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Rumex acetosa e caracterizacdo quimica de seus extratos. Tese de Doutorado. UFRN,
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Orientadora: Prof®. Dr2. Elisa Maria Bittencourt Dutra de Sousa (DEQ-UFRN)
Coorientador: Prof. Dr. Humberto Neves Maia de Oliveira (DEQ-UFRN)

RESUMO: Pesquisas apresentam o excesso de radicais livres como um dos responsaveis por
diversas doencas degenerativas e pelo envelhecimento. Nesse contexto, desponta a utilizagao
de compostos fendlicos naturais por apresentarem 6tima atividade antioxidante e por inibirem
a formacdo desses radicais. Em meio aos estudos acerca desses compostos, 0s antioxidantes:
cis e trans-resveratrol, cis e trans-piceid e emodina ganham destaque no meio cientifico.
Trabalhos cientificos comprovam a presenca desses compostos fendlicos na herbacea
“Azedinha” (Rumex acetosa), logo, os extratos de suas raizes vém sendo cada vez mais
utilizadas em aplicacfes farmacoldgicas. A partir disso, este trabalho teve por objetivo central
a obtencdo de extratos dessas raizes utilizando técnicas de extracdo com fluido supercritico
(SFE), extracdo com liquidos pressurizados (PLES), extracdo com utilizagdo de micro-ondas
(MAE), extracdo com solvente a baixa pressdo (LPSE) e a extracdo Soxhlet. Na SFE, foi
avaliado o efeito das varidveis de processo (temperatura, vazdo, pressao e concentracao de
cossolvente) sobre a cinética da extracdo, rendimento e solubilidade do extrato. Nas PLEs,
tanto foram avaliadas a temperatura e a pressdo, como a influéncia dos diferentes solventes
(4gua, etanol, hexano, tolueno, acetonitrila e isopropanol) e seu uso sequenciado como PLE
sequenciada. As curvas obtidas nas SFEs e PLEs foram ajustadas segundo os modelos:
Martinez, Crank e Sovova e seus desvios medios calculados. Na extracdo Soxhlet foi avaliado
0 uso de quatro solventes (etanol, acetonitrila, isopropanol e alcool terc-butilico), enquanto
que na extracdo LPSE e MAE foi utilizado o etanol como solvente. Também foi testada a
utilizacdo da precipitacdo por anti-solvente supercritico (SAS) como forma de secagem. O
teor de fendlicos totais, a capacidade antioxidante dos extratos e 0s principais componentes do
extrato foram determinados. Os rendimentos obtidos em todas as técnicas variaram de 0,2 a
8,7%, sendo o melhor resultado obtido na extracdo PLE com etanol. A SFE apresentou o
extrato com maior concentracdo de emodina (42,8 mg/g). A concentracdo de trans-resveratrol
em todos o0s extratos variou entre 1,0 e 5,7 mg/g, a depender da técnica utilizada. A atividade
antioxidante e os compostos fendlicos totais resultaram em valores compreendidos entre 3,4 e
163,4 pg/mL e 27,6 ¢ 157,0 mg EAG/g., respectivamente, a depender da técnica utilizada. A
MAE obteve extratos com 130,6 mg EAG/ge, € 3,4 ug/mL em 30 minutos de operagdo. As
extracbes com fluidos pressurizados (PLEs e SFEs) demonstraram &timos resultados,
principalmente quanto a extracdo sequencial, na qual foi possivel a separacdo de trans-
resveratrol e emodina.

PALAVRAS-CHAVE:
Rumex acetosa. Extracdo por fluidos pressurizados. Trans-resveratrol. Emodina. Atividade
antioxidante. Teor de fenolicos totais.
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Abstract

Research presents the excess of free radicals as one responsible for various degenerative
diseases and aging. In this context, the use of natural phenolic compounds appears to have
excellent antioxidant activity and to inhibit the formation of these radicals. In the middle of
studies about these compounds, the antioxidants: cis and trans-resveratrol, cis and trans-
piceid and emodin are prominent in the scientific world. Scientific works prove the presence
of these phenolic compounds in the herbaceous "Azedinha" (Rumex acetosa), so extracts from
their roots have been increasingly used in pharmacological applications. From this, the main
objective of this work was to extract extracts of these roots using supercritical fluid extraction
(SFE), pressurized fluid extraction (PLEs), microwave extraction (MAE), solvent extraction
low pressure (LPSE) and Soxhlet extraction. In SFE, the effect of the process variables
(temperature, flow, pressure and cosolvents concentration) on the kinetics of extraction, yield
and solubility of the extract was evaluated. In the PLEs, both temperature and pressure and
the influence of the different solvents (water, ethanol, hexane, toluene, acetonitrile and
isopropanol) were evaluated and their use sequenced as PLE. The curves obtained in the SFEs
and PLEs were adjusted according to the models: Martinez, Crank and Sovova and their
calculated mean deviations. In the Soxhlet extraction, the use of four solvents (ethanol,
acetonitrile, isopropanol and tert-butyl alcohol) was evaluated, while in the LPSE and MAE
extraction ethanol was used as the solvent. The use of supercritical anti-solvent (SAS)
precipitation as a drying method was also tested. The total phenolic content, the antioxidant
capacity of the extracts and the main components of the extract were determined. The yields
obtained in all the techniques varied from 0.2 to 8.7%, being the best result obtained in the
PLE extraction with ethanol. SFE presented the extract with the highest concentration of
emodin (42.8 mg/g). The concentration of trans-resveratrol in all extracts ranged from 1.0 to
5.7 mg/g, depending on the technique used. The antioxidant activity and the total phenolic
compounds resulted in values between 3.4 and 163.4 pg/mL and 27.6 and 157.0 mg EAG/g,
respectively, depending on the technique used. MAE obtained extracts with 130.6 mg EAG/g
and 3.4 pg/mL in 30 minutes of operation. Extractions with pressurized fluids (PLEs and
SFEs) showed excellent results, mainly regarding sequential extraction, in which the
separation of trans-resveratrol and emodin was possible.

KEYWORDS:
Rumex acetosa. Extraction by pressurized fluids. Trans-resveratrol. Emodina. Antioxidant
activity. Total phenolic content.
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1. Introducéo

O alto indice de doencas de dificil tratamento, somado & crescente busca por melhores
padrdes de vida saudavel, ttm motivado a comunidade cientifica na busca de novas
formulacbes de farmacos, novas tecnologias de fabricacdo de alimentos e drogas e ao
desenvolvimento de novos habitos. Também faz parte desse contexto o consumidor final que
apresenta cada vez mais preocupacdes com a qualidade, funcionalidade, composicdo e
seguranca dos alimentos, farmacos e cosméticos.

Dessa forma, cresce o consumo de alimentos de origem organica e a utilizacdo de
extratos vegetais no processamento de farmacos em detrimento a substéncias sintéticas, por
vezes associadas a maleficios a saide. Chama a atengdo, por exemplo, 0 combate ao excesso
de radicais livres a partir da utilizagdo de substancias antioxidantes de origem organica (Atoui
et al., 2005). Evidéncias tém mostrado que o excesso dos radicais livres e outros oxidantes no
corpo humano sdo responsaveis pelo envelhecimento e por diversas enfermidades como:
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, diminuicdo do sistema de defesa do organismo,
disfuncdes cerebrais e osteoporose (Atoui et al., 2005; Barreiros & David, 2006; Mokrani &
Madani, 2016).

Boa parte dos radicais livres presentes no organismo € controlada pelos antioxidantes,
sejam eles produzidos pelo proprio corpo ou absorvidos pela dieta alimentar. Dessa forma, 0s
compostos fendlicos sdo as substancias antioxidantes que tem despertado maior interesse no
meio cientifico, ja que inibem a peroxidacéo lipidica e a lipooxigenase in vitro (Sousa et al.,
2007; Yang et al., 2017; Hamilton et al., 2017) e sdo facilmente encontrados na dieta
alimentar (Scalbert et al., 2005). A medicina chinesa, por exemplo, tem utilizado diversas
plantas e extratos naturais no tratamento de varias doencas (Lin et al., 2012).

De forma geral, os compostos fendlicos podem ser encontrados nas sementes, frutas,
flores, cascas e vegetais, na forma de fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos
benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, antraquinonas, taninos condensados
e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Naczk & Shahidi, 2004, Morelli & Prado, 2012). Dentro
deste contexto, em determinadas espécies de plantas ocorre a presenca natural de compostos
bioativos como a emodina, o resveratrol e derivados do resveratrol que apresentam um alto
valor medicinal (Kovarova et al., 2011).

O resveratrol (3,5,4’— trihidroxiestilbeno) faz parte do conjunto dos compostos
fendlicos, caracterizado como um polifenol da classe estilbeno, apresentando-se naturalmente

nas suas formas cis e trans. O mesmo apresenta alta capacidade antioxidante, destacando-se
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na capacidade anti-inflamatdria, analgésica e de retardar ou até mesmo inibir doencas em
animais (Baur et al.,2006; Wang et al., 2017; Regitz et al., 2016; Shi et al. 2016). Dentre
essas doencas, podem ser destacadas as doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer
(Bradamante et al., 2004; Igbal & Bamezai, 2012). O resveratrol também se destaca por
aumentar a resisténcia ao estressse e por prolongar a expectativa de vida (Baur et al., 2006;
Lucas-Abellan et al., 2011; Ayub et al., 2015). O resveratrol é produzido naturalmente por
diversos tipos de plantas, frutas e ervas medicinais, como: uvas, amendoim e Polygonum
cuspidatum (Kerem et al., 2006; Frémont, 2000; Santos, 2013a).

Pode-se afirmar que o resveratrol passou a ser mais estudado a partir do conhecido
“paradoxo francés” na qual foi observado que a populacdo francesa apresentava baixa
incidéncia de doencas cardiacas mesmo com a alta incidéncia de tabagismo, de alcoolismo
(principalmente vinho) e de alta ingest&o calorica (Renaud & Lorgeril, 1992). Este paradoxo
foi explicado por varios estudiosos através da alta ingestdo de vinho tinto, rico em composto
fendlicos, dentre estes o resveratrol e outros antioxidantes naturais (Lange et al., 2007;
Cooper et al., 2004; Oliveira, 2010).

O resveratrol 3-O-B-D-glucoside (piceid) apresenta-se como um derivado glicosideo do
resveratrol com propriedades medicinais semelhantes ao resveratrol (Romero-Pérez et al.,
1999). Este recebeu tanta atencdo quanto o resveratrol ja que em muitas plantas e produtos
relacionados ao resveratrol, a concentracdo do glicosideo mostrou-se relevante (Wang et al.,
2011).

A emodina (1,6,8-trihidroxi-3-metilantraquinona) apresenta-se como o0 principal
componente ativo em extratos de plantas medicinais utilizadas para tratamento médico em
alguns paises asiaticos. Lin et al. (2012) citam que testes demonstram o poder anti-
inflamatdrio, anti-diabético, anti-viral e protecdo cardiovascular da emodina.

Pesquisas brasileiras atestaram recentemente a presenca de grande quantidade de
resveratrol, piceid e emodina numa hortalica popularmente conhecida como “azedinha”, de
nome cientifico Rumex Acetosa L. (Souto, 2010). Essa herbacea perene (da familia das
Poligonaceas) pode ser encontrada em regides de clima ameno e sua utilizacdo, na cultura
popular esta associada ao tratamento contra infeccdes, escorbuto e hemorragias, ainda atua
como laxante e diurético. De acordo com Souto (2010) apresenta quantidades consideraveis
de compostos fendlicos em sua raiz.

Diversas sdo as técnicas utilizadas em processos de extracdo de polifendis (Andreo &
Jorge, 2006). No entanto, as técnicas convencionais que utilizam solventes organicos podem

apresentar diversas desvantagens, como: alto consumo de solventes e/ou reagentes, grande
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desperdicio de material, alto risco de contaminagdo e degradacdo térmica, dispendioso
processo de purificacdo do extrato e elevado tempo de operacdo (Benova et al., 2010). Nesse
contexto, novas tecnologias como a extracdo com liquido pressurizado (PLE), a extracdo com
fluido supercritico (SFE) e a extracdo com utilizacdo de micro-ondas (MAE) tem sido
avaliadas visando a obtencdo de melhores resultados, tanto na esfera econdmica, quanto na
cientifica. (Cavalcanti, 2013).

No caso das extragdes com liquido pressurizado (PLE), aplica-se pressdo a
determinados processos extrativos com o intuito de aumentar a eficiéncia e a rapidez do
processo, tendo em vista a maior penetrabilidade na matriz sélida e a maior transferéncia de
massa a partir do controle da temperatura (Machado, 2014). As elevadas pressdes garantem
que o solvente mantenha-se liquido durante todo o processo (Machado, 2014). Para os
processos extrativos que utilizam raios micro-ondas, as perspectivas sdo bastante otimistas.
Essa extracdo tem sido aplicada com sucesso na extracdo de antioxidantes a partir de produtos
naturais e apresenta significativa rapidez e baixo consumo de solventes orgéanicos,
demonstrando-se como uma técnica ambientalmente amigavel (Mazzutti, 2016).

A extracdo utilizando fluido supercritico (SFE) desponta como uma técnica bastante
promissora, que pode dirimir as limitacdes da extracdo tradicional. Esta técnica caracteriza-se
pela utilizacdo do solvente em temperatura e pressdo acima dos seus valores criticos, podendo
proporcionar diversas combinac@es das propriedades extrativas (Benova et al., 2010; Casas, et
al., 2008; Brunner, 2010).

O CO, apresenta-se como uma das principais substancias utilizadas em extracfes que
envolvem fluidos supercriticos, em funcéo de suas atrativas propriedades. No entanto, quando
se objetiva a obtencdo de extratos com alto contetdo de compostos polares de elevado peso
molecular, é frequente a necessidade de adicdo de cossolventes com a finalidade de se
modificar as propriedades fisico-quimicas do solvente extrator. Ao alterar-se a razdo molar de
um cossolvente na mistura, as propriedades da mistura solvente podem ser facilmente
manipuladas, podendo aumentar significativamente a eficiéncia extrativa. Metanol, acetona,
acetonitrila e, principalmente, o etanol, sdo amplamente utilizados como cossolvente (Lang &
Wai, 2001; Modey et al., 1996).

Existem diversos estudos utilizando a SFE em plantas e produtos naturais (Lang & Wai,
2001; Farias-Campomanes et al., 2013; Jesus, 2015). A extracdo supercritica ja foi aplicada
para a extracdo de trans-resveratrol e demais fenolicos do extrato de Japanese knotweed
(familia Poligonaceae) (Benova et al., 2010), além de ter sido aplicada como forma de

isolamento de compostos fendlicos a partir da uva (Pascual-Marti et al., 2001). No entanto,
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mesmo com a comprovada presencga de compostos fendlicos na raiz da Rumex acetosa (Souto,
2010), percebe-se uma auséncia de dados acerca de SFE nessa matriz vegetal. Souto (2010)
extraiu e isolou trans-resveratrol e a emodina em raizes da Rumex acetosa e da Polygonum
cuspidatum utilizando a extracdo Soxhlet, a partir da utilizagdo sequencial de solventes
orgénicos (tolueno, hexano e éter dietilico) e obteve extratos com alto valor antioxidante e
anti-inflamatorio.

Apesar das vantagens apontadas, pode-se afirmar que ndo existem dados na literatura
acerca do aumento de escala e estimativa com custos de producgéo para aplicagdes industriais
para o0 caso das SFEs e PLEs a partir das raizes da Rumex acetosa. Dessa forma, fazem-se
necessarias modelagens com estimativa de parametros para embasar esses processos de scale-
up (Cavalcanti, 2013).

Diante do exposto, o presente trabalho visa avaliar o processo de extracdo de compostos
bioativos da raiz da Rumex acetosa com a utilizagdo de fluido pressurizado supercritico (SFE)
e de liquido pressurizado (extracdo sequencial e continua), além do estudo cinético da
extracdo e a comparagdo com técnicas de extragdo como Soxhlet, LPSE e micro-ondas. A
modelagem matematica das curvas cineticas de extracdo utilizando modelos reconhecidos na
literatura também é objetivo desse trabalho.

O presente trabalho é disposto em capitulos, no qual, tem-se como Capitulo 1 a
apresentacdo da introducdo, abordando consideracGes iniciais sobre o tema abordado e
delimita os objetivos do trabalho. Esse visa introduzir o leitor na tematica da extracdo e
consequente utilizacdo dos compostos fenodlicos em aplicacbes medicinais, bem como
apresenta diversas técnicas para tal fim.

O Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliografica acerca de todos os aspectos que
envolvem o presente trabalho. Nesse capitulo sdo abordadas as caracteristicas da Rumex
acetosa, juntamente com os diversos tipos de compostos fendlicos, as extracdes
convencionais, as extracbes com fluidos sub e supercriticos e a com utilizacdo de micro-
ondas. Também sdo apresentados os modelos para extracdo com fluidos supercriticos nesse
capitulo.

No Capitulo 3 estdo descritas todas as metodologias utilizadas em cada etapa do
trabalho, como: preparacdo da matéria-prima, o detalhamento da extracdo supercritica (SFE) e
demais extracdes realizadas (PLE, MAE e convencionais), os métodos aplicados para a
avaliagdo da solubilidade e estudo das curvas cinéticas em SFEs, a descri¢do das analises de

composicao, atividade antioxidante e teor de fenolicos por HPLC e por espectrofotometria,
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respectivamente, e a metodologia do emprego de modelos para SFE no ajuste de curvas
cinéticas de extracdo dos respectivos extratos.

O Capitulo 4 apresenta os resultados obtidos e suas discussdes sobre os efeitos da
pressdo, temperatura, vazdo total de solvente e concentracdo de cossolvente em SFEs.
Também apresenta e discute os resultados sobre as extragdes com utilizacdo de micro-ondas,
com liquidos pressurizados utilizando diversos solventes, de forma individual e sequencial,
apresenta toda a discusséo acerca da composicdo dos extratos obtidos pelas diferentes técnicas
utilizadas, bem como suas respectivas atividades antioxidantes e teor de fendlicos. Também
apresenta e discute os resultados da aplicacdo de diversos modelos matematicos consolidados
na literatura para extracdo com fluidos pressurizados e supercriticos.

No Capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes gerais acerca de todos os aspectos
abordados no trabalho. Por fim, os Capitulos 6 e 7 apresentam, respectivamente, as
referéncias bibliograficas utilizadas como fundamento para o desenvolvimento e escrita do

trabalho e os anexos necessarios para o bom entendimento do trabalho.
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2. Revisao Bibliografica

Neste capitulo, sera apresentada uma breve revisao bibliogréfica acerca dos temas

pertinentes ao trabalho realizado.

2.1 — Rumex acetosa

Herbacea pertencente a familia Polygonaceae e cultivada em regides de clima ameno
como, por exemplo, a regido compreendida entre Rio Grande do Sul e Minas Gerais.
Popularmente, é conhecida por “azedinha” (Figura 2.1) e sua cultura é pouco conhecida nos
grandes centros, no entanto é muito comum em hortas familiares do interior (Franzener et al.,
2013). Nao se sabe ao certo a sua origem, no entanto pode ser encontrada em regifes da
Europa e da Asia. O consumo de suas folhas pode ser in natura ou cozidas, embora apresente
alto teor de sais de célcio, limitando seu consumo por quem apresenta problemas renais
(Ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento, 2010).

Figura 2.1 — Rumex acetosa (“Azedinha”). Disponivel em:
<http://www.pfaf.org/user/Default.aspx>. Acesso em: 30 de nov. 2017.

O cultivo dessa planta pode ser realizado o ano inteiro, em regides tropicais e de clima
ameno. Geralmente o seu plantio é realizado entre os meses de marco e julho. Chega a
produzir cerca de 2 a 3 macos (100g cada) por semana por m’ e a partir do segundo més cerca
de 6 macos. Assim, obtém-se produtividade de 4 kg/m® ou o equivalente a 40 ton/ha,
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lembrando que normalmente a azedinha € plantada em pequenas hortas (Ministério da
agricultura, pecuaria e abastecimento, 2010).

Em sua constituicdo bioquimica, a mesma apresenta oxalatos, taninos, derivados do
antraceno, quinoides, flavonoides e fenilpropanoides (Kemper, 1999). Existem aplicacGes
medicinais relacionadas ao teor de fendlicos presente no combate ao tratamento de diarreia,
infeccbes virais, Herpes, Influenza virus, irritacdes na pele e no tratamento de infeccBes
agudas e cronicas do sistema respiratorio superior (Bicker et al., 2009; Schmuch et al., 2015).

No entanto, basicamente, todas essas aplicacdes sdo referentes as partes aéreas da
Rumex acetosa L (Schmuch et al., 2015) e pouco se sabe sobre as aplicacdes medicinais e
nutricionais dos extratos oriundos de sua raiz (Franzener et al., 2013; Souto, 2010; Santos
(2013a). Quanto ao processo extrativo, existem poucos trabalhos na literatura, basicamente
percebem-se apenas estudos na area de ecologia (Franzener et al., 2013). Salvo os estudos
realizados por Souto (2010) e Santos (2013a) que realizaram estudos utilizando processos

extrativos na raiz da mesma.

2.2 — Antioxidantes

O estudo dos processos oxidativos é de suma importancia para a saude humana, tendo
em vista a alta capacidade de reacdo do oxigénio com a maioria das substancias organicas.
Pode-se definir um antioxidante como uma substancia capaz de diminuir ou prevenir a
oxidacdo de um substrato, quando presente em menor concentracdo que este. (Cavalcanti,
2013; Oldoni, 2010). Quanto ao mecanismo de atuacdo, basicamente, os antioxidantes reagem
com o radicais livres, formando um novo radical estavel (Cavalcanti, 2013).

Os radicais livres sdo moléculas ou fragmento de moléculas que contém um ou mais
elétrons desemparelhados, portanto sdo compostos bastante instaveis e com alta reatividade.
Esta valéncia livre é responsavel por tornar a molécula extremamente reativa e paramagnética
(Wojtowicz et al., 2017). Os radicais livres do oxigénio (radical superéxido O; e o radical
hidroxila OH) exercem papel fundamental nas reacGes fisioldégicas/bioquimicas do corpo
humano, no entanto quando acontece uma producdo excessiva destes radicais durante
processos patofisiologicos ou fatores adversos, e culminando com a ndo existéncia de
antioxidantes disponiveis in vivo, podem ocorrer grandes danos nos tecidos e células
humanas, como por exemplo: o desenvolvimento de células cancerigenas e/ou o aceleramento

do envelhecimento (Oliveira, 2010).
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O processo de formacdo dos radicais livres envolve, em parte, 0s mecanismos de
oxidacdo de lipidios como, por exemplo, a peroxidacao lipidica. Essa peroxidagdo acontece
quando um lipidio sofre alteracdo de sua estrutura molecular por ter sido atacado por um
oxigénio, podendo gerar problemas na conservagdo de alimentos ricos nesses compostos
(Santos, 2013b). O mecanismo basico desse processo pode ser dividido em 3 etapas:

iniciacdo, propagacdo e terminagéo, conforme Figura 2.2 (Santos, 2013b).

Iniciagio Propagagio Terminagéio
i

0. . A4 3+
L Fe" Fro Aldeidos
LHAAe |,_\._.hmdlﬁl-ﬁ0“7~<;}d ~ |7 |Cetonas
- I i

H] H,O et Fett + HO Epdxidos

Figura 2.2 — Representacédo das fases da peroxidagéo lipidica. Fonte: Santos et al., 2007

Na etapa inicial, existe a perda de um hidrogénio do lipidio insaturado (LH) mediante a
acdo de luz, calor e presenca de metais. O radical lipidico (L*) formado é instavel e apresenta
elétrons desemparelhados (Santos, 2013b). Na propagacdo, existe a formacdo de radicais
peréxidos lipidicos (LOO®) que podem reagir novamente com o lipidio insaturado, formando
mais radicais livres (L* e LO®). Esses radicais podem promover reagdes secundarias a partir
da formacdo de aldeidos, cetonas e epoxidos responsaveis pela rancidez dos alimentos e
doencas (Santos, 2013b). Dessa forma, os antioxidantes também podem ser definidos como
qualgquer composto capaz de inibir esse processo de peroxidacéo lipidica (Santos, 2013b).

Partindo desse ponto de vista, 0s antioxidantes podem ser considerados como a primeira
defesa do organismo, visto a sua capacidade de doar elétrons, funcionando como verdadeiros
“sequestradores” de radicais livres, agindo em diversas fases no processo oxidativo, inibindo
ou retardando a oxidacdo de outras moléculas, ou a propagacdo de reacdes oxidativas em
cadeia (Oliveira, 2010; Oldoni, 2010).

