo de extracdo (Figura 16) até 40 min
demonstrou que € possivel alcangar uma estabilizac¢do a partir de 15 min, com uma quantidade
maxima de extrato de 0,53 g. Para o espilantol, o monitoramento foi realizado até 25 min
(Figura 17), alcangando-se um equilibrio em 20 min, com 0,89 mg do composto. Neste tempo,
a massa de composto obtida foi de 94,9 % em relagdo a quantidade total extraida.

Os dados cinéticos do extrato obtido por ELP também foram ajustados pelos quatro

modelos utilizados anteriormente (Figura 17; Tabela 5).

Figura 17. Cinética de extracdo a 70 °C utilizando-se etanol-agua (50:50 v/v) como liquido extrator
ajustada pelo modelo de Gaspar (A), modelo logistico de Martinez et al. (2003) (B), modelo de

Martinez modificado (C) e modelo logaritmico (D).
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No tempo mais vidvel de extragdo para obtencao de espilantol (20 min), a 95% de
probabilidade, observa-se que a quantidade de extrato, a 70 °C, utilizando-se etanol-agua (50:50

v/v) como liquido extrator, pode variar entre 0,29 e 0,78 g aplicando-se o modelo de Gaspar,
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0,32 a 0,76 g pelo modelo de Martinez, 0,29 a 0,70 g pelo modelo modificado de Martinez e
0,29 a 0,66 g pelo modelo logaritmico.

Os ajustes dos modelos aos valores médios de massa de extrato em fungao do tempo

sao apresentados na figura abaixo.

Figura 18. Modelos aplicados a curva cinética de extrato por ELP a 70 °C, utilizando-se etanol-agua

(50:50 v/v) como liquido extrator.
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Dentre os modelos avaliados, analisando como critério os valores de EMQ, AIC e BIC
(Tabela 6), o modelo que mais se aproxima dos dados (menor EMQ, AIC e BIC) e que melhor

explica a variabilidade (maior R?) do extrato em funco do tempo é o modelo logaritmico.

Tabela 6. Parametros do modelo logaritmico aplicado a cinética referente a massa de extrato por ELP.

Gaspar Martinez Martinez modificado  Logaritmico
P.*  Valor P.* Valor P.* Valor P.*  Valor
Dm 24,79 tm  4,32.101° tm 2,54.10% a 0,08

- - b 0,16 B 1365,51 b -0,13

- - - - C 0,25 c 0,48
R* 057 R 0,68 R’ 0,74 R* 0,79
EMQ 0,12 EMQ 0,10 EMQ 0,10 EMQ 0,09

AIC -119,37 AIC  -12591 AIC -129,01 AIC -134,67
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BIC -117,10 BIC -122,76 BIC -125,21 BIC -130,87

* Abreviacdo de parametro.

Ao aplicar estes mesmos modelos para a cinética do espilantol (Figura 19), os valores

dos parametros sdo apresentados na tabela 6 e os conceitos seguem como descrito no item 5.4.

Figura 19. Cinética de espilantol a 70 °C utilizando-se etanol-agua (50:50 v/v) como liquido extrator
ajustada pelo modelo de Gaspar (A), pelo modelo logistico de Martinez (B), modelo de Martinez

modificado (C) e modelo logaritmico (D).
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No tempo de 20 min, a 95% de probabilidade, observa-se que a quantidade de
espilantol, a 70 °C, utilizando-se etanol-agua (50:50 v/v) como liquido extrator, pode variar
entre 5,18 a 17,10 mg aplicando-se o modelo de Gaspar, 6,19 a 16,39 mg pelo modelo de
Martinez, 5,13 a 15,67 mg pelo modelo modificado de Martinez, e 5,35 a 15,52 mg pelo modelo
logaritmico.

Os ajustes dos modelos aos valores médios de massa de espilantol em func¢ao do tempo

sdo apresentados na figura abaixo.
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Figura 20. Modelos aplicados a curva cinética de espilantol por ELP a 70 °C, utilizando-se etanol-

agua (50:50 v/v) como liquido extrator.
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A partir dos modelos aplicados e dos critérios de avaliagdo (Tabela 7) ¢ observado que
o modelo logaritmico apresenta maior ajuste para os dados (EMQ, AIC e BIC menores),

explicando 71,26% da variagdo que os dados estdo sofrendo em fun¢ao do tempo.

