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RESUMO

Os processos de desenvolvimento, producdo e utilizagdo de produtos derivados de
origem natutal com propriedades bioativas t€ém chamado atengao, especialmente devido as suas
aplicagdes nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Dentre esses processos, a
tecnologia que usa fluidos pressurizados vem sendo muito estudada, tendo como principal
vantagem o apelo de ser uma tecnologia limpa e de alta seletividade, sobretudo quando se utiliza
didxido de carbono supercritico. Relatos da aplica¢do dessa tecnologia para extragao a partir da
planta Phyllanthus amarus sdo muito escassos, mas a mesma ¢ necessaria tanto para a obtengao
de extratos livres de solventes toxicos quanto pela possibilidade de obtencdo de extratos
enriquecidos em compostos bioativos. Tendo em vista que as lignanas sdo os compostos de
maior interesse dessa planta pela acdo farmacologica, este projeto teve como objetivo a
obtencdo de extratos ricos em lignanas a partir da espécie P. amarus utilizando fluidos
pressurizados como solventes. A proposta foi realizar extragdes: i. por liquidos pressurizados
(Pressurized Liquid Extraction - PLE), utilizando agua e etanol como solventes, avaliando o
efeito da temperatura e comparando com um método de extragdo a baixa pressao com dispersor
UltraTurrax (Extragdo com Ultra-Turrax - EUT); ii. por fluidos supercriticos (Supercritical
Fluid Extraction — SFE) utilizando didxido de carbono (CO2) como solvente (SFE1) e avaliando
o efeito da temperatura, da pressdo e da adicdo de cossolvente (SFE2). A andlise por
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas foi utilizada para a identificagao
dos compostos presentes nos extratos obtidos por PLE e EUT, e a quantificagdo das lignanas
filantina e nirantina nos extratos obtidos por todos os métodos foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Performance com Detector de Arranjo de Diodos. Para as melhores condi¢des
de extragdo foram realizadas as estimativas de custo de manufatura (COM). Dos resultados
obtidos, verificou-se que etanol 50% em agua (v/v) foi o melhor solvente para extrair maiores
quantidades de ambas as lignanas da matéria-prima, pelos métodos PLE e EUT. Contudo, o uso
de etanol absoluto como solvente levou a extratos mais concentrados em filantina e nirantina.
A temperatura nao foi significativa na PLE no intervalo estudado. Nos processos de SFE,
verificou-se que a temperatura e a pressao foram parametros significativos para a extragao de
lignanas por SFE1 mas ndo por SFE2. O uso de cossolvente na SFE2 provocou um aumento na
quantidade de lignanas obtidas a partir da matéria-prima em comparacdo com a SFE1, mas
diminuiu a seletividade do processo, ja que para a SFE2 a concentragdo de lignanas no extrato
ficou entre 2,5 e 4,0%, enquanto na SFE1 foi de 25 a 35%. Verificou-se que o custo da matéria-

prima representa mais de 90% do COM dos processos estudados. Os valores de COM dos



processos PLE e SFE2 foram menores que o de SFE1. No entanto, na melhor condigdo de SFE1
se obtém extratos 9 e 17 vezes mais puros que os obtidos nas melhores condi¢cdes de SFE2 e
PLE, respectivamente.

Palavras-chave: extracdo com fluido supercritico, extragdo com liquido pressurizado,

lignanas, filantina, nirantina.



ABSTRACT

The processes of development, production and use of natural products with bioactive properties
have attracted attention in the food, pharmaceutical and cosmetic industries. Among these
processes, the technology that uses pressurized fluids has been largerly studied. However,
reports of the application for extraction from Phyllanthus amarus are rare, but it is necessary to
obtain extracts free of toxic solvents (clean technology) and with a higher concentration of the
bioactive compound (high selectivity) when compared to conventional techniques. Considering
that lignans are the major bioactive compounds of this plant, this work had the objective of
obtaining extracts rich in lignans from P. amarus using pressurized fluids as solvents. The
proposal was to perform extractions: i. By Pressurized Liquid Extraction (PLE), using water
and ethanol as solvents, evaluating the effect of temperature and comparing with a low-pressure
extraction method (Ultra-Turrax Disperser Extraction - EUT); ii. Supercritical Fluid Extraction
(SFE) using carbon dioxide as solvent (SFEIl) and evaluating the effect of temperature,
pressure, and the addition of cosolvent (SFE2). The analysis of Gas Chromatography - Mass
Spectrometry was used to identify the compounds present in the extracts obtained by PLE and
EUT. The quantification of phyllanthin and niranthin in the extracts was performed by High-
Performance Liquid Chromatography with a Diode-Array Detector. The estimative of the Cost
of Manufacturing (COM) were performed for the best extraction conditions. It was verified that
ethanol 50% (v / v) was the best solvent to extract larger quantities of both lignans of the raw
material, by the PLE and EUT methods. However, the use of absolute ethanol as solvent leads
to extracts with higher concentrations of phyllanthin and niranthin. The temperature was not
significant in PLE. In SFE processes, it was found that temperature and pressure are significant
parameters for the extraction of lignans by SFE1 but not by SFE2. The use of cosolvents in
SFE2 caused an increase of lignans obtained from raw material compared to SFEI but
decreased the selectivity of the process, since the concentration of lignans in the SFE2 extract
was between 2.5 and 4.0% while it was 25 to 35% for SFE1. It was verified that the cost of the
raw material represents more than 90% of the COM of the processes studied. The COM values
of PLE and SFE2 were lower than that of SFE1. However, in the best SFE1 condition, the
obtained extracts are 9 and 17 times richer than those obtained under the best conditions of
SFE2 and PLE, respectively.

Key words: supercritical fluid extraction, pressurized liquid extraction, lignans, phyllanthin,

niranthin.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nao ¢ recente o interesse na utilizacdo de espécies vegetais com propriedades
terapéuticas na medicina popular. Entretanto, grande parte da riqueza desse material vegetal
nao tem sido completamente avaliada em estudos fitoquimicos e farmacoldgicos. Mesmo que,
no ambito industrial, a utilizacdo das espécies vegetais ja ocorra no preparo de um amplo
espectro de produtos, como extratos e seus derivados e compostos isolados, onde se tem o uso
direto destes principios (TERAMOTO et al., 2008), muito ainda deve ser investigado acerca
dos compostos bioativos presentes nesses materiais, buscando sua maior aplicagdo em produtos
farmacéuticos, cosméticos e alimenticios.

O género Phyllanthus compreende cerca de 750 espécies, muitas das quais sdo de
interesse farmacoldgico. As plantas desse género sdo muito utilizadas na medicina popular para
tratar os rins e distirbios urindrios, infec¢des intestinais, diabetes e hepatite B (ARUNA
KUMAR et al., 2010; CALIXTO et al., 1998; EZURUIKE; PRIETO, 2013; KUMARAN;
JOEL KARUNAKARAN, 2007; PATEL et al., 2011; SPRENGER; CASS, 2013; YUANDANI
etal., 2013). Phyllanthus spp. faz parte da “Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS” (Renisus), uma lista de plantas medicinais criada pelo Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude. A finalidade da lista ¢ orientar estudos e
pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da relagdo de fitoterdpicos disponiveis para uso
da populagdo, com seguranca e eficacia para o tratamento de determinada doenca (BRASIL,
2009).

Dentre essas espécies estd a Phyllanthus amarus, conhecida popularmente no Brasil
como quebra-pedra, arrebenta-pedra ou erva-pombinha. Esta espécie € rica em lignanas, um
grupo de compostos farmacologicamente ativo. Quimicamente as lignanas pertencem a uma
classe de metabdlitos secundarios de plantas produzidas pela dimerizagdo oxidativa de duas
unidades de fenilpropandide com uma enorme diversidade de estruturas.

Das varias classes de compostos quimicos presentes na planta P. amarus, as
lignanas foram uma das primeiras classes a serem descritas, sendo que nirtetralina,
hipofilantina, filantina, filtetralina e nirantina, foram identificadas hd mais de uma década
(KASSUYA et al., 2006). De acordo com Patel et al. (2011), também ja foram encontrados na
planta alcaloides, flavonoides, taninos hidrolisaveis, triterpenos e esterdis.

Sao atribuidas aos extratos e compostos isolados de P. amarus diversas atividades
famacolégicas (KHATOON et al., 2006; PATEL et al., 2011), tais como: antidiabética
(ADENEYE, 2012), antimicrobiana (MAZUMDER; MAHATO; MAZUMDER, 2006),
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antioxidante (KUMARAN; JOEL KARUNAKARAN, 2007; LIM; MURTIJAYA, 2007
MAHOMOODALLY; MUTHOORA, 2014; MAITY et al., 2013a), antiviral (NOTKA;
MEIER; WAGNER, 2004; RAVIKUMAR et al., 2011), anti-inflamatéria (KASSUYA et al.,
2005, 2006), antialodinica! (KASSUYA; SILVESTRE; REHDER, 2003), anticincer e
hepatoprotetora (CHIRDCHUPUNSEREE; PRAMYOTHIN, 2010).

Na ultima década, algumas pesquisas realizadas no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) e no Instituto de Biologia (IB) da
UNICAMP tém demonstrado promissora atividade esquistossomicida de extratos e fra¢des
dessa espécie, sobretudo pela agdo das lignanas, resultado importante do ponto de vista social,
uma vez que a esquistossomose ¢ uma das chamadas doengas negligenciadas, com poucos
estudos de produgdo de novos farmacos (OLIVEIRA, 2012).

Para a extracdo dos diversos compostos presentes na espécie Phyllanthus amarus,
varios métodos podem ser utilizados. A literatura apresenta métodos de extragdo de compostos
bioativos a partir de matrizes vegetais desde os mais convencionais, como extracao a baixa
pressdo com solventes organicos (MAITY et al., 2013a; SPRENGER; CASS, 2013), as
tecnologias mais recentes, como extracdo assistida por ultrassom (SAHIN; SAMLI, 2013;
WANG et al., 2013), extragdo assistida por microondas (LI et al., 2012; MARAN et al., 2013),
a extracdo com liquidos pressurizados (PLE — Pressurized Liquid Extraction) (LUTHRIA,
2012; MACHADO et al., 2015a; PAES et al., 2014; SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2012a) e
a extracdo com fluido supercritico (SFE — Supercritical Fluid Extraction) (BARRALES;
REZENDE; MARTINEZ, 2015; DE AGUIAR et al., 2014; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; PASQUEL REATEGUI et al., 2014). Azmir et al. (2013) e Wijngaard et al.
(2012) realizaram uma extensa revisdo sobre estes e outros métodos de extracdo de compostos
bioativos presentes em materiais vegetais.

Dentre estas técnicas, a PLE e a SFE, que utilizam fluidos a altas pressdes como
solventes de extracao, t€ém merecido muita aten¢ao nas ultimas décadas. A utilizacao destes
fluidos pressurizados permite uma melhora da solubilidade dos compostos a serem extraidos,
bem como uma aceleracdo da cinética de dessor¢do destes compostos da matriz vegetal
(RICHTER et al., 1996). Nestes métodos, os solventes, preferencialmente ndo-toxicos, sao
escolhidos com base nas caracteristicas de solubilidade do soluto desejado. O ideal seria
conseguir atingir uma substancia mais pura possivel e ter alta solubilidade do soluto no

solvente, enquanto outros componentes da matriz sélida permanecessem insoliveis. No

! Allodynia é uma disfungdo da atividade cerebral que se manifesta como uma sensacio de dor quando, normalmente, o
estimulo ndo ¢ doloroso (toque, calor, frio, entre outros).



INTRODUCAO GERAL

entanto, mesmo que na pratica o processo nao ocorra idealmente, a escolha do solvente ¢ muito
importante. E com o solvente de trabalho definido, suas propriedades fisico-quimicas
(densidade, difusividade, viscosidade e constante dielétrica) podem ser controladas pela
variacdo da pressdo e da temperatura do sistema de extracdo. Deste modo, o poder de
solubilizagdo e a seletividade desse solvente podem ser eficazmente monitorados (PRONYK;
MAZZA, 2009).

A desvantagem usualmente relatada em estudos com SFE e PLE ¢ o alto custo de
investimento inicial. Muitas empresas e investidores consideram estas técnicas muito caras
devido aos custos elevados de investimento em comparagdo com equipamentos classicos de
baixa pressdo, restringindo o uso desta tecnologia para produtos de alto valor agregado
(PERRUT, 2000). No entanto, os custos operacionais sao baixos, justificando a sua utilizagao.
Além disso, o custo da matéria-prima ¢ um fator limitante quando nao se trabalha com
reaproveitamento de residuos. De acordo com Albuquerque e Meireles (2012) o custo da
matéria-prima ¢ a maior influéncia para o custo de producao (COM), sendo até 80% do Custo
de Manufatura (COM) ao executar processos que envolvem tecnologia supercritica.

Diante das vantagens apresentadas para as técnicas PLE e SFE e tendo em vista as
possiveis limitagdes em termos de custos, € necessario que estas técnicas sejam avaliadas para

a extra¢ao de compostos bioativos presentes em P. amarus.
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OBJETIVOS

Tendo em vista o que foi apresentado, o objetivo principal deste projeto foi obter
extratos ricos em lignanas a partir da espécie Phyllantus amarus utilizando fluidos
pressurizados.

Entre os objetivos especificos, tem-se:

= Realizar a técnica de extragdo com liquidos pressurizados (Pressurized Liquid
Extraction — PLE), utilizando etanol e 4gua como solventes;

= Avaliar a influéncia da temperatura e do tipo de solvente nos extratos obtidos por PLE;

» Realizar as técnicas de extracdo com fluidos supercriticos (Supercritical Fluid
Extraction — SFE) com e sem cossolvente;

» Avaliar a influéncia da temperatura e da pressao nos extratos obtidos por SFE;

* Analisar por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-EM)
todos os extratos obtidos para identificar as lignanas presentes;

» Quantificar as lignanas filantina e nirantina por HPLC-DAD;

= Estimar o custo de manufatura nas melhores condi¢des de extracao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Metabdlitos secunddarios e compostos fendolicos

Diversas partes das plantas, como raiz, caule e folhas, podem conter substancias
bioativas denominadas metabdlitos secundarios, que estdo envolvidos em muitos processos
fisiologicos, particularmente naqueles que respondem ao estimulo ambiental. Neste grupo de
metabolitos estdo compostos nitrogenados (alcaloides, aminas, aminoacidos, glicosinolatos,
entre outros) € nao nitrogenados, como os terpenoides, saponinas e compostos fendlicos
(flavonoides, antocianinas, taninos, acidos fenoélicos, lignanas) (WINK, 2004).

Os compostos fendlicos sdo uma classe bastante abundante e sua concentragao nas
plantas depende da variedade, clima, solo e condi¢des de cultivo. Eles sdo derivados das vias
pentose fostato, chiquimato e fenilpropanoides em plantas e exibem uma vasta gama de
propriedades bioativas, tais como antialérgicos, anti-inflamatorios, antimicrobianos,
antioxidantes, antitrombotico, cardioprotetor, entre outros.

Os compostos fendlicos podem ser classificados com base na sua estrutura basica
da seguinte forma: Cs (fenodis simples e benzoquinonas), Cs-Ci (dcidos fendlicos), Cs-C2
(acetofenonas e 4cidos fenilacético), Cs-C3 (4cidos hidroxicindmicos, cumarinas,
fenilpropenos, e cromonas), Cs-C4 (naftoquinonas), Cs-C1-Cs (xantonas), Cs-C2-Cs (estilbenos
e antraquinonas), Ce-cicloalquilo C3-Cs (flavonoides e isoflavonas), (Ce-Ci)2 (taninos
hidrolisaveis), (Cs-C3)2 (lignanas), (Cs-cicloalquilo C3-Cs)2 (biflavonoides), (Cs-C3)n (ligninas),

(Cé)n (melaninas catecol), e ( Cs-cicloalquilo C3-Ce)n (taninos condensados).

2.2 Lignanas

Pela defini¢do cléssica criada em 1936, as lignanas sdo compostos formados pela
unido de duas unidades de fenilpropanoide pela ligagdo 8-8 (Figura 1) (HAWORTH, 1942).
Como um grande nimero de outros fenilpropanoides diméricos (ou até oligoméricos) nao
poderiam ser classificados de acordo com esta defini¢do, foi criado termo “neolignana” para
incluir outros modos de acoplamento. Posteriormente, para adicionar ainda mais a esta
complexidade, o termo oxineolignana também foi criado para incluir mais tipos de ligagoes.

O uso continuo dos termos lignanas, neolignanas e oxineolignanas resultou em
inconsisténcias graves de nomenclatura, sendo necessario assumir que o termo geral "lignana"

passasse a abranger todas as lignanas da defini¢do cléssica, as neolignanas e as oxineolignanas,
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independentemente da sua composi¢io monomérica e dos tipos de ligagio (VASSAO et al.,

2010), mas havendo a divisao em diversas classes.

Figura 1. Esquema de uma lignana pela defini¢do classica.

Dos varios tipos conhecidos de lignanas, no entanto, aquelas formadas pela ligacao
8-8' parecem ser as mais difundidas na natureza com base em dados quimiotaxondmicos atuais.
Elas também podem ser subdivididas em furofuranas, tetra-hidrofuranas, diarilbutanas,
diarilbutirolactonas, ariltetrahidronaftalenas (ou tetralinas), arilnaftalenas e dibenzociclo-
octadienos. As estruturas basicas das classes mais comuns estdo apresentadas na Figura 2.
Alguns exemplos de lignanas dessas quatro classes sdo mostrados na Tabela 1, com suas

respectivas fontes vegetais.

. o)
o}
o)
Furofuranas Arilnaftalenas
o)
o}
Diarilbutanas Tetralinas

Figura 2. Estruturas bésicas das principais classes de lignanas.
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Tabela 1. Lignanas de diferentes classes encontradas em diversas espécies.