Os antioxidantes podem ser divididos quanto a sua atuacdo em processos oxidativos
(primarios e secundarios) e quanto a sua origem (sintéticos e naturais). Os primarios sao
capazes de interromper a cadeia de radicais através da doacdo de um elétron a um radical
lipidico livre, assumindo a condicdo estavel. Estdo incluidos nesse grupo 0s compostos
fendlicos, que apresentam grupos doadores nas posi¢oes orto e para de sua cadeia ciclica. Os
antioxidantes secundarios reduzem o processo inicial de formacéo do radical livre, utilizando
agentes quelantes de metais, tendo como exemplo o &cido citrico (Oliveira, 2010; Oldoni,
2010).
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Os sintéticos sdo produzidos industrialmente e amplamente aplicados na industria
alimenticia com o intuito de aumentar o tempo de vida util dos produtos (Cavalcanti, 2013;
Barreiros & David, 2006). Apresentam na sua cadeia uma estrutura fendlica com diferentes
graus de substituicdo do radical alquila, no entanto, a sua utilizacdo estd sendo associado a
diversos maleficios a salde (Svilaas et al., 2004; Cavalcanti, 2013). Essa associacdo tem
aumentado a procura por antioxidantes de origem natural, como por exemplo: compostos
fendlicos, carotendides ou compostos nitrogenados, como a vitamina C e E (Oliveira, 2010;
Cavalcanti, 2013).

Existem regulamentacdes em diversos lugares do mundo que limitam a utilizacdo dos
antioxidantes sintéticos como: BHA, BHT e TBHQ, enquanto que 0s antioxidantes naturais
sdo considerados seguros, requisitando poucos testes de seguranca. Esses compostos
encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal e fazem parte da dieta alimentar de
forma significativa (Santos, 2013b). Em alguns casos, podem até serem consumidos com o

intuito profilatico (Paes, 2016).

2.2.1 — Compostos fenolicos

De forma geral, as plantas sintetizam uma infinidade de compostos responsaveis pela
manutencdo de seu metabolismo e sua reproducdo. Dentre esses, existem diversos
fitoquimicos, responsaveis pelo metabolismo secundario das mesmas. Os compostos fendlicos
fazem parte desse grande grupo dos fitoquimicos, responsaveis pelo seu crescimento,
reproducdo e defesa (infeccOes, radiacdes UV, ferimentos e agressdes externas). Muitos
desses compostos sdo fendlicos, envolvem desde moléculas simples até moléculas com alto
grau de polimerizacdo (Oliveira, 2010; Oldoni, 2010).

Os compostos fenolicos podem ser divididos em dois grandes grupos: flavonoides e ndo
flavonoides (demais compostos fendlicos) (Paes, 2016). No entanto, existem classificacdes
mais especificas (ponto de vista molecular) como: acidos fendlicos (cinamico e derivados
acidos benzoico), fenois simples, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e

hidrolisaveis, lignanas e lignina (Naczk & Shahidi, 2004).
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A Tabela 2.1 apresenta os principais compostos fendlicos encontrados em plantas
(Salvador, 2011).

Tabela 2.1 — Principais classes de compostos fendlicos. Fonte: Salvador, 2011

Classe Esqueleto Carbonico Estrutura Bésica

>

Fenolicos Simples Cs
Benzoquinonas Cs C:<:>:u
Acidos Fenolicos Cs—Ci Qtﬂm
Acetofenonas Cs—C» Q "y
Acidos fenilacéticos Cs—C Q—mﬂm
Acidos hidroxicinamicos Cs—C3 Qw-wwa
Fenilpropanona Ce—Cs ch.,{||4||}
Cumarinas, isoumarinas Ce—Cs |
= e
Cromonas Ce—Cs O:l‘j
Naftoquinonas Ce—C4 ®
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(Continuacéo da Tabela 2.1)

Xantonas Ce—C1-Cs
Estilbenos Ce—C2—Cs
Antraquinonas Ce—C2—-Cs
Flavonoides Ce—C3-Cs
Lignanas, neolignanas (Cs—Ca):
Ligninas (Ce — Ca)n

2.2.1.1 — Flavonoides

Os flavonoides representam o maior grupo de compostos fendlicos presentes em plantas
e alimentos. Sdo oriundos do metabolismo secundario das plantas e quando ingeridos podem
apresentar diversas atividades biologicas benéficas a saude (Paes, 2016).

Apresentam grande diversidade de estrutura, sdo responsaveis pelas cores dos frutos e
das flores e sdo constituidos pelo nucleo flavano (15 atomos de carbono) como estrutura
basica (Oldoni, 2010). As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides e séo
responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e vermelho que aparecem em frutos, flores,
folhas, caules e raizes. Dessa forma, pode-se afirmar que as antocianinas sdo os flavonoides

mais largamente distribuidos presentes na natureza. (Oliveira, 2010).

2.2.1.2 — Estilbenos

Grande parte dos estilbenos naturais possuem ligacGes duplas conjugadas e sdo
derivados da unidade basica trans-resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno). Pertencentes ao
grupo dos fenilpropandides, os estibenos apresentam forte atividade antioxidante, com alta

possibilidade de aplicagdo medicinal (Chong et al., 2009). Os estilbenos mais conhecidos séo:
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trans e cis-resveratrol e trans e cis-piceid, no entanto os compostos isolados nos extratos de
plantas sdo em sua maioria na forma trans (Santana, 2011).

O resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) apresenta dois anéis aromaticos unidos por
uma espécie de “ponte eteno” (Rabesiaka et al, 2011). Encontra-se presente em grande
quantidade na casca de diversos tipos de uvas (Pandey & Rizvi, 2010); produzida
naturalmente por varias plantas como: amendoim, eucalipto, amoras, framboesas, pinheiro,
membros da familia polygonaceae, entre outras (Rabesiaka et al, 2011; Sautter et al, 2005;
Kerem et al., 2006).

A Figura 2.3 apresenta o resveratrol sob a forma de seus dois isomeros: o trans-
resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno), (1)
e (I1) respectivamente.

I) 1))

HO -
& o O
HO OH

Figura 2.3 — Formula estrutural dos isdmeros trans-resveratrol (1) e cis-resveratrol (11). Fonte:
Autoria propria (2017)

O trans-resveratrol € fotossensivel, ou seja, pode ser convertido para a sua forma cis na
presenca de luz visivel. Este apresenta propriedades terapéuticas como: anticancer, antiviral,
anti-inflamatorio, neuroprotetor, entre outros (Lee et al, 2009; Han et al, 2009; Docherty et
al, 2005).

O resveratrol 3-O-p-D-glicosideo (piceid), como o nome sugere, apresenta-se como
um derivado glicosideo do resveratrol. E amplamente encontrado nas raizes da Polygonum
cuspidatum, em vinhos (principalmente o tinto) e sucos de uva (Lamuela-Raventés et al.,

1999). A Figura 2.4 apresenta os isomeros do piceid.
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CH,OH
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cis-Piceid

trans-Piceid

Figura 2.4 — Estrutura quimica de isomeros do piceid. Fonte: Lamuela-Raventos et al., 1999

2.2.1.3 — Antraquinonas

As antraquinonas sdo compostos organicos derivados do antraceno, formados a partir
da oxidagdo de fenois. Fazem parte, juntamente com as benzoquinonas e naftoquinonas, do
grupo das quinonas. Sua principal caracteristica é a presenca de dois grupos carbonilicos que
formam um sistema conjugado com pelo menos duas duplas ligacdes C-C. Encontram-se na
literatura também outras denominacdes para as antraquinonas, como antranoides, derivados
antracénicos ou hidroxiantracénicos (Salvador, 2011).

Dentro deste grande grupo das antroquinonas, a emodina (1,6,8-trihidroxi-3-
metilantraquinona) ganha grande destaque por sua importancia na medicina de alguns paises
asiaticos. Mesmo apresentando efeitos laxativos, a emodina também apresenta efeitos
antibacterianos e atividade antitumoral (Benova, 2010).

Souto (2010) e Benova et al. (2010) encontraram emodina em plantas da familia
Poligonaceae, dentres elas pode-se destacar a Rumex acetosa. A Figura 2.5 apresenta a

estrutura quimica da emodina.

OH O OH
HO CHa
0

Figura 2.5 — Estrutura quimica da emodina. Fonte: Autoria prépria (2017)
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2.3 — Métodos de extracao

Os métodos de extracdo sdo de importancia vital nos estudos de composicao e qualidade
dos extratos. No entanto, também é importante a escolha do solvente a ser utilizado. Nesse
contexto, o estudo detalhado da afinidade quimica, polaridade, solubilidade de cada solvente
e/ou cossolvente adquire extrema relevancia nesse processo (Oliveira, 2010).

2.3.1 — Extrac0Oes convencionais (Soxhlet e LPSE)

A extracdo Soxhlet, basicamente € utilizada em escala de laboratorial, principalmente
em extracOes de matrizes sélidas, como € o caso das extragdes de substancias em plantas no
geral. E um técnica de extracdo antiga, mas que permanece como referéncia com a qual os
novos métodos sdo comparados (Freitas, 2007).

A extracdo Soxhlet acontece por batelada, no entanto, o solvente é sempre recuperado e
posto em contato com a amostra continuamente. Primeiramente, as plantas sdo imersas no
solvente, em seguida existe um equipamento que fornece calor para o sistema até que a
solucéo atinja o ponto de ebuli¢cdo a uma pressédo reduzida (também pode acontecer a pressao
atmosférica). O solvente extrai 0 material organico presente na mistura de acordo com a sua
afinidade e polaridade. No entanto, o extrato é separado do solvente que € evaporado e
novamente posto em contato com a matriz solida (Galvéao, 2009).

Esse processo pode apresentar altos rendimentos extrativos, ja que existe uma
renovacdo do solvente em contato com a matéria prima (processo interno ciclico de
evaporacdo e condensacao do solvente) e ocorre em temperaturas relativamente altas (Santos,
2013a). No entanto, um dos problemas desse tipo de extracdo reside na Ultima etapa do
processo, em que o solvente precisa ser separado do soluto, requerendo para isso grande
quantidade de energia e/ou temperatura (Santos, 2013a).

Mesmo com a evaporacdo dos solventes, podem restar residuos do mesmo,
inviabilizando alguns processos para industria de farmacos. Outra desvantagem associada
poderia ser a alteracdo das caracteristicas quimicas e fisicas das substancias presentes na
matéria-prima devido as temperaturas relativamente altas (Santos, 2013a).

A extracdo LPSE (Extracdo a Baixa Pressdo) também é utilizada, de forma geral, em
escala de laborat6rio e pequenos projetos. Inicialmente, a matriz sélida entra em contato com
0 solvente, sofrendo o processo de solubilizacdo a pressbes e temperaturas reduzidas sob
agitacdo, j& que o mesmo ndo utiliza a temperatura de ebulicdo do liquido e sim baixas

temperaturas controladas. Dessa forma, as variaveis mais importantes dessa técnica sdo a
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razdo de massa de solvente por massa de matéria-prima (S/F), a temperatura, a agitacdo e o
tempo de extracdo. O extrato também €é separado a partir da evaporacdo do extrato (Moura et
al., 2012).

2.3.2 — Extracao supercritica

De forma geral, a extracdo supercritica pode ser resumida como o emprego de fluidos
supercriticos com o intuito de extrair analitos de uma matriz sélida. Essa técnica extrativa
utiliza, durante o processo extrativo, fluidos a temperaturas e pressdes acima de seus
respectivos valores criticos. Nesse processo, ocorre transferéncia de massa da matriz sélida
para o fluido ou mistura de fluidos na regido critica. A temperatura critica do géas, como
exemplificado com o gas carbonico (Figura 2.6), é a temperatura minima na qual os processos
com elevacdo de pressdo ndo conseguem liquefazer o gés (Freitas, 2007).

Na regido critica do gas ou das misturas de fluidos (Figura 2.6) as forcas de
solubilizacdo sdo mais intensas, comparando-se a um gas convencional (Freitas, 2007). Dessa
forma, cresce o numero de estudos que utilizam essa tecnologia na extracdo de compostos

ativos de plantas (Oliveira, 2010).

[

Pressdo

Ponto Critico

Silido

Ponto ' (1 -311°C _
/ UEEIE-- Gas | [ P -7.38 MP2

Tc Temperatura

Figura 2.6 — Representacdo do diagrama de fases do CO, puro. Fonte: Campomanes, 2012

Devido as suas caracteristicas, em diversos casos, a SFE (extracdo com fluido
supercritico) apresenta extratos com melhor qualidade, que sofreram menos degradacgdo pela
temperatura e pela presenca de luz, ja que as condi¢des de operacdo sdo brandas e 0 processo

de extragdo acontece na auséncia de luz, evitando as reacGes de oxidacdo dos elementos
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fotossensiveis, constituindo grande vantagem para a extragdo de antioxidantes, haja vista suas
propriedades bioldgicas. (Oliveira, 2010).

Tendo em vista as dificuldades de operagédo (altas pressbes e temperaturas), o uso de
fluidos supercriticos era bastante limitado anteriormente. No entanto, a cerca de 3 decadas,
percebe-se um continuo crescimento dessa tecnologia, especialmente nas areas de extracao de
6leos essenciais, na extracdo de compostos bioativos a partir de plantas medicinais, na
industria do café, entre outros (Brunner, 2005; Brunner, 2010).

No processo de extracdo supercritica (SFE), o fluido supercritico (fase solvente) escoa
através de um leito fixo formado pela matriz sélida (raizes de planta, folhas, entre outros)
solubilizando os solutos presentes nesta matriz. A medida que esse fluido desloca-se ao longo
do leito fixo, o processo de transferéncia de massa ocorre e, consequentemente, 0
esgotamento da matéria-prima acontece na mesma direcdo do aumento da concentracdo de
extrato na fase solvente (Paes, 2016). O processo extrativo é facilitado por algumas
caracteristicas proprias dos fluidos em seu estado supercritico como o seu alto valor de
difusividade, sua alta densidade e sua baixa viscosidade (Brunner, 2005).

Santos (2013a) obteve extratos ricos em compostos fendlicos a partir da raiz da Rumex
acetosa utilizando gas carbodnico supercritico com etanol. As extraces foram realizadas nas
temperaturas de 50 °C, 70 °C e 90 °C e a pressdes de 15, 20 e 25 MPa. No entanto, o0 autor
ndo conseguiu identificar todos os compostos extraidos, mas apenas o trans-resveratrol. O
autor ainda concluiu que a utilizacdo de etanol como cossolvente demonstrou ser
imprescindivel para a extracdo de boa parte dos compostos fendlicos presentes na raiz da
planta.

Existem diversos trabalhos mostrando que a extracdo supercritica com adicdo de
cossolvente, geralmente etanol, desponta como a técnica mais adequada para a recuperacao de
compostos fendlicos. Campomanes (2012) extraiu compostos fendlicos do pisco (bagaco da
uva e borra) utilizando extracdo supercritica, alcancando valores de rendimento da ordem de
5% para 0 bagaco da uva e de 10% para a borra, sendo a condicdo mais favoravel a que
utilizou 20 MPa e 40 °C.

Santos et al. (2017) mostraram que a SFE aplicada em raizes da Rumex acetosa
demonstrou ser mais seletiva que as extracGes convencionais para importantes compostos
fendlicos como emodina e trans-resveratrol.

A extracdo supercritica também mostra-se flexivel para adequacdes de projeto e
acoplamento em linha com outros tipos de extracdo, como mostrado por Viganoé et al. (2017).

Os autores fazem a avaliagdo econdmica e de sensibilidade da aplicacdo da SFE juntamente
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com a técnica de extracdo de liquidos pressurizados (PLE) perante o bagaco de maracuja e

obtém resultados promissores, considerando o preco atual do mercado.

2.3.2.1 — Fluidos supercriticos

Na natureza, 0s compostos puros apresentam-se em trés estados fisicos distintos e bem
definidos (s6lido, liquido e gasoso), onde grandezas termodindmicas como: pressao,
temperatura e volume determinam esses estados. No entanto, quando estas substancias séo
submetidas a altissimas temperaturas e pressdes, estas apresentam caracteristicas proprias que
poderiam definir um “quarto estado fisico da matéria” (fluido supercritico). Na verdade, ndo
se trata, precisamente, de um “quarto estado”, mas sim de um estado intermediario entre o
liquido e o0 gasoso (Santos, 2013a).

Um fluido supercritico é definido por Smith et al. (2007) como a substancia que se
encontra a uma pressdo e temperatura acima de suas respectivas condicdes criticas. Por
exemplo, para o caso do dioxido de carbono, sua temperatura e presséo criticas sdao 31,1 °C e
73,8 bar, respectivamente.

O processo de extracdo supercritica € baseado principalmente na solubilizacéo do soluto
de interesse em solventes no estado supercritico. Assim, a solubilidade do produto desejado
em solventes supercriticos € um dado de fundamental importancia para a escolha do solvente,
determinacdo dos rendimentos, dimensionamento e otimizacdo do processo de extracdo. Os
fluidos utilizados na extracdo supercritica devem apresentar alguns requisitos como: boa
solubilidade no soluto a ser extraido, ser inerte, ser de facil separacdo do produto e ter baixo
custo (Brunner, 1994).

Segundo Jesus (2015), além das vantagens inerentes ao processo tais como a reducao
do tempo de extracdo e diminui¢do ou isencdo de solventes no produto final, a extragdo com
fluidos supercriticos demonstrou ser altamente seletiva na extracdo de compostos
diferenciados, como carotenoides por exemplo.

Uma inspecdo na literatura revela que é relativamente abundante a variedade de
compostos que podem ser usados como fluidos supercriticos. Na Tabela 2.2 séo apresentados
alguns fluidos que podem ser utilizados, juntamente com o0s parametros de pressao critica

(Pc), temperatura critica (Tc) e densidade critica (Dc).
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Tabela 2.2 — Solventes utilizados na extragdo com fluidos pressurizados. Fonte: Freitas, 2007

Substancia  Tc Pc Dc
(°C) (atm) (g/cm?d)

CO; 31 72,85 0,469
NH;3 133 111,54 0,236
Agua 374 217,17 0,326
N2O 36 71,5 0,452
Metano -82 4541 0,169
Etano 32 48,17 0,203
Propano 97 41,85 0,217
Pentano 197 33,26 0,237
Etileno 9 49,65 0,218
Tolueno 319 40,57 0,292
Metanol 240 79,86 0,272
Etanol 241 60,61 0,276
Acetona 235 46,39 0,279

Eter Etilico 194 35,93 0,265

De todos os fluidos possiveis utilizados na extragdo supercritica, o didéxido de carbono
€ 0 mais utilizado devido a algumas vantagens que fazem do mesmo o solvente mais
pesquisado no que concerne a extracao supercritica, como: condicdes criticas amenas (31,1°C
e 72,85 bar), diminuindo, assim, custos com compressao, facilita a separacdo apos a extracao,
alta volatilidade e difusividade e baixa viscosidade, facilitando a penetracdo em matrizes
solidas. Ainda podem ser mencionadas sua grande disponibilidade, sua atoxidade e baixa
reatividade (Brunner, 1994).

Outros gases que também apresentam, em seu estado supercritico, interessantes
propriedades solventes sdo utilizados para a extracdo de plantas e outros materiais. Entretanto,
por razdes de custo, perigo de explosdo, toxicidade, inflamabilidade e propriedades fisicas

adversas, poucos deles sdo usados comercialmente (Freitas, 2007).

2.3.2.2 — Propriedades fisico-quimicas dos gases comprimidos

As caracteristicas apresentadas pelos fluidos na regido supercritica devem-se,

basicamente, as propriedades fisico-quimicas desses serem intermediarias entre as dos gases e
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liquidos. Conforme se pode observar na Tabela 2.3, os fluidos supercriticos apresentam altos
valores de difusividade, quando comparados aos liquidos, aumentando o poder de penetracao
em matriz solida. Também apresentam altas densidades e baixas viscosidades quando
comparados com gases e liquidos respectivamente, conferindo ao mesmo boas propriedades
de solvatacdo (Brunner, 2005).

Tabela 2.3 — Propriedades fisico-quimicas de uma substancia genérica. Fonte: Brunner, 2005

) Densidade Difusividade Viscosidade
Estado do fluido 3 )
(g/cm®) (cm°/s) (g/cm.s)
Gas 3 4
(0,6-2,0).10 0,1-0,4 (0,6-2,0). 10
P=1 atm, T=15-30 °C
LI'QU|d0 5 2
0,6-1,6 (0,2-2,0). 10° (0,2-3,0). 10°
P=1 atm, T=15-30 °C
Fluido Supercritico
P=Pc; T~ Tc 0,2-0,5 0,7.10° (1-3). 10™
P=4Pc; T~ Tc 0,4-0,9 0,2.10° (3-9). 10

Para a avaliacdo dos processos extrativos, que envolvem transferéncia de massa, € de
suma importancia o conhecimento do coeficiente de difusdo, da viscosidade e da densidade,
bem como o conhecimento da seletividade do solvente e o seu poder de solvatacdo no soluto
avaliado. As alteracbes de pressdo e temperatura podem ocasionar mudangas acentuadas

nessas variaveis (Brunner, 2005).

2.3.2.3 — Utilizacao de cossolventes

Como o CO, é um gas predominantemente apolar, devido a sua geometria molecular,
em determinadas extracdes de compostos polares faz-se necessaria a adi¢do de cossolventes.
Esses, geralmente, sdo liquidos a temperatura ambiente e sdo responsaveis por alterar as
propriedades de solvatacdo do fluido supercritico (Galvéao, 2009).

No caso da solubilidade dos compostos fendlicos, a utilizacdo de cossolventes contribui
significativamente para 0 aumento do rendimento extrativo desses compostos, principalmente
devido a formacdo de polaridades moderadas a partir da mistura de solventes polares e
apolares (Mokrani & Madani, 2016). Esse comportamento pode ser explicado pelo principio

do "like dissolves like" ou ainda "polarity versus polarity” (Mokrani & Madani, 2016), na
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qual os solutos polares tendem a serem solubilizados em solventes polares e os solutos
apolares em solventes apolares. Dessa forma, as interacdes entre a mistura de solventes e 0
soluto sdo formadas a partir das forcas intermoleculares presentes, responsaveis pela maior ou
menor solubilidade do soluto na mistura solvente, variando de acordo com a polaridade média
da mistura solvente e a polaridade dos solutos (Galvéo, 2009; Santos, 2013a).

Diversos trabalhos na literatura relatam a adicdo de cossolventes como, por exemplo,
Santos (2013a) que relata a importancia fundamental da adigdo de etanol em processos de
extracdo de compostos fendlicos utilizando fluidos supercriticos a partir da raiz da Rumex
Acetosa L. Sharif et al. (2015) atestaram o aumento da eficiéncia na extracdo de compostos
antioxidantes da Pereskia bleo a partir da adicdo de cossolventes.

Benova et al. (2010) avaliaram os rendimentos de extragdo supercritica (pressao: 40
MPa, temperatura: 100 °C, tempo: 30min.) do trans-resveratrol, piceid e emodina das raizes
da Japanese knotweed utilizando os cossolventes: etanol, acetonitrila e metanol. Neste estudo,
a acetonitrila demonstrou ser o melhor cossolvente nas condigdes de operagdo acima
descritas, ja que conseguiu um rendimento maior de extracdo das substancias descritas acima.

Casas et al. (2010) realizaram extracfes supercriticas em uvas Palomino fino. O
objetivo do trabalho foi a extragdo do trans-resveratrol presente nas uvas e a consequente
avaliacdo das condicdes Otimas de extragdo. Os melhores resultados do trabalho foram os
experimentos realizados em alta pressdo e baixa temperatura utilizando 5% de etanol (v/v)
como um cossolvente. A utilizacdo do cossolvente demonstrou ser muito importante no
aumento do rendimento de extracao.

Paula et al. (2013) utilizou a SFE na extracdo de compostos fendlicos a partir da
Arrabidaea chica, chegando a conclusdo de que as maiores concentracdes de composto
fendlicos extraidos foram obtidos quando se utilizou etanol como cossolvente na SFE. Esse
comportamento foi explicado pelos autores a partir da mudanca de polaridade ocasionada no

solvente a partir da adicdo do etanol.

2.3.2.4 — Curva cinética de extracdo

De forma bésica, pode-se resumir o conceito da curva cinética de extracdo como o
grafico da massa acumulada de extrato seco versus tempo de extracdo ou massa de solvente
acumulado. Esse grafico (Figura 2.7) apresenta todas as etapas de um processo de extracdo

supercritica.
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Figura 2.7 — Exemplo de curva cinética de extragdo, sendo: CER a etapa da taxa constante de
extracdo, FER a etapa com taxa decrescente e DC etapa difusional). Fonte: Jesus, 2015

O formato dessa curva sofre influéncia direta dos parametros envolvidos no processo
extrativo, tendo em vista os fenbmenos presentes na extracao supercritica. Geralmente, estas
curvas sao utilizadas no fornecimento de informagdes importantes para a definicdo de
parametros dos processos extrativos como: volume do extrator, vazdo de solvente,
solubilidade e constantes de transferéncia de massa, parametros utilizados tanto no
dimensionamento em escala laboratorial quanto no scale-up desses processos (Farias-
Campomanes et al., 2013; Santos, 2012; Jesus et al., 2013).

Conforme observado na Figura 2.7, a curva cinética de extracdo pode ser dividida nas
etapas CER, FER e DC (Martinez, 2005).

Na etapa de taxa constante de extracdo CER (Taxa de extracdo constante) 0 mecanismo
de transferéncia de massa dominante é a conveccdo (fase fluida). E caracterizada pela
disponibilidade de extrato na interface sélido/fluido (superficie externa das particulas), no
entanto o valor maximo da concentracdo do extrato no solvente supercritico é dada pela
solubilidade de equilibrio, podendo corresponder a cerca de 50% do rendimento de extracédo
(Oliveira, 2010, Santos, 2012).