Tabela 7. Parametros dos modelos aplicados a cinética de espilantol por ELP.

Gaspar Martinez Martinez modificado Logaritmico
P.* Valor P.* Valor P.* Valor P.*  Valor
Dm 023 tm  4,46.1071° tm 2,49.10* a -1,33

- - b 0,16 b 1249,41 b -3,84
- - - - c 0,21 c 1,35
R? 0,53 R? 0,67 R? 0,69 R? 0,71
EMQ 2,85 EMQ 2,43 EMQ 2,40 EMQ 2,34
AIC 53,82 AIC 47,66 AIC 48,92 AIC 47,63
BIC 55,61 BIC 49,99 BIC 51,53 BIC 49,59

Em relacdo ao rendimento (massa extrato/solido seco), o extrato (Figura 21A)
apresentou 20,32% de rendimento maximo em 40 min de extracdo. J& o espilantol (Figura 21B),

mostrou rendimento maximo de 0,45% aos 25 min e um valor de rendimento de 0,42% aos 20
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min; sugerindo que o tempo de extragdo poderia ser reduzido ji que ndao had ganhos

significativos neste parametro apos 20 min.

Figura 21. Cinética do rendimento de extrato (A) e do rendimento de espilantol (B) por ELP a 70 °C

utilizando uma mistura de etanol e agua (50:50 v/v) como liquido extrator.
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Para a extracdo com liquido pressurizado, variaram-se temperatura (70 ¢ 90 °C) e
concentracdo de etanol (50, 70 e 100%). Diferenca estatistica significativa foi observada
somente para variagdes na concentragdo de etanol. O solvente puro e o etanol 70% resultaram
em um menor € maior rendimento de espilantol, respectivamente (Tabela 8).

Este resultado pode ser explicado devido ao aumento da solubilidade do composto
atribuida ao etanol, que associado a 4gua, altera a polaridade e a densidade do solvente. O etanol
a alta pressdo e em temperatura acima do ponto de ebuli¢do favorece a quebra das forgas dipolo-
dipolo e as liga¢des de hidrogénio no solvente, diminuindo a polaridade. Contudo, ao associa-
lo a 4gua, a qual permanece altamente polar mesmo sob alta pressdo e temperaturas abaixo de
100°C, a polaridade do sistema ¢ afetada a ponto de favorecer a extracdo do espilantol
(anfifilico) (PITIPANAPONG et al., 2007; HALL, 2018). Esta mesma justificativa foi
apresentada por Araujo et al (2019) durante a extracdo de compostos fenolicos do limao taiti.

Um rendimento maximo foi alcancado a 75 °C ¢ 75% de etanol.

Tabela 8. Rendimento de espilantol em diferentes condigdes de temperatura e propor¢ao agua/etanol.

O tempo de extragdo foi de 20 min (definido na analise cinética).

Concentracao de
Temperatura Rendimento de Teor de espilantol
solvente (etanol:agua
(°C) espilantol (%) ® (%)
v/v)
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50:50 0,51 + 0,04 2,58
70 70:30 0,66 + 0,09 2,16
100:0 0,33 +0,09° 1,00
50:50 0,60 + 0,092 2,64
90 70:30 0,68 + 0,10 2,96
100:0 0,35 +0,07° 1,27

Mmédia + desvio padrio; as letras diferentes indicam que houve diferenga significativa (p<0,05) para o Teste de
Tukey.

Em relagdao a quantidade de espilantol no extrato, houve uma maior concentragao
também para os casos em que se considerou uma mistura de solventes. Isto pode ter ocorrido
devido a mistura apresentar uma polaridade mais alta, quando comparada ao etanol puro,
indicando uma maior afinidade com o composto. Além da influéncia da pressao aplicada que
altera a pressao de vapor dos compostos de interesse, o tamanho de particula da matéria-prima
e a disponibilidade dos solutos também podem impactar na eficiéncia de extracao. Em pressao
atmosférica, o etanol puro apresenta maior seletividade para o espilantol (LASTA, 2017;
BALIEIRO et al 2020).