Lignana Classe Fontes
Sesamina
<O
o)
o Sesamin indicum
Furofurana
o Zanthoxylum spp
O>
o)
Podofilotoxina
/H3C
o
CH, Tetralina e Podophyllum spp
\
(o] e wll|OH
HyC—O s
N
Piroresinol
HO
o Sambucus williamsii
H,CO ", O e Fucommia ulmoides
i, Furofurana e Phyllanthus oxyPhylluS
am o Phyllanthus reticulares
o Linum usitatissimum
0 "'/,/// OH
OCHs
Secoisolariciresinol
OH4C
oH o Linum usitatissimum
Diarilbutana o Phyllanthus niruri

H,CO

o Phyllanthus oxyphyllus




REVISAO BIBLIOGRAFICA

Lignana Classe Fontes
Acido junaftoico
OH
<O
o)
COH : .
2 Naftalena e Juniperus sabina
H3CO OCHj
OCHs

Justicidina A

o
/\O
0 Naftalena
0
-
o
o

o

~

Justicia spp

Garecinia subelliptica Merr
Phyllanthus myrtifolius
Phyllanthus oligospermus
Hplophyllum tuberculatum
Phyllanthus acuminatus

Justicidina B

o]

__—\O

Justicia spp
Garcinia subelliptica Merr
Phyllanthus myrtifolius
Phyllanthus oligospermus
Hplophyllum tuberculatum

H3C/ Phyllanthus acuminatus

Naftalena

Lariciresinol

Ho Q OCH, Pteris vittata
Q\/S)WU Furofurana Sesamin indicum
Linum usitatissimum
HyCO OH
HO
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Lignana Classe Fontes
Filantina
H3CO
HsCO
. Phyllanthus amarus
Diarilbut o
larributana Phyllanthus discoideus
OCHj
Nirantina
Diarilbutana Phyllanthus amarus
OCHj
5-demetoxi-nirantina
\\\\
° o \\\OCHS
<i OCHj
o)
Diarilbutana Phyllanthus amarus
Phyllanthus urinaria
OCHj
OCHj
Hipofilantina
Tetralina Phyllanthus amarus

OCH;
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Lignana Classe Fontes

Filtetralina

HyCO

\\\\\\\\\

OCH,4

OCHj
HaCO :
E Tetralina Phyllanthus amarus
OCHj
OCHj
Nirtetralina
ocH, = Tetralina Phyllanthus amarus
OCH
OCHs
5-demetoxi-nirtetralina
\\\\
0 o \OCH3
< OCH;,
O -
E Tetralina Phyllanthus amarus

OCH,

OCH,

As lignanas estdo, na sua maioria, presentes na natureza sob a forma livre, sendo
amplamente distribuidas no reino vegetal e encontradas em espécies que pertencem a mais de
70 familias (UMEZAWA; DAVIN; LEWIS, 1991).

As plantas do género Phyllanthus sdo fontes bastante ricas em lignanas. Segundo
Nabhar et al. (2012), cerca de 50 lignanas diferentes pertencentes as classes diarilbutanas,
diarilbutirolactona, tetralina e arilnaftalenas t€m sido relatadas em pelo menos 11 espécies de
Phyllanthus.

Para a Phyllanthus niruri, por exemplo, ja foram identificadas as lignanas:

secoisolintetralina, 2,3-demetoxiseco-isolintetralina, demetilenedioxinirantina, hinoquinina,
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hidroxinirantina, nirfilina isolintetralina, linantina, lintetralina neonirtetralina, filnirurina, seco-
4-hidroxilintetralina, secoisolariciresinol trimetil éter. Ja a Phyllanthus urinaria tem as lignanas
dextrobursehernina, heliobuftalmina lactona, urinalignana, urinatetralina e virgatusin. Nos
extratos e fracdoes de Phyllanthus amarus ja foram identificadas sete lignanas: filantina,
nirantina, 5-demetoxi-nirantina, hipofilantina, filtetralina, nirtetralina e 5-demetoxi-nirtetralina.
(HANH; SINCHAIPANID; MITREVEJ, 2013; KASSUYA; SILVESTRE; REHDER, 2003;
LEWIS; DAVIN, 1999; NAHAR; SARKER; DELAZAR, 2012; PATEL et al., 2011).

A classe das furofuranas, apesar de ser a mais abundante na natureza, apresenta
poucos representantes no género Phyllanthus. Por exemplo, o pinoresinol (que ¢ a lignana
majoritaria na linhaga e também presente no gergelim) ¢ encontrado apenas nos extratos de P.
oxyphyllus e P. reticulares (GERSTENMEYER et al., 2013; NAHAR; SARKER; DELAZAR,
2012).

2.3 Phyllanthus amarus Schum & Thonn
2.3.1 Generalidades sobre a espécie

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 317 géneros e 8000 espécies (WEBSTER,
1994). O maior e o mais diversificado género desta familia ¢ o Phyllanthus, que ¢ dividido em
diversos subgéneros e compreende cerca de 750 espécies, sendo encontrado largamente
distribuido em regides tropicais e subtropicais do planeta (TORRES; CORDEIRO;
GIULIETTI, 2003). O nome Phyllanthus vem do grego Phyllon (folha) e anthos (flor), em
referéncia as flores produzidas em ramos que se assemelham a folhas compostas.

E frequente a confusdo na identificacio das espécies do género Phyllanthus por ele
ser um muito complexo (CALIXTO et al., 1998). P. amarus, por exemplo, ¢ constantemente
confundida com P. niruri, mas as inflorescéncias bissexuais com duas flores e os estames
completamente unidos identificam a espécie P. amarus.

P. amarus (Figura 3), conhecida popularmente no Brasil como quebra-pedra,
arrebenta-pedra ou erva-pombinha, ¢ um arbusto de cerca de 60 cm de altura, ereto, com caule
cilindrico, cinéreo-esverdeado a verde-avermelhado, disperso a densamente ramificado (DA
SILVA; DE SALES, 2004). Em regides tropicais a planta cresce espontaneamente em lugares

umidos, rochosos, de preferéncia ricos em calcareo (UNANDER et al., 1993).
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Figura 3. Phillanthus amarus Schum & Thonn.

2.3.2 Medicina popular, estudos farmacologicos e clinicos

O nome popular “quebra-pedra” se origina do uso do chd das folhas para tratar
calculo renal, mas diferentes partes da planta demonstram uma variedade de atividades
terapéuticas. As folhas sd3o também diuréticas, expectorantes e estimulantes da sudorese. As
sementes sdo carminativas, laxativas, adstringentes para o intestino, tonicos para o figado e
diuréticas, além de serem usadas no tratamento de dor de ouvido, ascite (barriga d’agua) e gripe.
A raiz fresca tem sido usada no tratamento da ictericia (KHATOON et al., 20006).

A espécie P. amarus apresenta diversos compostos bioativos além das lignanas
(citadas na Secdo 2.2), tais como: alcaloides, flavonoides, taninos hidrolisaveis, triterpenos e
esterdis (CALIXTO et al., 1998; PATEL et al., 2011; SPRENGER; CASS, 2013). Sousa et al.
(2016) estudaram a extracdo de compostos bioativos de P. amarus por trés métodos e
encontraram em todos eles: acido galico, acido carboxilico brevifolina, acido mucico, acido
mucico lactona, trés flavonoides (quercetina-3-O-hexosideo, narirutina e niruriflavona), além
de trés alcaloides (niruroidina e dois isdmeros) e trés lignanas (virgatusina, filantina e
nirantina).

O grande interesse farmacoldgico em relagdo a espécie se deve as suas diversas
atividades biologicas. Londhe et al. (2009), em estudos sobre propriedades radioprotetoras de
polifendis (taninos e flavonoides) isolados de P. amarus, evidenciaram que, dentre os
compostos testados, a elagitanina apresentou maior atividade.

O efeito antilitico (que evita a formagao de calculos) foi estudado para P. niruri
(espécie que também ¢ conhecida como quebra-pedra) e os resultados apontaram para uma agao
preventiva na deposi¢do de cristais de oxalato de calcio (BARROS; SCHOR; BOIM, 2003;

NISHIURA et al., 2004). Devido a semelhancga entre as duas espécies, € como P. amarus €
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usada na medicina popular para evitar a formagdo de calculos, o efeito antilitico também deve
ser uma de suas propriedades.

Os extratos aquosos e etandlicos de P. amarus foram também testados quanto a
capacidade de inibi¢ao da replicagdo do HIV-1 in vitro e in vivo. Os resultados revelaram o
poder antiviral dos extratos de P. amarus, que tém potencial para serem inseridos na
quimioterapia das infecgdes por HIV (NOTKA; MEIER; WAGNER, 2003, 2004).

De acordo com Mazumder et al. (2006), o extrato metandlico de P. amarus possui
atividade antibacteriana, especialmente contra microrganismos gram-negativos. Esse estudo
sugere a utilizagdo da planta em infec¢des disentéricas e diarreicas.

Leite et al. (2006) sugeriram em seu trabalho que os extratos de P. amarus revertem
a resisténcia a multiplas drogas (Multi-Drugs Resistance - MDR). A MDR ¢ um caso de
resisténcia adquirida, observada em células tumorais, que consiste na auséncia de resposta aos
quimioterapicos. Segundo os autores, os extratos de P. amarus sdo agentes de inversdo da
MDR, principalmente devido a sua capacidade de sinergia aos agentes quimioterapéuticos
convencionais.

Kumaran e Karunakaran (2007) avaliaram a atividade antioxidante dos extratos
metanolicos de cinco espécies do género Phyllanthus, incluindo a P. amarus, por varios
métodos. Em geral, os extratos mostraram forte atividade antioxidante quando comparados com
os padroes BHT e acido ascorbico e houve forte correlacdo entre a atividade testada e o teor de
compostos fendlicos totais. Essa atividade também foi verificada por Maity (2013) pelos
mesmos métodos, mas com extratos hidroetanélicos, o que reforca a indicagdo de utilizagdo dos
extratos de P. amarus na prevencao de doencgas associadas ao estresse oxidativo.

Adeneye (2012) investigou o mecanismo de atuacao do extrato aquoso de folhas e
sementes de P. amarus em hiperglicemia induzida e em dislipidemia (presenga de niveis
elevados ou anormais de lipidios e/ou lipoproteinas no sangue) como um modelo experimental
de diabetes mellitus (DM) resistente a insulina. Os resultados deste estudo mostraram que os
extratos de P. amarus controlam a resisténcia a insulina da DM, tendo potencial para serem
utilizados na gestdo local da DM. Resultado similar foi encontrado por Mahomoodally e
Muthoora (2014), que observaram que os extratos de P. amarus exibem efeitos anti-
hiperglicémicos promissores (atividade inibidora significativa contra a-amilase e a-glucosidase
in vitro). Além disso, nesse estudo se verificou que os extratos possuiam elevada atividade

antioxidante, uma propriedade que € muitas vezes desejavel em plantas com agao anti-diabética,
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jé& que isso colabora para a redugdo das complicagdes tardias da diabetes induzida por estresse
oxidativo.

Oliveira (2012) descobriu que os extratos e fragcdes de P. amarus apresentam
também atividade esquistossomicida sobre o Schistosoma mansoni, linhagem BH. Em seu
trabalho observou que, apesar das lignanas filantina e nirantina separadamente ndo terem
apresentado atividade esquistossomicida in vitro, foram testadas também in vivo e verificou-se
que a associagao filantina + nirantina (1:1 m/m) foi efetiva, assim como os extratos e fragoes.
Essa atividade ¢ importante de ser detectada, uma vez que a esquistossomose ¢ uma
enfermidade que acomete milhdes de pessoas em todo o mundo e compde o grupo de Doencas
Negligenciadas. Esse termo se refere as doencas consideradas endémicas em populagdes de
baixa renda que apresentam indicadores elevados e investimentos reduzidos em pesquisas,
producdo de medicamentos € em seu controle. Além da esquistossomose, estdo nesse grupo a
malaria, a doenga de Chagas, a doenca do sono (tripanossomiase humana africana), a
leishmaniose visceral, a filariose linfatica e a dengue.

Assim, nas ultimas décadas tem sido descoberto que as lignanas sdo as responsaveis
pela maior parte das atividades biologicas reportadas para a espécie, sendo filantina e nirantina

duas das mais bioativas.

2.3.2.1 Filantina

Filantina (C24H340¢) (Tabela 1) ¢ o maior componente bioativo isolado dos extratos
de P. amarus. E um solido cristalino de massa molecular 418,5 g/mol, estavel no estado sélido
em solucdo, em um intervalo grande de pH (1,07 a 10,02) e com elevada temperatura de
decomposicao (200 °C) (HANH; SINCHAIPANID; MITREVEJ, 2013). Assim, pode ser
obtida por diversas condi¢des experimentais de extracdo sem que a instabilidade térmica seja
um limitante.

Diversos estudos tém demonstrado que a filantina tem atividades farmacologicas
interessantes. E reportado que ela e a hipofilantina reduzem a hepatotoxicidade induzida por
tetracloreto de carbono (CCls) e galactosamina em ratos (KHATOON et al., 2006;
SYAMASUNDAR et al., 1985). J4 o efeito hepatoprotetor em relagdo as injarias induzidas por
etanol foi investigado por Chirdchupunseree e Pramyothin (2010). Nesse estudo, verificou-se
que a filantina restaurou a capacidade antioxidante de hepatdcitos em ratos, sugerindo o efeito

hepatoprotetor dessa lignana contra o estresse oxidativo induzido pelo etanol que causava danos
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as células do figado. Além disso, a atividade foi maior para a filantina do que para a
hipofilantina.
Krithika et al. (2009) estudaram a atividade antioxidante (in vitro com radical
DPPH) e hepatoprotetora (contra CCls) da filantina e do extrato hidroalcoolico de P. amarus.
Observou-se que a filantina atua eficazmente atenuando as altera¢des induzidas pelo CCla,
apresentando propriedade hepatoprotetora em concentragdes menores em comparacao com o
extrato de P. amarus. A atividade antioxidante foi maior para a filantina do que para o extrato.
De acordo com Hanh et al. (2013), a filantina reduziu significativamente o teor de
acido urico no plasma em animais hiperuricémicos para um nivel normal. Também se verificou
sinergismo notavel com daunorrubicina em termos de atividade antileucémica, e, portanto, é
uma candidata potencial para o tratamento combinado com quimioterapias convencionais.
Inchoo et al. (2011), investigaram os efeitos de modulacdo da filantina e da
hipofilantina sobre a tensdo vascular, utilizando um modelo in vitro de aorta isolada de ratos.
Ambas lignanas induziram o relaxamento da aorta via mecanismo independente do endotélio e
suas agOes farmacologicas estdo envolvidas com o bloqueio da entrada de célcio nas células do
musculo liso vascular e a inibi¢do da libertagio de Ca’>" mediada por fenilefrina a partir do
reticulo sarcoplasmatico. Porém, concluiram que a filantina tem efeitos mais potentes em
relacdo a hipofilantina, provavelmente devido a sua estrutura molecular menos planar.
Yuandani et al. (2013) avaliaram os efeitos inibidores dos extratos
hidrometanoélicos obtidos por maceragdo sobre a atividade fagocitica de neutrdfilos humanos.
Os extratos apresentaram elevada atividade inibidora, provavelmente devido as altas
concentracdes de filantina e hipofilantina, embora possa ter ocorrido efeito sinérgico com
outros constituintes dos extratos. Além disso, a filantina exibiu efeitos inibitorios mais elevados

em comparagao com hipofilantina.

2.3.2.2 Nirantina

A nirantina (C24H3207) (Figura 1) ¢ um soélido cristalino de massa molecular de
432,5 g/mol, encontrada em algumas espécies do género Phyllanthus e exibe um amplo espectro
de atividades farmacologicas.

Chowdhury et al. (2012) mostraram que a nirantina apresenta efeito anti-
leishmaniose. O composto inibe a proliferagdo das formas amastigotas (intracelular do

hospedeiro vertebrado) de Leishmania em cultura infectada com citotoxicidade limitada as
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células hospedeiras e ¢ eficaz contra parasitas de Leishmania com resisténcia ao antimonio
(usado tradicionalmente na quimioterapia das leishmanioses).

Kassuya et al. (2003 e 2006) demonstraram que o extrato hexanico de P. amarus
possui atividades anti-inflamatoria e anti-alodinica e que essas atividades estdo principalmente
associadas a presenca de certas lignanas, especialmente nirantina. No estudo, verificou-se que
a nirantina causou uma inibi¢ao pronunciada da alodinia induzida por PAF (Platelet Activating
Factor ou Fator Ativo de Plaquetas), que ¢ um importante fosfolipideo pré-inflamatorio,
envolvido na patogénese de pulmao, de figado, doengas cardiovasculares e renais, entre outros.

A nirantina também ja foi avaliada quanto a atividade contra o virus da hepatite B.
Os resultados confirmaram tal atividade, tanto in vitro quanto in vivo, e ainda a nirantina se
mostrou mais ativa do que outras lignanas como filtetralina e nirtetralina. Contudo, uma
investigacdo mais aprofundada deve ser elaborada a fim de entender o mecanismo de agdo
dessas lignanas, sobretudo a nirantina, e assim desenvolvé-la como uma potencial alternativa
para o tratamento ou como agente complementar anti-HBV (HUANG et al., 2003; LIU et al.,
2014).

Sendo as lignanas as responsaveis por diversas atividades biologicas ja reportadas
para os extratos e fracdes de P. amarus, ¢ de grande importancia a sua obtencdo da forma mais
otimizada possivel. Diversos métodos de extracdo podem ser potencialmente usados para a

extracdo de lignanas, e eles serdo apresentados na se¢do seguinte.

2.4  Extracdo de compostos bioativos

Para extrair compostos de matrizes vegetais podem ser usadas técnicas classicas de
extra¢cdo, como maceracao, percolacdo, Soxhlet e, também, técnicas mais recentes como micro-
ondas, ultrassom e fluidos pressurizados. Entretanto, a escolha do método a ser utilizado ¢
complicada e deve levar em considaderagdo diversos fatores que estdo intimamente
correlacionados com o tipo de solvente, tempo requerido para o processo, quantidade de
solvente que serd gasto, caracteristicas da matéria-prima, temperatura, pressdo, custo
energético, aspectos ambientais, entre outros. As propriedades fisico-quimicas do solvente, tais
como densidade, difusividade, viscosidade e constante dielétrica, podem ser controladas pela
variacdo da pressdo e da temperatura do sistema de extragdo, modificando o poder de
solubilizacao e a seletividade desse método (PRONYK; MAZZA, 2009).