A etapa FER (Taxa decrescente de extracdo) apresenta-se como a segunda etapa do
processo extrativo na qual a taxa de extracdo € decrescente, ja que existe o efeito convectivo
na fase fluida somado com o efeito difusional na fase solida, ocasionando, desta forma, o
aumento da resisténcia a transferéncia de massa. Este efeito difusional da fase s6lida acontece

devido, principalmente, ao esgotamento do extrato em sua superficie, sendo a quantidade de
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extrato no solvente supercritico menor que a concentracdo de equilibrio. Geralmente, até o
fim desta etapa, a extracdo atinge mais de 70 % do rendimento total de extragdo (Oliveira,
2010).

Por fim, a terceira e Gltima etapa, definida como etapa difusional (DC) ou etapa de
extracdo nula, apresenta como principal efeito de resisténcia a transferéncia de massa o
fenémeno difusivo no interior das particulas. Dessa forma, a resisténcia a transferéncia de
massa € bastante alta, ocasionando esse comportamento (Campomanes, 2012; Oliveira, 2010).

As curvas cinéticas de extracdo sdo amplamente utilizadas na caracterizagdo do
processo extrativo e dos parametros cinéticos de extracdo e na determinacdo da solubilidade
do soluto no fluido supercritico, de forma dindmica. Todos 0s possiveis processos de
ampliacdo de escala, modelagem e confeccdo de projetos precisam levar em consideracao
esses graficos (Farias-Campomanes et al., 2013).

2.3.3 — Extracao por liquido pressurizado (PLE)

A extracdo utilizando liquido pressurizado também pode ser conhecida como extracéo
por fluido pressurizado, extracdo por fluido acelerado, extracdo por solvente em altas
pressdes, entre outros (Nieto et al., 2010). Pode-se afirmar que a PLE utiliza altas pressdes e
temperaturas, no entanto ambas ndo podem atingir as condi¢des criticas de Pc e T¢ (Nieto et
al., 2010). Dessa forma, mesmo trabalhando em regides acima da temperatura de ebulicdo, o
liquido ndo apresenta mudanca de fase, tendo em vista as altas pressdes.

Com a elevacdo da temperatura, geralmente ocorre um aumento na solubilizacdo dos
solutos e consequente aumento na transferéncia de massa e diminuicdo da viscosidade e
tensdo superficial, consequentemente aumentando a eficiéncia extrativa (Nieto et al., 2010).

Diversos sdo os trabalhos que utilizam essa técnica como processo extrativo de
compostos fendlicos (Oliveira, 2014). Cavalcanti (2013) percebeu que a extracdo PLE
demonstrou bastante eficacia na extracdo de compostos, principalmente das antocianinas.
Utilizando liquido pressurizado, Rodriguez-Pérez et al. (2016) extrairam compostos fendlicos
presentes na folha da Moringa oleifera, alcangando rendimentos da ordem de 56%, ECs, da
ordem de 21 pg/mL e teor de fendlicos de 59 mg EAG/g utilizando etanol em condicGes
otimizadas.

Wang et al. (2012) utilizaram etanol pressurizado a 1500 psi e 120°C na extracdo de
compostos bioativos a partir da Cynanchum bungei utilizando planejamento experimental e

alcancando rendimentos superiores ao da extragdo Soxhlet.
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No meio cientifico também existem trabalhos que utilizaram varios solventes na
extracdo com liquido pressurizado. Basicamente, de forma sequenciada, cada solvente
participa do processo extrativo gerando extratos com composicOes distintas. A partir dessa
técnica de extracdo sequencial com liquidos pressurizados é possivel o fracionamento dos
compostos presentes em determinadas matrizes solidas (Poerschmann et al., 2006).

Machado (2014) extraiu compostos fendlicos do bagaco da amora preta utilizando
extragdes com liquidos pressurizados (dgua e etanol) em sequéncia obtendo resultados
promissores. A PLE utilizando diversos solventes de forma sequencial também foi aplicada na
obtencdo de di e trissacarideos a partir do mel utilizando misturas de etanol/agua em

diferentes proporc¢des em dois estagios (Ruiz-Matute et al., 2008).

2.3.4 — Extracao assistida por micro-ondas MAE

A extracdo assistida com micro-ondas (MAE) apresenta-se como uma tecnologia
bastante promissora na obtencdo de compostos bioativos naturais, ja que propde alternativas
para os problemas das demais extrac6es como, por exemplo, os tempos elevados de extracao,
0 alto consumo de solvente e a sustentabilidade (Mazzutti, 2016). Esse tipo de extracao utiliza
a energia das ondas eletromagnéticas no auxilio a extracdo dos analitos presentes na matriz
solida (Oliveira, 2014). As micro-ondas possuem frequéncia que varia entre 300 MHz e
300GHz (Figura 2.8) e sdo compostas por campos elétricos e magnéticos perpendiculares que
produzem aguecimento e aumento da pressao interna através do impacto direto em materiais
polares. Atribui-se, como principal vantagem da utilizacdo desse tipo de extracdo, a
possibilidade de extracdo com diversas amostras simultaneamente e a consequente diminuigdo

do tempo de extracdo, se comparado ao Soxhlet (Oliveira, 2014).
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Figura 2.8 — Localizacao da regido de micro-ondas no espectro eletromagnético. Fonte:
Sanseverino (2002)
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Esse aquecimento gerado pelo uso de micro-ondas pode ser obtido a partir da
polarizacdo dipolar e da condugédo ibnica (Mazzutti, 2016). De forma geral, no caso do
mecanismo de polarizagdo dipolar, inicialmente os dipolos das moléculas do solvente s&o
alinhados a partir da presenca do campo elétrico aplicado e na sequéncia quando o campo é
removido, as mesmas dissipam o calor para o meio. Nos liquidos, a capacidade de
alinhamento das moléculas varia com a viscosidade do mesmo, podendo diminuir a eficiéncia
do processo (Flérez et al., 2015). Sob a acdo de um campo eletromagnético, o aquecimento do
mecanismo de conducdo idnica, ocorre pela friccdo ocasionada a partir da migracdo dos ions
dissolvidos (Florez et al., 2015; Mazzutti, 2016).

No entanto, a absor¢do das micro-ondas pelo solvente depende de propriedades
dielétricas dos mesmos. Dessa forma, 0s solventes polares absorvem mais as micro-ondas do
que os solventes apolares, possivelmente por esses apresentarem baixas propriedades
dielétricas. Consequentemente, os solventes polares sdo amplamente utilizados nesse tipo de
extracdo (Mazzutti, 2016).

Essa técnica tem sido utilizada no desenvolvimento de novos métodos aplicados a
extracdo de compostos fendlicos a partir de solos, sementes, sedimentos e alimentos. De
forma geral, existem estudos que mostram que a eficiéncia da extracdo dos compostos
fendlicos aumentou, se comparado a técnicas convencionais (Liazid et al., 2007).

Perez-Serradilla & Castro (2011) estudaram a possibilidade de aplicacdo industrial da
utilizacdo dos residuos do vinho como fonte de compostos fendlicos utilizando micro-ondas,
gerando bons resultados, ja que o tempo de extracdo caiu de 24 h para 17 minutos, em relacao
ao Soxhlet. Diversas matérias-primas ja foram utilizadas nesse tipo de extracdo, no entanto
tem ganhado especial atencdo a extracdo de fenolicos devido a sua velocidade e eficiéncia
extrativa (Taamalli et al., 2012).

Tendo em vista as diversas variaveis que influenciam nessas extragdes, alguns autores
tem se preocupado em otimizar os parametros do processo, como na otimizacao da poténcia,
temperatura, solvente e tempo na extracdo de fendlicos dos gréos de arroz (Setyaningsih et al.,
2015) e de folhas de oliva (Taamalli et al., 2012).

Ballard et al. (2010) avaliaram e otimizaram os parametros da aplicacdo de extracao
com micro-ondas em peles de amendoim, alcancando resultados de 143,6 mg de equivalente
em é&cido galico/1,5g. Também existem relatos na literatura da utilizacdo dessa técnica em

conjunto com extracgdes utilizando ultrassom (Alonso-Carrillo et al., 2017).
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2.3.5 — Modelagem matematica

Existem trabalhos na literatura que realizam modelagens mateméticas de extracdes
supercriticas utilizando cossolventes. Yesil-celiktas & Pilavtepe (2013) chegaram a concluséo
que a extracdo supercritica utiliza bem menos solvente que as extracbes convencionais de
residuos de P. Oceanica, desta forma demonstrando possibilidades de futuras ampliacfes de
escala; para esta proposta foi realizada uma modelagem mateméatica e o modelo gerado
demonstrou ser bem ajustado.

Nascimento et al. (2016) utilizaram os modelos matematicos propostos por Crank
(1975), Martinez et al. (2003), Esquivel et al. (1999) e Tan & Liou (1989) para a investigacdo
da extracdo de 6leos essenciais a partir da Acrocomia intumescens (“macatba”) com fluidos
supercriticos.

Liu et al. (2014) avaliaram a modelagem matematica das curvas cineticas de extracdo da
obtencdo de flavonoides a partir das folhas da Calycopteris floribunda, utilizando SFE com
cossolvente. Para essa investigacdo, esses autores utilizaram os modelos de Cranck (1975),
Sovova (1994) e Martinez et al. (2003). Pode-se observar também que Condoret et al. (2013)
avaliaram os compostos fendlicos existentes nos extratos das folhas da T. articulata e
utilizaram o modelo matematico de Reis-Vasco’s possibilitando a extrapolagdo do processo
extrativo.

Moura et al. (2012) também estudaram a aplicacdo dos modelos de Cranck (1975),
Sovova (1994) e Martinez et al. (2003) em extracdes utilizando fluido supercritico e
cossolvente. Dentre outros modelos, Melo et al. (2016) utilizaram os modelos de Cranck
(1975) e Sovova (1994) na modelagem matematica das curvas cinéticas de extracdo das SFEs
da Eichhornia crassipes.

Existem diversos modelos que sdo utilizados na descricdo das curvas cinéticas de
extracdo. A seguir sdo apresentados alguns modelos utilizados neste trabalho de forma
sucinta, escolhidos por sua grande simplicidade de aplicacdo e por seu uso recorrente na

literatura.
2.3.3.1 — Modelo de Crank (1975)

O modelo de Crank parte do principio de que o soluto a ser extraido da matriz sélida
encontra-se distribuido de forma uniforme. Inicialmente, o modelo surgiu a partir de um
anterior proposto para a transferéncia de calor numa particula esférica em um meio uniforme.
Dessa forma, o mesmo foi adaptado para extracdo com fluidos supercriticos considerando-se a

particula esférica e o solvente como meio (Crank, 1975; Galvdo, 2009).
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Ao aplicar-se a segunda lei de Fick para a difusdo e um balanco de massa na superficie

interna da particula, chega-se a conclusao da seguinte Equacao (1), segundo Crank (1975):

X 61 —n?nD.t
L] D
n=1

X (concentragdo de soluto remanescente no solido);

Em que:

Xo (concentracéo inicial de soluto a ser extraido);
r (raio da particula s6lida);
t (tempo de extracéo);

D (coeficiente de difusdo do soluto na particula).

A Equacdo (2) expressa a massa de soluto extraida em funcdo do tempo:

m(h=H,t) = (1 - X%)Xo.mt (2)

Em que:
m; (massa total de matéria prima utilizada);
h (coordenada axial do extrator);

H (altura total do extrator).

Esse modelo também € conhecido como modelo de difusdo, por considerar que as
resisténcias a transferéncia de massa em um processo de extracdo supercritica se resumem
apenas a difusdo solida, sem a presenca do termo correspondente a conveccao (Crank, 1975;
Jesus, 2015).

Nesse modelo apenas os termos de acumulacéo e difusdo sdo levados em consideracao.
Desse modo, sua aplicacdo é bastante restrita a poucos sistemas, ja que na maioria dos casos
apresenta ajuste ruim, tendo em vista que nos processos de SFE, inicialmente, existe a
conveccao (Crank, 1975; Jesus, 2015).

Portanto, 0 modelo de Crank limita-se a aplicar o balan¢o de massa no processo de SFE
na fase solida, considerando apenas a difusdo no meio sélido, enquanto que a fase fluida

encontra-se totalmente negligenciada pelo modelo (Jesus, 2015).
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2.3.3.2 — Modelo de Sovova (1994)

De forma geral, 0 modelo proposto por Sovova (1994) apresenta uma série de balangos
de massa a partir de diversas consideracdes como: o leito fixo de secdo transversal cilindrica,
na entrada o solvente esta livre do soluto, a temperatura e pressao de operagdo sao constantes,
o tamanho e distribuicdo das particulas de forma homogénea e que o soluto encontra-se no
interior e fora da particula devido a quebra da mesma (Martinez, 2005).

Dessa forma, o0 modelo propds que existe soluto em duas fragdes no leito como o soluto
facilmente acessivel (X,) e o soluto de dificil acesso (Xk). Essa consideracdo baseia-se na
consideracdo de que o soluto presente encontra-se no interior das células da matriz sélida
protegidas por uma parede celular. Nesse caso, 0 processo de moagem da matéria prima
expde parte desse soluto, constituindo o soluto de facil acesso (Martinez, 2005; Galvao,
2009).

O modelo utiliza o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida para descrever a
etapa CER, considerando nessa primeira etapa a solubilizacdo do soluto de facil acesso;
durante a segunda etapa (FER) existe uma competicdo entre o soluto de facil acesso
(esgotando-se aos poucos) e o soluto de dificil acesso, ocasionando transferéncia de massa por
difusdo interna e por solubilizacéo externa; por fim a etapa difusional em que apenas o soluto
de dificil acesso encontra-se presente e por isso a predominancia da resisténcia difusional,
conforme anteriormente ilustrado na Figura 2.7 (Martinez, 2005).

O modelo de Sovova (1994) simplifica a solucdo analitica das equacdes de balanco de
massa e fornece uma boa descricdo fisica dos fendmenos de transferéncia de massa
envolvidos no processo de extracdo com fluido supercritico, demonstrando ser uma boa opcao
quando a finalidade for a aplicacdo em projetos de investigacdo de escala (Jesus, 2015;
Galvdo, 2009). A partir das consideracdes comentadas, sao apresentadas as Equacdes (3) e (4)
do modelo de Sovova:

Para a fase solida:

)¢
—ps(l—e)o-=JX,Y) 3)

Para a fase fluida:

aY
~prls 5 = J(X, V) )

Em que:
Y e X (razdo massica de soluto para as fases fluida e solida, respectivamente);
Us (velocidade superficial do solvente);

¢ (porosidade do leito);
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h (coordenada axial);

ps (densidade da fase solida);

pr (densidade da fase fluida);

J(X,Y) (fluxo de transferéncia de massa interfacial);

t (tempo).

A solucdo para o sistema de equagdes citados anteriormente utilizando o modelo de
Sovova pode ser descrito pelas equagdes a seguir:
A Equacdo (5) representa o balango para a etapa CER, em que t < tcgr.
m(h = H,t) =Y*[1 —exp(—2)]Qp.t (5

Para a etapa FER, segue a Equacdo (6), para tegg <t < tpgg:
m(h =H,t) = Y[t — tcgg.exp(zw — Z)]QF (6)

Para a etapa difusional, segue a Equacéo (7), na qual t > tpgg:

m(h=H,t) =N {XO - YW*ln [1 + (exp (%) - 1) exp <(W}VQF) (tcer — t)>§((—j} (7

Em que:
N.ky,.
7 = Ya: PF (8)
Qr- (1 —&)ps
N.Xp
tcer = 770, €))
N.ky,
Ww=—>""-_ 10
Qr-(1—¢) (10
w.
zw V" l Xo.exp [(%)(t - tCER)] — Xk ”
Z WX, " Xy — X, (11)
WX
N Xie + (Xo — X)- exp (WO)
tFER = tCER + W QF . ln XO
Em que:

m (massa de extrato);
N (massa de sélidos livre de soluto);

Y (solubilidade operacional);
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tcer (tempo relativo ao final da etapa CER);
trer (tempo relativo ao final da etapa FER);
Xo (rendimento global);

Xp (razdo méssica de soluto de facil acesso);
Xi (razdo massica de soluto de dificil acesso).

Qr (vazéo total do fluido)

De acordo com Jesus (2015), a aplicacdo do modelo desenvolvido por Sovova,
geralmente resulta em bons ajustes com os dados experimentais em diversas matérias primas
diferentes. Ainda sobre o modelo de Sovova (1994), anos depois do seu surgimento, foi
apresentado um novo modelo, partindo das mesmas consideracGes iniciais acerca das etapas
de extracdo, no entanto, essas mudancas tornaram complexos os resultados oriundos do
modelo, culminando com a necessidade de resolucdo numérica do modelo ao invés da

resolucéo analitica (Sovova, 2005).

2.3.3.3 — Modelo de Martinez et al. (2003)

Geralmente, o0s extratos oriundos de extragcGes supercriticas em produtos naturais
apresentam diversos componentes, ou ainda grupos de componentes, como: COmMpOostos
fendlicos em que existem os flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos, terpenos, fenois, entre
outros. H& casos em que pretende-se obter apenas um deles. Dessa forma, € importante
considerar as variagdes de concentracdo do soluto ao longo do tempo, com o intuito de
ampliar e otimizar a obtencdo dos compostos de interesse (Martinez, 2005).

O modelo proposto por Martinez et al. (2003) apresenta essa consideracdo de sistemas
multicomponentes, em que o0 extrato pode ser considerado um pseudocomponente da mistura.
O mesmo despreza o acumulo e a dispersao na fase fluida (Martinez, 2005).

Essa variacdo da composicdo do extrato ao longo do processo de extracdo supercritica
foi descrita por Martinez et al. (2003) a partir de uma equacdo logistica, equacdo essa que
também define o modelo, tipicamente aplicada ao modelo de crescimento populacional
(Martinez et al., 2003; Jesus, 2015). O modelo parte do principio da simplificacdo do balanco
de massa diferencial na fase fluida, considerando para essa apenas 0s termos de conveccao e
transferéncia de massa interfacial, negligenciando, dessa forma a dispersdo e a acumulacéo.
Consequentemente, uma das solugdes da equacgdo logistica foi introduzida no termo de

transferéncia de massa interfacial (Martinez et al., 2003; Jesus, 2015).
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E importante ressaltar que o modelo logistico utilizado por Martinez et al. (2003) é
tratado como modelo empirico, ja que ndo existe conexdo entre a equacdo logistica utilizada
pelo autor e a descricdo do fendmeno de transferéncia de massa da SFE consequentemente,
ndo existindo significado fisico para os dois parametros ajustaveis (tm; e b;) (Martinez, 2005).

No entanto, existem trabalhos que consideram o ty; cOmo 0 instante em que a taxa de
extracdo € maxima, devido ao comportamento grafico do modelo. Dessa forma, os valores
para tm Nndo necessariamente devem ser positivos, ja que em determinados casos, o instante
em que a taxa de extracdo, ajustada a partir do modelo, é maxima, encontra-se anterior ao
ponto zero do proprio modelo, ratificando a auséncia de sentido fisico nas variaveis ajustaveis
desse modelo.

Neste modelo, as equac6es de balangco encontram-se da seguinte forma:

Para a fase fluida:

6Y+ av 0 ( ay) J(X,Y) 12
ot " “on " 9h\"* 3n e (12)
Para a fase solida:

X 0 X X, Y

dt oh dh (1-¢) ps
Aplicando a consideracdo de estado estacionario e de ndo dispersdo axial tem-se:

Y _JXY)
u % = c (14)

Em que:

X (razéo massica de soluto na fase solida);

Y (razdo massica do soluto na fase fluida);

u (velocidade intersticial do solvente no leito de extracao);
h (coordenada axial do leito de extracdo);

Day (coeficiente de dispersao axial na fase fluida);

Dax (coeficiente de dispersdo axial na fase solida);

pr (densidade do fluido solvente);

ps (densidade do solido);

¢ (porosidade do leito);

J(X,Y) (fluxo de transferéncia de massa interfacial).
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Partindo da Equacdo (14), o termo J(X,Y) é descrito pelo modelo como uma funcéo
dependente da composicdo do extrato ao longo do processo extrativo, de forma que é possivel
obter a integracdo da equacdo para a resolucdo do balangco massico do extrato na fase fluida
(Galvao, 2009).

n

Y(h=H,t) = %Z s, (15)

i=1

Considerando H como o comprimento total do leito de extragéo.

Qp. HA; [ 1 1
ue 1+ exp(bi(tym; —t)) 1+ exp(bity;)

Ao considerar a condicdo de tempo tendendo ao infinito na Equacdo 16, o valor
numérico referente a massa de soluto extraida tende a um valor fixo, também denominado de
“my” (quantidade maxima de soluto extraida). Ao rearranjar a Equagdo 16, obtém-se a
Equacdo 17, apresentando como parametros ajustaveis apenas as variaveis b; e t,,; (Galvao,
2009).

my; 1+ exp(bitm;)

mih = H,t) = exp(bitmi) 11+ exp(b;(tm; — 1)) ! (17)

Considerac@es importantes do modelo:
H >>> Diametro do leito;
Solvente escoa com velocidade u na direcdo axial;

Matéria prima e porosidade uniformes.

2.4 — Processos de secagem de extratos

Diversos sdo os tipos de secagem de extratos. Como sdo de origem natural, 0s processos
de secagem de extratos de produtos naturais podem ser classificados em diversos tipos como,
secagem convencional (conveccdo, conducdo, utilizacdo de vapor), liofilizacdo, secagem por

precipitacdo com anti-solvente supercritico, leito de jorro, entre outros (Pachu, 2007).

2.4.1 — Secagem convencional

O processo de secagem, de forma simples, pode ser definido como a retirada do

solvente, geralmente a dgua, de um determinado material ou extrato (Park et al., 2001). O
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processo de secagem de extratos convencional, geralmente, € associado aos métodos diretos
de secagem, 0s quais 0 solvente é retirado a partir de um processo de aquecimento enquanto
que o teor de solvente diminui com o tempo (Alves, 2014).

Segundo Alves (2014), o método direto que pode ser considerado mais utilizado é o da
estufa por convecgdo forcada ou natural. Nesse caso, dependendo da finalidade do produto
final, o tempo e a temperatura de secagem podem variar. De forma geral, o processo de
secagem com a utilizacdo da estufa prolonga-se até o alcance do peso constante do produto
final ou extrato, entre duas ou mais sucessivas pesagens (Alves, 2014). No entanto, processos
de secagem que utilizam altas temperaturas podem provocar alteragcdes nas caracteristicas do
extrato ou do material que se esta secando (Agra, 2006).

Sharif et al. (2015) secou extratos ricos em compostos fendlicos de extracGes
supercriticas com a aplicacdo do gas inerte N, para evaporacdo do cossolvente. Santos
(2013a) utilizou a estufa com circulacdo e renovacdo de ar a 30 °C para a retirada do
cossolvente (etanol) presente nos extratos da Rumex acetosa. Basicamente, o0 processo de
secagem ocorre até a massa de extrato cessar 0 decaimento e passar a ser constante ao longo

do tempo.

2.4.2 — Liofilizacéo

Também conhecida como freeze-drying, a liofilizacdo promove a desidratacdo de
matériais sélidos, principalmente produtos naturais ou extratos, a partir do processo de
sublimacdo da agua. Para que o processo aconteca de forma efetiva, a desidratacdo por
liofilizagdo precisa acontecer a baixas temperaturas e pressdes (vacuo). Formam-se poros
microscopicos resultantes dos cristais de gelo anteriormente presentes (Oikonomopoulou et
al., 2011).

Pode-se afirmar que a liofilizacdo é bastante importante na secagem de produtos com
alto valor agregado e que apresentem sensibilidade ao calor, como por exemplo, sucos, frutas,
ervas, temperos, farmacos, extratos fitoterapicos, entre outros, ja que trata-se de um processo

de secagem bastante oneroso (Araudjo, 2014; Ratti, 2001).

2.4.3 — Secagem por precipitacdo com anti-solvente supercritico

Partindo do principio de que diversos solutos sdo insolUveis em gases apolares, como o
COy, solugdes desses solutos podem ser precipitadas ou secas utilizando esses gases (Brun,

2012). Ao considerar que esses gases estdo em condicdes acima das criticas, pode-se
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classificad-los como gases anti-solventes supercriticos, ou simplesmente anti-solventes
supercriticos (Brun, 2012).

O processo ocorre na medida em que o anti-solvente supercritico difunde no extrato, o
poder de solvatacdo do solvente convencional (nesse caso, o liquido polar) é reduzida a partir
da saturagdo com o fluido supercritico causando o processo de precipitagdo (Brun, 2012).
Esse fendmeno explica o0 motivo pela qual essas substancias sdo chamadas de anti-solventes.

Dessa forma, o processo de secagem (ou precipitagdo, nesse caso) utilizando anti-
solvente supercritico pode proporcionar uma menor degradacdo térmica (por usar baixas
temperauras), mecénica (por evitar os choques mecéanicos) e/ou pela presenca de luz (processo
ocorre na auséncia de luz) em seus extratos, proporcionando uma vasta aplicacdo na area de
formacdo de nanoparticulas, farmacos, proteinas, enzimas, polimeros e biopolimeros (Brun,
2012).