O uso de solventes polares também favorece a extragao de clorofila, que ¢ visivel pela
coloracdo verde dos extratos obtidos (Figura 22), o que ¢ ainda mais evidente em polaridades
mais altas (50% de etanol). Este aspecto esverdeado ndo ¢ esteticamente aceito pela industria,
o que faz com que sua aplicagdo seja restrita e que o produto tenha um baixo valor comercial,

tornando necessaria uma etapa adicional de remoc¢ao da mesma (CAVALCANTI, 2008).

Figura 22. Extratos obtidos por ELP a 70 °C e 100 bar nas concentragdes de 50, 70 e 100 % de etanol.
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Os principais compostos identificados para os extratos por ELP a 70 °C, em diferentes
concentragdes de solvente (etanol-agua), sdo apresentados na Tabela 9. Os dados de
porcentagem de area do espectro evidenciam o teor de espilantol mais baixo na condi¢do com
etanol 100% e aumento dos demais compostos, provavelmente devido a uma maior
solubilizagdo de substancias apolares neste solvente

O composto majoritario presente nos extratos avaliados foi o espilantol, com 100% de
similaridade ao ser analisado na biblioteca NIST. Esta amida também foi identificada como
principal metabodlito em extratos de jambu obtidos por CO; supercritico (BARBOSA et al.,
2016d) e no o6leo essencial das flores (VULPI et al., 2007). Baruah e Leclerck (1993), ao utilizar
CG-EM, identificaram 20 constituintes no 6leo essencial das flores de jambu, incluindo o
limoneno (1) e o pentadeceno (3) encontrados neste estudo.

Ao comparar estes compostos (Tabela 9) aos obtidos no extrato por EFS (Tabela 5), o
extrato por ELP se mostra mais seletivo para acidos graxos e hidrocarbonetos, com cerca de
32,97% e 12,98 % de area do espectro para estas classes, respectivamente. Enquanto o EFS
apresentou aproximadamente 23,22% para os acidos graxos e 10,42% para os hidrocarbonetos.
O que confirma uma maior seletividade do método ELP para outros compostos, reduzindo
consequentemente, o teor de espilantol. Fato este, explicado pelo uso de diferentes solventes e
condi¢des de processo que alteram a polaridade e solubilidade, facilitando a transferéncia de

massa dos demais compostos.

Tabela 9. Compostos majoritarios identificados para os extratos obtidos por ELP a diferentes

concentracdes de etanol (50%, 70% e 100%).

% area no cromatograma

tr
ID 70 °C — 70 °C — 70 °C — Composto
(min)
50% 70% 100%

1 5,96 1,19 2,32 - D-limoneno

2 8,85 - 10,54 2,88 1-dodeceno

3 12,83 2,26 - 2,84 I-pentadeceno
4 17,29 32,53 37,59 33,40 Espilantol

4 17,96 7,45 9,76 11,34 Acido hexadecanoico

Acido 9,12-(Z,Z)-

5 19,59 9,81 7,97 15,08

octadecadienoico
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Acido 9,12-(Z,Z)-
6 19,62 11,23 9,05 11,69
Octadecadienoico

7 24,09 2,43 3,99 24,15 Hexametil-ciclotrisiloxano

t;: tempo de retengdo (min).

Os compostos acima listados foram identificados com base na biblioteca NIST e estdo

apresentados na figura 23.

Figura 23. Cromatograma do extrato obtido por ELP a 70 °C, utilizando etanol 70% como liquido

extrator.
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5.6 EXTRACAO POR SONDA ULTRASSONICA

A quantidade méxima de extrato obtida ap6s tratamento ultrassonico foi encontrada
em 30 min (0,5375 g; Figura 20), similarmente ao observado para o espilantol (Figura 21).
Apesar de 30 min representar a condi¢ao 6tima de extracdo do espilantol, considerou-se 5 min
como o tempo de extragao. Embora se recupere 11,6% a menos de espilantol nesta condicao, o

tempo de processamento € reduzido em 6 vezes.
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Os dados cinéticos do extrato por EAU foram também ajustados pelos quatro modelos

ja mencionados no EFS e ELP (item 5.4; Figura 24).