Entre os solventes organicos mais utilizados em processos de extracao estdo: n-

hexano, acetona, cloroféormio, acetato de etila, éter etilico, éter de petroleo, diclorometano,
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metanol e etanol. Cada um deles apresenta vantagens e desvantagens que vao direcionar a sua
aplicacdo. Algumas propriedades fisico-quimicas destes solventes estdo apresentadas na Tabela
2 e as caracteristicas de risco de acordo com a National Fire Protection Association (NFPA)

estdo na Tabela 3.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos principais solventes utilizados em métodos de

extracao.

Solvente u (cP) p (g/lcm®) I, S (g/100mL) P.(°C) MM (g/mol)
N-Hexano 0,31 0,655 0,0 Insolavel 68,9 86,18
Eter Etilico 0,33-0,37 0,710 2,2 6,9 68,3 74,12

Diclorometano 0,44 1,327 3,4 1,3 40,0 84,93
Cloroférmio 0,57 1,480 3,4-4.4 0,8 61,2 119,38
Acetato de Etila  0,46-0,47 0,897 43 8,3 77,1 88,10
Etanol 1,20 0,789 5,2 Infinita 78,3 46,06
Acetona 0,32 0,791 5,4 Infinita 56,3 58,08
Metanol 0,60 0,790 6,6 Infinita 64,7 32,04
Agua 1,00 0,997 9,0 Infinita 100,0 18,01

u ¢ a viscosidade a 20 °C; p € a densidade a 20 °C; I, é o indice de polaridade de Snyder; S ¢é a
Solubilidade em agua a 20°C; P. € o Ponto de Ebulicdo e MM ¢ a Massa Molecular.

Tabela 3. Classificac¢do de risco dos solventes de acordo com a National Fire Protection

Association (NFPA).

Solvente Riscos a saude Inflamabilidade Reatividade
N-Hexano 1 3 0
Eter Etilico 2 4 0

Diclorometano 2 0 0
Cloroférmio 2 0 0
Acetato de Etila 1 4 0
Etanol 1 3 0
Acetona 1 3 0
Metanol 1 3 0
Agua 0 0 0

O n-hexano (CsHi4) € um hidrocarboneto alifatico muito utilizado como solvente
na extragdo de dleos e gorduras vegetais ou animais, com ponto de ebulicdo de 68,7 °C,
imiscivel em dgua, inflamével, nocivo para a saude do manipulador e perigoso para o ambiente.
No estado liquido ¢ irritante para a pele e os olhos e, se ingerido, causa nauseas e vomito. Na
forma de vapor ¢ irritante para o nariz e a garganta e, se inalado, causa tosse e tontura.

A acetona (C3HeO), também conhecida como propanona, ¢ um solvente utilizado
na extracdo de gorduras, 6leos e pigmentos, como a clorofila. E miscivel com agua, inflaméavel
e com ponto de ebulicdo de 56 °C. Se ingerida, causa irritacdo da mucosa. Em altas
concentragdes, os vapores inalados tém efeito narcotico e anestésico, € podem provocar dor de

cabeca, vertigens, nauseas, sonoléncia, mal-estar e perda de consciéncia.
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Cloroférmio ou triclorometano (CHCI3) ¢ muito usado para extracdo de 6leos
volateis e alcaloides. E um trialometano, sendo altamente poluente em aguas, mesmo que em
pequenas quantidades. Tem ponto de ebuligao de 61,2 °C, baixa polaridade, ¢ pouco solavel
em agua, nao inflamavel e ndo oferece riscos altos ao meio ambiente. Entretanto, tem efeitos
na saude do manipulador, podendo ser absorvido pela pele e causar irritacdo, com vermelhidao,
coceira e dor. Atua como um anestésico relativamente potente e a exposicao a concentragdes
mais altas pode resultar em inconsciéncia e morte.

O acetato de etila (C4HgO») € um solvente polar, relativamente pouco volatil (ponto
de ebulicao de 77 °C), produzido a partir da reacao de acido acético com etanol, em presenca
de 4cido sulfarico. E usado principalmente para a extragdo de flavonoides. O contato com 0s
olhos pode causar forte irritacdo ¢ a aspiragao de vapores pode causar irritagdo do trato
respiratorio em altas concentragdes causando dor de cabeca, nauseas, narcose, irritagao
pulmonar e efeitos toxicos. Além disso, ¢ altamente inflamavel.

O éter etilico (C4H100), também conhecido como etoxietano, éter sulfurico, ou
simplesmente éter, tem ponto de ebulicdo baixo (34 °C) e ¢ muito usado para a extragdo de
lipidios. Contudo, se a amostra contém agua, ele dissolvera também alguns mono e
dissacarideos. O éter etilico deve ser usado com cuidado, uma vez que ¢ extremamente
inflamavel e tende a formar perdxidos quando armazenado.

O éter de petroleo ¢ uma mistura de diversos hidrocarbonetos alifaticos
(principalmente o pentano) derivados de petroleo, mas a sua composi¢ao pode variar conforme
sua fabricagdo e procedéncia, podendo conter pequena porcentagem de hidrocarbonetos
aromaticos. Por este motivo as suas propriedades fisico-quimicas sdo apresentadas em um
intervalo, a ebuli¢do do éter de petrdleo, por exemplo, pode ocorrer entre 35 e 60 °C. Ele
apresenta vantagens em relagdo ao éter etilico por extrair apenas a fragdo lipidica, ser mais
barato e ndo ser afetado por pequenas quantidades de 4gua na amostra. Entretanto, também ¢
altamente inflamével e pode causar irritagao nos olhos e na pele.

Diclorometano (CH2Cly) € um composto clorado que apresenta a maioria das
qualidades do éter etilico e com a vantagem adicional de ndo ser inflaméavel. Contudo, tem a
tendéncia para formar emulsdo e as preocupacgdes sobre os seus efeitos na satide humana
levaram a uma procura por alternativas ao seu uso.

Metanol (CH30OH) ou éalcool metilico tem ponto de ebuligdo de 64,5 °C, ¢
inflamavel, miscivel em agua, irritante para pele e olhos. Se inalado, causa tontura, dor de

cabeca, dificuldade respiratdria ou perda de consciéncia. Se ingerido, ¢ altamente venenoso. E
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um solvente polar capaz de extrair diversos tipos de compostos, como antocianinas,
terpenodides, saponinas, taninos, flavonas, polifendis e lactonas.

Todos os solventes citados esbarram nos inconvenientes de serem toxicos para o
manipulador, para o ambiente ou indesejaveis no produto final. Sendo assim, para demonstrar
a seguranga de alguns solventes surgiu a denomina¢do GRAS (Generally Recognized As Safe)
que significa “geralmente reconhecido como seguro”, de acordo com a agéncia americana FDA
(Food and Drug Administration). Essa designacao indica que um produto quimico ou substancia
adicionada ao alimento ¢ considerado seguro por especialistas, sendo isento dos requisitos de
tolerancia de aditivos alimentares do conjunto de leis FFDCA (Federal Food, Drug, and
Cosmetic Act) dos Estados Unidos (FDA, 2016). Em termos praticos, se um solvente ¢ tido
como GRAS, ele passa por critérios rigorosos que atestam sua aplica¢cdo ndo s para a industria
de alimentos como para a de cosméticos e farmacos. Agua, etanol e didxido de carbono sao
exemplos de solventes GRAS.

Etanol ou élcool etilico (CH3CH2OH) ¢ um solvente organico que pode ser obtido
da fermentagdo de actcares, hidratagao do etileno ou reducao de acetaldeido. Tem polaridade
intermédiaria (Tabela 2), ¢ miscivel em 4gua e apresenta ponto de ebulicdo elevado em
comparagdo com outros solventes organicos. Solventes como etanol e agua proporcionam a
extracdo de uma gama de compostos polares e de polaridade intermédia, sendo comumente
usados na obtengao de compostos fenolicos, mas a 4gua ¢ um solvente inorganico denominado
de "solvente universal" por ser capaz de dissolver muitas substincias, o que aumenta o
rendimento de extracdo. Por esse motivo, se o objetivo ¢ a obten¢do de determinados compostos
que sdo extraidos por ambos solventes, o uso do etanol € preferivel, por proporcionar uma
extracdo mais seletiva.

As propriedades Unicas da dgua estdo relacionadas com a estrutura e forg¢a das
ligagdes de hidrogénio. A for¢a de uma ligacdo de hidrogénio € governada pela presenca de
outras ligagdes de hidrogénio agrupadas em torno dela. Assim, uma pequena alteragdo em uma
das ligagdes de hidrogénio afeta as demais, e isso reflete na constante dielétrica e calor de
vaporizacdo. Em temperaturas baixas, as liga¢cdes de hidrogénio sdo mais fortes e a constante
dielétrica ¢ elevada. A medida que a temperatura da Agua é aumentada, as ligacdes de
hidrogénio sdo enfraquecidas, a constante dielétrica ¢ reduzida e isso leva a um aumento da
solubilidade dos compostos organicos. Em temperaturas muito elevadas, a dgua liquida atua
mais como solvente orginico, de modo que a solubilidade das substancias orgénicas ¢

drasticamente aumentada (CARR; MAMMUCARI; FOSTER, 2011).
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2.4.1 Técnicas convencionais de extra¢ao

A maceracao ¢ uma técnica de extragdo realizada a temperatura ambiente e pressao
atmosférica, por um tempo que varia de horas a dias. Ela pode ser estatica (quando o contato
do solvente com a matriz vegetal ¢ feito em repouso € o fenomeno que governa o mecanismo
de transferéncia de massa ¢ a difusdo) ou dinamica (quando o leito ¢ agitado para aumentar a
transferéncia de massa por difusdo e pelo movimento global do sistema solvente + material
vegetal). Neste método, ndo ocorre o esgotamento da matéria prima vegetal, uma vez que pode
ocorrer saturacao do solvente ou estabelecimento de um equilibrio difusional entre o solvente
e o material vegetal. Geralmente ¢ utilizada quando se tem interesse em compostos
termosensiveis e soliveis a temperatura ambiente, em um solvente nao volatil. Para a extragao
em pequena escala, a maceragdo geralmente consiste nas seguintes etapas: i. moagem do
material vegetal para aumentar a 4rea de superficie que entrara em contato com o solvente; ii.
Escolha do solvente que sera adicionado na propor¢ao de interesse em relacao a quantidade de
material vegetal utilizado; iii. O processo de extragdo ocorre por um intervalo de tempo
estabelecido. iv. O extrato liquido € retirado e o bagaco (material vegetal restante) ¢ pressionado
para recuperar o restante do extrato. Também pode ser feita uma centrifugacdo desse bagago
(AZMIR et al., 2013).

A extragdao em aparelho de Soxhlet € um processo semi-continuo de extragdo
solido-liquido no qual o material vegetal entra em contato com o solvente, que ¢ renovado a
cada ciclo de evaporacio. E necessario utilizar solventes que sejam volateis, para que a
temperatura de extragdo ndo seja alta, proporcionado ciclos mais curtos. A extragdo ocorre da
seguinte forma: uma pequena quantidade de amostra seca envelopada em um cartucho feito
com papel filtro € colocada no extrator, acoplado em um baldo de destilacdo contendo o solvente
de interesse. O sistema ¢ aquecido e o solvente evapora, passando do baldo para um
condensador e o condensado para o extrator. O contato entre o solvente e o cartucho de amostra
permite que os compostos sejam extraidos. Apds atingir um nivel de transbordamento no
extrator, o extrato ¢ descarregado pelo sifao de volta para o baldao de destilagdo. O extrato
permanece no balao enquanto o solvente ¢ continuamente evaporado e ¢ renovado a cada ciclo
para o extrator (AZMIR et al., 2013). Dessa forma, nesse método, o solvente ndo ¢ saturado
permanentemente possibilitando uma extragdo mais eficiente do que a maceragao, empregando
uma quantidade reduzida de solvente devido aos reciclos. E tradicionalmente usado para

obtencao de 6leos vegetais utilizando n-hexano, éter etilico e éter de petroleo. No geral produz
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altos rendimentos e, por esse motivo, a maior desvantagem esté relacionada a baixa seletividade
do processo. Entretanto, a temperatura e o tempo também sdo fatores limitantes.

A técnica de hidrodestilagdo ou extragdo por arraste de vapor ¢ utilizada para
extracdo de 6leos volateis. Nao sdo usados solventes organicos e pode ser realizada sem que o
material vegetal seja seco. Nesse processo a matéria-prima ¢ colocada em um baldo de fundo
redondo contendo dgua destilada. O baldo ¢ aquecido em uma manta térmica até a ebuli¢cdo da
agua. O vapor da agua arrasta os compostos volateis e essa mistura volta para o estado liquido
ap6s passar pelo condensador. Alternativamente, vapor pode ser injetado diretamente na
amostra para fazer a extra¢do. O inconveniente dessa técnica ¢ a limita¢ao de aplicagdo devido
ao solvente e a temperatura. Se a temperatura for muito elevada, alguns componentes volateis
podem ser perdidos e também formar hidrolatos (AZMIR et al., 2013; SILVA et al., 2005;
VANKAR, 2004).

2.4.2 Técnicas Nao-Convencionais de Extracao

Entre as técnicas ndo-convencionais de extragdo, as mais utilizadas atualmente sao:
a extragdo assistida por ultrassom, a extragao assistida por micro-ondas e a extragdo com fluidos
pressurizados.

A extracdo por ultrassom consiste em utilizar ondas de alta frequéncia (acima de 20
kHz), que promovem maior eficiéncia de extra¢do. As ondas ultrassonicas produzem ciclos de
compressao e descompressdo, onde poder haver formagdao de bolhas. Estas bolhas crescem
conforme as ondas ultrassonicas passam pelo fluido, até atingirem um tamanho critico, quando
ocorre o colapso, num processo conhecido como cavitagdo. Quando a cavitagdo ocorre perto da
superficie solida do material vegetal, o colapso gera um jato de alta velocidade de liquido que
pode causar a fragmentagdo das estruturas das membranas celulares do material vegetal,
liberando com mais facilidade os compostos extraiveis. O ultrassom pode ser usado na forma
de banho ou sonda, embora a tltima seja mais eficiente no que diz respeito ao aproveitamento
das ondas para o efeito desejado. Essa técnica também tem sido incorporada a vdrias técnicas
classicas para aumentar a eficiéncia de extracdo. Mais recentemente, esta técnica tem sido
associada a técnicas ndo convencionais como as que utilizam fluidos pressurizados (AZMIR et
al., 2013; BARRALES; REZENDE; MARTINEZ, 2015; LUQUE-GARCIA; LUQUE DE
CASTRO, 2003; PASQUEL REATEGUI et al., 2014; PERES et al., 2006; SOUSA et al.,
2016).
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A extracdo assistida por micro-ondas (que utiliza ondas eletromagnéticas na faixa
de freqiiéncia de 300 MHz a 300 GHz) tem chamado aten¢do devido ao seu mecanismo de
aquecimento especial, custo de capital moderado e seu bom desempenho sob condig¢des
atmosféricas. Como a matriz vegetal contém uma quantidade significativa de agua que absorve
fortemente a energia das micro-ondas, o superaquecimento interno provoca o rompimento
celular, facilitando o processo de extragdo. Além disso, a migrag@o de ions dissolvidos, aumenta
a penetracao do solvente no interior da matriz e, posteriormente, aumenta o rendimento de
extracdo. Entre as principais vantagens em comparagdo com as técnicas de extragdo
convencionais estdo: consumo reduzido de solvente, menor tempo de extragdo, menor gradiente
térmico no extrator ¢ manipulagdo minima da amostra para o processo de extragdo (AZMIR et
al., 2013; GAROFULIC et al., 2013; VIGANO; MACHADO; MARTINEZ, 2015). Além disso,
ela também tem sido utilizada associada as técnicas convencionais € nao-convencionais de
extragdo visando a obten¢do dos compostos de interesse de forma mais otimizada.

Ja a técnica de extragdo com fluidos pressurizados se divide em Extra¢do com
Liquidos Prezurizados (Pressurized Liquid Extraction — PLE) e Extracdo com Fluidos
Supercriticos (Supercritical Fluid Extraction — SFE), que serdo descritas nas proximas segoes.
Uma pesquisa rapida com as palavras-chave “pressurized liquid extraction” e “supercritical
fluid extraction”, contidas no titulo ou no abstract, no portal Science Direct

(www.sciencedirect.com) retorna mais de 700 trabalhos publicados nos tltimos 5 anos e esse

nimero sera ainda maior se levarmos em consideracdo outras expressdes que podem ser usadas
para se referir as técnicas. Isso demonstra o interesse da comunidade cientifica pelos fluidos
pressurizados como solventes de extracao.

Diversos estudos envolvendo PLE e SFE tém sido realizados nos tltimos cinco anos
no Laboratorio de Alta Pressio em Engenharia de Alimentos (LAPEA) da Faculdade de
Engenharia de Alimentos (FEA) da UNICAMP, e tem sido demonstrado que estas técnicas
podem ser aplicadas para a extracdo de diversos compostos a partir de varias matérias-primas
diferentes. Além de trabalhos publicados sobre experimentos de extracao (Tabela 4), ha duas
revisdes sobre tecnologia supercritica (MARTINEZ; AGUIAR, 2014; VIGANO; MACHADO;
MARTINEZ, 2015); um trabalho com foco na modelagem matematica da transferéncia de
massa no processo de SFE (SILVA; MARTINEZ, 2014) e estudos sobre a aplicagio da
tecnologia supercritica em rea¢des quimicas (DOS SANTOS; REZENDE; MARTINEZ, 2016),
formacao de particulas e encapsulagao (AGUIAR et al., 2016).
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Tabela 4. Trabalhos experimentais de extragdao envolvendo PLE e SFE desenvolvidos pela
equipe do LAPEA nos tltimos cinco anos.