No entanto, vale salientar que o processo de precipitacdo utilizando anti-solvente
supercritico deve ser recomendado para extratos que ndo contenham solutos que apresentem
afinidade quimica com o anti-solvente, pois do contrario, 0 processo de precipitacdo irad
proporcionar o carreamento desses solutos, ja que o fluido supercritico é separado da solucéo
inicial devido ao abaixamento de pressdo ao qual é submetido. Por exemplo: se 0 seu extrato
apresenta substancias volateis ou que sejam apolares, existe a possibilidade dessas substancias
serem carreadas pelo CO; (anti-solvente supercritico) e ndo precipitarem juntamente com as

demais substancias polares presentes no extrato (Brun, 2012).
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3. Materiais e Métodos

O resumo de todo o desenvolvimento experimental realizado no trabalho segue presente

na Figura 3.1.
- - Raiz da Rumex
F Trituracio [ acetosa
| Obtencio dos |
Efeitos de : extratos !
varidveis sobrea | o __ T T T ™™
solubilidade & |g : Extragdo com H:CDJ +EtOH
diment 1 iti
rendimento ; | flmide supercritico T Aplicacio de
_________ Yo ____ 1 (SFE) | >
: ' -:J - modelos
i Temperatura i 1| Extracdocom | Acetonitila &
: Cone. |+ ! liquido -:---:C - Modelagem
| Vazdo || pom | : pressurizado I Agua cinética das
! i | (PLE) I extragdes SFE
| n ¢ ! Etanol e PLE
i ! |
Extragio PLE | | Hexano o L _____
| Sequencial I :r i
I I Tolueno 1| Cranck |
| Extragdocom | ! i Sovov !
: awxilio de micro- : Isopropanol i oveva |
o S 1
| ondas (MAE) |, i | Martinez |
I | Etanol i_ i
| | ExtragiaoLPSE | ! |——— 7777
| ! Isopropancl
1 |
1| Extracdo Soxhlet _T: Alcool Terc-butilico
I e e e e e e e e
1 Acetonitrila
Anilises
quimicas
f_""""_"""""""_JL _______________________ i
i | Determinagio Andlizes de Determinacdo |
| .- . 1
' da atrvidade composicio do teor de !
i antioxidante (HPLC) fenolicos totais i
i (ECs) (TFT) !

Figura 3.1 — Fluxograma referente as atividades desenvolvidas neste trabalho
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3.1 — Materiais e preparagdo das amostras

A matéria-prima utilizada nos experimentos foi a raiz da Rumex acetosa, pertencente a
familia das Polygonaceaes (ordem das Caryophyllales, classe Magnoliopsida). As amostras
foram colhidas em 2015 (maio — agosto), secas ao abrigo do sol e com o auxilio de estufa a
gas, pela empresa Trisdimya Produtos Naturais e Ervas Medicinais do Estado de Santa
Catarina, Brasil. As amostras pertenceram a um Unico lote plantado da erva.

As raizes foram submetidas a trituragdo em liquidificador doméstico (Arno, modelo
MPAC, Brasil). Em seguida, as particulas foram classificadas quanto ao tamanho, por
peneiramento em um sistema vibratorio (Bertel, model 1868, Caieiras, SP, Brazil) durante 15
minutos. O didmetro médio das particulas selecionadas foi de 1,42 mm, ja que a fracdo
referente as peneiras de -10/+20 Mesh (Série Tyler, Wheeling, USA) apresentou o maior
rendimento pds-trituracdo. As amostras (Figura 3.2) foram armazenadas em ambiente fechado

(sacos plasticos) e livre de umidade.

Figura 3.2 — Raiz seca e triturada da Rumex acetosa. Fonte: Autoria prépria (2017)

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. O Gas carb6nico seco
(99,9%) foi adquirido na White Martins (Natal, Brasil). Emodina (99,9% de pureza, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), piceid (99,9% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) trans-
resveratrol (99,9% de pureza, Cayman Chemical, Michigan, EUA), cis-resveratrol (99,9% de
pureza, Cayman Chemical, Michigan, EUA), acetonitrila (99,9% de pureza, Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA), reagente Folin & Ciocalteu’s (2 N, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), DPPH
(99,9% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e acido galico (99,9% de pureza, Sigma-
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Aldrich, St. Louis, EUA). Ainda foram utilizados o tolueno, hexano, etanol, alcool terc-

butilico e isopropanol, todos com 99,5% de pureza, (Synth, Diadema, SP, Brasil).

3.2 — Extracdo com fluido supercritico (SFE)

As extraces com fluido supercritico foram realizadas utilizando CO, + cossolvente, ja
que a SFE com cossolvente apresenta-se como uma das mais adequadas para extracdo de
compostos fendlicos (Campomanes, 2012). O etanol foi escolhido como cossolvente devido
aos resultados obtidos por Santos (2013a) na SFE da Rumex acetosa e por ser um solvente
barato, polar e com alta afinidade com compostos fenélicos (Campomanes, 2012).

A Figura 3.3 apresenta o aparato experimental, que consiste de uma bomba de CO, P-1
(Syringe pump 260D, Teledyne, USA); um banho de arrefecimento B-1 (Tecnal, TE- 184,
Sdo Paulo, Brasil); uma bomba isocratica de deslocamento positivo P-2 (Serie IlI,
LabAlliance, USA); uma coluna extratora com volume de 145 cm® E-1 (comprimento de 30,7
cm e didmetro interno de 2,45 cm) com temperatura controlada por banho termostatico B-2
(Marconi, MA-184, Piracicaba, Brasil). Valvulas, termopares, mandmetros e indicadores de

pressdo e temperatura também comp6em a unidade experimental.

B pa—

V-1 V-2 |
p-1 i
L) Banho i
Term.
B-1 V-3 —I_ Banho
COz g /z [ : ] Term. ’
B-2
H-1
P-2
Etanol

R-1 R-2 R-3

Figura 3.3 — Unidade de extracdo supercritica (SFE-CO,/Etanol), sendo: V-1, V-2, V-3, V-4:
valvulas agulha macrométricas; V-5: valvula agulha micrométrica; R-1: cilindro de gas COy;
R-2: frasco com etanol; R-3: coletor de extrato; P-1: bomba seringa; P-2: bomba de
cossolvente; E-1 coluna extratora; B-1 e B-2: banhos termostatizados; H-1: aquecedor; T-1:
termopar; M-1: manémetro. Fonte: Autoria prépria (2017)
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O procedimento experimental iniciou-se com o preenchimento parcial da coluna
extratora (E-1) com cerca de 30,0 £ 0,1 g de matéria prima (raiz da Rumex acetosa) com
tamanho definido conforme descrito na Segéo 3.1. Em seguida, totalizou-se o preenchimento
com esferas de vidro de 4 mm. Essas etapas compreendem o “empacotamento manual” que
visa garantir a boa compactagdo da amostra e 0 maximo de uniformidade na porosidade da
leito, evitando futuros caminhos preferenciais do solvente. Para tal etapa, utilizam-se telas de
protecdo (abertura de 200 Mesh) nas extremidades da coluna.

Apds o posicionamento correto da coluna E-1 na unidade, inicia-se o processo de
preenchimento desta com a mistura solvente de forma controlada e respeitando a proporcdo de
CO e etanol até as condicBes pré-estabelecidas de temperatura e pressao da unidade, aferidos
a partir dos termdmetros T-1 e mandmetro M-1. Esse preenchimento é promovido pela bomba
seringa P-1, para o caso do CO,, e pela bomba P-2, para o cossolvente etanol, de forma
coordenada, com proporcao de cossolvente calculada sob o fluxo volumétrico total da mistura
de solventes. Para tal processo, a valvula V-1 é fechada a fim de evitar a pressurizacdo do
cilindro R-1 e as valvulas V-2 e V-3 sdo abertas permitindo o fluxo dos solventes até a coluna
extratora E-1.

Antes do inicio da parte dindmica da extracdo, a matéria prima e a mistura solvente
ficaram em contato durante 30 minutos para a estabilizacdo dos parametros de extracdo. Em
seguida, o processo dindmico segue com a abertura das valvulas V-4 e V-5 de forma
controlada objetivando o controle da pressdao do sistema, ja& que as bombas P-1 e P-2
trabalharam no modo vazéo constante. Logo apds as valvulas, o extrato passa pelo aquecedor
H-1 (visa combater o congelamento da linha) e em seguida € coletado pelo frasco ambar R-3,
enquanto que o CO, é separado por estar nas condicdes ambientais. Em todas as extracdes,
essa coleta do extrato foi realizada por amostragem em intervalos de tempo da extracdo,
objetivando o estudo cinético do processo, de acordo com a frequéncia: 1° frasco (0-10min);
2° (10-25min); 3° (25-40min); 4° (40-60min); 5° (60-80min); 6° (80-100min); 7° (100-
120min); 8° (120-140min); 9° (140-160min); 10° (160-180min). Por fim, o extrato foi
submetido a secagem em estufa de circulacdo de ar a 40 °C e abrigo de luminosidade.

Numa primeira etapa deste trabalho, foram realizados experimentos com o objetivo de
avaliar a influéncia da vazdo de solvente sobre o rendimento e curvas cinéticas de extracéo,
bem como para a determinacdo de solubilidade. Os experimentos foram conduzidos a 20
MPa, 60 °C e adicdo de 15% de etanol (v/v), conforme Tabela 3.1 (experimentos de 1 a 5). A
faixa de vazdo total (CO, + etanol) investigada foi de 1-4 mL/min e o tempo de extracdo foi

de 180 minutos, sendo a faixa de vazédo e o tempo de extracdo escolhidos mediante limitacGes
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da unidade de extracdo. No entanto, as faixas de temperatura, pressdo e concentracdo de
cossolvente para essa etapa foram baseadas nas condigOes centrais das faixas utilizadas por
Santos (2013a), trabalho em que foram realizadas SFEs na raiz da Rumex acetosa, e em testes
preliminares.

Numa segunda etapa, os experimentos de 6 a 10 foram realizados a 15 MPa, 40 °C, 180
minutos e ImL/min (vazéo de solvente escolhida em funcdo da etapa anterior) e objetivaram
avaliar a influéncia da concentracdo de etanol na mistura solvente (CO,-Etanol) sobre o
rendimento, cinética de extracdo e solubilidade. A faixa de concentracdo de etanol investigada
foi de 5-45% e foi baseada inicialmente no trabalho de Santos (2013a) que avaliou a
influéncia até 15%. No entanto, trabalhos como o de Sharif et al. (2015) que também
extrairam compostos antioxidantes da Pereskia bleo por SFE com faixa entre 0-90% de
etanol, foram motivadores para a ampliacdo da concentracdo de etanol até 45%. Quanto aos
valores fixos de temperatura e presséo, esses foram baseados nos valores minimos do trabalho
de Santos (2013a), com o intuito de diminuir ao maximo o efeito da temperatura e pressao,
ressaltando o efeito da concentragéo de etanol.

Tabela 3.1 — Condic6es experimentais desenvolvidas para extracdo supercritica.

Experimento Pressao Temperatura Conc. Cossolvente Vazao total
(MPa) (°C) (% viv) (mL/min)
1 20 60 15 1,00
2 20 60 15 1,50
3 20 60 15 2,00
4 20 60 15 3,00
5 20 60 15 4,00
6 15 40 5 1,00
7 15 40 15 1,00
8 15 40 25 1,00
9 15 40 35 1,00
10 15 40 45 1,00
11 20 40 15 1,00
12 25 40 15 1,00
13 15 60 15 1,00
14 25 60 15 1,00
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As extracdes subsequentes (de 11 a 14) complementaram a avaliacdo das variaveis
temperatura e pressdo do sistema sobre o rendimento de extracdo e solubilidade do soluto na
mistura solvente. Nessa etapa, a faixa de pressdo avaliada foi de 15-25 MPa, nas temperaturas
de 40 e 60 °C, conforme Tabela 3.1, utilizando a mesma abordagem utilizada por Moura et al.
(2012). Os demais parametros foram fixos (vazdo total de 1 mL/min e 15% de concentragéo
de etanol). Nessa etapa, a concentracdo de etanol escolhida foi de 15%, a segunda menor
concentracdo, em virtude de testes preliminares que atestaram o baixissimo rendimento a 5%,
inviabilizando a utilizacdo dessa concentracdo para essa analise. As baixas concentracfes de
etanol visaram ressaltar o comportamento da presséo e da temperatura.

Esses procedimentos das SFEs foram realizados no laboratério de Tecnologia
Supercritica e Biodiesel da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) em
Natal/RN.

3.2.1 — Curvas cinéticas de extracao e solubilidade

Durante os processos de SFEs, geralmente a taxa de extracdo de soluto € muitas vezes
limitada pela solubilidade do soluto (compostos de interesse) no solvente, que neste trabalho
foi a mistura CO, + etanol em condicdes pré-estabelecidas (20 MPa, 60 °C e 15% de etanol)
(Danlami, et al., 2015). Dessa forma, o célculo da solubilidade é imprescindivel na
otimizacdo dos processos de separacdo e obtencdo dos solutos; e na viabilidade econdmica e
otimizacdo dos rendimentos extrativos (Bitencourt et al., 2016).

As curvas cinéticas de extracdo global foram obtidas a partir da coleta da massa de
extrato em funcdo do tempo utilizando o método dindmico (Ferreira et al., 1999; Sousa et al.,
2002), no qual o solvente é saturado pelo soluto a medida que o mesmo flui através do leito
solido com vazdo constante e previamente definida. Em seguida, as curvas foram ajustadas
em trés retas que representam, respectivamente, a etapa CER (taxa de extracdo constante), a
etapa FER (taxa de extracdo decrescente) e a etapa DC (taxa controlada pela difuséo),
conforme descrito na literatura (Sousa et al., 2002; Meireles, 2007). A partir da regressao
linear que delimita a etapa CER, foi estimada a solubilidade do soluto no solvente com o
coeficiente angular (Sousa et al., 2002; Sovova, 2005; Zuknik et al., 2016).

3.3 — Extracdes com liquidos pressurizados (PLE)

O processo de extracdo com liquido pressurizado utilizando apenas um solvente foi

realizado de duas formas distintas. Inicialmente, apenas o etanol foi utilizado como solvente
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em um planejamento experimental 22 fatorial. Para esse planejamento, foram escolhidas as
variaveis: pressao e temperatura de operagdo. Foram realizados 6 experimentos, variando-se a
pressdo em 15 MPa, 20 MPa e 25 MPa e a temperatura em 40°C, 60°C e 80°C. Dentre 0s 6
experimentos, 2 foram nas condigdes: 20 MPa e 60°C. A Tabela 3.2 apresenta os niveis das

variaveis envolvidas no processo nas suas formas codificadas e ndo codificadas.

Tabela 3.2 — Niveis para os fatores e seus valores codificados para a extragcdo com etanol
pressurizado em raizes de Rumex acetosa

Pressao Temperatura
Nivel/Fator
(MPa) (°C)
-1 15 40
0 20 60
+1 25 80

Na segunda etapa da extragdo com liquido pressurizado, foram realizadas extracdes com
solventes distintos, com o objetivo de formular a sequéncia de solventes a ser aplicada na
extracdo pressurizada de forma sequenciada (etapa seguinte). Tendo em vista os trabalhos de
Souto (2010), Benova et al. (2010), Machado (2014) e Santos (2013a), foram escolhidos os
solventes: agua, acetonitrila, alcool isopropilico, etanol, hexano e tolueno. As condicdes, nas
quais o0s experimentos foram realizados, estdo dispostas na Tabela 3.3. Essas foram escolhidas
devido a resultados preliminares que atestaram o alto rendimento extrativo em altas

temperaturas e a menor influéncia da pressao.

Tabela 3.3 — Condi¢6es operacionais da extracdes utilizando diferentes solventes

pressurizados

Exp Solvente Temperatura Pressao Vazao total
(°C) (MPa) (mL/min)
1 Agua 80 20 1,00
2 Acetonitrila 80 20 1,00
3 Isopropanol 80 20 1,00
4 Etanol 80 20 1,00
5 Hexano 80 20 1,00
6 Tolueno 80 20 1,00
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Todos os experimentos com liquidos pressurizados utilizaram o aparato experimental
esquematizado na Figura 3.4. Uma foto do aparato pode ser vista no Anexo A. Essa unidade
consiste de um banho de arrefecimento (Tecnal, TE- 184, S&o Paulo, Brasil); uma bomba de
isocréatica de deslocamento positivo (Serie I11, LabAlliance, USA); uma coluna extratora com
volume de 145 cm® (comprimento de 30,7 cm e diametro interno de 2,45 cm) com
temperatura controlada por banho termostatico (Marconi, MA-184, Piracicaba, Brasil).
Valvulas, termopares, manémetros e indicadores de pressdo e temperatura também compdem

a unidade experimental.

Banho
Term.

R-1 R-2

Figura 3.4 — Unidade de extracdo com liquido pressurizado, sendo: V-1, V-2: valvulas agulha
macromeétricas; V-3: valvula agulha micrométrica; R-1: frasco contendo solvente; R-2: coletor
de extrato; P-1: bomba de solvente; E-1 coluna extratora; B-1: banho termostatizado; T-1:
termopar; M-1: manémetro. Fonte: Autoria propria (2017)

O processo de “empacotamento manual” das raizes da Rumex acetosa ocorreu de forma
andloga ao descrito para a extracdo supercritica na Secdo 3.2 deste trabalho. No entanto,
apenas a valvula V-1 (Figura 3.4) foi acionada para o preenchimento da coluna E-1 com
solvente. Quando as condicBes de trabalho foram alcancadas, aguardou-se 30 minutos com o
intuito da estabilizacdo da pressdo e temperatura de operacao.

A bomba P-1 trabalhou em regime de vazao constante, consequentemente o controle da
pressdo de operacdo no regime dindmico de extracdo aconteceu a partir das valvulas V-2 e V-
3. O extrato foi recolhido no frasco @mbar R-2 e em seguida posto para secagem em estufa de
circulacdo de ar a 40 °C e ao abrigo de luminosidade até peso constante. De forma analoga ao
descrito na Secdo 3.2 deste trabalho, amostragens do extrato em instantes de tempo distintos

foram coletadas a fim de que as curvas cinéticas fossem observadas, alcancando um tempo

Enio Rafael de Medeiros Santos, Setembro de 2017



Capitulo 3-Materiais e Métodos 61

total de extracdo de 180 minutos. Os procedimentos referentes as PLEsS e a extracdo
sequencial da secdo 3.3.1 foram realizados no laboratério de Tecnologia Supercritica e
Biodiesel da UFRN em Natal/RN.

3.3.1 — Extracdo com liquidos pressurizados de forma sequencial

Com o intuito de melhorar o processo de separagdo dos compostos presentes nos
extratos da Rumex acetosa, baseado em resultados preliminares (avaliacdo das extragcdes com
diversos solventes apresentada na Secdo 3.3) e na literatura (Souto, 2010; Benova et al., 2010
e Machado, 2014), optou-se por utilizar os solventes tolueno, hexano e etanol, nessa ordem,
para a extracdo com utilizacdo de solventes pressurizados liquidos de forma sequencial. As

extracOes seguiram o fluxograma ilustrado na Figura 3.5:

Estabilizagao
~ Empacotamento
da pressdoe
manual
temperatura
Extragdo com Secazem Extra¢do com S Extragdo com
Tolueno a 20 MPa, N éog Hexano a 20 MPa e | B(C}:Egem N Etanol a 20 MPa, T
T °C, por 180 min, 15 mzin T °C, por 30 min, 15 2 °C, por 180 min,
Q, =1mL/min Q; =1mL/min min Q=1mL/min
l v
Extrat
Extrato Extrato xirato
Etanol
Tolueno Hexano

Figura 3.5 — Fluxograma da PLE com solventes organicos de forma sequencial

O procedimento operacional da extracdo para cada etapa ocorreu de forma analoga ao
descrito na Secdo 3.3, referente a extracdo com liquido pressurizado. No entanto, foram
utilizadas as temperaturas de 40 °C, 60 °C e 80 °C para cada extracdo sequencial. E importante
ressaltar que a temperatura de operacdo manteve-se constante durante todo o processo. A
escolha dos parametros utilizados nessa extracdo tiveram por base o trabalho de Santos
(2013a) e as limitacdes da propria unidade extratora. Também foram levantadas as curvas

cinéticas de extracdo para cada temperatura, conforme descrito na Se¢do 3.3 deste trabalho.
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3.4 — Extracédo com utilizagéo de micro-ondas

Para esse tipo de extragdo, foi utilizada a metodologia abordada por Silva (2010) com
modificacfes. Basicamente, esse processo de extracdo consistiu na colocacdo da matéria-
prima juntamente com o solvente a ser utilizado, no reator de micro-ondas (Figura 3.6;
Synthos 3000 da Anton Paar) e acionamento do aparelno com a programacédo correta dos
parametros a serem controlados pelo mesmo. Esse equipamento apresenta 2 magnétrons
responsaveis por gerar radiacdes a uma frequéncia de 2,45 GHz, alcancando uma poténcia
maxima de 1400 W e apresenta rotacdo de 3 rpm. O mesmo possui um agitador magnético
para cada frasco de quartzo, que pode alcancar 600 rpm (Silva, 2010).

Para o processo extrativo, foram utilizadas 6,4 g de raiz de Rumex acetosa, para cada 30
mL de etanol em cada um dos 4 tubos de quartzo utilizados. A temperatura utilizada foi de 80
°C por um tempo de extracdo de 30 minutos. A escolha da temperatura deu-se a partir da
necessidade dessa ser préxima a do Soxhlet (~78 °C) e PLE (80 °C), enquanto que o tempo
foi baseado em trabalhos da literatura, como Silva (2010) e Mazzutti, (2016).

Foram utilizados 4 frascos com o intuito de 2 deles serem separados para a avaliagdo da
secagem com precipitacdo por anti-solvente, a ser descrita na Se¢do 3.5, enquanto que 0s
demais para secagem convencional em estufa com circulacdo de ar (Marconi, MA 035,
Piracicaba, SP, Brasil) a 40 °C durante 72 horas, para promover a completa evaporagdo do

solvente (até peso constante).

Figura 3.6 — Foto do reator de micro-ondas Synthos 3000 Anton Paar; foto da base giratéria e
tubos de quartzo. Fonte: Silva (2010)

Esse procedimento da extragdo com utilizacdo de micro-ondas foi realizado no
laboratorio do NUESC (Nucleo de Estudos em Sistemas Coloidais) do Instituto de Tecnologia
e Pesquisa localizado na Universidade Tiradentes em Aracaju/SE.
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3.5 — Precipitacdo e secagem de extratos com utilizacédo de anti-solvente

De forma geral, o processo de secagem e precipitacdo foi realizado segundo a
metodologia descrita por Franceschi et al. (2008) com modificacbes proprias e outras
apresentadas por Junges (2016). A técnica de precipitacdo empregada neste trabalho baseou-
se na dispersdo da solucdo contendo os extratos por fluidos supercriticos, conforme ilustrado
na Figura 3.7. Esses procedimentos foram realizados no laboratério do NUESC (Nucleo de
Estudos em Sistemas Coloidais) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa presente na
Universidade Tiradentes em Aracaju/SE.

A principio, apenas as soluc@es oriundas da extracdo PLE nas condicBes: 20 MPa, 60
°C, 1 mL/min e da extracdo MAE foram escolhidas para a avaliacdo do processo de secagem
com anti-solvente supercritico.

A unidade de precipitacdo e secagem (Figura 3.7) € composta por uma bomba seringa
(3) (Teledyne ISCO, modelo 1000D) para o deslocamento do CO; supercritico e uma bomba
de isocratica de deslocamento positivo (7) (Scentific Systems, modelo Série Il1l) para o
deslocamento de liquido (extrato), as quais operando no modo pressdo constante e vazao
constante, respectivamente. As bombas conduzem os fluidos a uma camara de precipitacéo
em acgo inox (7,70 cm de diametro interno e 13,64 cm de comprimento) com camisa para

controle de temperatura.

\

—y=

Figura 3.7 — Unidade experimental utilizada para a precipitacdo com anti-solvente
supercritico. Fonte: Adaptado de Junges (2016)

Sendo: cilindro de dioxido de carbono (1), valvula agulha para alimentacdo do gas na
bomba (2), bomba de liquido a alta presséo (3), unidade de refrigeracdo (4), valvula esfera

para liberacdo do gas da bomba (5), solugdo de extrato (6), bomba de deslocamento positivo
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(7), valvula agulha para alimentacdo do gas na cdmara de precipitacdo (8), termopar (9),
valvula back pressure (10), transdutor (11), cdmara de precipitacdo (12), sistema de controle
de temperatura da cdmara (13), valvula agulha e manta de aquecimento para despressurizacdo
(14), indicador de temperatura (15), indicador de pressdo (16), unidade de controle de
temperatura da manta de aquecimento (17).