Figura 24. Cinética de extracdo com ultrassom a 70 °C, utilizando etanol-agua (50:50 v/v) como
fluido extrator, ajustada pelo modelo de Gaspar (A), modelo logistico de Martinez (B), modelo de

Martinez modificado (C) e modelo logaritmico (D).
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No tempo de 5 min, a 95% de probabilidade, observa-se que a quantidade de extrato,
a 70 °C, utilizando-se etanol-agua (50:50 v/v) como liquido extrator, pode variar entre 0,11 a
0,18 g aplicando-se o modelo de Gaspar, 0,08 a 0,14 g pelo modelo de Martinez, 0,09 a 0,14 g
pelo modelo modificado de Martinez, e 0,10 a 0,13 g pelo modelo logaritmico.

Os ajustes dos modelos aos valores médios de massa de extrato em funcao do tempo

sao apresentados na figura abaixo.
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Figura 25. Modelos aplicados a curva cinética de extrato por EAU, a 70 °C, com etanol-agua (50:50

v/v) como fluido extrator.
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Dentre os modelos aplicados e considerando-se os critérios de avaliagdo (Tabela 10),
observou-se que o modelo logaritmico apresenta maior ajuste para os dados (EMQ, AIC e BIC

menores), explicando 98,85% da variabilidade entre a massa de extrato e o tempo.

+

Tabela 10. Parametros dos modelos aplicados a cinética de extrato por EAU.

Gaspar Martinez Martinez modificado  Logaritmico
P.*  Valor P.* Valor P.* Valor P.*  Valor
Dm 3,83 tm  1,06.1012 tm 3,23.10° A 0,09

- - b 0,43 B 2647,45 B -0,01

- - - - C 0,49 C -0,10

R* 092 R 0,97 R’ 0,98 R* 0,99

EMQ 0,02 EMQ 0,01 EMQ 0,01 EMQ 0,01
AIC -120,37 AIC  -132,84 AIC -132,62 AIC -142,40
BIC -119,96 BIC -132,89 BIC -133,79 BIC -143,57

*Abreviagdo de parametro.

Quando estes mesmos modelos sdo aplicados a cinética de espilantol (Tabela 10), os

conceitos seguem como descrito no item 5.4 (Figura 26).
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Figura 26. Cinética do espilantol extraido por ultrassom a 70 °C, utilizando 50 % de etanol em agua

como fluido extrator, ajustada pelo modelo de Gaspar (A), modelo logistico de Martinez (B), modelo

de Martinez modificado (C) e modelo logaritmico (D).
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No tempo de 5 min, a 95% de probabilidade, observa-se que a quantidade de espilantol,

a 70 °C, utilizando-se etanol-agua (50:50 v/v) como liquido extrator, pode variar entre 2,29 a

3,00 mg aplicando-se o modelo de Gaspar, 2,16 a 3,01 mg pelo modelo de Martinez, 2,17 a

3,00 mg pelo modelo modificado de Martinez, e 2,23 a 2,83 mg pelo modelo logaritmico.

Os ajustes dos modelos aos valores médios de massa de extrato em funcdo do tempo

sao apresentados na figura abaixo.
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Figura 27. Modelos aplicados a curva cinética de espilantol por EAU, a 70 °C, utilizando-se etanol-

agua (50:50 v/v) como liquido extrator.
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Dos modelos ajustados, avaliando o EMQ, AIC e BIC, o modelo logaritmico foi o que

apresentou melhores valores de proximidade dos dados (menor EMQ) e o que melhor explicou

a variabilidade (maior R?) conforme apresentado na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros dos modelos aplicados a cinética de espilantol por EAU.