Método Con:iscs)tos- Matéria-prima Solvente Referéncia
D Pimentas do género (DE AGUIAR et al.,
- SFE Capsaicinoides Capsicum -CO2 2013)
- Etanol/Agua
e - CO2
: ?’EEZ Antocianinas (Vacciniblt\:qlrz;ﬂ?ﬁ fillus L) COx+Etanol (PAES et al., 2014)
Y 7 -COxtAgua
- CO+Etanol+Agua
(ESPINOSA-PARDO;
. Polpa de pupunha MARTINEZ;
- SFE Carotendides (Bactris gasipaes) - CO2 MARTINEZ-
CORREA, 2014)
-CO2
- SFE .. Amora preta - COx+Etanol (PASQUEL-
- US Antocianinas ; . REATEGUI et al.,
_SFE + US (Rubus fruticosus L.) - COxtAgua 2014)
- COx+Etanol+Agua
C . Pimenta biquinho (DE AGUIAR et al.,
- SFE Capsaicindides (Capsicum chinense) COz 2014)
- SFE Acidos Graxos Sementes de maracuid (BARRALES;
-US Tocoferol (Passiflora edulis SuJ) -COz REZENDE;
SFE+US  Tocotrienol p MARTINEZ, 2015)
o Amora-preta - Etanol (MACHADO et al.,
-PLE Antocianinas (Rubus fruticosus L.) - Agua 2015b)
- SFE Pimenta malagueta
-US Capsaicindides . st - CO2 (SANTOS et al., 2014)
_SFE + US (Capsicum frutescens)
- SFE -Piceatannol Bagaco de maracuja co (VIGANO et al.,
- PLE -Scirpusin B (Passiflora edulis sp) 2 2016b)
- SFE .
-US Capsaicinéides L imenta dedo-de-moca =y (DIAS et al., 2016)
_SFE + US (Capsicum baccatum L.)
Tocois e -
- SFE Acidos Graxos (?’2%?;?52 2?;2?2;) - CO; (VIGzA()I;IE)a)e tal,
Carotenoides
- PLE Lionanas Quebra-pedra - Etanol (PEREIRA et al.,
- EUT & (Phyllanthus amarus) - Agua 2016)
- SFE . Cumbaru (DOS SANTOS et al.,
-US Acidos graxos Dint lata Vogel) COz 2016
_SFE + US (Dipteryx alata Vogel) )
. . - Etanol (DEL PILAR
) IS)II;E Antocianinas Elzfesr‘d;l‘;;;ll];ﬁ;i ) - Agua , GARCIA-MENDOZA
P - CO, + Etanol + Agua et al., 2017)

EUT - Extracao com UltraTurrax; US - Ultrassom
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2.4.2.1 Extracao com liquidos pressurizados - PLE

A Extracdo com Liquidos Pressurizados (PLE — Pressurized Liquid Extraction) ¢
também conhecida como “Extracdo com Solvente Pressurizado” e “Extragdo Acelerada com
Solvente”. Quando a 4agua ¢ usada como solvente, a técnica pode ser chamada de “Extracao
com agua quente pressurizada”, “Extra¢do com Agua Sub-critica” ou “Extracdo com Agua
Superaquecida”, dependendo da temperatura de trabalho.

Na PLE, os solventes sdo submetidos a alta pressdo (normalmente entre 10 e 20
MPa) a fim de extrair determinados compostos de matrizes solidas ou semi-solidas com tempo
e quantidade de solvente reduzidos em relacdo aos métodos convencionais (SHEN; SHAO,
2005). A alta pressdao possibilita que os solventes permanecam no estado liquido em
temperaturas em que eles ja teriam evaporado em condigdes atmosféricas, ou seja, acima do
ponto de ebuli¢do. Isso € importante para os processos de extragdo, porque a medida em que a
temperatura aumenta, a solubilidade também aumenta enquanto a viscosidade e a tensao
superficial do solvente ficam menores, o que facilita a dessor¢do dos compostos da matriz
vegetal e melhora a transferéncia de massa entre matriz e solvente.

O procedimento da PLE consiste em:

1. Colocar a amostra no extrator, formando o leito de extracao;

ii. Aquecer o extrator até a temperatura de trabalho;

111. Pressurizar, aquecer e bombear o solvente;

1v. Iniciar a extragado, controlando a vazao do solvente;

V. Coletar continuamente o extrato liquido em um frasco até o fim do periodo de
extracao.

Evidentemente, os extratos obtidos por PLE sdo liquidos devido ao uso do solvente
liquido, que pode ser separado do extrato por evaporador rotativo, secagem em estufa ou
liofilizagdo, assim como nas técnicas convencionais. O extrato pode ser também concentrado
por técnicas de separagdo por membranas ou fracionamento por adsor¢ao.

A principio, qualquer solvente orginico poderia ser utilizado nessa técnica.
Contudo, baseando-se nas caracteristicas descritas para a agua e o etanol (ambos GRAS) na
Se¢do 2.4, estes solventes tém sido os mais empregados para processos cujo objetivo final sdo
as industrias de alimentos e de produtos medicinais, e sdo adequados para a extragdo de

compostos de polaridade mediana a alta, como os compostos fendlicos.
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Além disso, conforme descrito no trabalho de revisdo de Mustafa e Turner (2011),
usar uma mistura de solventes pode ser importante para melhorar a eficiéncia da extragdo. Por
exemplo, em uma mistura binaria, um solvente pode melhorar a solubilidade da substancia a
extrair, enquanto o outro solvente iria aumentar a sua dessor¢do. Neste sentido, a agua pode
auxiliar na quebra da interagdo matriz-soluto e o etanol diminuir a polaridade da mistura,
fazendo com que compostos um pouco menos polares possam ser extraidos em comparagao
com a agua pura.

Outra caracteristica da PLE ¢ que ela utiliza ambiente livre de oxigénio e luz, o que
tem promovido sua ampla utilizagdo na extragdo de compostos nutracéuticos, tal como ocorre

no método de SFE.

2.4.2.2 Extracdo com fluido supercritico — SFE

A SFE utiliza uma substancia ou mistura de substancias com temperatura e pressao
maiores que seus valores criticos, Tc e Pc, respectivamente (Figura 4). A temperatura critica
(Tc) ¢ definida como a mais alta temperatura na qual um géas pode ser convertido em liquido,
devido a um aumento de pressdo. A pressdo critica (Pc) consiste na mais alta pressdo na qual
um liquido pode ser convertido em um gas, devido a um aumento de temperatura. Em suma, se
um fluido estiver acima do ponto critico, deixa de haver tensao superficial e separacdo entre as
fases liquida e gasosa em equilibrio, formando-se uma unica fase supercritica, cujas
propriedades sdo intermediarias daqueles dois estados. Caso esteja abaixo do ponto critico, o
fluido pode existir como um liquido ou como um vapor (BRUNNER, 1994). Se esta abaixo do
ponto critico e permanece no estado liquido mesmo acima da temperatura de ebulicdo do
mesmo liquido na pressdo atmosférica, o solvente se encontra na regido subcritica.

Em comparacdo com as demais técnicas de separagdo, a SFE apresenta vantagens
consideraveis, tais como: a possibilidade de monitoramento continuo do poder do
solvente/seletividade, através do ajuste das variaveis do processo, a exemplo da temperatura e
pressdo, o que leva a alteragdes nas propriedades fisico-quimicas do solvente utilizado, como
densidade, difusividade e viscosidade e a nao-necessidade de solventes organicos poluentes.
(ABBAS et al., 2008; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

O processo de SFE envolve as seguintes etapas:

Vi. A amostra ¢ adicionada ao extrator, formando o leito de extragdo;

vii. O extrator ¢ aquecido até a temperatura de trabalho;
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O solvente ¢ aquecido e pressurizado até o estado supercritico e bombeado até o

extrator;

Ocorre a extracdo estatica (apenas pelo contato do fluido com o leito de

extracao);

O fluxo ¢ liberado e comeca a extragdo dinamica, pelo tempo e vazao de solvente

estabelecidos previamente;

Apos sair do extrator, a mistura extrato+solvente ¢ separada pela descompressao

que ocorre no separador ou valvula micrométrica.

O extrato ¢ continuamente coletado em um frasco enquanto que o solvente ¢

descartado ou armazenado para ser reutilizado.

A
=]
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- Fluido Supercritico
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Presséo Critica Regido
Pe e
Subcritica
Fase Ponto Critico
Liquida
]
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Fase Gasosa §
= .
Te Te Temperatura

Figura 4. Diagrama de fases genérico pressdo-temperatura de uma substincia pura. Tc € a
temperatura critica; Pc € a pressao critica; Te € a temperatura de ebuli¢do da substancia na
pressdo atmosférica (Patm).

Existe uma variedade de solventes que podem ser utilizados na SFE. As

propriedades criticas de diversos solventes estdo apresentadas na Tabela 5. Contudo, na pratica,

o dioxido de carbono (CO7) ¢ o mais usado para o processamento de produtos naturais com

aplica¢do na industria alimenticia, nutracéutica, farmacéutica e cosmética. Isso ocorre pelo CO>

possuir propriedades criticas relativamente baixas em relacdo a outros possiveis solventes,

como a temperatura de 31,4 °C e uma pressao de 7,38 MPa, além de ser atoxico em comparagao

com solventes organicos, nao inflamavel, encontrado em estado puro e a baixo custo
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(REVERCHON; DE MARCO, 2006). Além disso, o CO; ¢ separado do extrato na etapa de

despressurizacdo do sistema, o que elimina a necessidade de evaporacao do solvente.

Tabela 5. Propriedades criticas de alguns solventes

Solvente Temperatura Pressdo Critica Densidade Critica
Critica (°C) (MPa) (g.cm™)

Diodxido de Carbono 31,4 7,38 0,469
Agua 374,3 22,12 0,348
Etanol 240,9 6,14 0,276
Metanol 239.6 8,09 0,272
Amonia 1324 112,50 0,235
Etano 32,3 4,87 0,203
Pentano 96,6 3,33 0,232

Outras substancias que também apresentam pontos criticos relativamente baixos
ndo sdo comumente usadas porque sao inflamaveis (etano, pentano) ou corrosivas e toxicas
(amoénia). Como o COz supercritico ¢ geralmente eficaz para a purificacdo e fracionamento de
compostos hidrofobicos (LEE et al., 2007), a maior desvantagem da sua utilizacdo ¢ que ele
ndo favorece a extragdo de compostos com alta polaridade, sendo necessario o uso de
cossolventes (ARAUJO; MEIRELES, 2000; CAVALCANTI, 2013).

Os cossolventes agem quebrando ou enfraquecendo as interacdes entre soluto-
matriz solida através de interagdes moleculares como forcas de Van der Waals e ligagdes de
hidrogénio, facilitando o transporte do soluto dos poros (CAVALCANTI, 2013). Assim como
na PLE, qualquer solvente orginico poderia ser utilizado, destacando-se o etanol,
principalmente por ser GRAS. H4 também diversos trabalhos utilizando agua e misturas
hidroetanolicas como cossolventes.

Entretanto, quando um cossolvente ¢ adicionado ao CO», a temperatura critica da
mistura resultante ¢ elevada, limitando a quantidade de cossolvente que pode ser utilizada caso
se queira trabalhar na regido supercritica a 40-60 °C. Por exemplo, a adi¢cdo de 5% de etanol

em CO; aumenta a temperatura critica da mistura para 42,5 °C (ADIL et al., 2007).

2.4.2.3 Viabilidade econdomica dos processos SFE e PLE

Apesar de PLE e SFE terem diversas vantagens do ponto de vista técnico, para
viabilizar a implantacdo de uma unidade industrial de SFE ou PLE ndo basta demonstrar a
viabilidade técnica do processo; sua viabilidade econdmica € tdo importante quanto, ainda mais
quando se considera que existem outras tecnologias concorrentes que apresentam custo de

investimento inferior (PRADO et al., 2010). Dessa forma, uma anélise mais profunda de todos
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os fatores que contribuem para o custo total do processo deve ser realizada quando se quer
apresentar tecnologias ndo-convencionais como alternativa para os processos de extragao.

Para estimar os custos dos processos ¢ necessario se fazer uma simulacao, gerando
cenarios, vendo os impactos de cada um deles nos processos e analisando os resultados para
uma tomada de decisdo mais assertiva. A simulagao facilita a avaliagdo, o desenvolvimento ¢ o
aumento de escala de um processo.

O software SuperPro Designer® ¢ considerado um dos simuladores mais completos
e ¢ muito utilizado em processos tecnoldgicos e de produtos bioquimicos. Ele permite a criagdo
de projetos diferenciados, dimensionando equipamentos e estimando o custo preliminar do
processo através da integragdo com ferramentas de outros processos de engenharia e de
modelagem de custo. Além disso, ¢ possivel avaliar o capital de investimento no inicio do
projeto (VEGGI, 2013).

A metodologia de Turton (TURTON; BAILIE; WHITING, 2009) tem sido muito
utilizada para se calcular o Custo de Manufatura (COM) através do SuperPro Desginer
(CARVALHO et al., 2015; OSORIO-TOBON et al., 2014; PRADO et al., 2010; ROSA;
MEIRELES, 2005; SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2012b; ZABOT et al., 2015). Entre os
fatores envolvidos na estimativa de custos de processos de extragdo estdo: i. aqueles
relacionados com a matéria-prima (custo da matéria-prima a ser extraida, necessidade de pré-
processamento — secagem € moagem, transporte e armazenamento), ii. 0s que envolvem as
condi¢gdes operacionais (geometria do leito, capacidade da bomba, tipo de solvente a ser
utilizado, temperatura, pressdo, vazdo de solvente, pardmetros cinéticos e dados
termodindmicos) e os requerimentos industriais (custo de mao de obra, horas de trabalho por
dia, dias de trabalho por ano, capacidade da planta, custo da 4gua de refrigeragdo, custo da
geracdo de vapor, custos relacionados com a refrigeracdo e energia elétrica, entre outros). De
acordo com a metodologia de Turton, o custo pode ser estimado em termos da soma de cinco
custos principais: custo da matéria-prima (CRM: cost of raw material), custo de mao-de-obra
operacional (COL: cost of operational labor), custo de utilidades (CUT: cost of utilities), custo
de tratamento de residuos (CWT: cost waste treatment) e custo fixo de investimento (FCI: fixed
of cost investment).

O elevado custo de investimento inicial (FCI) era comumente apontado como
principal desvantagem dos processos de PLE e SFE. Entretanto, o custo de aquisi¢do da

matéria-prima € visto atualmente como fator de maior impacto, sobretudo quando se trabalha
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com plantas medicinais, podendo chegar até 80% do Custo de Manufatura (COM), segundo

Albuquerque e Meireles (2012).
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3 MATERIAL E METODOS

As atividades que contemplam este trabalho sdo: preparo da matéria-prima,
realizagao dos métodos de extragdo, identificagdo e quantificagdo dos compostos de interesse,
avaliacdo dos resultados e defini¢do das melhores condigdes dos processos, andlise de custos

das melhores condi¢des, conforme ilustrado no diagrama da Figura 5.

Matéria-prima

Preparo da
materia-prima

! ! ! '

SFE sem SFE com
cossolvente cossolvente

A 4

PLE EUT

Identificacio e
Quantificacao

;

Defini¢do das
melhores
condicoes

'

Analise de Custo

Figura 5. Diagrama das atividades do projeto. Onde: PLE ¢ a extragdo por liquidos
pressurizados; EUT ¢ a extracdo utilizando Ultra-Turrax; SFE € a extragdo utilizando fluidos
supercriticos.

3.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes, solucdes, utensilios e equipamentos usados durante a execugdo das

atividades deste projeto estio apresentados no APENDICE A.

3.2 Material vegetal

Phyllanthus amarus Schum. & Thonn foi identificada pelo Prof. Dr. Grady L.

Webster (University of California Davis, USA). Sua exsicata esta depositada no Herbario do
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Departamento de Botanica do Instituto de Biologia (IB/UNICAMP) sob nimero UEC 127.411.
Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizadas as partes aéreas de P. amarus obtidas de
cultivo realizado no Campo Experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP), utilizando sempre as sementes provenientes de

um mesmo acesso de P. amarus, denominado — Pal4/05.

3.2.1 Pré-tratamento do material vegetal

As partes aéreas de P. amarus foram secas (45 °C/72 h em estufa com circulagao
de ar). Em seguida, foram moidas em moinho de facas, com peneira de malha de 10 mesh
(Marconi, model MA340, Piracicaba, Sao Paulo) e armazenadas em sacos de polietileno de

baixa densidade até o momento das extragoes.

3.2.2 Caracterizacio do leito de particulas

A caracterizagdo do leito de particulas consistiu na determinagao do diametro médio
de particula, da massa especifica aparente, massa especifica real e da porosidade do leito. Estas
informagdes sdo importantes para a realizacdo de ajuste de modelos de cinética de extra¢do. O
diametro médio das particulas foi determinado através do modelo proposto por Levenspiel &
Lopez (1996).

1

Admp = —F—~
mp s ( C;C—l ) Equacao 1
pi

onde: dp,,€ didmetro médio das particulas (mm); d,; € a abertura da i-€sima peneira (mm); Xx;
¢ a fragdo massica das particulas retidas na i-ésima peneira; n é o nimero total de fragdes.

A massa especifica aparente do leito de particulas foi obtida pela relacdo entre a
massa de amostra utilizada nas extragdes pelo volume do leito, incluindo assim apenas os poros
do leito e ndo os poros do interior das particulas. Para a determina¢do da massa especifica real
foi utilizado o método de picnometria com gis hélio com picndmetro automatico
(Quantachrome Ultrapyc 1200e, Boynton Beach, USA). A porosidade do leito de extragdo foi
determinada através da massa especifica real e aparente das amostras, incluindo os poros do
leito e do interior das particulas. Todas as analises realizadas nesta se¢cao foram conduzidas em

triplicata.
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3.3 Processos de extracao

Os experimentos de extragdo foram realizados no Laboratério de Alta Pressdo em
Engenharia de Alimentos — LAPEA, em uma unidade de extracdo construida no proprio
laboratério (Figura 6), e os resultados obtidos foram quantificados através do célculo dos

rendimentos de extragdo obtidos pelas Equagdes 2, 3 e 4:

Mextrato )
Xo = (— x100 E 5
uagao 2
mamostra q G
X, = Miignana 3
la = Equagao
mamostra q G
my; ~
Xjp = __lignana Equagdo 4
Mextrato

Onde: xo € o rendimento global (%); Xi. € Xic s30 os rendimentos de lignanas em termos de amostra
(planta seca e moida) (mgignana’ Samostra) € de extrato (Mgignana/ Cextrato), TESPECtivamente; Mexuato € @ Massa
do extrato total obtido (g); Mamostra € @ massa do material vegetal usado na extragao (g); Miignana € @ Massa
de cada lignana obtida (mg).

Figura 6. Unidade de extrag¢do construida no LAPEA.