Inicialmente, o CO; supercritico foi bombeado para o interior da cAmara de precipitacdo
(12) utilizando a bomba seringa (3) até a pressdo de 80 bar e temperatura de 40 °C. Em
seguida, uma vazéo de 20 mL/min de CO, foi aplicada juntamente com a vazdo de 1 mL/min
do extrato. Ao longo do tempo, os sensores 9 e 11 permitiram o controle da temperatura e
pressao respectivamente. Ao final do processo de secagem, as particulas precipitadas e secas,
ao longo do processo, ficaram aderidas as paredes da caAmara de precipitacao.

3.6 — Extracdo Soxhlet

Na extragdo com Soxhlet, o método utilizado foi semelhante ao descrito por Galvao
(2004), podendo ser dividido em trés etapas distintas: incubacdo da amostra, filtracdo a vacuo
e evaporacdo do solvente. Foram utilizados 4 solventes distintos: etanol, acetonitrila,
isopropanol e alcool terc-butilico, com base no trabalho de Benova et al. (2010) e na
importancia de se estudar o comportamento de outros alcoois diferentes do etanol.

Os experimentos foram realizados em duplicata para cada solvente num extrator de
Oleos e gorduras (Marconi, MA 491, Piracicaba, SP, Brasil). Nesse extrator, aproximadamente
16 gramas da amostra triturada (-10/+20 Mesh) de Rumex acetosa foram colocadas em uma
espécie de “cartucho” feito com papel filtro, que em seguida é imerso em cerca de 80 mL do
solvente no proprio equipamento.

O processo de extracdo Soxhlet durou 8 horas. Este tempo de 8 horas permaneceu
constante para todos os ensaios deste tipo. Com a parte liquida resultante do processo
extrativo, uma filtracdo a vacuo foi realizada e o filtrado seguiu para um placa de petri que foi
colocada em uma estufa com circulacdo de ar com controle de temperatura (Marconi, MA
035, Piracicaba, SP, Brasil). A placa de petri aberta permaneceu na estufa a 40 °C durante 72
horas, para promover a evaporacdo do solvente (até peso constante). Por fim, o rendimento do
processo foi realizado por meio da estimativa da razdo (massa total do extrato no filtrado/

massa de Rumex acetosa triturada).
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3.7 — Extracdo com solvente a baixa presséo (LPSE)

Para 0 processo de extragdo com LPSE, foram utilizadas aproximadamente 15 gramas
da raiz da Rumex acetosa triturada (-10/+20 Mesh). A matéria-prima foi colocada em um
erlenmeyer de 250 mL juntamente com 150 mL de etanol. Esse erlenmeyer foi inserido num
shaker (Tecnal, TE- 422, S&o Paulo, Brasil) e o processo de extra¢do ocorreu durante 8 h sob
agitacdo de 170 rpm. Como se fazia necessario o acompanhamento da cinética de extracéo,
foram preparados 8 erlenmeyers (conforme descrito acima), para que, ao longo do processo de
extracdo, fossem removidos a cada hora de extracdo. Dessa forma, na primeira hora de
extracdo calculou-se o rendimento a partir do 1° erlenmeyer, na segunda hora de extracdo
calculou-se o rendimento a partir do 2° erlenmeyer e assim sucessivamente até a 8% hora em
que restou apenas um erlenmeyer e se encerrou a extracao.

A cada interrupcdo de erlenmeyer, a mistura era filtrada a vacuo e o extrato obtido
seguia para o processo de secagem em placa de petri aberta (a 40 °C durante 72 horas) numa
estufa com circulacdo de ar e controle de temperatura (Marconi, MA 035, Piracicaba, SP,

Brasil), para promover a completa evaporacdo do solvente (até peso constante).

3.8 — Determinacéo da atividade antioxidante dos extratos (ECsp)

A atividade antioxidante foi determinada a partir da atividade sequestradora de radicais
livres dos extratos com a utilizacio de DPPH" (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Dentro
desse contexto, 0 DPPH (molécula CisH12Ns506) apresenta-se como um importante radical
livre (por apresentar deslocalizacdo do elétron desemparelhado) indicador do poder
antioxidante em virtude de sua razoavel estabilidade a temperatura ambiente. Descoberto por
Goldschmidt e Renn em 1922, esse composto é amplamente utilizado em pesquisas que
utilizam reacBes com radicais livres, sendo sua principal aplicacdo como reagente
colorimétrico em testes para quantificacdo da atividade antioxidante ou ainda como testes de

captura do DPPH (Bozzi, 2011). As formas do DPPH podem ser observadas na Figura 3.8.
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Figura 3.8 — Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH. Fonte: Adaptado de
Wang et al. (2016)

Conforme Figura 3.8, a estabilidade do DPPH pode ser explicada a partir de suas
ligagdes duplas alternadas nos anéis benzénicos, que sofrem ressonéancia capaz de estabilizar a
carga eletronica por dispersa-la por toda molécula (Bozzi, 2011). Tanto o DPPH solido,
quanto a solucdo contendo DPPH apresentam coloracdo violeta, caracterizada por uma banda
de absorcéo em etanol em cerca de 520 nm (Q.Alves et al., 2010).

Tendo em vista essas caracteristicas do DPPH, esse método de sequestro tem por
objetivo estimar o quanto sera formado da forma néo radicalar do DPPH quando os extratos
forem expostos as solucdes iniciais de DPPH radicalar, conforme descrito na metodologia
utilizada por Lucena et al. (2010). No entanto, esse método foi aplicado com algumas
modificagcdes proprias necessarias para a adequacdo aos extratos obtidos neste trabalho, logo
seguiu-se 0 passo-a-passo descrito por Santos (2013a).

De forma pratica, 0 método consiste na preparacao de trés solucdes: solucdo de DPPH,
solucdo alcodlica de acido ascorbico e solucdes alcoodlicas diluidas do extrato seco.
Primeiramente, uma solucdo de DPPH com concentracdo de 23,6 ug/mL foi preparada a partir
de 11,80 mg do mesmo diluidos em 500 mL de etanol. A solucdo formada foi homogeneizada
e transferida para um frasco ambar envolvido com papel laminado, para o abrigo total da luz.
E importante frisar que foi preparada uma soluc&o para cada dia de analise.

Para o preparo da solucdo de controle positivo (acido ascorbico) foram diluidas 10,0 mg
do mesmo em 100 mL de etanol, gerando uma solu¢do com concentracdo final de 0,1 mg/mL.

Para a curva de cido ascorbico foi utilizada a Tabela 3.4 na preparacéo das dilui¢oes.
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Tabela 3.4 — Quantidade de acido ascorbico, de etanol e de solu¢do de DPPH para a

montagem da curva do padréo

Concentracao final Volume de solugéo de Volume de
i ) ) Volume de
das solucdes de Ac. Ac. Ascorbico a solucéo do
) etanol PA
Ascorbico 0,1mg/mL reagente DPPH
0,5 pg/mL 30 pL 570 puL 5400 pL
1,0 pg/mL 60 pL 540 pL 5400 pL
2,0 pg/mL 120 pL 480 pL 5400 pL
3,0 pg/mL 180 pL 420 pL 5400 pL
4,0 pg/mL 240 pL 360 pL 5400 pL

Logo apos a preparacao das trés solucdes, essas foram colocadas para reagir e levadas
para um ambiente ausente de luminosidade, com temperatura ambiente e sem agitacdo pelo
tempo de 30 minutos. Em seguida, a absorbancia da mistura resultante foi lida em um
espectrofotometro (VARIAN modelo 50 conc), no A = 517 nm (regido UV-visivel), em
duplicata. Como o etanol apresenta-se em grande quantidade no processo, 0 mesmo foi
utilizado como branco. E importante ressaltar que a concentracdo final das solucdes dos
extratos estd descrito na Tabela 3.5, partindo de uma solugdo com concentracdo inicial de

aproximadamente 1,0 mg/mL.

Tabela 3.5 — Quantidade de amostra, de etanol e de solucdo de DPPH para a analise

Concentragao . .
) B Volume de solucgéo de Volume de Volume de solugéo
final das solucdes
amostra a 1,0 mg/mL etanol PA do reagente DPPH

amostra
1,7 pg/mL 10 pL 590 pL 5400 pL
3,3 ug/mL 20 puL 580 pL 5400 pL
5,0 pg/mL 30 puL 570 pL 5400 pL
10,0 pg/mL 60 pL 540 pL 5400 pL
50,0 pug/mL* 300 pL 300 pL 5400 pL
100,0 pg/mL* 600 pL 0 L 5400 pL

*Para a defini¢do da faixa de concentracdo final dos extratos, as vezes, fez-se necessaria
a utilizacdo de concentragcdes mais altas de extrato.
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O célculo da percentagem de captura do radical DPPH (AS%) foi realizado conforme a
Equacdo 18, na qual a ABS¢ontrore epresenta a absorbancia da solucdo controle (solugédo
contendo apenas DPPH e etanol P.A., antes da reacdo ocorrer) e a ABS mosira fEPresenta a

absorbancia do meio reacional ap6s a reacdo entre o controle (DPPH etandlico) e a amostra.

AS (%) =100 (ABSCOﬂWOle - ABSAmostra)

(18)
ABSControle

A Figura 3.9 ilustra o principio da atividade sequestradora do DPPH e a consequente
queda no valor da absorbancia. A linha résea indica a solugdo controle de DPPH antes da

reacdo e a amarela apos.
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12 H=ti—f, o, = A0-H —» +A0"

o.M .
1.0 Q ’

A/ ¥

0.6+

» \J

0.21

Absorbancia

Absorptonsmessung bel $17 mm

0.0 T T v r r r r r ]
300 340 360 420 450 200 240 280 G20 BE0

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.9 — Absorbancia em funcdo do comprimento de onda antes e depois da adi¢do de
antioxidantes na solucdo de DPPH. Fonte: Adaptado de Boligon et al. (2014)

Os valores de ECsg para os extratos foram obtidos por regressdo linear da % AS em
funcdo da concentracdo e comparados com o padrdo de controle (Acido ascorbico). O ECsg
denota a concentracdo da amostra necessaria para reduzir a absorbancia a 517 nm em 50%,

dessa forma, baixos valores de ECso implicam em altos valores de atividade antioxidante.

3.9 — Determinacao do teor de fenolicos totais (TFT)

O teor de fendlicos totais em extratos da Rumex acetosa foi determinado aplicando o
método de Folin-Ciocalteu, utilizando-se o acido galico como padrdo e também segundo

Lucena et al. (2010) com modificagdes, seguindo as etapas apresentadas por Santos (2013a).
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Esse metodo é espectrofotométrico e foi descrito por Singleton e Rossi em 1965. O
mesmo € baseado em uma reacdo dos compostos a serem analisados com o reagente Folin-
Ciocalteau (mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico). Ja que, em meio alcalino
0s compostos fendlicos presentes na amostra reduzem a mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico em 6xidos de tungsténio e molibdénio de cor azul (média do estado de
oxidacdo dos metais: 5 e 6). Consequentemente, seguindo algumas leis da espectrometria e
obedecendo limites de absorbancia, é possivel que a intensidade de absorcao da luz na regido
do visivel seja proporcional a concentracdo de compostos fendlicos (Haminiuk et al., 2012).

Da mesma forma como foi descrito o método anterior, este método, basicamente,
também apresenta a preparacao de trés tipos de solucdes principais e a consequente reacdo
quimica desses que apresenta mudanca de coloragdo. As trés solu¢des foram: uma solucéo
aquosa de carbonato de sédio (Na,CO3) a 15% massa; uma solucdo de acido galico a 0,5
mg/mL e as solu¢bes das amostras dos extratos com concentragdo de aproximadamente 1
mg/mL.

A primeira solucéo a ser preparada foi a de Na,CO3, a qual consistiu na diluicdo de 3,75
g do carbonato de sddio em 25 mL de agua destilada. No caso da solucdo aquosa de acido
galico, 10 mg do acido foram diluidas em 10 mL de agua destilada, originando uma solugéo
inicial de acido galico com concentracdo de 1,0 mg/mL. No entanto, essa solucdo foi diluida
para 0,5 mg/mL por questbes de adequacdo a metodologia. As diluicGes que originaram a

curva de calibragdo em &cido galico estdo apresentadas na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Quantidade das substancias utilizadas na curva de calibracdo com &cido géalico

Concentracao final VOIEJme d(? Volume de Volume do Volume de
- solucéo de Ac. i reagente N
das solucdes de Galico a agua Folin solucdo de
F4 sy - = 0
Ac. Galico 0.5mg/mL destilada Ciocalteu Na,CO; a 15%
1,0 pg/mL 20 puL 9180 uL 200 pL 600 pL
2,5 pg/mL 50 pL 9150 uL 200 pL 600 pL
5,0 pg/mL 100 pL 9100 uL 200 pL 600 pL
7,5 ug/mL 150 pL 9050 uL 200 pL 600 pL
10,0 pg/mL 200 pL 9000 uL 200 pL 600 pL
12,5 pg/mL 250 pL 8950 pL 200 pL 600 pL
15,0 pg/mL 300 pL 8900 pL 200 pL 600 pL
20,0 pg/mL 400 L 8800 L 200 pL 600 pL

Enio Rafael de Medeiros Santos, Setembro de 2017



Capitulo 3-Materiais e Métodos 70

Logo apds a preparacdo das trés solucdes, essas foram colocadas para reagir e levadas
para um ambiente ausente de luminosidade, com temperatura ambiente e sem agitacdo pelo
tempo de 2 horas. Em seguida, a absorbancia da mistura resultante foi lida em um
espectrofotdmetro (VARIAN modelo 50 conc), no A = 760 nm (regido UV-visivel), em
duplicata.

Por estar em maior quantidade no meio reacional, a agua destilada foi utilizada como
branco em todas as medi¢fes e a curva padrdo de concentracdo de &cido galico por
absorbancia foi construida a partir de cada diluicdo apresentada na Tabela 3.6. De forma
analoga, as analises foram realizadas para 0s extratos da Rumex acetosa, no entanto a tabela
com as dilui¢des relativas a esses encontra-se disposta no Anexo B deste trabalho.

Dessa forma, o grafico da absorbancia versus concentracdo de acido galico funciona
como um referencial (curva de calibracdo) para os extratos da raiz. Esse grafico apresenta
também uma regressdo linear, a qual os valores de absorbancia obtidos para cada extrato
podem ser aplicados nessa regressao gerando o teor de fendlicos totais (TFT) em equivalente
de acido galico (mg EAG/L). Esse valor de concentracdo pode ser convertido em uma razéo

de massa de equivalente de acido galico por grama de extrato a partir da Equacao 19.

(19)

TET (mg EAG) _ [1000 * EAG(mg/L)l _ [1000 * EAG (ug/mlL)

YExtrato CAmostra (mg /L) CAmostra (ug /mL)

Em que: EAG € o equivalente em acido galico obtido através da curva padrdo e Camostra

representa a concentra(;éo das amostras.

3.10 — Analises cromatograficas (HPLC)

A composicdo dos extratos em termos de trans-resveratrol e cis-resveratrol, emodina e
piceid foram estimadas a partir da utilizacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Essa cromatografia tem por objetivo a separacdo e identificacdo dos compostos
presentes em uma mistura liquida a partir de uma fase estacionaria fixa e uma fase mdvel
liquida. Nesse processo, a mistura é solubilizada na fase mével que percola a fase estacionaria
porosa de baixa permeabilidade sob pressdo visando a eluicdo dos compostos (Santos, 2013a).

A separacdo ocorre a medida que a fase movel percola a estacionaria e os diversos
compostos sofrem maior ou menor atracdo por esta, alterando os tempos de residéncia das
substancias. Dessa forma, os compostos sdo particionados e identificados posteriormente por

detectores em tempos de retencéo distintos (Santos, 2013a).
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As analises HPLC-UV dos extratos obtidos foram realizadas no Instituto de Quimica da
UFRN, seguindo a metodologia de Benova et al. (2010). Para essa metodologia foi utilizado
um cromatdgrafo liquido (Shimadzu LC-20A Prominence) dotado de um detector UV-VIS e
um arranjo fotodiodo (DAD) equipado com auto-amostrador e duas bombas proprias do
equipamento.

A partir do sinal analitico monitorado via computador, a area dos picos presentes no
cromatograma foi calculada utilizando o software LabSolutions LC disponibilizado no
sistema. A fase mével é composta por uma fase “A” (4gua ultra pura) e por uma fase “B”
(acetonitrila). A eluicdo ocorreu de forma gradiente e com vazdo total de 0,5 mL/min,
apresentando a seguinte orienta¢do: 0-10 min, 10% de B; 10-20 min, 10-40% de B; 20-25
min, 40-80% de B; 25-35 min, 80-100% de B.

Para o processo de separacéo, foi utilizada a coluna Phenomenex® C8 (125 milimetros
X 4mm X 5um), conectada a uma pré-coluna, também C8, com o intuito de proteger a coluna.
As amostras foram filtradas com membranas de 0,45 pm e todos os solventes foram
previamente desgaseificados a fim de tornar mais precisas as medicoes.

As injecdes no sistema cromatografico foram de 20 pL de extrato por corrida, com
coluna a temperatura controlada de 35 °C e deteccdo com comprimento de onda de 306 nm.
Os compostos individuais foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo de

seus padrdes e suas concentrac6es foram determinadas a partir de curvas de calibracao.

3.11 — Modelagem matematica das curvas cinéticas das SFEs e PLESs

A partir dos dados experimentais obtidos nas condi¢fes descritas na Tabela 3.7, foram
realizados ajustes dos parametros do processo com a utilizacdo de modelos reconhecidos na
literatura, como Crank (1975), Martinez et al. (2003) e Sovova (1994).

Tabela 3.7 — CondicOes das extracdes utilizadas ha modelagem

Extracdo Pressao Temperatura Cossolvente Vazdo total
(MPa) (°C) (% viv) (mL/min)
SFE 20 60 15 1
SFE 20 60 15 4
SFE 15 40 35 1
PLE 25 40 100 1
PLE 15 80 100 1
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Para o0 ajuste das curvas cinéticas foi utilizado o software Tecanalysis (Martinez et al.,
2003). Além dos ajustes das curvas, os modelos estimam parametros como:

e Modelo de Crank: D, coeficiente de difusdo do soluto na particula;

e Modelo de Sovova: tcgr € kys, €M que tepr € 0 tempo de duracdo da etapa de
extragcdo constante em SFE e ky, € 0 coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida;

e Modelo de Martinez et al.: t,,; € bi, em que t,,; € 0 instante em que a taxa de
extracdo alcanca o seu valor maximo e enquanto bi esta relacionado a taxa de
extracdo (Galvédo, 2009).

Os dados de entrada que alimentaram o software para o ajuste das curvas s&o:
temperatura, porosidade do leito, rendimento (massa de extrato / matéria-prima), densidade do
solido (real) e do solvente, vazdo do solvente, altura do leito, didmetro da particula, massa
alimentada de matéria-prima, solubilidade na etapa CER (g/g; usado apenas para Sovova) e
viscosidade. A temperatura, vazao de solvente, massa alimentada de matéria-prima, altura do
leito e viscosidade sdo parametros de indicacdo direta do processo, sem necessidade de
metodologia de medi¢do. No Anexo C encontram-se tabelas com os dados de entrada para as
modelagens realizadas neste trabalho.

A metodologia para a determinacéo da densidade real do sélido foi adaptada de Galvéo
(2009). Esse método foi proposto por Buczer e Geldart (1986) e baseia-se na picnometria.
Para isso, inicialmente, um picnémetro de 50 mL foi limpo e seco e preenchido com uma
espécic de “fluido” picnométrico constituido de microesferas homogéneas de
aproximadamente 0,2 mm. Dessa forma, foi possivel o calculo da densidade desse “fluido”.

No passo seguinte, pesou-se cerca de 3 gramas da amostra e em seguida o picnémetro
vazio e seco foi pesado novamente. O proximo passo foi acondicionar a matéria-prima no
interior do picnémetro, juntamente com o0 “fluido” picnométrico. O acondicionamento foi
realizado de forma pausada e lenta, com o intuito de obter a ocupa¢do maxima do pcinémetro.

Por fim, a partir do balanco de massa do picnémetro com a matéria prima e da
densidade estimada do “fluido” picnométrico é possivel o célculo da densidade real. A
densidade aparente foi estimada a partir da razdo entre massa de matéria prima e volume total

ocupado pela mesma (Galvao, 2009). Para o calculo da porosidade utilizou-se a Equacéo (20).

e=1-(pa/pr) (20)
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Em que: € representa a porosidade, p, representa a densidade aparente e p,. representa a
densidade real (Galvéo, 2009).

O rendimento em massa foi obtido a partir da razao entre a massa total de extrato obtido
e a massa de matéria-prima alimentada ao extrator. A densidade e a viscosidade do solvente
foram encontradas a partir dos trabalhos de Poehler & Kiran (1997) e Fields et al. (2011) que
estimam esses parametros para misturas CO,/etanol.

O diametro de particula utilizado em todos os célculos foi de 1,42 mm, valor referente
ao didmetro médio das particulas que passaram na peneira de 10 Mesh e ficaram retidas na
peneira de 20 Mesh (-10/+20 Mesh) conforme processo de peneiramento descrito na Secéo
3.1. A solubilidade é calculada seguindo a metodologia descrita na Secdo 3.2.1 deste trabalho.
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4. Resultados e discussdes

Os resultados experimentais estdo apresentados da seguinte forma: primeiramente,
aborda-se a apresentacdo e discussdo dos resultados da extracdo supercritica (SFE),
avaliando-se o efeito da vazdo perante a solubilidade e o rendimento de extracdo; em seguida,
avalia-se a concentracdo de cossolvente e como essa atua no rendimento, parametros cinéticos
e solubilidade. Na sequéncia, apresentam-se as isotermas do rendimento global e os métodos
de andlise de teor e composicdo dos extratos SFE. A proxima técnica de extracdo a ser
apresentada é a extracdo com liquidos pressurizados (PLE). Com relacdo a essa técnica, sao
discutidos diversos aspectos, tais como: os efeitos das variaveis no processo extrativo, 0
comportamento do rendimento e composi¢do perante a utilizacdo de apenas um solvente ou de
multiplos solventes de forma sequencial. Em seguida, apresenta-se uma ampla discussao
sobre diversos aspectos das extracdes SFE, PLE, Micro-ondas e técnicas convencionais. Por
fim, apresenta-se um estudo acerca da aplicacdo de modelos da literatura nas curvas de
extracdo SFE e PLE.

4.1 — Extracdo com fluido supercritico (SFE)

4.1.1 — Efeito da vazdo sobre os parametros cinéticos de extracéo, rendimento e

solubilidade

Antes de iniciar a discussdo dos efeitos dessas variaveis, € importante mensurar-se 0
efeito da vazdo sobre a solubilidade na etapa CER. Geralmente, a etapa CER responde por
boa parte do extrato total obtido em SFEs (Franca et al., 1999), ja que é durante essa etapa
que grande parte do soluto de facil acesso deve ser solubilizado, segundo Sovova, et al.
(2001) e Ferreira et al. (1993). Como as SFEs operam com leitos fixos dinamicos, esse
processo de solubilizacdo pode ser afetado significativamente pela vazdo, ja que em baixas
vazoes totais ocorre o efeito de dispersdo axial que interfere no processo, enquanto que em
altas vazBes o tempo de contato entre solvente e soluto é curto e pode ndo ser suficiente para a
saturacdo (Sousa, et. al., 2000; Rodrigues, et. al., 2002).

Devido a tal fendmeno, optou-se por, nesse primeiro momento, avaliar a influéncia da
vazdo da mistura solvente sobre o rendimento da extracdo e as curvas cinéticas de extracao,
bem como determinar a solubilidade na etapa CER. Os procedimentos e os limites adotados

foram esclarecidos no Capitulo 3, Secdo 3.2. A Tabela 4.1 apresenta os resultados da
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avaliacdo realizada a 20 MPa, 60 °C e 15% de etanol (v/v), conforme Tabela 3.1, com faixa de

vazéo total (CO, + etanol) compreendida entre 1-4 mL/min.

Tabela 4.1 — Avalicdo de pardmetro cinético na etapa CER obtido a partir da curva cinética
total de extracdo nas condigdes 20 MPa; 60 °C; 15% EtOH

P T Ceton Qr Riotal M cer Ycer Rcer
(MPa) (°C) (% viv) (mL/min) (%) (ge/min) (0e/9s) (%)
20 60 15 1,0 0,44  1,29E-03 1,33E-03 0,23
20 60 15 15 0,53 1,50E-03 1,03E-03 0,34
20 60 15 2,0 0,61  2,04E-03 1,05E-03 0,34
20 60 15 3,0 0,70  3,09E-03 1,07E-03 0,47
20 60 15 4,0 0,78  4,35E-03 1,12E-03 0,48

P= Pressdo total do extrator; T=Temperatura do extrator; Cgion= Concentragio de cossolvente; Q.=
Vazio total de solvente; Rital = Rendimento total de extragdo (% ge/d.); Rcer= Rendimento de extragdo na

etapa CER(% g./d.). Ycer= Relacdo da taxa de extrato e de solvente; Mcer=Taxa de extracdo durante etapa CER
extrato, g, gramas de amostra e gsgramas de solvente.