Gaspar Martinez =~ Martinez modificado Logaritmico
P.* Valor P.* Valor P.* Valor P.*  Valor
Dm 3,75 tm 3,17 tm 2,64 A 2,26

- - B 1,23 B 12,82 B -0,17

- - - - C 1,19 C -0,10

R? 0,98 R? 0,98 R? 0,98 R? 0,99
EMQ 0,17 EMQ 0,17 EMQ 0,16 EMQ 0,12

AIC -49,67 AIC -50,59 AIC -46,87 AIC -54,55

BIC -49,25 BIC -50,28 BIC -48,04 BIC -55,71

*Abreviagdo de parAmetro.
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Em relacdo ao rendimento (massa extrato/solido seco), o extrato (Figura 28A)

apresentou 17,82% de rendimento méximo durante os 30 min de extracdo. J4 o espilantol

(Figura 28B), mostrou rendimento maximo de 0,34%, aos 30 min, e 0,31% aos 5 min (tempo

utilizado para os ensaios).

Figura 28. Cinética do rendimento de extrato (A) e do rendimento de espilantol (B) a 70 °C

utilizando-se etanol-agua (50:50 v/v) como liquido extrator.
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Dentre as concentracdes de etanol testadas (Tabela 12), ndo houve diferenca

significativa entre os fluidos extratores com maior propor¢ao deste solvente (70% e 100%). Isto

pode ser explicado devido a polaridade dos solventes a pressdao atmosférica. Conforme aumenta

a concentracdo de etanol, o processo se torna mais eficaz. Bae et al (2010) e Balieiro et al

(2020), que preparam extratos de jambu a partir dos processos de maceracdo e agitacao

mecanica (pressdo atmosférica), respectivamente, também obtiveram maior rendimento de

espilantol nas maiores concentragdes de etanol. Balieiro et al (2020) também avaliou aspectos

relativos a saturacdo do solvente, onde 25 mL de etanol mostrou ser suficiente para extrair todo

o espilantol de até 10 g de flores de jambu sem saturar o solvente. Com isso, pode-se otimizar

o processo de extracao deste trabalho reduzindo a quantidade de solvente afim de se obter o

mesmo rendimento.

Tabela 12. Rendimento de espilantol nos ensaios analisados.

Temperatura (°C)

Concentracao de solvente Rendimento de

(etanol:agua v/v)

espilantol (%)™

Teor de espilantol

(o)
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50:50 0,18 +0,01° 0,93
70 70:30 0,26 +0,01* 1,25
100:0 0,30+ 0,01* 1,79

M média + desvio padrdo; letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
(ANOV A/Tukey; p<0,05).

Sharma et al. (2011) realizou a extracdao das flores de jambu em Soxhlet, utilizando
etanol 95% até exaustdo, obtendo 0,20 % de espilantol, valor este proximo ao aqui encontrado
apods 5 min de extracdo com sonda de ultrassom. Este autor também associou a utilizagdo do
etanol (liquido extrator) para a obtencao de algumas N-alquilamidas, como (2E,4Z)-N-isobutil-
2,4-undecadieno-8,10-diinamida, (2Z)-N-fenetil-2-noneno-6,8-diinamida, (2E,7Z)-N-isobutil-
2,7-tridecadieno-10,12-diinamida, (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-decadienamida, (2E,6Z,8E)-N- (2-
metilbutil)-2,6,8-decatrienamida, e (2E,4E,8Z,10Z)-N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetracnamide.

Cavalcanti (2008) e Franca et al (2016) também consideraram o etanol como liquido
extrator do espilantol, porém, por técnicas convencionais. Cavalcanti (2008) obteve 0,25 %
espilantol a partir de 2 h de extragdo por refluxo. Franca et al (2016), por sua vez, obtiveram
um rendimento de 0,035 % de espilantol apods trés dias de maceracdo. Considerando estes
resultados, pode-se afirmar que a técnica aqui descrita foi eficaz em reduzir o tempo de extracao
do espilantol em relacdo a técnicas convencionais.

Outro fator a ser considerado ¢ a coloracdo do extrato. Assim como no processo de
extracdo com liquido pressurizado, a mistura etanol-agua (50:50) apresentou uma coloragao

mais esverdeada.

Figura 29. Extratos obtidos por EAU a 70 °C nas concentragdes de 50, 70 e 100 % de etanol.