A unidade de extracdo, esquematizada na Figura 7, pode ser usada para SFE (com

ou sem cossolvente) ou PLE. Esta unidade ¢ composta por tubulagcdes e conecgdes de ago
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inoxidavel (1/16” e 1/8”"); um cilindro de CO> (para os experimentos de SFE); um reservatorio
de solvente (R) (para SFE com cossolvente ¢ PLE); um compressor (C) (Schulz, MSV 6/30,
Joinville-SC, Brasil); um banho ultratermostatizado (BU) (Marconi, MA184/BX, Piracicaba-
SP, Brasil), uma bomba de CO> (BC) (Maximator, M111-CO, Nordhousen, Alemanha), uma
bomba HPLC (Jasco, PU-2080 Plus, Tokio, Japao) (BH); dois banhos de aquecimento (BA-1
and BA-2) (Marconi, MA 126/B0, Piracicaba-SP, Brasil), 13 valvulas de bloqueio (V-1 to V-
9); manometros (I-1, I-2 and I-3); indicadores de temperatura (I-4); trés células de extragao
(EC-1: 10 mL, EC-2: 50 mL e EC-3: 100 mL) aquecidas com camisa de agua quente; uma
célula de extragdo (CE-4: 100 mL) aquecida com camisa elétrica; uma valvula micrométrica

(M V); um fluxémetro, um rotdmetro e um frasco de coleta.
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Figura 7. (a) Esquema da unidade de extragdo. (b) Esquema detalhado da célula de extracdo
usada nos experimentos.

As extragdes a baixa pressao foram realizadas utilizando um dispersor Ultra-Turrax

(IKA, T18 Basic, Staufen im Breisgau, Germany), representado na Figura 8.
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Figura 8. Ilustragdo do dispersor ultraturrax T18 usado para os experimentos de
extracao (FONTE: IKA (2016)

Nas secdes seguintes, os métodos de extragdo serdo apresentados na ordem em que
foram realizados: PLE, EUT, SFE sem cossolvente (SFE1) e por fim, SFE com cossolvente

(SFE2). Isso implica na ordem em que os extratos foram analisados por cromatografia.

3.3.1 Extracido com Liquidos Pressurizados — PLE

Experimentos preliminares foram realizados para o processo de PLE com o intuito
de determinar as condicdes de trabalho que seriam utilizadas posteriormente no planejamento
experimental de extragdo, tais como: vazao de solvente, tempo estatico, tempo de extracao e,
consequentemente, a razo entre massa de solvente e de amostra (S/F). Todos os testes foram
realizados na temperatura de 35 °C e na pressao de 10 MPa, com aproximadamente 3 g de
amostra.

Foram realizadas extra¢des utilizando etanol como solvente testando trés vazdes
diferentes: 1,5; 3,0 € 6,0 mL.min"'. A vazio de trabalho foi escolhida com base no menor tempo
para atingir um mesmo Xo € na facilidade em controlar os parametros do processo no
equipamento. Fixando a vazao e o tempo, definiu-se a razdo S/F, que foi mantida para os outros
solventes.

Os experimentos de PLE foram realizados de acordo com o esquema fatorial com
12 condicdes experimentais diferentes e suas duplicatas, totalizando 24 ensaios. As varidveis
independentes foram a temperatura (T - °C) e a concentragao de etanol (%EtOH v/v) em solugao
aquosa (Tabela 6). As varidveis resposta avaliadas foram Xo, Xia € Xie. Os resultados obtidos
foram expressos em média + desvio padrao.

Para as extragdes, 3,0000 g de partes aéreas de P. amarus (amostras) foram
colocadas em uma célula de extra¢do de ago inoxidavel de 100 mL com aquecimento elétrico,

acoplada a unidade de extragdo representada na Figura 7. Esta célula foi utilizada para se
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conseguir trabalhar na temperatura de 80 °C, o que ndo era possivel nas outras células com

aquecimento com banho de agua.

Tabela 6. Planejamento experimental para o processo de PLE.

Ensaio T (°C) %EtOH
1 35 0
2 50 0
3 65 0
4 80 0
5 35 50
6 50 50
7 65 50
8 80 50
9 35 100
10 50 100
11 65 100
12 80 100

O processo de PLE consistiu nas seguintes etapas: i. a célula de extragdo, ja com a
amostra, foi aquecida por 30-60 min até atingir a temperatura de trabalho de cada ensaio; ii. O
solvente foi bombeado para a célula com a vazdo programada, até atingir a pressao de trabalho
de 10 MPa; iii. A valvula de saida e a micrométrica foram abertas € a extragdo comegou; iv.
Apbs a extragdo, a massa de extrato liquido (extrato + solvente) foi medida e este foi
armazenado em refrigerador até o momento das analises. Para todas as condic¢des a razdo entre
as massas de solvente e amostra (S/F) foi mantida constante.

Para obtengdo do xo, trés aliquotas (~20 g) de cada extrato obtido foram separadas
para a evaporacao do solvente, utilizando um rotaevaporador (Marconi, model MA120/E,
Piracicaba-SP, Brasil) e a massa de cada aliquota seca foi usada para calcular a massa de extrato

seco total.

3.3.2 Extra¢ao com UltraTurrax — EUT

O processo de extragdo a baixa pressao utilizando um dispersor Ultra-Turrax (IKA,
T18 Basic, Staufen im Breisgau, Germany) foi realizado sem controle de temperatura. O
dispersor Ultra-Turrax ¢ normalmente utilizado em estudos qualitativos de extracdo em escala
laboratorial. Os rendimentos alcangados nessa técnica sdo altos, pois o dispersor provoca a
ruptura das paredes celulares, liberando os compostos para serem solubilizados pelo solvente.
A extragdo com Ultra-Turrax foi utilizada para fins de comparagdo com os resultados da PLE.
Experimentos preliminares foram realizados para definir a rotagdo e o tempo de extracao,

mantendo o S/F da PLE.
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Ap6s a definigdo das condi¢des de trabalho, o planejamento experimental pode ser
realizado, com a concentragdo de etanol nos mesmos niveis da PLE sendo a variavel
independente (Tabela 7). As variaveis resposta avaliadas foram Xo, Xia € Xie. Os resultados

obtidos foram expressos em média + desvio padrao.

Tabela 7. Planejamento Experimental do método a baixa pressao

Ensaio %EtOH

0

0

0

50
50
50
100
100
100

O 00 QN N KW N —

O processo de extracdo se deu da seguinte forma: 0,5000 g do material vegetal foi
colocado em tubos Falcon (50 mL) com quantidade suficiente de solvente para manter a razao
S/F dos experimentos de PLE. Depois das extragdes, os tubos foram centrifugados (Fanem,
Excelsa Baby II Model 206R, Sao Paulo-SP, Brazil) a 3000 rpm durante 7 min. As porgdes

sobrenadantes foram coletadas e armazenadas sob refrigeragdo até o0 momento das anélises.

3.3.3 Extracdes com CO: supercritico
3.3.3.1 SFE sem cossolvente (SFEI)

Experimentos preliminares foram realizados para os processos de SFE sem
cossolvente (SFE1) com o intuito de determinar as condigdes de trabalho que seriam utilizadas
posteriormente nos planejamentos experimentais de extracdo, tais como: vazdo de CO, tempo
estatico e tempo de extragdo. Para estes testes, utilizou-se 3,0000 g de amostra e as extragdes
ocorreram a 40 °C e 10 MPa. Os testes culminaram na defini¢dao da razdo S/F que foi usada no
planejamento experimental.

Os experimentos de SFE1 foram organizados em um planejamento com dois fatores
(Temperatura - T e Pressdo - P) e 3 niveis de cada fator, com duplicata das extracdes (Tabela
8).

O procedimento era o seguinte: i. a amostra foi adicionada a célula de extragdo de
100 mL; ii. A célula foi aquecida por 10-30 min, até atingir a temperatura de trabalho; iii. O

CO:, foi liberado do cilindro, passando pelo banho ultratermostatizado para se tornar liquido (a
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-5 °C), para ser bombeado pela bomba pneumatica até o banho de aquecimento (para atingir a
temperatura de trabalho) e chegando até a célula; iv. O CO», ja no estado supercritico, preencheu
o leito até atingir a pressao de trabalho de cada ensaio experimental; v. O CO; ficou em contato
com o leito durante o tempo estatico, para que ocorresse a saturacdo de todo o leito com o
solvente; vi. A valvula de saida e a micrométrica foram abertas e a extracdo (tempo dindmico)
comegou; vii. Apos o termino da extragdo a massa de extrato foi medida e este foi armazenado

em refrigerador at¢ o momento das analises.

Tabela 8. Planejamento experimental para os processos de SFE sem e com cossolvente.

Ensaio T (°C) P (MPa)

1 40 10
2 40 20
3 40 30
4 50 10
5 50 20
6 50 30
7 60 10
8 60 20
9 60 30

3.3.3.2 SFE com cossolvente (SFE2)

O processo de SFE com cosolvente (SFE2) foi realizado nas mesmas condicoes de
temperatura e pressao (Tabela 8) e com o mesmo S/F do SFEI, a fim de comparagdo dos
resultados. O cossolvente escolhido (mantido na concentragdo de 10% m/m) foi aquele que
apresentou os melhores resultados em quantidade de lignanas extraidas da matéria-prima na
PLE.

Para manter o S/F do SFE1, a massa de solvente e cossolvente foram calculadas de
modo que a proporcao de 10% do cossolvente se mantivesse constante tanto no tempo estatico
quanto no tempo dinamico. Experimentos preliminares foram realizados para definir o tempo
estatico, a vazao de CO», a vazao de cossolvente, o tempo de inje¢ao de cossolvente e o tempo
dindmico. Para estes testes, foi utilizado 1,7000 g de amostra e a extracdo ocorreua 40 ° Ce 10
MPa.

O processo teve as seguintes etapas: i. a amostra foi adicionada na célula de
extracdo de 10 mL; ii. A célula foi aquecida durante 10-30 min; iii. O cossolvente foi injetado
para dentro da célula em vazdo adequada por dois minutos; iv. O COz encheu o leito até a
pressdo de trabalho de cada ensaio experimental; v. A mistura supercritica de CO2 + EtOH foi

mantida em contato com o leito durante o tempo estatico; vi. As valvulas de saida e
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micrométrica foram abertas e a extragdo (tempo dindmico) comecgou; vii. Apods a conclusdo da
extra¢do foi medido o peso do extrato liquido; viii. O solvente de cada extrato foi evaporado, e
foi calculada o xo; ix. Os extratos foram armazenados em refrigerador até a analise por

cromatografia.

3.4 Analises dos extratos

Os extratos obtidos por PLE e EUT foram os primeiros a serem analisados, sendo
necessario conhecer quais as lignanas estavam presentes. Uma metodologia de identificacao
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (Gas Chromatography Mass
Spectrometry - GC-MS) foi testada para estes extratos. Ja a quantificacdo das lignanas foi
realizada utilizando a filantina e a nirantina como padrdes na cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (High Performance Liquid Chromatography

(HPLC).

Para os extratos obtidos por SFE1 e SFE2 a identificacdo e a quantificagdo foram

realizadas apenas por HPLC-DAD.

3.4.1 Identificacdo das lignanas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria

de Massas (CG-EM) - Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS)

Aliquotas dos extratos de PLE e EUT foram coletadas e os solventes foram
removidos utilizando rotaevaporador (Marconi, MA120E, Piracicaba-SP, Brasil). Em seguida,
os extratos secos foram ressuspendidos em metanol (MeOH) em abundénica (para garantir a
solubilizagdo da maior quantidade possivel de lignanas), levados ao banho de ultrassom por 10
min, filtrados utilizando filtros para seringas (de nylon, com 33 mm x 0,45 um) e evaporados
novamente. Finalmente, estes extratos foram solubilizados em metanol de modo a atingir a
concentragio de 25 mg.mL"! para a analise por GC. A partir dos resultados obtidos nessa analise
e com base no padrdo de fragmentacdo de cada composto e do tempo de retencdo, as lignanas
foram identificadas.

As analises de GC-MS foram realizadas em cromatografo a gas Agilent (modelo
6890N, California, EUA) com detector seletivo de massas (modelo 5975) e um auto-injetor
(modelo 7683B). Os compostos foram separados em uma coluna capilar HP-5 (25 m x 0,25 mm
x 0,25 pm) operando a 150 °C por 2 min; 5 °C/min até 240 °C; 10 °C/min até 300 °C e mantendo
essa temperatura por 34 min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 280 °C e 300

°C, respectivamente. Hélio foi usado como gas de arraste com vazdo de 1.0 mL.min.
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3.4.2 Quantificacdo de filantina e nirantina por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia — High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

As concentragdes de filantina e nirantina nos extratos foram determinadas por
HPLC usando um sistema Alliance (Waters, Milford, EUA) com detector de arranjo de diodo
(Waters, modelo 2996). Uma coluna XBridge® Shield RP 18 (100 x 2,1 mm?, 3,5 pm, Waters)
operando a 40 °C foi usada. A fase mdvel consistiu na mistura de acido féormico 0,1% (v/v) em
4gua e metanol, na proporcdo de 60:40 (v/v). A vazio da fase movel foi de 0,25 mL.min' e o
volume de injecao foi de 10 uL. Utilizou-se paddes secundarios de filantina e nirantina isolados
em projetos anteriores no CPQBA, com pureza minima de 98% (determinada por HPLC). O
calculo das concentragdes de filantina e nirantina foi determinado por calibracdo externa a 232
nm. Vdrias curvas de calibracdo dos analitos foram obtidas ao longo do trabalho (APENDICE
B) nas seguintes concentragdes: 1,09; 2,18; 3,26; 5,44; 7,62; 10,88; 16,32; 20,40; 32,64; 40,80;
65,28; 81,60 pg/mL para a nirantina ¢ 5,00; 10,00; 20,00; 40,00; 60,00; 80,00 e¢ 100,00 pg/mL
para a filantina.

Antes das injegdes os extratos obtidos nos processos de PLE, SFE2 e EUT, que ja
eram liquidos, foram filtrados utilizando filtros de seringa (de nylon, com 33 mm x 0,45 um) e
diluidos utilizando a fase movel.

Os extratos de SFEl, por serem semi-solidos, foram primeiramemente

solubilizados na fase moével, filtrados e em seguida diluidos para a concentracao desejada.

3.5 Analises Estatisticas

Para o processo de PLE, as varidveis independentes foram codificadas para
realizacdo das andlises estatisticas: Temperatura (X1) e concentra¢do de etanol (X2). Para a
analise do rendimento global (x¢), 72 valores experimentais foram usados (3 aliquotas x 24
ensaios), enquanto que para os rendimentos de filantina e nirantina 24 valores experimentais
foram usados (24 ensaios).

A ANOVA e a regressdo multipla dos resultados de PLE foram realizadas
utilizando o software SAS 9.0%. A regressdo foi realizada para se obter uma predi¢io do
comportamento continuo das variaveis estudadas. O modelo completo testado estd expresso na
Equagdo 5. Para o ajuste desse modelo se observou o coeficiente de determinagio (R?), a falta

de ajuste e a significancia dos pardmetros.

Y = Bo+ Bi1X1 + BoXo + B12X1 Xz + P11 X1 Xy + 22 X0 X, Equagdo 5
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Onde: Y ¢ a variavel resposta; Bo, B1, B2, P12, P11, B22 s@0 os parametros da equagdo; X1, X sdo
as variaveis independentes.

Além disso, avaliou-se o comportamento pontual das variaveis através da
comparagao entre médias (teste de Tukey) dos valores de Xo e rendimento de lignanas de cada
condicdo experimental, a fim de se observar qual a melhor condi¢do de cada processo.

Para o processo EUT, nove dados foram utilizados na andlise estatistica (9 ensaios).
A ANOVA destes resultados foi realizada utilizando o SAS 9.0. Para a comparagdo dos
resultados de rendimentos de cada lignana entre os processos de EUT e PLE, foi realizada a
ANOVA e o teste Tukey.

Para os processos de SFE1 e SFE2, ANOVA e teste de comparagdo entre médias
do rendimento global (xo) e dos rendimentos de filantina e nirantina foram realizados utilizando

o software SAS 9.0, com 27 valores experimentais.

3.6 Simulacio dos processos industriais de extracio com fluidos pressurizados

As simulag¢des dos processos de PLE e SFE1 e SFE2 foram realizadas utilizando o
software SuperPro Designer 8.5® (Intelligen Inc., Scotch Plains, NJ, EUA), e a Figura 9 mostra
os seus fluxogramas.

Os processos consistiram no uso de dois extratores, permitindo a operacdo semi-
continua (enquanto um extrator estava em funcionamento, o outro era limpo e preparado para
o proximo ciclo de extragdo). O sistema de PLE (Figura 9a) tem apenas um tanque de
armazenagem de solvente. O processo de SFE2 (Figura 9¢) tem um tanque de armazenamento
de cossolvente (P-11/V-101) e um sistema de alimentacdo de CO> (P1/MX-101), enquanto o
processo SFE1 (Figura 9b) ndo tem um tanque para armazenamento de cossolvente.

Os processos foram concebidos para operar por 7920 horas por ano, o que
corresponde a 3 turnos didrios para 330 dias por ano. Foi considerado que o extrator da escala
industrial teria volume de 50 L. Para a simulagdo, um procedimento semelhante ao descrito por
Santos et al. (2012) foi utilizado: assumiu-se que os rendimentos e composi¢do dos extratos
obtidos na escala de laboratorio também podem ser obtidos na escala industrial, quando as
mesmas condi¢des de processamento forem usadas (temperatura, pressao, S/F, porosidade do
leito, etc.). A quantidade de matéria-prima a ser processada em cada estagio foi calculada com

base no volume do extrator e densidade aparente da matéria-prima (210 kg/m?).
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3.7 Avaliacao econémica

Para obter o custo do equipamento foi utilizada a Equagdo 6, na qual C; € o custo
do equipamento com capacidade Qi (L); Cz ¢ o custo base conhecido para equipamentos com
capacidade Q2 (L) e n € uma constante que depende do tipo de equipamento. Valores de n foram
recolhidos a partir de literatura (GREEN; PERRY, 2007; SILLA, 2003; SMITH, 1995;
TURTON; BAILIE; WHITING, 2009). Na Tabela 9 sdo apresentados os custos de base

utilizados neste trabalho.