A partir da Tabela 4.1, observa-se que o rendimento total de extracdo (R ) Variou de
0,44 a 0,78%, indicando que o aumento da vazdo total da mistura solvente favoreceu o
processo. Fato possivelmente explicado a partir de uma maior extracdo de soluto promovida
pelo aumento da interacdo solvente-soluto. Nesse caso, a razdo da quantidade de solvente por
massa de matéria-prima é aumentada, gerando um maior contato entre os solutos presentes no
solido e a mistura solvente, justificando os maiores rendimentos. No entanto, esse
comportamento deve ser restrito a uma determinada faixa de vazao, ja que vazdes muito altas
podem apresentar um comportamento inverso ao reduzirem o tempo de solubilizacdo,
ocasionando baixo rendimento por tempo, conforme abordado na literatura (Ferreira et al.,
1993; Franca et al., 1999).

A Figura 4.1 ratifica esse comportamento, ja que a mesma apresenta o grafico da
influéncia da vazdo sobre o rendimento extrativo (nesse caso, tendo por ordenada o
rendimento e por abscissa a massa acumulada da mistura solvente: 85% CO, e 15% de
etanol). Comportamento semelhante foi observado no trabalho de Zuknik et al. (2016), no
qual os autores estudaram diversas vazdes em SFEs com o intuito de obter a solubilidade dos
6leos essenciais do coco virgem no solvente e por Jesus et al. (2013), quando obtiveram 6leo

de palma a partir da utilizagdo de extragdo supercritica (SFE).
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Figura 4.1 — Influéncia da vazéo de solvente (CO, + 15% EtOH) sobre a cinética da extragéo
de Rumex acetosa a 60 °C e 20 MPa

Ainda em relacdo a Tabela 4.1 e em complemento com a Figura 4.2 (curva SFE nas
condicdes 20 MPa; 60 °C; 15% EtOH; 1 mL/min com ajustes das retas CER e FER), calculou-
se a razdo soluto/solvente durante a etapa CER, denominada de solubilidade, obtendo-se
valores entre 1,33x107 (ge/gs) e 1,12x10° (ge/gs) com a variagéo de vazdo total. Essa pequena
variacdo de solubilidade para a faixa de vazdo compreendida entre 1 mL/min e 4 mL/min
pode indicar uma baixa dependéncia da solubilidade perante a variacdo da vazdo total, ou
ainda uma independéncia, indicando a saturacdo do extrato de Rumex acetosa em SC-
CO,/EtOH para esse limites, conforme observado por outros autores como: Zuknik et al.
(2016) para extracdo de Oleo de coco virgem e Sousa et al. (2000) na extracdo de Oleo
essencial de alecrim.

Pode-se afirmar que esses resultados confirmam que os experimentos foram conduzidos
no limite onde existe equilibrio entre soluto e mistura solvente, fazendo com que exista a
saturacdo do soluto na mistura solvente (Franca et al., 1999; Sousa et al., 2000; Jesus et al.,
2013). Diante dessas observacdes e resultados obtidos nessa primeira etapa, adotou-se a vazao
de 1 mL/min para as etapas seguintes deste trabalho.

A Figura 4.2 também ilustra a estimativa do tcer, para a condi¢cdo de vazdo de 1
mL/min, a partir dos cruzamentos da retas das etapas CER e FER e a fracdo recuperada de
soluto por toda a extracdo. Tendo em vista essa figura e considerando que a comparagéo entre

0s valores de Rcer(%) € Riotal(%) presentes na Tabela 4.1 variam proporcionalmente com
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ordem de no minimo 1,5 e no méaximo 1,9, aproximadamente. Pode-se afirmar que a etapa
CER é responsavel por extrair, em média, aproximadamente 60% do soluto coletado para o
tempo total de extracdo deste trabalho. Esse resultado é corroborado pela literatura, visto que,
de 50% a 90% do soluto extraivel é em geral obtido na etapa CER (Moura et al., 2012).
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Figura 4.2 — Curva total de extracdo com ajustes das retas da etapas CER e FER nas
condicdes 20 MPa; 60 °C; 15% EtOH; 1 mL/min, sendo CER (etapa com taxa constante de
extracdo) e FER (etapa com taxa decrescente de extracéo)

4.1.2 — Efeito da concentracdo de etanol: cinética de extracdo, rendimento e

solubilidade

De forma geral, a adicdo de etanol ao CO, supercritico ocasiona um aumento da
polaridade da mistura solvente, facilitando assim a remocdo dos solutos polares de matrizes
solidas alterando suas propriedades extrativas como difusividade, densidade e viscosidade
(Kong et al., 2009; Lee et al., 2010). Dessa forma, conforme descrito no Capitulo 3, Secdo 3.2
deste trabalho, foram realizados experimentos supercriticos em que a concentracao de etanol

foi avaliada, conforme apresentado na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Avaliacdo do efeito da concentracdo de etanol sobre o rendimento total e a
solubilidade (Ycer) em SFEs da Rumex acetosa a 40 °C, 15 MPa e Qt =1 mL/min

P T Ceton Qr Riotal Ycer
(MPa) (°C) (% viv) (mL/min) (%) (9e /95)
15 40 5 1,0 0,18 0,22E-03
15 40 15 1,0 0,29 0,57E-03
15 40 25 1,0 0,73 2,55E-03
15 40 35 1,0 1,07 4,50E-03
15 40 45 1,0 1,03 4,57E-03

P= Press&o total do extrator; T=Temperatura do extrator; Cgion= Concentragéo do cossolvente; Q= Vazdo total

de solvente; Rioal = Rendimento total de extracdo (% ge/d.);: Ycer= Relagdo da taxa de extrato e de solvente
(solubilidade).

Percebe-se pela Tabela 4.2 que 0 aumento da concentracdo de etanol gera ganho de
rendimento em massa e aumento da solubilidade do soluto na mistura solvente nas SFEs com
cossolvente. Para SFEs da Rumex acetosa a 40 °C, 15 MPa e Qr =1 mL/min com 5% (v/v)
de etanol e com 35% (v/v) de etanol, os valores de rendimento foram 0,18% e 1,07%,
respectivamente, enquanto as demais concentracfes apresentaram valores intermediarios de
rendimento. A solubilidade variou de 0,22x107 (ge /gs) e 4,57x10° (ge /gs) quando ocorreu o
aumento da concentracdo de etanol de 5% para 45%. Esses resultados sédo ratificados pelas
Figuras 4.3 e 4.4, as quais indicam que o aumento da concentracdo do cossolvente em SC-

CO; acarretou no aumento na eficiéncia extrativa na faixa entre 5 — 35% etanol (v/v).
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Figura 4.3 — Influéncia da concentracdo de etanol na mistura solvente sobre a cinética da
extracdo de Rumex acetosa nas condi¢fes T= 40 °C, P=15 MPa, Qt=1 mL/min e 180 min.
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Segundo Yang & Wei (2015), o SC-CO; na presenga do cossolvente etanol causa uma
melhora na difusdo dos compostos polares presentes na matriz sélida, tendo em vista o
inchago causado (aumento da area extrativa) e a afinidade entre os solventes e 0s compostos
da matéria prima. Ainda segundo estes mesmos autores, quando o cossolvente é adicionado
continuamente em SC-CO,, ¢é previsto que a interacdo do cossolvente com a matriz vegetal
seja maior durante as fases iniciais de extracdo, sendo esta interacdo estabilizada durante as
etapas seguintes da extracdo. De forma analoga, no presente trabalho da extracdo da Rumex
acetosa, ao adicionar-se cossolvente, proporcionou-se um incremento no rendimento.
Fendbmeno semelhante também foi observado nos processos de extracdo supercritica da
Hedyotis corymbosa (Yang & Wei, 2015) e extracdo de fendlicos da Cajanus cajan (L.)
Millsp (Kong et al., 2009).

Ainda na Figura 4.3 percebe-se um bom comportamento da curva cinética de extragao,
no entanto, a etapa difusional ndo se apresentou tdo claramente visivel, tendo em vista que
seriam necessarios maiores tempos de extracdo para isso. No entanto, a etapa difusional é
responsavel por um baixo percentual do rendimento extrativo (Sousa et al., 2002; Moura, et
al., 2012), ndo alterando muito os resultados obtidos. A Figura 4.4 apresenta o
comportamento tanto do rendimento quanto da solubilidade na etapa CER perante a

concentracdo de etanol.
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Figura 4.4 — Influéncia da concentracdo de etanol na mistura solvente sobre a rendimento (Rt)
e solubilidade (Ycer) da extracdo de Rumex acetosa com dioxido de carbono a 40 °C e 15
MPa, empregando uma vazao total da mistura solvente de 1 mL/min.
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No tocante a Figura 4.4, percebe-se também um comportamento bastante similar entre
o rendimento e a solubilidade, evidenciando assim a relagdo de proporcionalidade direta entre
solubilidade (soluto na mistura de solventes) e rendimento extrativo. No entanto, os resultados
estabilizaram na concentracdo de 35% de etanol, oscilando um pouco na concentracdo de
45%, o que pode ser atribuido a complexidade das composi¢des quimicas, devido a pouca
investigagdo da matéria prima e a consequente deficiéncia no conhecimento de todos os

compostos presentes.

4.1.3 — Isotermas de rendimento global e solubilidade

De forma geral, a influéncia da temperatura e da pressdo sobre o rendimento global se
assemelha ao da solubilidade do soluto em solventes supercriticos. A sobreposicdo dos dois
fatores que atuam de forma contraria, pressdo de vapor e densidade, definira o impacto final
nas isotermas. A Tabela 4.3 e a Figura 4.5 ilustram o comportamento do rendimento e da
solubilidade para as isotermas de 40 e 60 °C, em trés niveis de pressao (15, 20 e 25 MPa).

Tabela 4.3 — Avaliacdo dos efeitos da temperatura e da pressdo sobre a solubilidade (Ycer) €
rendimento total das SFEs em Rumex acetosa

P T Ceton Qr Riotal Ycer
(MPa) (°C) (% viv) (mL/min) (%) (9e/9s)

15 40 15 1,0 0,29 0,57E-03
20 40 15 1,0 0,33 0,96E-03
25 40 15 1,0 0,40 1,14E-03
15 60 15 1,0 0,40 0,81E-03
20 60 15 1,0 0,44 1,26E-03
25 60 15 1,0 0,38 1,14E-03

P= Press&o total do extrator; T=Temperatura do extrator; Cgiopn= Concentragdo do cossolvente; Q= Vazdo total

de solvente; Riotal = Rendimento total de extracdo (% ge/d.);: Ycer= Relacdo da taxa de extrato e de solvente
(solubilidade).

Observa-se que as duas propriedades fisico quimicas afetaram o rendimento e a
solubilidade, ou seja, a solubilidade sofreu influéncia direta de temperatura e pressdo, que
estdo diretamente ligadas aos efeitos de pressdo de vapor do soluto e da densidade do
solvente, afetando diretamente o desempenho geral (Benova et al., 2010; Kraujalis &
Venskutonis, 2013).
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Figura 4.5 — Efeitos da temperatura e pressao sobre a solubilidade e rendimento global dos
extratos (SFE) da Rumex acetosa, nas condi¢oes Ceion = 15% e Q= 1mL/min.

Na faixa de pressdo entre 15 — 20 MPa (Figura 4.5), verificou-se um aumento do
rendimento e da solubilidade, com a elevacdo da temperatura, bem como através da elevacédo
da pressdo, para ambas as isotermas (40 e 60 °C). Este efeito pode ser explicado a partir do
aumento da pressdo de vapor do soluto e consequente facilitacdo da extracdo pelo solvente
supercritico e sua penetracdo nos poros da matriz sélida, propiciando um maior contato do
solvente com o soluto a ser extraido (Benova et al., 2010; Jesus et al., 2013; Pederssetti et al.,
2011). O aumento da temperatura também favorece o rendimento pela melhoria das
propriedades de transporte do soluto e solvente, diminuindo a viscosidade e elevando a
difusividade destes. Este fendmeno ja foi observado em extracfes SC-CO, de cafeina do cha,
caule e residuos de fibras (Icen & Guru, 2010), de piceid, resveratrol e emodina de Japanese
knotweed (Benova et al., 2010) e flavonoides na Citrus depressa Hayata (Lee et al., 2010).

Entretanto, nas proximidades entre 20 — 25 MPa, observou-se uma leve diminuicdo da
solubilidade e do rendimento com o aumento da temperatura numa dada pressao, ocasionando
uma convergéncia das duas isotermas (40 e 60 °C). Nessa regido, para a faixa de temperatura
utilizada, o rendimento e a solubilidade ndo sofreram influéncias acentuadas da temperatura,
possivelmente devido a complexidade da composicdo quimica do extrato, o que pode
justificar tendéncias diferentes do esperado. Comportamento semelhante também foi
encontrado por Leal et al., 2008, no qual o extrato de folhas de manjericdo apresentou trés
pontos de inversdo (entre 10 — 30 MPa e 30 — 50 °C) no que diz respeito ao rendimento, e

consequente solubilidade.
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4.1.4 — Teor de fendlicos totais (TFT) e atividade antioxidante (ECsg)

Para a estimativa da atividade antioxidante de todos os extratos deste trabalho, foi
utilizado o método de sequestro do DPPH, enquanto que para a estimativa do teor de
fendlicos totais foi utilizado o0 método de Folin-Ciocalteau, conforme detalhado no Capitulo 3,
nas secgdes 3.8 e 3.9, respectivamente. Dentro desse contexto, é importante reiterar o
comportamento inversamente proporcional do ECsy com a atividade antioxidante.

Dentro desse contexto, a Figura 4.6 apresenta os valores das atividades antioxidantes e
os teores de fendlicos totais referentes as faixas da vazao total de mistura solvente (1 — 4
mL/min), da concentragéo de cossolvente (5 — 45%), da temperatura (40 — 60 °C) e a presséo
(15 — 25 MPa). Evidenciando, dessa forma, o efeito de cada variavel sobre esses teores.

a) O Atividade Anti oxidante (EC50) = Teor de Fendlicos (TFT) b) D Atividade Antioxidante (EC50) ETeor de Fendlicos (TFT)
160 200
E i 163,4
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Figura 4.6 — Efeito das variaveis de processo no teor de fendlicos totais (TFT) e Atividade
antioxidante. (a) Efeito da vazao total de solvente: 20 Mpa, 60 °C e 15% de etanol; (b) Efeito
da concentracdo do cossolvente na mistura solvente: 15 Mpa, 40 °C e 1 mL/min de vazdo
total; (c) Efeito da temperatura: 20 MPa, 1 mL/min e 15% de etanol; (d) Efeito da pressdo: 40
°C, 1 mL/min e com 15% de etanol.

Os resultados indicaram que 0s extratos obtidos (SFE) da raiz da Rumex acetosa
apresentaram teores fendlicos totais (TFT) compreendidos entre 27,6 e 151,0 mg EAG/ge,
dependendo das condigOes experimentais utilizadas. Essa variagdo do TFT ocorreu em

virtude, principalmente, do aumento da concentracdo do etanol (cossolvente) na mistura
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solvente (Figura 4.6b); esse fendbmeno é principalmente atribuido ao aumento do poder de
solvatacdo de compostos mais polares conforme é aumentada a polaridade da mistura solvente
com a adicdo de etanol (Marques et al., 2016; Adil et al., 2007; Akay et al., 2011; Santos et
al., 2012b). A adigdo do etanol em concentragcbes compreendidas entre 25% e 45% foram
mais favoraveis a extracéo de fendlicos.

No tocante a influéncia da temperatura da SFE sobre o teor de compostos fendlicos,
percebe-se uma influéncia positiva, conforme observado na Figura 4.6¢. Quando aumentou-se
a temperatura de 40 °C para 60 °C, o teor de fendlicos apresentou um acréscimo de
aproximadamente 28% em seu valor inicial. Esse comportamento ja era esperado, tendo em
vista que Santos (2013a) também observou o mesmo fenbmeno ao extrair compostos
fendlicos da Rumex acetosa. 1sso se deve, provavelmente, ao aumento da solubilidade do
soluto no solvente a partir do aumento da difusividade do solvente e da pressdo de vapor do
soluto e consequente aumento do processo de transferéncia de massa (entre soluto e solvente)
que ocorre com 0 aumento da temperatura (Kazan et al., 2014; Moura et al., 2012; Santos,
2013a). Outros autores como Lu et al. (2006) presenciaram incrementos no rendimento de
extracdo, ao aumentarem a temperatura de processo de extracdo supercritica (CO, +
cossolvente) em experimentos realizados com as raizes da Polygonum cuspidatum, planta da
mesma familia que a Rumex acetosa.

No entanto, o comportamento da pressdo ndo foi muito acentuado, embora tenha
alcancado 97,4 mg EAG/g. na regido de maior pressdo (25 MPa). Esse comportamento ja foi
observado por Santos (2013a) quando utilizou SFE na Rumex acetosa e percebeu que a
pressdo ndo influenciava significativamente no rendimento da extracdo e nem no teor de
fendlicos. Benova, et al. (2010) perceberam que para 0 uso de extracdo supercritica em raizes
da Japanese knotweed (Polygonum cuspidatum Siebold & Zucc.), planta também pertencente
a mesma familia da Rumex acetosa (Polygonaceae), a pressdes mais baixas que 250 bar, ndo
se observou influéncia significativa sobre o rendimento de extragéo.

De forma geral, os valores de TFT encontrados para 0s extratos da Rumex acetosa
foram interessantes, quando comparados com plantas da mesma familia (Polygonaceae)
(Benova, et al., 2010) e com os resultados de Lucena et al. (2010) que apresentam
reconhecido teor de compostos fendlicos em diversos tipos de vinhos brasileiros (ricos em
resveratrol) com valores encontrados entre 53,9 mg EAG/g e 677,8 mg EAG/g. Takeoka et al.
(2013) quantificaram o teor de compostos fendlicos em cerca de 29 variedades de Rheum spp.
(espécie rica em antraquinonas) e seus valores variaram entre 6,7 mg EAG/g e 41,7 mg
EAG/g.
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Considerando a avaliacdo da atividade antioxidante (ECsp) dos extratos obtidos por
SFE, percebe-se que a mesma ficou compreendida entre 10,7 e 163,4 pg/mL (Figura 4.6),
dependendo das varidveis de processo utilizadas. Para o caso da SFE em raizes da Rumex
acetosa, Santos (2013a) percebeu que o comportamento da atividade antioxidante apresentava
relacdo com o teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos. No entanto, esse
comportamento ocorre de forma inversa, ja que a ECso diminui quando os extratos apresentam
altos teores de compostos fendlicos (antioxidantes reconhecidos na literatura).

Consequentemente, de forma analoga ao TFT, percebe-se uma forte influéncia do
aumento da atividade antioxidante (diminui¢cdo do ECsp) com 0 aumento da concentragédo de
etanol (Figura 4.6b). Este fato, novamente é atribuido ao aumento da polaridade da mistura
solvente com a adicdo de etanol, o que incrementa a solvatacdo de compostos fendlicos com
reflexo na atividade antioxidante dos extratos (diminuicdo do ECsp) (Marques et al., 2016;
Adil et al., 2007; Akay et al., 2011; Santos et al., 2012b). Temperaturas mais elevadas (60 °C)
foram mais favoraveis para a extracdo de compostos com maior atividade antioxidante
(Figura 4.6.c). A influéncia da vazéo a partir de 1,5 mL/min e da pressdo sobre a atividade
antioxidante (ECsp) dos extratos foi baixa quando comparada com as influéncias das demais
variaveis (Figuras 4.6a,d).

De forma geral, os resultados obtidos corroboram aqueles de Sousa et al. (2007), que
quantificaram o poder antioxidante (ECso) de cinco plantas medicinais, reconhecidas
popularmente por sua acdo cicatrizante, com valores de ECs entre 27,6 ¢ 111,1 ug/mL. Para
esse caso, os valores de ECsy apresentaram a mesma ordem de grandeza, no entanto o0s
extratos da Rumex acetosa mostraram-se ainda mais antioxidantes, ja que apresentaram 0s
menores valores de ECsp. Quando comparados com o padrdo de controle utilizado (&cido
ascérbico, forte antioxidante da literatura) que obteve ECso de 2,20 pug/mL, conforme descrito
na Tabela 3.4, secdo 3.8 deste trabalho, pode-se afirmar que foram obtidos extratos com

consideravel poder antioxidante, dependendo das condi¢cdes de processo.
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4.1.5 — Composicao dos extratos SFE

A partir de metodologia de analise em HPLC, foram identificados os principais
compostos presentes nos extratos cujos picos apresentaram 0s seguintes tempos de retencéo:
emodina (tr = 28,9 min), trans-resveratrol (t; = 24,0 min), cis-resveratrol (t, = 25,2 min) e
piceid (t; = 20,5 min), de acordo com a Figura 4.7.

No entanto, todos os extratos oriundos da extracdo supercritica e das demais extracoes
apresentaram valores de concentracdo abaixo do nivel de deteccdo do método utilizado para
0S compostos: cis-resveratrol e piceid. Dessa forma, ambos ndo foram abordados nesse

trabalho de forma significativa.
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Figura 4.7 — Cromatograma tipico da SFE: 15 MPa, 35% EtOH; 40 °C e 1 mL/min. (1)
Trans-resveratrol; (2) Cis-resveratrol; (3) Emodina; (4) Piceid.

Os valores da composicao (concentracdo de trans-resveratrol e emodina) dos extratos da
SFE da Rumex acetosa foram dispostos graficamente na Figura 4.8, que apresenta 0S
resultados oriundos das variacdes dos parametros: concentracdo de cossolvente (a), vazéo (b),

temperatura (c) e pressdo (d).
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Figura 4.8 — Efeito das variaveis de processo no teor de trans-resveratrol e emodina. (a) Efeito
da concentracdo do cossolvente: 15 Mpa, 40 °C e 1 mL/min; (b) Efeito da vazdo total de
solvente: 20 Mpa, 60 °C e 15% de EtOH; (c) Efeito da temperatura: 20 MPa, 1 mL/min e
15% de EtOH; (d) Efeito da pressao: 40 °C, 1 mL/min e 15% de EtOH.

De forma geral, os extratos SFE apresentaram concentracdes de trans-resveratrol e
emodina entre 0,8 — 3,4 mg/g e 29,8 — 42,8 mg/g respectivamente, dependendo das condicbes
operacionais utilizadas. Santos (2013a) extraiu e quantificou trans-resveratrol em extratos
oriundos de SFEs em Rumex acetosa obtendo valores na ordem de 0,4 mg/g. Essa diferenca
nos valores, provavelmente deve-se ao processo de extracdo em si, ja que Santos (2013a)
relata dificuldades no controle da vazdo e manutencdo de vazbes acima de 0,6 g/min e
problemas no armazenamento dos extratos, que podem ter acarretado prejuizos as analises de
composicao dos seus extratos.

Quando comparados com os teores de trans-resveratrol e emodina (0,22 mg/g e 0,82
mg/g, respectivamente) encontrados na SFEs da Japanese knotweed (planta da mesma familia
da Rumex acetosa) realizadas por Benov4, et al. (2010), os dados de composi¢do apresentam-

se bastante acentuados.
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Quanto a Figura 4.8a, percebe-se uma pequena diminui¢do da concentracdo de emodina
com o aumento da concentracdo de etanol. Esse fato pode estar associado a questbes de
afinidade entre solvente e soluto, ja que a polaridade do solvente é aumentada com a adigdo
de etanol. No entanto, de forma geral, a partir dos resultados apresentados na Figura 4.8,
pode-se considerar que os teores de emodina e trans-resveratrol sdo pouco influenciados pela
variagdo de cada variavel de processo (T, P, Qr e Cgion), dentro da faixa experimental
investigada neste trabalho. Esta observacdo sugere que a elevacdo de TFT e da atividade
antioxidante (abaixamento do ECs), relatada na Figura 4.6, estdo relacionadas a extracéo de
outros compostos fendlicos e antioxidantes.

Ao se avaliar a influéncia do tempo de extracdo (Figura 4.9), observa-se que o periodo
entre 25 — 60 minutos de extracdo foi levemente mais favoravel para a extracdo de trans-
resveratrol e emodina, além de um leve aumento na concentracao de fendlicos e de compostos

antioxidantes.
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Figura 4.9 — Efeito do tempo de extracdo na composicdo dos extratos em SFE (T =40 °C,
P=15MPa, Cgion = 25% e Qr = 1 mL/min

Os maiores valores de atividade antioxidante, teor de fendlicos, concentracdo de
emodina e trans-resveratrol encontram-se na regido compreendida entre 25 e 60 minutos de
extracdo. De acordo com Seccdo 4.1.1 e Figura 4.2 deste trabalho, a faixa de tempo

compreendida entre 0 e 53 minutos, aproximadamente, sinaliza a etapa CER da curva de
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extracdo (SFE) e que nesse periodo extraiu-se cerca de 60% do soluto total extraido. Esse
comportamento ja era esperado, haja vista a alta taxa de extracdo e a grande quantidade de
soluto de facil acesso presentes nessa etapa (Sousa, et al., 2002). Entre 50% e 90% do soluto
de uma extracao supercritica € extraido na etapa CER, segundo Moura, et al. (2012). Autores
como: Mezzomo et al. (2009) encontraram rendimentos de extracdo supercritica, na etapa
CER, de 0leo essencial do péssego na ordem de 60%. Moura et al. (2012) também
encontraram rendimentos na etapa CER da SFE de Psidium guajava superiores a 50%.