50% 70% 100%

Para a identificacdo dos compostos majoritarios dos extratos apresentados acima

utilizou-se o CG-EM (Tabela 13; Figura 30). O espilantol foi o composto com maior
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porcentagem de area do espectro, seguido do acido palmitico (3), acido linoleico (5,6) e do
acetato de lupelila (8). Todos os compostos foram identificados a partir da biblioteca NIST. Em
um estudo com extrato hidroetandlico (75% etanol), Bae et al. (2010) identificou 8 alcalamidas,
das quais a N-(2-methilbutil)-(2E,6Z,8E)-decatrienamida também foi identificada neste estudo
e citada por Barbosa et al (2016b) como a segunda alcalamida mais abundante no extrato de
jambu.

A EAU (Tabela 13) apresentou porcentagem de area do espectro de espilantol maior
quando comparado a ELP (Tabela 9), contudo, muitos compostos com diferentes pesos nao
foram identificados pelo método de CG-EM. Por isso, este valor ndo pode ser levado em

consideragdo para quantificar a concentragdo deste composto no extrato.

Tabela 13. Compostos majoritarios identificados para os extratos por EAU a diferentes concentragdes

de etanol (50%, 70% e 100%).

% area no espectro

tr
ID 70 °C — 70 °C — 70 °C — Composto
(min)
50% 70% 100%

1 8,76 0,80 3,05 3,68 Monoacetato 1,2-etanediol

2 17,26 26,26 57,45 57,14 Espilantol

3 17,94 14,07 10,98 7,75 Acido hexadecanoico

4 18,32 1,99 2,83 4,40 Homospilantol
Acido 9,12-(Z,2)-

5 19,57 20,55 9,89 9,10
octadecadienoico
Acido 9,12-(Z,2)-

6 19,61 14,76 9,71 8,32 o
octadecadienoico

7 19,82 5,40 3,55 3,22 Acido octadecanoico

Acetato de (33)-lup-20(29)-en-
8 2423 14,75 2,55 6,40 ( S) | p-20(29)
-0

tr: tempo de retencdo (min).
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Figura 30. Cromatograma do extrato de jambu obtido por ultrassom a 70 °C com 70 % de etanol em

agua.
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6 COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS

O método de extracao por EFS a 90 °C e 300 bar resultou em maior teor de espilantol
que as outras duas técnicas testadas e a temperatura ndo afetou o rendimento do composto. Na
ELP, a temperatura também ndo afetou o teor do composto e valores similares foram
encontrados tanto na concentragdao de 70/30 (etanol/agua) quanto de 50/50 (etanol/agua). Na
EAU, as maiores concentracdes de etanol (70 e 100%) resultaram em maior quantidade de
espilantol. A EFS apresentou 74% maior teor que o apresentado pela ELP na concentracdo de
70/30 (etanol/dgua) a 90 °C, e foi 89% mais seletivo que a EAU na propor¢cao 70/30
(etanol/agua) e 70 °C.

Em relag@o ao custo dos equipamentos de extragdo (Tabela 14), a unidade que utiliza
liquido pressurizado foi desenvolvida por Rodrigues et al. (2019) a um custo de US § 7.500. A
unidade de extracdo com fluido supercritico foi construida por Mazzutti et al. (2018) por um
valor total de US $ 23.831, 50% menor que uma unidade comercial apresentada por Johner &

Meireles (2016). Ja o equipamento de ultrassom possui um valor de mercado de US §$ 3.855
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(empresa Ecosonics, 2020), contudo, necessita de uma centrifuga para a separacdo do
sobrenadante, que tem um custo aproximado de US $ 815 (empresa Quimis, 2021).

Ainda que o custo do equipamento de ultrassom seja aproximadamente cinco vezes
menor que os demais métodos, o rendimento de espilantol obtido ¢ 50% menor (Tabela 14).
Uma possibilidade de reduzir ainda mais o custo deste processo seria diminuir a quantidade de
solvente utilizado, considerando que a propor¢ao planta/solvente utilizada nesse trabalho nao

chegou a saturar o sistema.

Tabela 14. Comparativo entre os métodos de extragao avaliados.