Q2\" ~
C; =0C, (—) Equagdo 6
Q1
Tabela 9. Custos base dos equipamentos que compdem a planta de extracao
Equipamento Custo da Unidade Base

(US$)®
Tanque de armazenagem © ¢ 0,57 300,00
Extrator encamisado &% f 0,82 5.540,00
Bomba de CO; movida a ar ¢ ¢ 0,55 2.470,00
Bomba elétrica de liquido ¢ 0,55 3.920,00
Cooler &¢ 0,59 2,080
Aquecedor &¢¢ 0,59 820,00
Mandmetro & 4 ¢ 0 410,00
Valvulas de bloqueio &¢°¢ 0,60 220,00
Vilvulas Back-pressure © de 0,60 1.780,00
Valvula Micrométrica &% © 0,60 1.090,00
Fluxémetro ¢ 0,60 700,00
Vélvula de Segurancga © d,e 0,60 310,00
Controlador de temperatura © de 0,60 310,00
Compressor ¢ 0,46 2.200,00
Separador ¢ 0,49 1.460,00
Tubulagdes, conexdes, misturadores e divisdes %2 0,60 3.660,00
Material estrutural de suporte do equipamento %42 0,60 4.060,00
Custo Total PLE 29.420,00
Custo Total SFE1 35.570,00
Custo Total SFE2 39.790,00

2n constante que depende do tipo de equipamento com base em referéncias (GREEN; PERRY, 2007,
SILLA, 2003; SMITH, 1995; TURTON; BAILIE; WHITING, 2009); ® Baseado em uma planta que
opera com extratores de 1 L; ¢ Unidade de PLE; ¢ Unidade de SFE1; ¢ Unidade SFE2; fSuporta pressdes
de até 60 MPa; € Custo Total

O custo de manufatura (COM) foi estimado de acordo com Turton et al. (2009),
onde o custo ¢ determinado pela soma de trés componentes principais: os custos diretos, custos
fixos e despesas gerais. Em seguida, os trés componentes principais da COM para cada processo
foram estimados em termos de cinco grandes custos, conforme a Equacdo 7: capital fixo de

investimento (fixed capital of investment - FCI), o custo de mdo de obra operacional (cost of
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operational labor - COL), custo de utilidades (cost of utilities - CUT), o custo de tratamento de

residuos (waste treatment cost - CWT) e o custo da matéria-prima (cost of raw material - CRM).

COM = 0,28FCI + 2,73 COL + 1,23 (CUT + CWT + CRM) Equacdo 7

FCI envolve as despesas com a implementagdo da linha de producdo. COL esta
relacionada com os operadores das unidades de extracdao. Definiu-se que dois operadores serao
necessarios para operar as unidades industriais. CUT considera a energia utilizada no ciclo de
solvente para os requisitos de geracao de vapor, de refrigeragao de agua e electricidade. CRM
consiste no custo de aquisi¢ao da planta seca e moida e os custos dos solventes. Neste trabalho,
o custo de aquisi¢ao da planta seca e moida utilizado foi de US$ 48,39/kg (Tropilab Inc, EUA,
http://www.tropilab.com, ultimo acesso em 19/07/2016). Finalmente, a CWT foi considerada
como sendo zero porque o desperdicio gerado pelo processo pode ser considerado inofensivo e
limpo e pode ser reutilizado em outras aplicagcdes ou simplesmente eliminados como residuos
vegetais. Os solventes sdo recicirculados e a perda foi considerada de até 2% em todos os
processos. Mais detalhes podem ser encontrados em Peters et al. (2003) e Rosa e Meireles
(2005). Considerando esses aspectos, a Tabela 10 fornece informagdes importantes sobre os

dados utilizados para a simulacio COM.

Tabela 10. Parametros economicos de entrada utilizados na simulagao.
Capital fixo de investimento (FCI)

Unidade de PLE ? USS$ 480.154,00
Unidade de SFE1 # USS$ 517.504,00
Unidade de SFE2 # USS$ 542.931,00
Taxa de depreciagio ° 10%/ano
Taxa de manutenc¢io anual ° 6%/ano
Mao-de-obra operacional (COL)

Salario ° USS$ 6,16/h
Trabalhadores 2

Custo de matéria-prima (CRM)

Planta seca e moida ¢ USS$ 48,39 /kg
Dioxido de Carbono ¢ USS$ 4,88/kg
Etanol ¢ USS$ 8,12/kg
Agua destilada ¢ US$ 2,35/kg
Utilidades (CUT)

Eletricidade © US$ 0,23/(kWh)

@ Custo estimado utilizando a Equagdo 6 uma unidade de extragdo de 50 L; ° baseando em Peters et al.
(2003); ©Indicador de salario, http://www.wageindicator.org, EUA, acessado em 15/07/2016; ¢ Cotagéo
direta; © http://www.eia.gov, EUA, acessado em 15/07/2016.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Matéria-prima e Caracterizacao do leito

O teor de umidade planta P. amarus seca e moida (amostra) e os resultados da
caracterizagdo do leito estdo apresentados na Tabela 11. Essas informagdes foram utilizadas

nos modelos de simulacao da avaliacdo econdmica.

Tabela 11. Teor de umidade da amostra e caracteriza¢do do leito de particulas

Umidade (%) 6,41 +£0,04
Diametro médio (mm) 0,43
Massa especifica real (g/cm?®) 1,49 £ 0,01
Massa especifica aparente (g/cm?) 0,21 +£0,00
Porosidade 0,85

Na Figura 10 est4 apresentada a distribui¢do de tamanho das particulas do leito, sendo que para
a realizacdo dos processos de extragdo rejeitou-se o contetido retido nas peneiras das
extremidades, com intuito de evitar o entupimento da linha e empacotamento do leito (no caso

das particulas menores) e evitar a formacdo de leitos nao-uniformes (pela presenca das
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Figura 10. Distribuicao de diametro de particulas
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4.2 Extracdo com Liquidos Pressurizados (PLE) e Extracio com Ultra Turrax (EUT)

4.2.1 Experimentos preliminares

Os primeiros testes de PLE para determinag¢do de xo utilizando etanol absoluto

como solvente levaram a um valor de aproximadamente 12,4% em 120 min, para todas as

vazoes estudadas (1,5; 3,0 e 6,0 mL/min). Nos testes de cinética de extragdao por PLE (Figura

11), para definir o tempo de extragdo, assumiu-se como satisfatorio atingir 80% deste valor de

X0, 0 que foi obtido em 70-85 min; 60 min e 60-70 min, para as vazdes de 1,5; 3,0 e 6,0 mL/min,

respectivamente. Logo, a vazdo de 3,0 mL/min foi escolhida como vazdo de trabalho, pelos

seguintes fatores:

1.

ii.

apresentar o menor tempo para atingir o xo estabelecido, o que implica em menor gasto
de solvente em relacdo a cinética que utilizou vazao de 6,0 mL/min;

proporcionar um controle maior nas condi¢des de operagao no equipamento do que com
a vazao de 1,5 mL/min no que diz respeito ao controle de temperatura e de abertura e
fechamento da valvula micrométrica, proporcionando menos desvios na quantidade de

extrato obtido em cada tempo.

14
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Figura 11. Testes de cinética de extragao a partir de P. amarus por PLE, utilizando etanol

absoluto como solvente a 35 °C e 10 MPa.

Também foram realizados ensaios cinéticos utilizando d4gua como solvente (Figura

12) com uma vazao de 3,0 mL/min. O rendimento global maximo obtido nesse caso foi de 37%,
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em 90 min. Observando a curva, € possivel perceber que 80% desse rendimento € atingido entre
20 e 30 min. Entretanto, fixou-se o tempo de 60 min para manter a padronizacido entre os

experimentos de PLE.

40

35 | s .

0 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 12. Testes de cinética de extracdo a partir de P. amarus por PLE, utilizando 4gua como
solvente a 35 °C e 10 MPa.

Dessa forma, definiu-se o tempo de extracao de 60 min, fixando-se assim a razao
S/F de 46 kg solvente/kg amostra (razdo entre a quantidade utilizada de solvente e a quantidade
de amostra seca e moida colocada no leito de extracdo). Estas informacgdes foram usadas para
direcionar o planejamento experimental. Para manter o S/F constante e utilizar o mesmo tempo
de extracdo em todos os experimentos de PLE, foi necessario modificar a vazao volumétrica de
cada solvente no planejamento experimental, devido as suas diferentes massas especificas: 2,30
mL/min (Agua); 2,50 mL/min (mistura 50% v/v EtOH/Agua) e 2,94 mL/min (EtOH absoluto).

Os dados completos das curvas de cinética de extragdo dos testes preliminares estao
apresentados nas Tabelas C1 e C2 do Apéndice C.

No processo de extragdo por Ultra-Turrax os experimentos preliminares levaram a
defini¢do dos seguintes parametros: rotacao do dispersor de 11000 rpm e tempo de extracao de

5 min.
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4.2.2 Rendimento Global - xo (%)

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados de xo do processo de PLE em
diferentes temperaturas e composi¢oes de solvente. De acordo com a ANOVA (Relatério D1
do APENDICE D) destes resultados, ambas as variaveis sdo significativas para o processo de
extracdo (p < 0,05), inclusive com intera¢do entre elas. Como sdo variaveis quantitativas, a
analise estatistica seguiu para a regressao multipla para obten¢do do comportamento continuo
dentro do intervalo de trabalho. Avaliando o coeficiente de determinagio (R?< 0,75), a falta de
ajuste do modelo (que foi significativa, p < 0,05) e a significancia dos parametros da equagao
(todos os parametros do modelo completo foram significativos, p < 0,05), verificou-se que nao
foi possivel obter uma equacdo que descrevesse satisfatoriamente o comportamento do Xo
(Relatorio D2 do APENDICE D). Assim, utilizou-se a ANOVA one-way com o teste de Tukey,
para uma analise pontual destes resultados em cada uma das condigdes (Relatorio D3 do
APENDICE D).

O menor valor de X foi obtido para os ensaios que utilizaram etanol absoluto como
solvente (Figura 13), provavelmente porque o etanol é mais seletivo do que a agua. E por este
motivo que alguns trabalhos utilizam o etanol como solvente em diferentes métodos para extrair
lignanas a partir de amostras do género Phyllanthus (HANH; SINCHAIPANID; MITREVEJ,
2013; MAITY et al., 2013a, 2013b; YUANDANI et al., 2013).

50

: {11 %%} %

35°C 50°C 65°C 80°C|35°C 50°C 65°C 80°C|35°C 50°C 65°C 80°C

Agua Ftanol50% Ftanol

Figura 13. Rendimentos globais (x0) obtidos por PLE para cada temperatura (°C) e tipo de
solvente.



Tabela 12. Rendimentos global, de filantina e nirantina obtidos por PLE para P. amarus em diferentes temperaturas e composig¢ao do solvente.

T (°C) ((;) X1 X2

Xla (mglignana / gamostra)

Xle (mglignana / gextrato)

X0 (%) Filantina Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma
35 0 -2 -1 3318+204° 0,77+0,03% 0,13+£0,01¢ 0,90+0,04¢ 2,17 +0,08° 0,36 + 0,02¢ 2,530,109
50 0 -1 -1 3531+2,18* 1,02+0,21% 022+0,02¢ 1,23+0,23¢  2,83+0,76° 0,60 + 0,119 3,43 + 0,874
65 0 0 -1 3895+1,51* 1,51+038" 035+0,13¢ 1,86+0,50¢ 3,82 +1,03% 0,87 + 0,344 4,69 + 1,374
80 0 1 -1 4015+1,64* 148+0,05" 022+0,01¢ 1,69+0,06¢ 3,58+0,30% 0,52 + 0,049 4,11 + 0,349
35 50 -2 0 33,15+£1,22° 4,10+0,07* 2.83+0,01® 6,92+0,08"* 11,33+0,26> 7,83 +£0,07% 19,16 + 0,33
50 50 -1 0 41,92+226° 489+0,36° 324+0,42° 8,12+0,78*  11,33+0,07* 7,49 + 0,38 18,82 +0,31%
65 50 0 0 40,82+2,18 4,51+0,14* 3,02+0,21* 7,53+0,35* 10,70 +£0,08>¢ 7,15+ 0,33 17,85+ 0,41
80 50 1 0 3946+1,18" 420+037% 2,95+0,200 7,15+0,57®® 10,42 +0,76*4 734+ 0,39 17,76 + 1,15
35100 -2 1 10,92+082f 259+0,47¢ 1,58+0,50° 4,17+0,97° 26,07 + 2,422 15,65 +0,67° 41,72 £ 1,75
50 100 -1 1 17,54+0,88° 3,00+0,55°¢ 2,17+0,48% 5,17+1,03>*¢ 15,52 +4,99° 11,27 £4,03® 26,79 +9,01°
65 100 0 1 39,96+2,62* 2,58+0,00¢ 1,60+0,00° 4,19+0,00¢ 7,04=+0,00% 438 + 0,00 11,42 + 0,00
80 100 1 1 24,68+240% 3,16+0,13%¢ 1,79+0,46° 4,95+0.32¢ 12,84 +2,47" 7,09 + 0,77 19,93 + 1,70

T ¢ a temperatura; C é a concentragdo de Etanol (%v/v) em agua; X;: concentragdo de Etanol codificada; X»: temperatura codificada. xo € o rendimento global
(Kgexirato/Kg amostra)- X1a € 0 rendimento de lignana por grama de amostra (matéria-prima seca e moida); Xi. ¢ o rendimento de lignana por grama de extrato
obtido; 100; Médias seguidas de mesma letra mintiscula em cada coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Tabela 13. Rendimentos global, de filantina e nirantina obtidos por EUT para P. amarus em fun¢do da composi¢do do solvente.

Xla (mglignana / gamostra) Xle (mglignana / gextrato)

%EtOH X0 (%)

Filantina Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma
0 20,90 + 0,368 1,08 + 0,034 0,08 + 0,008 1,16 +0,038 5,16 +0,134 0,37 £ 0,02€ 5,53+0,11€
50 28,63 +0,734 8,63 + 0,074 0,47 £0,00*  9,11+0,08* 30,17 +0,783 1,66 £0,058  31,82+0,828
100 8,79 + 0,42¢ 9,17 + 0,44 0,51+0,02%  9.68+046% 104,54+9,32¢ 577+0,45% 110,31+9,78"

Médias seguidas de mesma letra maitiscula em cada coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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O efeito da temperatura no xo para os ensaios com etanol foi mais complexo, porque
o rendimento aumentou de 9,8% para 40,6% (de 35 °C para 65 °C) e diminuiu para 24,5% a 80
°C, conforme mostrado na Figura 13. O aumento no Xo entre 35 °C e 65 °C pode ser explicado
devido a melhora nas condi¢des de extracdo e solubilizacdo dos compostos, o que esta
relacionado com as propriedades do solvente. O aumento de temperatura resulta na redugdo da
viscosidade, densidade e tensdo superficial do solvente e no aumento da difusividade. Ja a
redugdo de xo na temperatura mais alta pode estar associada a uma possivel perda de massa por
volatiliza¢ao de alguns compostos quando a despressurizagdo ocorreu, na coleta do extrato. O
extrato obtido a 80 °C apresentou cor e odor diferentes dos extratos etandlicos obtidos nas
outras temperaturas. Sua cor verde-oliva ¢ devida a degradagdo da clorofila. O odor do extrato
indica a formag¢do de compostos volateis, possivelmente como conseqiiéncia de algumas
reagOes causadas por altas temperaturas.

Uma vez que a constante dielétrica (€) da dgua ¢ muito alta (¢ = 80) em condi¢des
ambientes, ela ¢ um solvente extremamente pobre para compostos organicos de baixa
polaridade (exemplo: a solubilidade do octadecano em agua na temperatura ambiente ¢ de 8
ng/mL) e apenas um solvente moderado para compostos organicos polares (ex.: 80 mg/mL para
fenol) (YANG; HAWTHORNE; MILLER, 1997). Ainda assim, a 4gua tem sido usada como
solvente de extracao de diversos compostos a partir de plantas do género Phyllanthus tais como
lignanas, compostos fenolicos, alcaloides e agiicares. Markom et al. (2007); Martins, Pereira
Filho e Cass (2011); Sprenger e Cass (2013) obtiveram extratos aquosos de P. amarus (S/F =
9,96 Kgsolvente/KZamostra) por Soxhlet e identificaram alguns compostos por HPLC, tais como
polifenois simples, flavonoides, antocianinas e antraquinona. Em extragdes usando agua
pressurizada como solvente (tipicamente em pressdes entre 2 ¢ 10 MPa), diferengas na
solubilidade devido as alteragdes na pressdo sdo despreziveis (MILLER; HAWTHORNE,
1998; YANG et al., 1998). Em relagdo aos efeitos da temperatura neste proceso, a agua pode
ser um solvente adequado para extrair compostos organicos de baixa a alta polaridade
dependendo da temperatura de extracdo (MUSTAFA; TURNER, 2011). Contudo, este efeito
ndo foi observado no presente trabalho, uma vez que a variagdo do rendimento global nos
extratos aquosos em funcdo da temperatura foi ligeira (de 33,18% para 40,15%, em 35 °C e 80
°C, respectivamente).

Os rendimentos globais das extracdes com etanol (50% v/v) foram proximos aos
obtidos nos experimentos com agua e maiores que os da extragdo com etanol absoluto. De

acordo com Mustafa e Turner (2011), o uso de uma mistura binaria como solvente melhora a
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solubilizagdo dos compostos-alvo e a sua dessor¢ao da matriz vegetal. No entanto, isso s6 pode
ser verificado pela andlise da composicao dos extratos.

No método EUT, os resultados apresentados na Tabela 13 mostram valores
absolutos de xo diferentes para cada solvente. A ANOVA (Relatério D4 do APENDICE D) dos
resultados confirma que o efeito da concentragdo de etanol foi significativo e o teste de Tukey
mostrou que esses valores sdo significativamente diferentes entre si. Logo, a mistura binaria
leva a maiores valores de xo do que os outros solventes e o uso de etanol absoluto conduz aos
menores valores de Xo.

A comparacdo dos rendimentos globais entre diferenres métodos de extracdo ¢
complicada, uma vez que a temperatura tem efeito nas extragdes obtidas por PLE e o processo
EUT foi realizado em temperatura ambiente e sem monitoramento do aquecimento provocado
pelo dispersor. Entretanto, assumindo que essas sao diferengas inerentes aos métodos, uma
discussdo qualitativa pode ser feita a partir da Figura 14, onde foram plotados os menores
valores de xo de cada solvente no processo de PLE (35°C e 10 MPa) em comparagdo com 0s

mesmos solventes do EUT.
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Figura 14. Comparagdo entre os menores Xo de cada solvente utilizado no PLE (35 °C e 10
MPa) e os xo obtidos por EUT utilizando os mesmos solventes.