4.2 — Extracgdes com liquidos pressurizados (PLES)

4.2.1 — Extragéo com etanol pressurizado

Levando-se em consideracdo que ndo existem trabalhos na literatura que desenvolvam
extragdes com etanol pressurizado utilizando a Rumex acetosa, um pequeno planejamento
experimental foi conduzido com o intuito de avaliar preliminarmente os efeitos da pressao e
temperatura perante o rendimento extrativo. Dessa forma, segue a Figura 4.10 em que sdo
dispostas as curvas cinéticas de extracdo e seus respectivos valores de rendimento final,

juntamente com as condicdes de operacdo empregadas, conforme Sec¢édo 3.3 deste trabalho.
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Figura 4.10 — Curvas cinéticas das PLEs com etanol a vazdo de 1 mL/min

A partir da Figura 4.10, percebe-se que as curvas cinéticas apresentaram bom

comportamento, ja que é possivel visualizar a distincdo das etapas de extragdo CER e FER
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(Galvdo, 2009). E possivel observar uma clara diferenca de comportamento na etapa CER das
curvas, mediante as mudancas de temperatura. Mesmo sem a realizacdo da avaliacdo da
solubilidade para a PLE, observa-se um aumento da inclinagdo da reta referente a etapa CER
perante 0 aumento da temperatura; indicando assim, um possivel aumento da solubilidade do
etanol com 0 aumento da temperatura, fato esse amplamente discutido e atestado na literatura
(Franga et al., 1999; Sousa et al., 2002; Jesus et al., 2013). No tocante a parte estatistica,
foram calculados os efeitos (Tabela 4.4) da temperatura, pressdao e conjugado (pressdo x
temperatura) e o gréfico de Pareto (Figura 4.11) utilizando o software Statistica 7.0®.
Basicamente, a avaliacdo de cada variavel ou conjugado de variaveis da-se a partir da
interpretacdo dos valores de seus efeitos perante uma variavel resposta (rendimento extrativo).
Nessa interpretacdo, podem ser utilizados a tabela dos efeitos (Tabela 4.4) ou ainda o gréfico
de Pareto (Figura 4.11). Esse ltimo, apresenta os efeitos padronizados em forma de coluna.
As variaveis que apresentam efeitos com valores altos o suficiente para estarem a direita da

linha pontilhada (vide Figura 4.11), sdo consideradas significativas, do contrario ndo o s&o.

Tabela 4.4 — Efeitos calculados no Statistica 7.0® para o planejamento experimental

Variaveis Intervalo Efeitos p-valor
Temperatura [T] (°C) 40 -80 5,375 0,0259
Pressao [P] (MPa) 15 - 25 -0,765 0,1776
[P] X [T] -0,305 0,3967

Temperatura (T) E

Presséo (P)

p=,05

Figura 4.11 — Diagrama de Pareto para os valores dos efeitos padronizados
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A partir da Tabela 4.4, pode-se perceber que o efeito da temperatura apresenta-se como
0 maior dentre os avaliados e o seu valor é positivo, mostrando que o rendimento da extracéo
é diretamente proporcional a temperatura. Esse comportamento é confirmado pelo Diagrama
de Pareto (Figura 4.11) que mostra a mesma como Unica variavel significativa para uma
confianga de 95% (Unica variavel com barra a direita da linha pontilhada).

Partindo do pressuposto de que as propriedades de transporte presentes no processo,
como viscosidade do solvente e difusividade do soluto, sdo influenciadas pela mudanga de
temperatura em processos de extracdo com liquidos pressurizados, pode-se explicar o
comportamento observado (temperatura ser significativa) a partir do aumento da transferéncia
de massa com 0 aumento da temperatura nesse tipo de extracao (Brunner, 1994).

Comportamento semelhante foi observado no trabalho de Santos (2013a), em que foram
feitas extracbes com fluidos supercriticos em raizes da Rumex acetosa (mesmo grupo de
pesquisa deste trabalho) e a temperatura apresentou 0 mesmo comportamento. Rodriguez-
Pérez et al. (2016) observaram aumentos no rendimento de extracdo de compostos fenolicos
na faixa de temperatura de até 100 °C a partir da folha da Moringa oleifera. Buci¢-Koji¢ et al.
(2013) observaram que o rendimento da extracdo de compostos fendlicos obtidos a partir do
bagaco da uva por PLE, aumenta com o consequente aumento da temperatura.

Quanto ao efeito da pressdo e do combinado pressdo x temperatura, ambos
apresentaram-se ndo significativos com relacéo ao rendimento, frente a temperatura e tambem
apresentaram valores negativos, mostrando que sao inversamente proporcionais ao
rendimento. Pode-se observar (Figura 4.10 e 4.11) que na faixa utilizada, o aumento da
pressdo gerou uma pequena variagdo negativa nos rendimentos. Esse comportamento ja foi
observado em PLEs de compostos fenolicos a partir da casca da jabuticaba (Santos et al.,
2012a). No entanto, nesse mesmo trabalho de Santos et al. (2012a), os autores perceberam um
aumento na eficiéncia da extracdo de compostos fendlicos, quando os resultados foram
comparados com extracBes a baixa pressdo (LPSE), demonstrando a eficicia da utilizacdo da
temperatura e pressdo empregadas na extracdo com liquido pressurizado. Benova et al. (2010)
observaram que para pressdes abaixo de 250 bar, o rendimento da extracdo com utilizacdo de
fluidos supercriticos foi pequeno. Santos (2013a) percebeu que a pressdo nao foi significativa
para processos com fluidos supercriticos utilizando a raiz da Rumex acetosa. Dessa forma, é
possivel que o emprego de pressdes abaixo de 250 bar justifique a baixa influéncia da pressao

no rendimento de extracdo neste trabalho, visto que a faixa de pressao foi de 15 — 25MPa.
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Kamali et al. (2012) observaram que a pressdo de operacdo ndo demonstrou ser
estatisticamente significativa para o processo de extracdo com fluido pressurizado de 6leo
essencial a partir das flores da Lavandula hybrida.

A Figura 4.12 apresenta a superficie de resposta gerada a partir do software Statistica
7.0®, e essa mostra a forte influéncia da temperatura sobre o rendimento de extragdo, ja que
apresenta uma inclinacdo bastante pronunciada em direcdo a regido de maior rendimento,

enquanto que percebe-se a pequena influéncia da pressdo, tendo em vista a pequena
inclinagéo da reta observada no eixo da pressao.

Lty ALURURE

-8
Bl -8
<6
<4
B <2

Figura 4.12 — Superficie de resposta em funcédo do rendimento da extracdo, para Temperatura
(°C) versus Pressdo (bar)

4.2.2 — Extracdo PLE com solventes distintos

A segunda parte das extragdes com liquidos pressurizados teve por objetivo a avaliacdo

da PLE com a utilizacdo de diversos solventes, conforme explicitado na Secdo 3.3 e ilustrado
na Tabela 4.5. Essa etapa precede a etapa da extracdo com liquidos pressurizados sequenciais,
conforme também explicitado na Secdo 3.3. Dessa forma, os resultados para o rendimento e

composicdo das extracdes com liquidos pressurizados (utilizando diversos solventes) sdo
apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Extracdo com liquido pressurizado utilizando solventes distintos

Nom. Solvente P T Qr Ruwtar  Trans-resveratrol Emodina
Extracdo utilizado (MPa) (°C) (mL/min) (%) (mg/g) (mg/g)
LPA Agua 20 80 1 3,93 14 0,4
LPAC Acetonitrila 20 80 1 1,91 5,7 28,8
LPI Isopropanol 20 80 1 3,15 50 10,1
LPE Etanol 20 80 1 8,54 55 5,6
LPH Hexano 20 80 1 0,54 0,0 9,2
LPT Tolueno 20 80 1 0,91 0,4 57,0

P= Pressdo total do extrator; T=Temperatura do extrator; Qt= Vazao total de solvente; Ryt = Rendimento total
de extragdo (% ge/ga).

De forma clara, a extragdo com etanol pressurizado demonstrou ser a que apresenta
maior rendimento em massa. Esse resultado corrobora com os resultados da extracdo
sequencial em raizes da Rumex acetosa encontrados por Santos (2013a), pertencente a este
mesmo grupo de trabalho. Em ambos os casos, esse fato pode ser atribuido a forte afinidade
entre 0s compostos presentes na raiz da Rumex acetosa e o etanol. Possivelmente, devido a
presenca de grupos hidroxilas na estrutura dos compostos extraidos e a consequente formacéo
de ligacbes de hidrogénio entre essas e as moléculas de etanol, ratificando a escolha desse
como solvente utilizado na Sec¢édo 4.2.1 nas PLEs com o intuito de avaliacdo da presséo e
temperatura. Mesmo com a presenca de hidroxilas na emodina, a mesma ndo demonstrou ser
muito solivel em agua, conforme a Tabela 4.5. Cunha (2009) explica esse comportamento a
partir das propriedades estruturais e eletrénicas da emodina.

Quanto ao isopropanol, o comportamento € analogo ao do etanol, no entanto com menor
intensidade. A extracdo utilizando tanto o hexano quanto o tolueno como solvente
demonstraram um baixo valor de rendimento (0 que pode ser explicado por sua baixa
polaridade), enquanto que a extracdo utilizando acetonitrila demonstrou um comportamento
intermediario entre o etanol e o hexano.

Mesmo com o baixo rendimento em massa observado na Tabela 4.5, o tolueno
apresentou um extrato bastante rico em emodina e pouca solubilizacdo do trans-resveratrol.
Esse fato pode ser atribuido ao maior carater apolar observado na estrutura quimica da
emodina (Figura 2.5), enquanto que o etanol apresenta uma menor afinidade pela mesma,
qguando comparado ao tolueno, e uma maior afinidade pelo trans-resveratrol, quando

comparado aos demais solventes.
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4.2.3 — Extracao PLE sequencial

Conforme explicado na Sec¢do 3.3.1, e ratificada nesta secdo, a extracdo sequencial teve
por base os resultados obtidos na Segéo 4.2.2. Essa extracdo baseou-se nos resultados em que
o etanol, o hexano e o tolueno apresentaram resultados interessantes no tocante a seletividade
entre 0os compostos trans-resveratrol e emodina. E importante ressaltar que esses solventes
foram escolhidos tendo por base, também, o trabalho de Souto (2010) em que 0 mesmo
purifica trans-resveratrol a partir de extragdes em raizes de Rumex acetosa, a baixas pressoes,
utilizando tolueno, hexano e éter dietilico, nessa ordem.

Foi adotada essa sequéncia a partir dos resultados obtidos na Tabela 4.5, tendo em vista
que o tolueno apresenta alta seletividade pela emodina em detrimento do trans-resveratrol,
enquanto que o etanol ndo demonstra 0 mesmo comportamento. Dessa forma, faz-se
necessario iniciar a extracdo sequencial utilizando tolueno, seguido de uma limpeza com
hexano e por fim a utilizagdo do etanol.

A Figura 4.13 apresenta as curvas cinéticas das PLEs sequenciais, nas quais foi
utilizado tolueno (0 — 180 min), hexano (180 — 210 min) e etanol (210 — 390 min) em trés

temperaturas distintas e constantes (40, 60 e 80 °C).
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Figura 4.13 — Curvas cinéticas de extracdo com liquidos pressurizados distintos (Tolueno,
Hexano, Etanol) de forma sequenciada.
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Tomando por base os resultados apresentados na Figura 4.13, pode-se perceber o bom
comportamento das curvas cinéticas nas trés temperaturas distintas, demonstrando uma nitida
distincdo entre as etapas CER e FER, pelo menos, nos tempos acima de 210 minutos, na qual
0 etanol foi utilizado. Quanto ao comportamento da temperatura, percebe-se um claro
aumento da solubilidade quanto na utilizagdo do etanol (210 — 390 min), devido ao aumento
da inclinagdo da reta que delimita a etapa CER, fato ja observado na Figura 4.10, quando se
utilizou etanol como solvente da PLE em varias temperaturas. Consequentemente, quanto
maior a temperatura, melhor o rendimento ao longo de todo o processo.

Também se pode perceber que o rendimento em massa referente a utilizagdo do tolueno
(0 — 180 min) basicamente foi estabilizado em no méaximo 1%, dado que confirma o
observado na Tabela 4.5. O segundo solvente utilizado foi o hexano (180 — 210 min) que
apresentou rendimento irrelevante, se comparado ao etanol. No entanto, a funcdo do hexano
foi de retirada de impurezas, j& que 0 seu uso em extracOes pode ser atribuido, em casos
especificos, a processos de limpeza, ou desengorduracéo, ou ainda purificacdo (Souto, 2010;
Rockenbach et al., 2008; Cabral, 2008).

E por fim, o etanol (210 — 390 min) apresentou rendimento maximo da ordem de 7%,
confirmando o observado na Tabela 4.5. O comportamento diferenciado do etanol ratifica a
hipdtese de que a raiz da Rumex acetosa apresenta uma alta concentracdo de compostos
fendlicos polares, ja que mesmo com a prévia utilizacao de tolueno e hexano, o rendimento de
extracdo total aumentou de 0,9% para 7,0% com a utilizacdo de etanol, conforme Figura 4.13.
Ratificando essas observacdes, a Figura 4.14 apresenta a quantidade de trans-resveratrol e

emodina para cada etapa da extracdo sequencial, tendo por base a extracdo Soxhlet.

a) HTolueno ®Etanol OHexano b) KTolueno ®WEtanol OHexano
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Figura 4.14 — Dados de composicdo para cada extrato da PLE sequencial em diferentes
temperaturas; a) Grafico para concentracdo de trans-resveratrol; b) Gréfico para concentragdo
de emodina
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Na Figura 4.14 tem-se a referéncia (concentragdo de trans-resveratrol e emodina na
extracdo Soxhlet) e a composicéo do extrato oriundo de cada solvente e temperatura. Quanto a
utilizacdo do hexano, percebe-se (Figura 4.14), que o mesmo, de fato, ndo apresentou
resultados significativos de emodina e de trans-resveratrol, corroborando com a finalidade de
sua utilizacdo (limpeza da matéria prima). E importante ressaltar que o hexano foi capaz de
extrair emodina na extragdo soxhlet num tempo de 8 horas, condicdo ndo satisfeita na
extracdo sequencial em que foi utilizado apenas 30 minutos de extracéo.

Na Figura 4.14-a percebe-se que o etanol conseguiu obter altas concentracdes de trans-
resveratrol (compreendidas entre 3,3 e 4,8 mg/g), alcangando quase os 5,5 mg/g da extracao
soxhlet, ratificando a forte afinidade entre esse e o etanol. No entanto, o tolueno demonstrou
valores muito inferiores, confirmando as expectativas quanto a baixa solubilidade do trans-
resveratrol nesse solvente. Esse comportamento ja foi observado, a pressdo ambiente, no
trabalho de Souto (2010), o qual utilizou uma extragdo convencional sequencial com o intuito
de purificar o trans-resveratrol obtido ao final do processo.

De forma analoga, na Figura 4.14-b percebe-se que a etapa na qual se utilizou tolueno
destacou-se diante das demais, gerando altos valores de concentracdo de emodina
(compreendidos entre 44 e 56 mg/g), enquanto a Soxhlet mostra 57 mg/g. Esse
comportamento ratifica a grande afinidade do tolueno com a emodina, ja que pelo principio da
polaridade, o tolueno, notoriamente apolar, consegue exercer uma boa solubilizacdo da
emodina (composto razoavelmente apolar). Souto (2010) ja havia observado esse
comportamento da alta solubilizacdo da emodina em tolueno e utilizado esse fenbmeno em
processos de separacao.

Considerando que a extracdo PLE com a utilizacdo de solventes distintos e de forma
fracionada pode promover a separacdo de substancias por questdes de afinidade molecular
(Souto, 2010) e também levando-se em consideracdo os resultados obtidos na Tabela 4.5 e
Figura 4.14, quanto a alta solubilizacdo da emodina a partir do uso do tolueno e a alta
solubilizacdo de trans-resveratrol a partir do uso do etanol, pode-se observar, tendo em vista a
coeréncia dos resultados obtidos na Figura 4.13 e a Tabela 4.5, de forma clara, a separacédo do
trans-resveratrol da emodina a partir da utilizacdo de solventes diferentes que apresentaram

afinidades distintas com cada um desses compostos.
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424 — Teor de fendlicos totais (TFT), atividade antioxidante (ECsg) e

composicao

Os extratos obtidos a partir das extragdes com liquidos pressurizados foram submetidos
a quantificacdo de fendlicos e de atividade antioxidante, conforme descrito nas Sec¢des 3.8 e
3.9 deste trabalho. Dessa forma, a Tabela 4.6 ilustra os valores encontrados para essas
quantificagdes.

Tabela 4.6 — Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos (ECsg) € do teor de fendlicos
totais dos extratos da PLE com etanol (EtOH)

. ECso TFT
ExtracGes
(Hg/mL) (mg EAG/ge)
20 MPa/ 60 °C / 1 mL/min 7,9 118,7
15 MPa/ 40 °C/ 1 mL/min 7,8 143,4
15 MPa/ 80 °C/ 1 mL/min 7,0 120,2
25 MPa/ 40 °C/ 1 mL/min 55 139,6
25 MPa/ 80 °C/ 1 mL/min 4,7 107,4

Conforme pode ser observado na Tabela 4.6, os valores referentes ao ECsy ficaram
compreendidos entre 4,7 e 7,9 pg/mL, sem sofrer grandes variacbes com as mudangas das
condic@es de extracao.

A partir da andlise da influéncia das variaveis, percebe-se uma pequena tendéncia a
obtencdo de melhores resultados (menores valores de ECs) para as extragdes com maior
pressdo de trabalho. Quanto a temperatura, a mesma atua de forma mais branda, no entanto, a
atividade antioxidante tende a aumentar com o aumento da temperatura. Esse comportamento
pode estar associado as mudancas nas propriedades, de solvatacdo e difusividade, ligadas aos
processos extrativos pressurizados, conforme ja comentado neste trabalho.

Esses resultados encontrados para a técnica PLE demonstraram ser melhores do que 0s
resultados encontrados por Santos (2013a), que estimou a atividade antioxidante dos extratos
oriundos da SFE a partir da Rumex acetosa, encontrando valores inferiores a 18,4, chegando
até a 7,9. Santos (2012) quantificou a atividade antioxidante dos extratos oriundos da SFE da
semente de Pitanga, encontrando valores de ECsg entre 4,9 e 94,4 ug/mL, valores esses que se
encontram na mesma ordem de grandeza que os obtidos nesta sec¢éo do trabalho.

Os resultados encontrados para essa técnica foram melhores dos que os obtidos por

Oliveira (2010) que quantificou o poder antioxidante de extratos de uva oriundos de extracoes
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supercriticas, extracfes a baixa pressdo (Soxhlet) e extragBes por ultrassom obtendo
resultados de ECs, compreendidos entre 211 e 5770 pg/mL. Lucena et al. (2010)
quantificaram o poder antioxidante de vinhos brasileiros e estes resultaram em valores de
ECso compreendidos entre 3,4 e 122,5 pg/mL. Quanto a comparacdo com o0 padrdo de
controle utilizado (&cido ascérbico com ECsy de 2,2 pg/mL) conforme descrito na Tabela 3.4,
secdo 3.8 deste trabalho, pode-se afirmar que foram obtidos extratos com excelente poder
antioxidante.

Com relacdo ao teor de compostos fendlicos totais (TFT), os valores encontrados para
0s extratos oriundos da PLE com etanol ficaram compreendidos entre 107,4 e 143,4 ug/mL,
conforme Tabela 4.6. Quando comparados aos valores de TFT encontrados pelas extracGes
SFE de Santos (2013a), os mesmos apresentam valores na mesma ordem de grandeza. Esses
resultados de TFT demonstraram ser melhores que os teores obtidos por Oliveira (2014) para
extratos reconhecidamente antioxidantes como: vinhos (TFT entre 7,8 e 15,1 g EAGI/L) e
extratos de uvas (46,7 e 95,3 g EAG/L). Dias et al. (2013) determinou o teor de compostos
fendlicos em vinhos elaborados no Vale do S&o Francisco, resultando em valores
compreendidos entre 16,0 e 42,0 mg EAG/L, ratificando, assim, a superioridade nos valores
de TFT encontrados para PLE.

Dessa forma, diante de todos os resultados discutidos nesse ponto, pode-se afirmar que
esses extratos, oriundos das PLEs da Rumex acetosa, apresentam um alto potencial
antioxidante, quando comparados com alguns vinhos, extratos de plantas e frutas, fontes

reconhecidamente ricas em compostos fenolicos e compostos antioxidantes.

4.3 — Extracao com utilizacdo de micro-ondas (MAE)

A extracdo assistida por micro-ondas obteve os resultados ilustrados na Tabela 4.7,
guanto a composicao (trans-resveratrol e emodina), rendimento, atividade antioxidante e teor

de fenolicos totais.

Tabela 4.7 — Resultados encontrados para a extracao assistida por micro-ondas nas condi¢des:
F/S = 6,49/30mL; 80 °C e 30 min

. Rt Trans-resveratrol Emodina ECso TFT
Extracao
(%) (mg/g) (mg/g) (ug/mL)  (mg EAG/ge)
Micro-ondas 4,13 3,4 6,2 3,4 130,6
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Diante do exposto na Tabela 4.7, pode-se afirmar que a extragdo como utilizagdo de
micro-ondas desponta como uma técnica de extracdo bastante promissora. Percebe-se
excelentes resultados no tocante a extragcdo de trans-resveratrol, atividade antioxidante e teor
de fendlicos. Quanto a concentracdo de trans-resveratrol, os extratos oriundos da MAE
apresentaram valores inferiores a extragdo Soxhlet, no entanto, apresentou valores superiores
ao das SFEs. Quanto a atividade antioxidante, apresentou bons resultados, melhores que 0s
apresentados pelas demais técnicas. Esses bons comportamentos podem estar associados a
presenca de umidade no interior da matéria-prima, ocasionando eventuais rupturas celulares e
consequente facilitacdo do processo de transferéncia de massa (Mandal et al., 2007).

Quanto ao teor de fendlicos, apresentou resultados da mesma ordem de grandeza dos
encontrados para a extracdo de casca de amendoim (cerca de 140 mg EAG/g.) utilizando a
mesma técnica (Ballard et al., 2010). No entanto, os extratos da MAE apresentaram valores
inferiores aos encontrados por Pérez-Serradilla & Castro (2011), cerca de 370 mg EAG/g,
quando utilizaram essa técnica na extra¢ao em “borras” oriundas do vinho.

Também demonstrou ser bastante interessante do ponto de vista ambiental e de
eficiéncia, ja que utiliza menos solvente, apenas 30 mL para cada 6,4 gramas, e consome
menos tempo, cerca de 30 min para obter rendimentos de 4,23%, se comparado a extracdo

soxhlet que consome cerca de 80 mL e 8 horas para obter rendimentos de 8,32%.

4.4 — Discussao sobre as técnicas de extracdo: SFE, PLE, Soxhlet, LPSE e

com utilizacdo de micro-ondas

Nesta secdo, sera realizada uma discussdo sobre as técnicas utilizadas neste trabalho,
afim de abordar diferencas, vantagens e pontos negativos entre todas elas.

A Figura 4.15 apresenta os resultados comparativos em relacdo ao rendimento de
extracdo obtidos nas técnicas avaliadas. Pode-se observar que as extracfes Soxhlet e PLE
apresentaram melhores rendimentos em relacdo a LPSE, SFE e Micro-ondas. O solvente mais
efetivo foi o etanol, apresentando 8,32% de rendimento na extracdo Soxhlet e 8,7 na extracao
PLE sob pressdo de 15 MPa, 80 °C, vazdo de 1 mL/min, ratificando assim sua escolha como
cossolvente da SFE por apresentar forte interacdo com o soluto. As extracdes com os demais
solventes apresentaram valores intermediarios (2,0 — 3,3%), fendmeno que pode ser atribuido
a diminuicdo da afinidade desses para com o0s solutos presentes na matriz vegetal, conforme

discutido em se¢des anteriores (Benova et al., 2010; Rockenbach et al., 2007).
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Figura 4.15 — Resultado das técnicas de extragdo quanto ao rendimento (%); tempo (h); g
solvente total/g amostra alimentada (S/F) e g EtOH/g amostra alimentada (S(EtOH)/F)

A extracdo SFE apresentou o menor resultado quanto ao rendimento (1,07%), no
entanto, mostrou ser a segunda melhor técnica quanto ao tempo de operacdo, quanto a relacédo
massa de solvente total/alimentacdo (S/F) e a melhor na relagdo massa de EtOH/alimentacéo
(S(etony/F). Esse comportamento do rendimento pode ser atribuido ao carater intermediario de
polaridade da mistura SC-CO,/EtOH em relagdo ao soluto presente. Quanto as relacdes S/F e
Sewony/F, a SFE demonstrou ser uma das melhores técnicas no tocante ao consumo de
solvente por massa alimentada ao sistema, perdendo apenas para a extracdo com utilizacao de
micro-ondas (MAE), enquanto que a extragdo LPSE, mesmo com 1,9% de rendimento,
demonstrou ser a técnica de extracdo que mais consumiu solvente, proporcionalmente. A
baixa eficiéncia do LPSE pode ser atribuida a baixa difusividade e solvatacdo do etanol
liguido em baixa pressdo e temperatura. Entretanto, observou-se que a curva cinética de
extracdo obtida na LPSE (Figura 4.16), apresentou um comportamento que sugere a
possibilidade de que a extracdo ndo foi esgotada, corroborando a sugestdo das baixas taxas de

transferéncia de massa presentes nesta técnica de extracéo.
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Figura 4.16 — Curva de extracao global das raizes da Rumex acetosa obtidas atraves de LPSE
com etanol a 40 °C

A extracdo com utilizacdo de micro-ondas (MAE) apresenta-se como a melhor técnica
quanto ao tempo e a utilizacdo de solvente. Essa técnica extrativa apresenta um rendimento
intermediario em um curto tempo de operacdo (30 minutos). Esse comportamento pode ser
explicado pela alta interagdo das ondas eletromagnéticas com os componentes polares
presentes na mistura entre solvente e matéria-prima (Carniel et al., 2017).