Método de Custo do Tempo de Propor¢ao Rendimento de
extracao equipamento rocesso planta: espilantol Teor
¢ quip p solvente p
EFS (70°Ce US $23.831 ) ) o 8,28%
250 bar) (2018) 20 min 1:18 0,55%
ELP (70 °C, 2,16%
100 bare 70 %  US$7.500 20 min 1:30 0.66%
(2019)
etanol)
EAU (70°Ce US $4.670 ) ) o 1,25%
pressao atm) (2020) > min 1:30 0,26%

Os extratos obtidos por EFS sdo livres de solventes e com coloragdo amarelada
(parametros bem aceitos na industria), diferente dos extratos obtidos a partir de ELP ¢ EAU
(coloragdo esverdeada; Figura 31). A coloragdo esverdeada destes extratos pode estar associada
a presenca de clorofila, o que requer etapas de purificagdo. Na literatura, ha uma patente
registrada por Rodrigues et al. (2016) em que foi utilizado carvao ativado na proporcdo de 4%

(m/m) para a retirada de clorofila do extrato etanolico de jambu.

Figura 31. Extratos obtidos por EAU, ELP e EFS.

EAU ELP EFS
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Com relagdo aos compostos identificados nos extratos obtidos por EAU, ELP e EFS,
espilantol (composto majoritario), dcido hexadecanoico (acido palmitico) e acido 9,12-(Z,Z)-
octadienoico (4cido linoleico) foram encontrados em todas as amostras testadas. A presenca
destes compostos em extratos de Acmella oleraceae ja é¢ bem relatada na literatura (BARBOSA,

2016a; BARBOSA et al., 2016d; LENG et al., 2011).

7 CONCLUSAO

Dentre os métodos extrativos apresentados para a obtengdo de espilantol a partir do
jambu, a extracdo por fluido supercritico a 90 °C e 250 bar, foi a que proporcionou maior teor
de espilantol (g composto/g extrato seco) durante o processo extrativo e apresentou valor de
rendimento proximo ao obtido por ELP, a 70 °C e 100 bar, que foi o tratamento com maior
valor de rendimento de espilantol (g espilantol/g matéria seca).

Cada técnica tem sua especificidade, como por exemplo, o custo de equipamento,
rendimento e gasto energético. O fluido supercritico apresenta um custo cinco vezes maior que
a sonda ultrassonica, porém, este ultimo proporciona um rendimento que ¢ praticamente a
metade daquele da tecnologia supercritica.

O uso de solvente também € outro ponto a ser levado em consideragdo. O etanol e a
agua sdo mais baratos, quando comparados ao CO> e também sdo considerados “verdes” por
diminuirem e/ou evitarem a emissdo de gases na atmosfera. Em contrapartida, o uso destes
solventes polares extrai de forma indesejada, a clorofila, tornando-se necessaria uma etapa de
remoc¢ao. Por outro lado, o supercritico extrai compostos lipofilicos mais facilmente e apresenta
uma coloragdo mais amarelada, que possui maior aceitabilidade no mercado tendo em vista as

aplicacdes do produto.

8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Otimizar os processos de extragdo com ultrassom e liquido pressurizado a fim de
reduzir a quantidade de solvente;

- Extrair os compostos polares do extrato por fluido supercritico com diferentes
concentracdes de etanol e agua, com o objetivo do espilantol se ligar a esses solventes,

separando-o das gorduras presentes e obter um extrato com alto teor de espilantol;
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- Testar a estabilidade deste extrato em outras condi¢cdes ndo avaliadas (ex.:
liofilizagdo, aplicacdao de conservante);

- Estimar o custo dos processos e do produto final.

9 IMPACTOS DA PANDEMIA NO TRABALHO

Em 18 de marco de 2020, as atividades da UFSC foram paralisadas. A esperanca era
que o retorno fosse breve, contudo, foi possivel retomar as atividades somente no final de julho
de 2020. Neste periodo, foi realizado um revezamento no laboratorio para que todos que
estavam com urgéncia na pesquisa pudessem realizar suas atividades. Em 25 de fevereiro de

2021, houve nova limitagcdo de acesso a Universidade até o dia 5 de abril de 2021.
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