Observa-se que os valores de xo foram maiores no processo de PLE para todos os
solventes, contrariando o que era esperado, uma vez que o uso do dispersor provoca a ruptura

das membrans celulares, deixando os compostos de mais facil acesso para o solvente, o que
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implicaria em um maior rendimento global. E importante ressaltar que os valores de xo de PLE
usados na comparacdo foram obtidos a 35 °C e 10 MPa, condi¢do em que ndo se esperam
grandes mudancas nas propriedades do solvente em compara¢ao com as condigdes ambientes.

Contudo, os maiores rendimentos obtidos na PLE ndo garantem que os compostos de
interesse estejam presentes em maiores quantidades nos extratos, ou seja, maior xo ndo implica
em maior seletividade do processo. O que acontece muitas vezes € o contrario: processos
seletivos sdo os que tém menores rendimentos. Essa discussdo ¢ abordada na secdao de

quantificagdo das lignanas (Se¢ao 4.2.4).

4.2.3 Identificacdo das lignanas

Os perfis cromatograficos dos extratos de PLE e EUT foram obtidos por GC-MS
para cada ensaio € um cromatograma tipico ¢ apresentado para cada método nas Figura 15 ¢ 16,
no qual sete lignanas foram identificadas: 5-demetoxi-nirantina, filantina, filtetralina, 5-

demetoxi-nirtetralina, nirtetralina, hipofilantina e nirantina.
3
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Figura 15. Janela expandida do cromatograma tipico dos extratos de P. amarus obtidos por
PLE. Os nimeros em cada pico correspondem a: lignana 386 (1); 5-demetoxi-nirantina (2);
filantina (3); filtetralina (4); 5S-demetoxi-nirtetralina (5); nirtetralina (6); hipofilantina (7);
nirantina (8); e lignana 430 (9); lignana 370 (10).
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Figura 16. Janela expandida do cromatograma tipico dos extratos de P. amarus obtidos por
EUT. Os nimeros em cada pico correspondem a: lignana 386 (1); S-demetoxi-nirantina (2);
filantina (3); filtetralina (4); 5-demetoxi-nirtetralina (5); nirtetralina (6); hipofilantina (7);
nirantina (8); e lignana 430 (9); lignana 370 (10).

De acordo com a literatura, estas sete lignanas ja foram encontradas em extratos e
fragdes de P. amarus obtidos por diversos métodos de extragao, utilizando metanol, dgua, etanol
e misturas de etanol e dgua como solventes (CHOWDHURY et al, 2012; HANH;
SINCHAIPANID; MITREVEJ, 2013; HUANG et al., 2003; KASSUYA et al., 2006;
KASSUYA; SILVESTRE; REHDER, 2003; KHATOON et al., 2006; KRITHIKA et al., 2009;
PATEL et al., 2011). Singh et al. (2009) também identificaram duas novas lignanas nas folhas
de P amarus:  3-(3,4-dimethoxi-benzil)-4-(7-methoxi-benzo[ 1,3]dioxol-5-il-methil)-
dihidrofuran-2-ona e 4-(3,4-dimethoxi-phenil)-1-(7-methoxi-benzo[1,3]dioxol-5-il)-2,3-bis-
methoxymethil-butan-1-ol.

Os principais fragmentos observados nos espectros de massas das lignanas
identificadas nos extratos obtidos por ambos os métodos estdo presentes na Tabela 14. Os
fragmentogramas de todas elas sdo apresentados no APENDICE E.

Os picos (1), (9) e (10) ndo foram identificados porque o espectro de massas nao
correspondeu ao de nenhuma outra lignana da biblioteca do equipamento, mas a massa
molecular e alguns fragmentos sugerem que estes picos correspondem a essa classe de
compostos. De acordo com os fragmentos apresentados por Molska et al. (2014), o pico (10)
(da lignana 370) pode corresponder ao composto dextroburseernina. Entretanto, mais estudos

sd0 necessarios para gerar informagdes suficientes para a identificagdo destes compostos.
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Tabela 14. Principais fragmentos observados no espectro de massas dos compostos presentes
nos extratos de P. amarus

Compostos Ions EM? (m/z) [intensidade relativa]
Lignana 386 386% 218 187 173 136 135 77 45
tr = 25,436 min [7] [12]  [27] [12] [26]  [100] [17] [12]
5-demetoxi-nirantina 402 203 187 177 152 151 135 45
tr = 25,767 min [19] [19] [14] [14] [33] [100]  [60] [15]
Filantina 418 203 189 177 152 151 107 45
tr = 26,034 min [15]  [20] [8] [13] [31] [100] [9] [8]
Filtetralina 416 400 353 339 323 151 135 45
tr = 26,151 min [42] [60]  [36] [59] [100]  [63] [41] [56]
5-demetoxi-nirtetralina 400 337 323 308 305 296 151 45
tr = 26,237 min [52] [61] [100] [45] [39] [41] [48] [43]
Nirtetralina 430 367 353 222 215 208 151 45
tr = 26,644 min [100] [37] [77] [39] [78] [69] [64] [60]
Hipofilantina 430 367 353 215 208 151 135 45
tr = 27,262 min 98] [62]  [80] [46] [48] [100]  [86] [51]
Nirantina 432 217 203 166 165 152 151 45
tr = 27,339 min [28] [17] [28] [100]  [75] [34] [97] [17]
Lignan 432 432 189 173 208 45 416 174 151
tr = 27,389 min [4] [100] [63] [46] [41] [40] [38] [29]
Lignan 370 370 371 152 151 136 135 107 77
tr = 27,548 min [39] [8] [14] [100] [7] [28] [7] [12]

*Em negrito: lon molecular de cada composto.

A quantificacdo das lignanas seria realizada por padrdo interno no GC. Entretanto,
o método apresentou baixa resolugdo para os picos (7) e (9), que aparecem como ombros do
pico (8). As variacdes feitas no método ndo trouxeram melhora na separagdo dos picos, sendo
necessario utilizar um método de quantificacdo por HPLC, cujos resultados estdo na se¢do

seguinte.

4.2.4 Quantificacao da Filantina e da Nirantina

Os rendimentos médios de filantina e nirantina (Xia € Xic) para os extratos obtidos

por PLE e EUT estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente. Os cromatogramas
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obtidos por HPLC-DAD a 232 nm para padrdes de filantina e nirantina e extratos de PLE e
EUT sio mostrados no APENDICE F.

A ANOVA dos resultados de xia de PLE mostrou que, para ambas lignanas, a
interacao entre os fatores estudados nao € significativa (p > 0,05) no intervalo estudado. Para a
nirantina, a temperatura também ndo teve efeito significativo. Ja para a filantina o efeito ¢
significativo, mas esta préximo do limite de probabilidade de 5%, o que pode significar que na
analise de regressao os parametros associados a esse fator nao tenham significancia (Relatorios
D5 a D7 do APENDICE D). Zhang et al. (2007), estudando a extra¢io de lignanas a partir da
linhaga, também descobriu que a temperatura ndo afeta o processo de extracdo, na faixa
estudada. Quanto aos resultados de xie, foi observado que ha efeito da temperatura, do solvente
e da interagao entre estes fatores.

Conforme sugerido anteriormente, a analise de regressdo dos dados de rendimento
de lignanas por grama de amostra revelou que a temperatura nao € significativa para a extracao
de ambas lignanas. Os termos P2 e P22, que correspondem aos efeitos linear e quadratico da
concentragdo de etanol, sdo os Unicos parametros significativos, além do intercepto o (Tabela
15) (Relatorio D8 e D9 do APENDICE D). Contudo, pontos intermedidrios de concentragdo de
etanol (por exemplo: 25% e 75% v/v) devem ser avaliados para verificar este comportamento.
De acordo com Zhang et al (2007), quando o contetdo de dgua no solvente excede 30%, o
rendimento de lignanas ¢ reduzido. No trabalho desses autores, a propor¢ao de etanol no
solvente de extracao variou entre 50% e 90% e a condi¢ao 6tima de extragao foi obtida com a
concentragdo de 70% de etanol. Ainda dos Relatorios D8 e D9, observou-se que nao foi possivel
obter um ajuste de modelo satisfatorio para os resultados de Xie.

Os modelos ajustados para xj. fornecem a quantidade de filantina ou nirantina (mg
da lignana/g de amostra) que pode ser extraida por PLE nas condi¢des adotadas neste trabalho.
A partir dos valores preditos pelos modelos e/ou dos valores experimentais, pode ser observado
que a mistura etanol+agua (50% v/v) resulta em maiores rendimentos de lignanas. A mistura
binaria age, entdo, como um solvente mais seletivo do que a 4gua, uma vez que as concentragdes
das lignanas obtidas para a mistura foram maiores, sem que ocorresse o aumento da extracao
de outros compostos (Xo igual para os solventes).

Ja que a variacao de temperatura ndo melhora a extracao das lignanas analisadas, o
processo de PLE pode ser conduzido em baixas temperaturas, o que resulta em menor consumo

energético, tornando o processo mais barato.
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Tabela 15. Parametros dos modelos ajustados para os resultados de rendimento de lignanas
por grama de amostra dos extratos de P. amarus obtidos por PLE

Filantina — R> = 0,93

Parametro Valor Erro t Pr> [t
Bo 4,4238  0,1356 32,63  <,0001
B2 0,8188  0,0959 8,54  <,0001
B2z -2,41 0,166 -14,52 <0001
Nirantina — R?> = 0,95
Parametro Valor Erro t Pr > [f]
Bo 3,0113  0,0988 30,48  <,0001
B2 0,7794  0,0699 11,16  <,0001
B22 -2,0044 0,121  -16,56  <,0001

Como ndo ha efeito da temperatura no teor das lignanas no método de PLE
empregado, os valores encontrados para cada temperatura podem ser assumidos como
replicatas das extragdes para cada concentragdo de etanol, ou seja, ha apenas trés condigdes
experimentais diferentes (dgua, etanol 50%, etanol absoluto), com 8 replicatas, totalizando os
24 ensaios. Assim, esses valores podem ser comparados com os valores de rendimento de
filantina e nirantina obtidos pelo método EUT (Figura 17).

Os maiores rendimentos de filantina por grama de amostra foram obtidos pelo
método EUT, para o etanol 50% e o etanol absoluto (Figura 17A). Esse valor foi o dobro do
obtido pela mistura 50% no método PLE e trés vezes o valor do EtOH absoluto do método PLE.
Como o rendimento global associado a estes valores ¢ menor para o método EUT, ele se torna
mais seletivo do que o PLE, ja que menos impurezas foram extraidas, de modo que o extrato ¢
obtido mais puro em filantina, como pode ser visto na Figura 17B.

Os extratos de EUT foram cerca de trés vezes mais enriquecidos em filantina que
os de PLE quando foi usado o etanol 50% como solvente e quase sete vezes maior quando o
etanol absoluto foi usado.

Entretanto, no que diz respeito a nirantina, o maior valor encontrado de rendimento
por grama de amostra foi para o etanol 50% no método PLE, que foi aproximadamente 6 vezes
maior que os valores obtidos no método EUT (Figura 17C). Quando se observa a concentragao
de lignanas por grama de extrato (Figura 17D), os extratos de PLE sdo cerca de 4 vezes mais

enriquecidos em nirantina do que os extratos obtidos por EUT.
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Figura 17. Comparagdo dos rendimentos de filantina e nirantina obtidos por PLE (valores
médios de 35 °C a 80 °C e a 10 MPa) e EUT. Filantina (A) e (B), Nirantina (C) e (D), Soma

(E) e (F).

Como a filantina e a nirantina pertencem a uma mesma classe de lignanas, as

diarilbutanas, elas tém mesma base estrutural (Figura 2 e Tabela 1) e ¢ dificil propor uma

explicacdo para tal divergéncia de comportamento pois ambas podem estar interagindo de

forma parecida com o solvente. Pode-se supor que a divergéncia de comportamento das duas

lignanas seja pela diferenga de polaridade entre elas devido a presen¢a do grupo metoxila na

filanina e/ou por uma possivel competi¢@o pelo solvente. Além disso, a disponibilidade de cada

lignana no interior das células pode também estar relacionada com a competicao, ou seja, a

filantina pode ser de mais facil acesso para o solvente do que a nirantina no método EUT, devido
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aos efeitos da agitagdo intensa aplicada com o dispersor Ultra-Turrax. No entanto, quando se
utilizou o método PLE (que teoricamente melhora as caracteristicas do solvente para a
extracdo), o contato entre o solvente e a nirantina pode ter sido facilitado, provocando o maior
rendimento.

Mudangas de estrutura quimica resultantes da conversao entre lignanas, ainda que
pouco provavel, também poderiam explicar as diferencas encontradas. Embora ndo existam
relatos de conversdes de filantina para nirantina, nem o contrario, podem ter acontecido
transformagdes dessas duas lignanas em outras que estavam presentes nos extratos, mas que
ndo foram quantificadas, como a 5-demetoxi-nirantina, que difere da nirantina apenas pela
auséncia do radical metoxi. Essas conversoes podem levar a mudancgas nas concentragdes de
nirantina e filantina nos extratos.

Observando a soma dos rendimentos de lignanas por grama de amostra (Figura
17E), o etanol 50% pode ser assumido como o melhor solvente para extrair a maior quantidade
de lignanas para ambos métodos, indicando a importancia da 4gua e do etanol (como mistura
bindria) para a extracdo. Entretanto, se o objetivo € a producdo de extratos concentrados, o
aumento de etanol na mistura de solventes ¢ recomendado (Figura 17F).

Apesar de o método EUT apresentar maior teor de lignanas (ou seja, ser mais
seletivo), ele € um método essencialmente laboratorial, cujo uso se da costumeiramente para
obtenc¢do qualitativa de extratos para analises. Dessa forma, ele ndao pode ser assumido como
melhor método no que diz respeito a ampliagdo de escala. O método PLE ja ¢ utilizado
industrialmente, com viabilidade técnica e econdmica confirmada para diversos produtos.

Assim, para melhorar o desempenho do método PLE, pode-se fazer algumas

sugestoes:

1. Utilizagdo de Etanol em concentragdes diferentes (entre 50% e 100%) a fim de
se conhecer a regido otima de extracdo das lignanas por PLE e verificar se,
conforme sugerido por Zhang el al. (2007), etanol 70% ¢ o melhor solvente.

il. Utilizagdo de um processo sequencial: Tendo em vista os elevados rendimentos

e concentragdes baixas de lignanas nos extratos de PLE utilizando agua como
solvente (Tabela 12), essa condi¢do pode ser usada como uma estratégia para
remover compostos indesejaveis da amostra, a fim de obter extrato com alta
concentracdo de lignana em outras extragdes com etanol. Um processo de

extracdo sequencial com variagdo de solventes pode ser sugerido.
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1ii. Técnicas de pré-tratamento de amostra ou de intensificacio de extragdo, como o
uso de ultrassom, podem ser consideradas a fim de aumentar o contato entre o

solvente e lignanas.
4.3 Extracio com fluido supercritico

4.3.1 Experimentos preliminares

Os testes preliminares de SFE sem cossolvente (SFE1) levaram a defini¢cao dos
seguintes parametros de processo: tempo estatico de extracdo de 20 min e vazao de CO> de
1,5.10* kg/s (altura de 50 mm no fluxdmetro da unidade de extragio).

Nos testes iniciais de cinética de extracao (Figura 18), admitiu-se 40 min como o
tempo de extragdo (xo = 1,25%), uma vez que neste tempo se consegue extrair mais de 90% da
matéria extraivel por este método (no tempo final de 100 min, xo = 1,34%), tendo um S/F de

150 kgsolvente / KZamostra.

0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 18. Cinética de extrac¢do por SFE1 a partir de P. amarus a 40 °C e 10 MPa, com vazao
de CO2 de 1,75x10* kg.s7!.

Os testes preliminares de SFE com cossolvente (SFE2) levaram a definicdo do
tempo estatico de extragdo de 5 min e a curva cinética esta representada na Figura 19. A partir
dos resultados do processo PLE, escolheu-se o etanol 50% como cossolvente nas extracdes de
SFE2. Este cossolvente foi usado na proporcao de 10% (m/m) com o CO,. Para que S/F ¢ a

vazao do CO; no tempo dindmico fossem mantidas iguais ao processo SFE1, as vazoes de
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cossolvente foram calculadas (nos tempos estatico e dindmico) e, consequentemente, o tempo
de extrag¢do (~25 min).

40

35 r . ® .

¢ ~25 min

0 PRI T TN T I TR TN T T T T NN TN TN T T T T T S N N TN T T T [N T TN T T [N T TN ST T T T T S
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Figura 19. Cinética de extracdo por SFE2 a partir de P. amarus, a 40 °C e 10 MPa, com vazao
de CO: de 1,79x10™* kg/s e vazio de cossolvente de 1,07 mL/min.

4.3.2 Rendimento Global — x0 (%)

Uma vez definidas as condi¢des de processo para o planejamento através dos testes
preliminares, foi possivel obter os resultados de rendimento global, apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Resultados de rendimento global por SFEI.

T(°C) P (MPa) Densidade CO; (kg/m®)* xo (%o)**
40 10 569 0,98 £ 0,01¢
40 20 832 2,35+ 0,34°
40 30 930 2,78 £ 0,032
50 10 379 0,13 +0,09¢
50 20 766 2,35 +0,03"
50 30 882 2,98 £ 0,16
60 10 294 0,06 + 0,094
60 20 698 2,59 + 0,092
60 30 834 3,00+ 0,012

*Densidade do CO; calculada pela Equagdo de estado de Peng-Robinson (PENG; ROBINSON,
1976).**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

E possivel perceber que na SFE1 sdo obtidos rendimentos globais menores do que
com os métodos PLE e EUT, mesmo usando mais solvente (ja que o S/F da SFE1 ¢ trés vezes
maior). Enquanto nesses métodos foram utilizados solventes polares (etanol e/ou agua),

obtendo xo de 10 a 40%, a extracdo utilizando CO> supercritico resultou em xo de 0,1 a 3%,



RESULTADOS E DISCUSSAO

podendo favorecer a extracdo de compostos de polaridade intermediaria a baixa. Sabe-se que,
quando se trabalha com solventes com polaridades diferentes, o maior rendimento global ndo
implica necessariamente em maior capacidade de extracao dos compostos de interesse. Além
da diferenca de rendimento inerente ao método de extracao (condi¢des de operagdo e tecnologia
envolvida), ha também a influéncia da massa molar dos compostos extraidos. Compostos
polares obtidos com solventes mais polares tém massas molares maiores, o que ndo significa
necessariamente que esses extratos contenham uma variedade maior de compostos.