A extracdo PLE com utilizacdo de etanol e nas condigdes (15 MPa, 80 °C, 1mL/min)
apresentou o melhor rendimento em massa, provavelmente devido a forte afinidade soluto-
solvente e maior coeficiente de transferéncia de massa, no entanto apresentou o segundo
maior consumo de solvente. E importante ressaltar a forte influéncia da temperatura nessa
técnica de extracdo para as condicOes utilizadas e para a matéria-prima escolhida.

A Figura 4.17 apresenta os resultados em relacdo ao TFT e atividade antioxidante para
as extracOes Soxhlet, LPSE, MAE e a extracdo SFE e PLE com melhores rendimentos. Os
TFT e ECso encontrados nos extratos Soxhlet sugerem que estes solventes sdo eficientes na
extracdo de compostos fenolicos e antioxidantes, mesmo diante da variedade de solventes e

suas polaridades (Ziakova & Brandsteterova, 2002).
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Figura 4.17 — Resultados das técnicas de extracdo em relacdo a composicdo dos extratos,
avaliacdo antioxidade e teor de fendlicos totais.

O Isopropanol se apresentou como um dos solventes com maior teor de TFT (157,0 mg
EAG/g.) e excelente atividade antioxidante (ECso = 19,4 ug/mL), este perdendo apenas para a
extracdo PLE e MAE, respectivamente. Quanto a técnica LPSE, esta apresentou valor inferior
de TFT (75,2 mg EAG/ge), se comparado com o Soxhlet (111,6 a 157,0 mg EAG/ge), SFE
(27,6 a 149,5 mg EAG/g.), PLE e MAE, conforme a Figura 4.16, provavelmente devido as
baixas taxas de transferéncia de massa do soluto da matriz vegetal para o solvente.

Ainda de acordo com a Figura 4.17, a extracdo Soxhlet com acetonitrila apresentou um
dos melhores resultados para o teor de trans-resveratrol, embora seu TFT tenha sido inferior
em relacdo a todos os solventes testados. A acetonitrila exerceu uma alta solvatacdo dos
estiloenos (Benova et al., 2010) apresentando, no entanto, relevante toxidade e, quando
comparado ao etanol, demonstrou baixo rendimento. Dessa forma, optou-se por ndo utiliza-lo
como cossolvente na SFE e nem na PLE. Quando comparadas as extracGes Soxhlet, LPSE,

MAE e PLE, a SFE apresentou melhores resultados para a emodina (33,8 mg/g), tendo em
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vista o carater apolar do CO, presente no solvente. Esses resultados mostraram-se bastante
promissores, tendo em vista que Benova et al. (2010) obtiveram extratos com 0,25 mg/g de
trans-resveratrol e 0,82 mg/g de emodina a partir de SFE da Japanese knotweed.

As extracdes MAE e PLE apresentaram 6timos resultados quanto a extracdo de trans-
resveratrol, evidenciando a forte tendéncia dessas técnicas na extracdo de compostos polares,
percebendo-se, consequentemente, um baixo valor de ECsg, evidenciando um alto poder
antioxidante dos extratos dessas técnicas.

Finalmente, avaliando-se de uma forma geral o potencial bioativo da Rumex acetosa em
relacdo a uva (reconhecida pelo seu poder antioxidante, elevados TFT e alto contetdo de
resveratrol), observou-se que os resultados aqui encontrados (Figura 4.17) se mostraram
extremamente promissores. Isto é verificado quando Vatai et al. (2009) obtiveram extratos
com 0,019 mg/g e 0,21 mg/g de trans-resveratrol e emodina respectivamente a partir de
bagaco de uva. Quanto ao teor de fendlicos totais, os autores obtiveram 60,0 mg EAG/g.

4.5 — Processo de precipitagdo com anti-solvente supercritico

Dentro dos processos de precipitacdo utilizando anti-solvente supercritico, a
seletividade desse fluido é bastante importante e podendo ser avaliada a partir dos dados de
composicao dos precipitados (Villanueva-Bermejo et al., 2017).

Dessa forma, a Figura 4.18 apresenta os dados de composicdo dos extratos secos de
forma convencional e dos precipitados (extratos secos) a partir do anti-solvente supercritico
(CO,). Conforme a Figura 4.18, para ambos 0s casos, esse processo apresentou precipitados

(extratos secos) com teor de emodina bastante reduzido, cerca de 100%.

B Resveratrol ®&Emodina
14,00
=)
3’12,00
£ 10,00
3 8,00
O
£ 6,00
[
§ 4,00
S 2,00 i
O ’ . %
0,00 heshsd k] ) ﬁ
PLE Secagem PLE Precipitacio MAE Secagem MAE Secagem
Convencional Anti-solvente Convencional Anti-solvente

Figura 4.18 — Dados de composicdo dos extratos secos a partir da precipitacdo por anti-
solvente supercritico e secagem convencional
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Os extratos submetidos a secagem convencional obtiveram aproximadamente 12 e 6
mg/g de emodina para as extracdes PLE e MAE respectivamente, enquanto que esses extratos
submetidos ao processo de precipitacdo e secagem com anti-solvente supercritico obtiveram
resultados de concentracdo de emodina abaixo dos limites de deteccdo deste trabalho.
Comportamento parecido ja foi observado por Bermejo et al. (2015) na reducao de quase 93%
da cafeina oriunda de extratos de cha verde, quando utilizou-se CO; supercritico como anti-
solvente.

E provavel que a justificativa para a reducio tdo acentuada (cerca de 100%) da emodina
presente nos extratos, possa ser atribuida a afinidade entre o CO; e a emodina, tendo em vista
0 razoavel carater apolar desses compostos.

No entanto, também se pode observar no grafico da Figura 4.18 que ocorreu uma
reducdo de 4,2 mg/g para 0,8 mg/g e de 3,4 para 2,8 mg/g na concentracdo de trans-
resveratrol nos extratos da PLE e MAE, respectivamente. Uma possivel explicagdo para essa
maior reducdo na concentracdo de trans-resveratrol estaria pautada na maior quantidade de
etanol presente, inicialmente, no extrato oriundo da PLE. Desse modo, é provavel que ao
deslocar o etanol presente nos extratos, parte do trans-resveratrol também teria sido arrastado

por esse.

4.6 — Avaliacdo de modelos cinéticos de extracédo

Para a avaliacdo dos modelos para os ajustes das curvas cinéticas, foram utilizados 0s
modelos de Crank (1975), Martinez et al. (2003) e Sovova (1994) para ajustes nas extracoes
PLE e SFE, conforme explicitado na Secdo 3.11 deste trabalho. Considerando que foram
escolhidos alguns modelos para o ajuste das curvas experimentais citadas na Tabela 3.7, a
qualidade desses ajustes foi quantificada a partir do desvio medio relativo total (AARD %),

conforme a Equacéo 21.

n

100
AARD (%) = " Z

i=1

calc exp

n;

(21)

exp

1;

exp

Em que “n” representa o total de pontos da curva de massa acumulada por tempo, 7,

e nfec representam os pontos de rendimento acumulado experimental e calculado pelos
modelos no ponto i, respectivamente. Os modelos escolhidos e seus respectivos parametros

encontram-se na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 — Parametros dos modelos ajustados as curvas cinéticas das extracdes SFE e PLE

Crank Martinez et al. Sovova
Ext. D x 10¥ AARD | bi x10* t,x10* AARD o x10° Keax10®  Kgax10®  AARD
(m?ls) (%) ) (s) (%) ) (s (s (%)

SFE

20 MPa
60 °C 6,46 40,54 | 3,36 0,05 4,71 3,64 0,19 3,14 4,23
15%
ImL/min
SFE

20 MPa
60 °C 10,33 9,10 3,39 -9,54 4,89 4,82 0,81 3,15 1,20
15%
4AmL/min
SFE

15 MPa
40 °C 8,08 2291 | 2,88 -0,71 5,02 1,77 9,63 2,94 3,47
35%
ImL/min
PLE

25 MPa
40 °C 8,53 22,93 | 3,18 -0,44 2,02 18,9 9,57 3,75 2,64
100%
ImL/min
PLE

15 MPa
80 °C 9,41 9,88 3,08 -8,43 595 | 63,43 9,57 3,11 3,80
100%
ImL/min

AARD (desvio médio relativo total); D (coeficiente de difusdo do soluto na particula); b; e t; (pardmetros
ajustaveis do modelo de Martinez et al.); xx (concentragdo do soluto de dificil acesso); Kra € Ksa (Coeficiente de
transferéncia de massa da fase fluida e sélida, respectivamente)

Na Tabela 4.8 pode-se observar que 0 modelo de Sovova (1994) apresentou 0s menores
desvios, de forma geral. Provavelmente, esse modelo é superior quanto ao ajuste dos desvios
por fornecer uma descricdo mais abrangente dos efeitos da transferéncia de massa nos
processos extrativos facilitando a compreensdo dos fenbmenos de transporte envolvidos no
processo (Liu et al., 2014; Martinez, 2005).

Na Tabela 4.8 percebe-se que o aumento da quantidade de etanol na mistura solvente,
de forma geral, ocasiona o0 aumento do coeficiente de transferéncia de massa da fase fluida
Kea. 1sso pode ser explicado pela maior afinidade do etanol pelos compostos presentes na
matéria-prima, frente ao gas carbdnico (Jesus, et. al., 2013). Para praticamente todas as
condicBes mostradas na Tabela 4.8, 0 Kga apresentou um valor numérico maior que 0 Ksa,
mostrando que para os casos estudados neste trabalho, o efeito convectivo do solvente perante

0 processo de transferéncia de massa € mais importante que o efeito difusivo na matriz sélida
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(Martinez et al., 2003). Nesse aspecto 0 Kga esta associado a fracdo de soluto de facil acesso,
enquanto que o Ksa esta relacionado ao soluto de dificil acesso (Santos et al., 2016).

No tocante a variacdo da vazdo total, percebe-se um acréscimo no coeficiente Kga com
0 aumento dessa vazdo. Esse comportamento pode estar associado ao aumento do Mcer (taxa
de transferéncia de massa na etapa CER) com o aumento da vazéo total, conforme observado
na Tabela 4.1. O aumento da vazéo total acaba por ocasionar uma maior extracdo de soluto
por unidade de tempo. Esse comportamento ja foi observado em extragdes supercriticas a
partir da planta Calendula officinalis (Lopez-Padilla et al., 2017).

Conforme Tabela 4.8, o valor de xx (concentracdo do soluto de dificil acesso) esta
aumentando com o acréscimo da vazdo e/ou de etanol nos sistemas SFE e PLE, indicando que
0 acréscimo gerado no rendimento total pode ser oriundo da solubilizacdo do soluto de dificil
acesso (Sovova, 1994). Esse fendmeno pode ser observado, principalmente, com a mudanca
de técnica de SFE para PLE, na qual os rendimentos totais das PLES sdo maiores do que os
das SFEs, conforme discutido em outras se¢des.

A Figura 4.19 apresenta a curva cinética de extragcdo e 0s ajustes matematicos dos
modelos de Cranck (1975), Sovova (1994) e Martinez et al. (2005) para o caso do ponto SFE,
15 MPa, 40 °C, 35%, 1 mL/min. Neste ponto, percebe-se uma razoavel aproximacao dos
dados gerados a partir dos modelos de Sovova (1994) e Martinez et al. (2005) aos dados

experimentais, enquanto que o modelo de Cranck (1975) ndo obteve um bom ajuste.

SFE (15 MPa, 40 °C, 35%, 1 mL/min)

0,35
@ 0,3
80,25
K
g 0,2 & Experimental
§ 0,15 --—-= Cranck
% O e — e Martinez et al.
p= 0,05 Sovova

0 T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (min)

Figura 4.19 — Comparacéo entre os dados experimentais da SFE (15 MPa, 40 °C, 35%, 1
mL/min) e os ajustes do modelos de Crank, Martinez et al. e Sovova
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Em relagdo a Figura 4.20, a mesma ilustra a comparacdo entre a curva experimental
(SFE 20 MPa, 60 °C, 15%, 4 mL/min) e os modelos ajustados. Em conjunto com a Tabela
4.8, pode-se perceber que esse ponto apresenta, praticamente, 0s menores desvios dentre 0s
pontos avaliados. Da mesma forma, esse comportamento pode ser associado ao fato de que
extracOes com vazdes mais elevadas tendem a apresentar etapas CER mais bem definidas e

consequentemente melhores resultados no tocante ao modelo de Sovova (Galvéo, 2009).

SFE (20 MPa, 60 °C, 15%, 4 mL/min)

0,25
~ 0,2
=
©
B 0,15
E ’ & Experimental
3 ~-—~ Crank
S 01— _
9 e Martinez et al.
o] I
= 0,05 - Sovova

O T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (min)

Figura 4.20 — Comparacéo entre os dados experimentais da SFE (20 MPa, 60 °C, 15%, 4
mL/min) e os ajustes do modelos de Crank, Martinez et al. e Sovova

A Figura 4.21 apresenta a comparacao entre a curva experimental da extracdo PLE com
maior rendimento em massa (15 MPa, 80 °C e 1 mL/min) e os modelos avaliados.
Inicialmente, 0 modelo de Sovova (1994) foi projetado para extracdes supercriticas,
principalmente utilizando o gas carbénico como solvente. No entanto, esse modelo vem sendo
aplicado tanto em SFEs com cossolvente, conforme Liu et al. (2014); Melo et al. (2016) e

Moura et al. (2012), quanto em extraces com liquido pressurizado (Jesus et al., 2013).

Enio Rafael de Medeiros Santos, Setembro de 2017



Capitulo 4-Resultados e Discussdes 108

PLE (15 MPa, 80 °C, 100% EtOH, 1 mL/min)
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Figura 4.21 — Comparacéo entre os dados experimentais da PLE (15 MPa, 80 °C, 100%
EtOH, 1 mL/min) e os ajustes do modelos de Crank, Martinez et al. e Sovova

O modelo de Martinez et al. (2003) apresenta apenas dois parametros (Tabela 4.8), e de
forma geral, ajustou-se de forma boa quanto as curvas de extracdo. Esses parametros ndo
apresentam sentido fisico, principalmente o b; (Martinez et al., 2003). O modelo apresentou
desvios relativamente baixos, no entanto foram encontrados valores de ty; positivos e
negativos. Como esse parametro indica 0 momento em que a taxa de extracdo alcanca seu
valor maximo, quando o seu valor é negativo, percebe-se que a curva de extracdo apresenta
taxa decrescente desde 0 momento inicial do processo (Martinez et al., 2003).

Praticamente todos o0s experimentos avaliados apresentaram taxa decrescentes desde o
inicio do processo extrativo, conforme pode ser percebido na Tabela 4.8.

No entanto, o0 modelo de Crank (1975) ndo apresentou bons resultados (AARD entre
9,10% e 40,54%), conforme pode ser observado na Tabela 4.8. Nesse caso, 0 modelo seguiu
um certo padrdo, ja que a massa de extrato coletada foi superestimada no inicio do processo e
subestimada ao final do processo, conforme Figuras 4.19, 4.20 e 4.21. Esse comportamento
pode ser justificado pelas proprias limitacdes do modelo, ja que o mesmo considera que
qualquer processo de extracdo é controlado unicamente por difusdo, sem considerar 0s
mecanismos da conveccdo (Cavalcanti et al., 2016).

Quanto ao coeficiente de difusdo do soluto na particula (D), os valores obtidos estdo na
mesma ordem de grandeza dos coeficientes de difusdo em sélidos, no entanto, pode-se
concluir que esses valores ndo sdo confiaveis, tendo em vista 0s ajustes ruins e a ndo
consideracdo da convecgdo por parte do préprio modelo (Cavalcanti et al., 2016; Liu et al.,
2014).
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5. Conclusoes

Quanto as extragdes com fluido supercritico (SFE)

= A vazdo total da mistura solvente demonstrou ser importante no célculo da
solubilidade. Percebeu-se que na vazdo de 1 mL/min o solvente ja encontrava-se
saturado (em equilibrio) do soluto.

= Ao variar a concentragdo de cossolvente (etanol) de 5% para 45%, percebeu-se um
incremento significativo no rendimento de extracdo (de 0,18% para 1,03%) e na
solubilidade soluto-solvente (de 0,22x107 para 4,57x10° g./ga), haja vista a forte
presenca de compostos fendlicos polares na matriz sélida.

= Percebeu-se uma tendéncia ao aumento da atividade antioxidante e do teor de
compostos fendlicos com o aumento da concentracdo, temperatura e vazdo. Os
melhores valores encontrados para o teor de fendlicos totais (TFT) e para a atividade
antioxidante foram: 151,05 mg EAG/ge e 10,7 pug/mL.

= A etapa CER (0 — 60 min) destacou-se por apresentar 0 maior rendimento e maiores

concentracdo de trans-resveratrol e emodina.
Quanto as extra¢des com liquido pressurizado (PLE)

= Para a extracdo PLE com a utilizacdo de etanol, a temperatura demonstrou ser
significativa, enquanto que a pressao nao apresentou-se como significativa. O valor
de rendimento maximo obtido foi de 8,70 % a 80 °C e 15 MPa.

= Quanto a extracdo com solventes distintos, observou-se composicdes distintas para
solventes diferentes. O etanol destacou-se por alcancar um rendimento de 8,54% e
5,56 mg/g de concentracdo de trans-resveratrol, enquanto que o tolueno apresentou
a maior solubilidade em emodina (cerca de 57 mg/g de concentracéo).

= A extracdo sequencial demonstrou ser uma boa alternativa para a separacdo de
trans-resveratrol e emodina. Quanto ao efeito da temperatura, o rendimento variou
de forma acentuada (de 3,4 para 7,0%) com o aumento de 40 °C para 80 °C.

= Quanto a atividade antioxidante e o teor de fendlicos das PLEs, os melhores
resultados foram 4,74 pug/mL (ECso) e 143,46 mg EAG/ge (TFT), nas condigdes de
25 MPa, 80 °C e 15MPa e 40 °C, respectivamente.
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Quanto a extracdo com utilizagcdo de micro-ondas (MAE)

= A extragdo com micro-ondas apresentou resultados promissores quanto a atividade
antioxidante (ECso =3,48 pg/mL), ao teor de fendlicos (TFT = 130,67 mg EAG/ge) e
ao baixo tempo de operagéo (30 min).

Quanto a discussdo entre as técnicas convencionais e pouco convencionais

= No tocante a discussao entre as técnicas, as extracbes com fluidos pressurizados
(SFE e PLE) destacaram-se pela combinacdo de polaridades e seletividade (SFE) e
pelo rendimento (PLE), enquanto que a MAE apresentou extratos com o6tima
atividade antioxidante, tempo de extracdo e razdo S/F. Quanto a extracdo sequencial,
pode-se afirmar que foi possivel a separacéo e isolamentos de compostos a partir de
processos pressurizados em sequéncia. Basicamente, a extracdo Soxhlet apresentou-
se como uma referéncia para as demais, enquanto que a LPSE apresentou 0s piores
resultados (1 mg/g de trans-resveratrol; ECso de 60 pg/mL e TFT de 75 mg
EAG/g.).

Quanto a aplicacéo da precipitacdo com anti-solvente

= ApOs 0 processo de precipitacdo e secagem, cerca de 100% da emodina presente nos
extratos foi retirada, enquanto que o resveratrol reduziu de 3,42 para 2,80 mg/g para

a extracao MAE.

Quanto a modelagem cinética

= De forma geral, os modelos de Martinez e Sovova apresentaram desvios maximos
(AARD%) de 5,95 e 4,23%, respectivamente. O aumento da vazdo total e o
acréscimo de etanol na mistura solvente ocasionaram um aumento no Kga. O
modelo de Cranck apresentou alto desvio maximo (40,54%) atribuido a néo

consideracdo dos efeitos convectivos no processo extrativo.
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7. Anexos

Anexo A — Foto da unidade da extracdo com liquido pressurizado

Figura 7.1 — Unidade de extracdo com liquido pressurizado (PLE)
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Anexo B — Quantidade de reagente e solvente para a quantificacdo do teor

de fendlicos totais nos extratos da Rumex acetosa

Tabela 7.1 — Planilha contendo os volumes utilizados de cada solvente e reagente para 0s

ensaios reacionais com os extratos da Rumex acetosa

_ Volume do
Concentragédo final ~ Volume de solugéo Volume de Volume de
B ) reagente
das solucdes dos de amostraa 1,0 solucéo de agua Eoli
olin-
extratos mg/mL Na,CO3 a 15% destilada )

Ciocalteu

50,0 pg/mL 500 pL 600 puL 8700 pL 200 puL

100,0 pg/mL 1000 pL 600 uL 8200 uL 200 uL

200,0 pg/mL 2000 pL 600 uL 7200 pL 200 uL
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Anexo C — Dados de entrada para a modelagem utilizando o software

Tecanalysis.

Tabela 7.2 — Dados de entrada utilizados no ajuste das curvas cinéticas de extragdo referentes

a SFE nas condigdes 20 MPa / 60 °C / 15% / 4 mL/min

) Tempo | Massa acumulada
SFE 20 MPa /60 °C/ 15% / 4 mL/min
(min) (9)

Temperatura (K) 333,15 0 0
Porosidade Leito 0,41 10 0,0509
Rendimento (Massa extrato./Matéria-prima) 0,0078 25 0,1058
Densidade do sélido (g/cm®) 0,73 40 0,1347
Densidade do Solvente (g/cm®) 0,74 60 0,1644
Vazéo de solvente (g/min) 3,88 80 0,1808
Altura do leito (cm) 10,23 100 0,1939
Diametro do leito (cm) 2,16 120 0,2049
Diametro da particula (cm) 0,142 140 0,2147
Massa de matéria prima () 30,0323 160 0,2239
Solubilidade (g/g) 0,0044 180 0,2335
Viscosidade do solvente (g/cm.min) 0,06
Numero de pontos da curva cinética 11

Tabela 7.3 — Dados de entrada utilizados no ajuste das curvas cinéticas de extracdo referentes

a SFE nas condigdes 15 MPa / 40 °C / 35% / 1 mL/min

Tempo | Massa acumulada
SFE 15 MPa /40 °C/ 15% /1 mL/min

(min) (9)
Temperatura (K) 313,15 0 0
Porosidade Leito 0,41 10 0,0395
Rendimento (Massa extrato/Matéria-prima) 0,0107 25 0,1142
Densidade do sélido (g/cm®) 0,73 40 0,1580
Densidade do Solvente (g/cm®) 0,86 60 0,1949
Vazdo de solvente (g/min) 0,86 80 0,2233
Altura do leito (cm) 10,23 100 0,2501
Diametro do leito (cm) 2,16 120 0,2718
Diametro da particula (cm) 0,142 140 0,2917
Massa de matéria prima () 30,005 160 0,3084
Solubilidade (g/g) 0,0045 180 0,3219
Viscosidade do solvente (g/cm.min) 0,06
Numero de pontos da curva cinética 11
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Tabela 7.4 — Dados de entrada utilizados no ajuste das curvas cinéticas de extragao referentes
a PLE nas condigdes 15 MPa /80 °C / EtOH / 1 mL/min

Tempo | Massa acumulada
PLE 15 MPa /80 °C/EtOH /1 mL/min

(min) (9)
Temperatura (K) 353,15 0 0
Porosidade Leito 0,41 10 0,4785
Rendimento (Massa extrato/Matéria-prima) 0,0870 25 0,9303
Densidade do s6lido (g/cm®) 0,73 40 1,1657
Densidade do Solvente (g/cm®) 0,8 60 1,4170
Vazéo de solvente (g/min) 0,8 80 1,6055
Altura do leito (cm) 8,5 100 1,7598
Diametro do leito (cm) 2,16 120 1,8872
Diametro da particula (cm) 0,142 140 1,9943
Massa de matéria prima () 25,0026 160 2,0912
Solubilidade (g/g) 0,048 180 2,1766
Viscosidade do solvente (g/cm.min) 0,06
Numero de pontos da curva cinética 11

Enio Rafael de Medeiros Santos, Setembro de 2017