A andlise de variancia (ANOVA) revelou que existe efeito dos fatores estudados e
da interagdo entre eles (Relatério D.16 do APENDICE D) (p < 0,05). Do teste de comparagao
entre médias (teste Tukey a 5% de probabilidade) (Relatorio D.20 do APENDICE D),
observou-se que os maiores rendimentos globais foram obtidos a 30 MPa para todas as
temperaturas e os menores a 10 MPa, sendo que nas temperaturas de 50 e 60 °C, nessa pressao
de 10 MPa, os rendimentos foram aproximadamente nulos.

O rendimento aumenta, para cada temperatura, & medida em que se aumenta a
pressao. Porém, ao manter a pressao constante, a medida que se aumenta a temperatura, ha um
comportamento diferente para cada pressdo, sem variacdo de xo em alguns casos. H4 uma
evidente interagdo entre a pressdo e temperatura na influéncia dos rendimentos (e esse efeito
foi verificado na andlise estatistica), que pode ser visto mais facilmente quando se observa os

resultados em funcao da densidade do CO» (Figura 20).
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Figura 20. Rendimento global (x0) em fun¢do da densidade do CO> supercritico.

H4 um grande aumento em xo com a densidade, de 379 a 698 kg/m?, mostrando que

abaixo de 698 kg/m> o potencial maximo de extracio por SFE1 ndo foi alcangado. Acima de



RESULTADOS E DISCUSSAO

698 kg/m® a variacdo de x¢ é pequena, indicando que o aumento na densidade ndo modifica o
poder de solvatagcdo do CO» supercritico para os compostos presentes na amostra.

A densidade do CO» esta diretamente associada ao seu poder de solvatagdo, de
modo que quanto maior a densidade, maior o poder de solvatagdo e maior sera o rendimento
global, pois uma maior quantidade matéria extraivel (e ndo necessariamente variedade de
compostos) sera retirada da matriz vegetal. Contudo, a analise dos extratos deve revelar se uma
maior quantidade dos compostos de interesse sera obtida nas condi¢cdes de maior rendimento
global.

Em relagdo ao processo de extragdo com cossolvente, observou-se que os resultados
experimentais de rendimento global (Tabela 17) sdo maiores do que os de SFE1 (variando de
10 a 400 vezes), provavelmente porque a seletividade do fluido supercritico ¢ reduzida devido
a adi¢do do cossolvente.

A ANOVA mostra que a temperatura ¢ um parametro importante para o Xo obtido
por SFE2, mas a pressdo ndo (Relatorio D24. do APENDICE D). Na analise pontual dos
tratamentos realizados no experimento pela ANOVA one-way com teste de Tukey para
comparagdo de médias (Relatorio D25. do APENDICE D), observou-se que o maior xo ¢ obtido
a 60 °C e 10 MPa, com diferenga percentual de 20% ao menor rendimento (em valor absoluto),
obtido a 40 °C e 10 MPa. Contudo, as concentragdes de lignanas devem ser consideradas na

escolha da melhor condi¢ao de extragao.

Tabela 17. Resultados de rendimento global por SFE2.

T (°C) P (MPa) X0 (%)
40 10 33,16 + 1,39¢
40 20 35,42 + 1,84¢
40 30 35,51 +0,24%
50 10 38,90 + 0,012
50 20 34,15+ 1,17°
50 30 34,08 + 2,26°
60 10 40,98 + 0,41°
60 20 37,48 + 0,002
60 30 39,05 + 1,88%

4.3.3 Quantificacao de Filantina e Nirantina

Os cromatogramas dos extratos analisados por HPLC-DAD e dos padrdes de
filantina e nirantina encontram-se no APENDICE F. Os rendimentos de filantina e nirantina,

em termos de amostra e de extrato, sdo mostrados na Tabela 18, para ambos métodos.
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Na andlise estatistica, verificou-se que a temperatura e a pressao nao sao
significativas para a extragdo das lignanas por SFE2 (p> 0,05) (Relatérios D26 a D28 do
APENDICES D). Sendo assim, a melhor condi¢do de SFE2 ¢ aquela onde o gasto energético
foi mais baixo, isto €, 40 °C e 10 MPa, mesmo que, segundo Adil et al. (2007), se trate de uma
condigao subcritica, devido a adi¢do de cossolvente.

A analise estatistica de SFE1 envolve uma discussdo mais elaborada, ja que a
temperatura e a pressdo foram significativas (p < 0,05) (Relatérios D17 a D19. do APENDICE
D). Da one-way ANOVA de SFE1 (Relatérios D21 a D23 do APENDICE D) nota-se que a pior
condicdo para a extracdo de filantina por grama de amostra ¢ de 40 °C e 10 MPa, uma vez que
qualquer outra pressao (20 e 30 MPa) se alcanca o dobro de filantina. Na pressdao de 10 MPa e
temperaturas de 50 e 60 °C ndo foi possivel quantificar as lignanas porque a quantidade de
extrato obtido nestas condicdes foi negligenciavel, com xo de 0,13 e 0,06%, respectivamente.
Para a nirantina, o comportamento foi similar, exceto para a condigdo de 50 °C e 30 MPa, em
que o rendimento foi igual ao obtido a 40 °C e 10MPa.

Observa-se na Figura 21 A que a soma dos rendimentos das lignanas por grama de
amostra (X1,) aumenta em funcdo da densidade de CO> (que, por sua vez, varia conforme a
temperatura e a pressdo), mostrando que o aumento no poder de solvatagao do solvente leva a
extracdo de mais lignanas. Contudo, quando se analisa a xie, percebe-se que o incremento de
densidade ndo ¢ acompanhado por um aumento da soma dos rendimentos das lignanas (Figura

21B).
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Figura 21. Rendimentos de lignanas (Xia € Xie) em fun¢do da densidade de CO> no método

SFEI.



Tabela 18. Resultados experimentais de rendimentos de lignanas em termos de amostra (X12) € extrato (Xie) para os processos SFE1 e SFE2.

SFE sem cossolvente - SFE1

T (°C) P (MPa)

S/F

Xla (mglignana/ gamostra)

Xle (mglignana/ gextrato)

Filantina Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma

40 10 139,69+ 0,05 2,20+0,02° 1,18+0,01> 3,38+0,01° 225,03 +£4,32% 120,55 +2,14* 345,58 + 6,46
40 20 155,56 £2.76  4,59+0,3*® 240+023* 7,00+0,53? 218,71 £13,62* 116,73 +7,39* 335,44 +21,02°
40 30 161,91+ 1,89 4,86+0,04° 249+0,06° 7,35+0,09° 184,73 + 1,42° 94,55+2,13% 279,27 +0,71°
50 10 146,17 £ 9,89 ng* nq nq Nq nq nq

50 20 156,44 £5,60 436+0,02° 228+0,01*° 6,65+0,03 183,91 £0,99° 96,31 +0,31° 280,23 + 0,69°
50 30 153,99+793 530+0,67*° 1,42+0,14> 6,73 +0,80° 171,54 £21,41% 101,47 +5,63° 273,01 + 15,79°
60 10 142,88 + 1,90 nq nq nq Nq nq nq

60 20 149,75+336 4,00+0,09° 2,12+0,04*> 6,12+ 0,04 173,15+5,29° 89,93 + 1,69 263,08 + 6,98
60 30 152,87 +£2.85 427+0,08° 227+0,05*° 6,54+0,03 158,21 £7.47° 84,32+ 1,36 242,53 + 8,83¢

SFE com cossolvente - SFE2
° Xla (mglignana/ gamostra) Xle (mglignana/ gextrato)
T(C) P (MPa) S/F Filantina Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma

40 10 141,67 £ 8,34  7,88+0,74* 4,48 +0,58* 12,36+1,32?2 23,73 £1,23*  13,48+1,18 37,21+2,41?
40 20 152,75+6,57 8,19+0,01* 4,73+0,01* 12,92 +0,03% 23,14+ 1,24*  13,38+0,73* 36,53 +1,97*
40 30 150,76 £ 4,37 7,96 £0,09* 4,46 +0,08* 12,42+0,17% 22,41 £0,10*  12,57+0,14* 34,98 £0,252
50 10 132,98 +7,26 9,20+ 1,38 5,19+0,55* 14,39+1,93? 23,64 £3,53*  13,35+1,41* 36,99 + 4,952
50 20 144,68 £ 6,84 7,78 £1,52* 4,52 +1,05* 12,30+2,58?2 22,87 £5,25*  13,30+3,54* 36,16 +8,79?
50 30 144,69 £ 0,59  8,58+0,25* 4,78+0,16* 13,37+0,41? 2527 £2,42* 14,08 +£1,40* 39,35+ 3,822
60 10 136,22 + 11,67 7,76 £0,25* 4,31 £0,06* 12,07 +0,31?% 18,93 +£0,42* 10,52+ 0,05 29,45+ 0,46
60 20 145,33 +£9,65 7,96 +0,70*° 4,46+0,49* 12,41+1,20% 21,23 +£1,88 11,89+1,32* 33,13+3,19?
60 30 156,23 £23,40 6,49 £2,67* 3,68 +1,34* 10,17 +4,01% 16,81 + 7,652 9,51 £3,90* 26,31 +£11,55%

*nq = ndo-quantificavel. Médias seguidas de mesma letra nas colunas em cada método ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Comparando xi, entre os métodos, observa-se que SFE2 tem os melhores resultados,
sendo aproximadamente duas vezes a soma de SFE1. Isso significa que a adi¢do de cossolvente
foi favoravel para a extracdo de uma maior quantidade de lignanas da amostra. Um resultado
similar foi obtido por Kim et al. (1999) ao estudar a extragdo de linganas de Schisandra
chinensis por SFE com 10% de cossolvente (etanol). No entanto, o método SFE1 ¢ um método
mais seletivo, pois apresenta extratos mais puros em lignanas. Analisando xie de SFE1 os
resultados variaram de 242-345 mg/g, enquanto que para o método SFE2 foram 26-39 mg/g.
Em termos percentuais (Figura 22) para o método SFEI foi obtido 25-35%, enquanto que para
SFE2 foi de apenas 2,6 a 3,9%. Isso significa que os extratos SFE1 sdo, em média, dez vezes

mais enriquecidos do que os extratos SFE2.
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Figura 22. Percentual de cada lignana nos extratos para SFE1 e SFE2.

O extrato mais enriquecido em lignanas foi o obtido a 40 °C e 10 MPa (569 kg/m’,
menor densidade de CO> com resultados quantificdveis de xia € xie) € 40 °C e 20 MPa (832
kg/m?, densidade intermédia de COz), em que a soma dos teores de filantina e nirantina é de
cerca de 35%. Para este caso, uma analise de custo € necessaria, a fim de avaliar se o aumento
de pressdo de 10 para 20 MPa ¢ economicamente vidvel em comparacdo com a obtencdo do

dobro do rendimento global e xia.
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4.4 Avaliacio Economica dos processos de extracao

A partir dos resultados de xi. € Xie de todos os processos estudados, definiu-se que

as melhores condi¢des foram:

Para PLE
Como a temperatura foi nao-significativa, foi escolhida a menor do intervalo estudado (35 °C).
Quanto ao solvente, o etanol 50% obteve os maiores rendimentos por grama de amostra (Xia),
mas os extratos obtidos com etanol absoluto foram mais puros. Assim, as condi¢des avaliadas
na analise de custo foram:

= 35 °C, 10 MPa e etanol 50%, S/F = 46 kgsolvente/K€amostra, X0 = 33,15%, X1a = 6,92

Mglignana/ amostra; Xle = 19,16 Mglignana/ Cextrato-
= 35 °C, 10 MPa e etanol absoluto, S/F = 46 kgsolvente/KZamostra, X0 = 10,92%, X1 = 4,17

mglignana/ Zamostra; Xle = 41,72 mglignana/ Lextrato.

Para SFE1
Os extratos mais puros foram obtidos na menor temperatura (40 °C) e pressdes de 10 e 20 MPa.
A andlise de custo permitird avaliar se ¢ vidavel aumentar a pressdo para se conseguir o dobro
de rendimento global, mantendo a concentracdo das lignanas.
= 40 °C, 10 MPa, S/F = 150 kgsolvente/K€amostra, X0 = 0,98%, X1a = 3,38 mglignana/Camostra; Xie
= 345 mgiignana/Gextrato-
= 40 °C, 20 MPa, S/F = 150 kgsolvente/KZamostra, X0 = 2,35%, X1a = 7,00 Mglignana/Camostra; Xle
= 335 mgiignana/Zextrato.

Para SFE2
Nao existem efeitos da pressao e da temperatura no intervalo estudado no processo de SFE com
cossolvente. Assim, a condi¢do de menor gasto energético foi a seguinte:
= 40 °C, 10 MPa, Cossolvente: etanol 50%, percentual de cossolvente: 10%, S/F = 150
kgsotvente/KZamostra, X0 = 33,16%, X1a = 12,36 mMgiignana/Samostra; Xie = 37,21 Mglignana/Cextrato-

O custo de manufatura (COM) foi calculado para as melhores condi¢des de cada
processo (Figura 23). O COM obtido neste trabalho ¢ maior do que os encontrados por outros
autores (CARVALHO et al., 2015; OSORIO-TOBON et al., 2014; SANTOS; VEGGI;
MEIRELES, 2012a; ZABOT et al., 2015) para outros produtos. Por exemplo, Carvalho et al.
(2015) estudaram a extra¢do de curcuma (Curcuma longa L.) e 6leo de ar-turmerona por SFE

e o menor COM obtido foi de US$ 164,4/kg de extrato a 60 °C e 25 MPa, com S/F = 1,31 para
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um extrator de 50 L. Para esta condi¢do, o Xo foi de 6,4%, e a concentragdo de ar-turmerona
(composto bioativo) foi de quase 16% nos extratos. Entretanto, Veggi (2013) também obteve
valores altos de COM (entre US$ 890,00-5900,00/kg) na SFE (sem cossolvente) de compostos
fendlicos de plantas brasileiras (S/F = 50), quando utilizou um extrator de S0L.
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Figura 23. Custos de Manufatura (COM) para cada processo estudado.

Ha, principalmente, dois fatores responsaveis pelo maior custo encontrado neste
trabalho. Em primeiro lugar, para todos os experimentos, foram utilizados valores mais
elevados de S/F, sobretudo nos experimentos de SFE. Portanto, uma maior quantidade de
solvente foi utilizada para obter os extratos. Assim, os custos operacionais relacionados a
recirculacao do CO» (resfriamento, aquecimento e compressao) foram maiores do que em outras
simulagoes.

O outro fator ¢ o alto custo da matéria-prima, que tem impacto significativo no
COM, conforme também observado por Veggi (2013). Pode-se observar (Figura 24) que o
CRM (custo de matéria-prima) ¢ responsavel por mais de 90% do COM em todos os casos. Na
SFE2, a planta seca e moida representa 67,91% do CRM (APENDICE G), enquanto nas
condi¢des de PLE avaliadas representa acima de 86% da CRM. Essa diferenca ¢ devida ao custo
do CO», que ¢ quase duas vezes maior do que o etanol e agua (Tabela 10), fazendo com que a
participacdo da quebra-pedra na CRM diminua no processo SFE. Logo, ¢ evidente que o custo

de aquisi¢do da planta seca e moida tem uma importante contribui¢do para o COM, tal como
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também foi observado por outros autores (ALBUQUERQUE; MEIRELES, 2012; LEAL et al.,
2010; VEGGI et al., 2014; VIEIRA et al., 2013)

Geralmente se considera que o custo de investimento inicial ¢ uma das
desvantagens dos métodos de extragao com fluidos pressurizados, e assim ¢ atribuida ao FCI
(Fixed Capital Investment) a maior contribui¢do ao COM. Porém, isso sé ¢ verdade quando o
CRM ¢ muito pequeno, como quando se trabalha com reaproveitamento de residuos
agroindustriais, nos quais o custo de aquisicdo do material de trabalho (amostra) ¢ desprezado.
A planta P. amarus ndo se encaixa nessa categoria de matéria-prima e as informagdes de seu
custo sdo escassas, portanto imprecisas. Durante a pesquisa por fornecedores a maioria das lojas
on-line encontradas eram varejistas com partes aéreas de P. amarus vendidas por até US$
75,98/kg, fazendo os custos serem ainda maiores (Tabela 19) do que os que foram apresentados
na Figura 23, embora os percentuais dos componentes do COM ndo tenham sofrido grande
alteracao percentual.

Os aspectos agronomicos também devem ser levados em consideracdo quanto ao
custo de aquisicdo da planta seca e moida. O uso de fertilizantes e outros agentes quimicos ¢
condenavel devido a auséncia de produtos registrados para plantas medicinais, conforme
exigéncia legal, e pelas alteragdes que tais produtos podem ocasionar aos principios ativos.
Assim, o controle de pragas e doencgas da planta geralmente ¢ feito pela adogdo de tecnologias
agroecologicas (como inser¢do de barreiras de vento; uso de cobertura de solo, de adubagao
verde com coquetel de leguminosas) e/ou uso de pesticidas naturais. Isso afeta a produtividade
e, consequentemente, o custo de produgdo. Outros fatores importantes sdo a densidade de

plantio e resposta da planta a variagdes ambientais.

Tabela 19. Custo de Manufatura (COM) e seus componentes calculados para a planta seca e
moida com custo de US$75,98/kg

Processo COM (USS/kg) CRM (%) COL (%) FCI(%) CUT (%)
PLE-Etanol50% 257,65 95,03 1,25 3,67 0,05
PLE-Etanol 838,77 95,07 1,24 3,64 0,05
SFE1-10 MPa 9850,99 95,92 1,05 2,8 0,23
SFE1-20 MPa 4399,32 95,92 1,04 2,78 0,26
SFE2 323,15 95,31 0,99 3,42 0,28

Custo de matéria-prima (CRM); Custo de mao-de-obra operacional (COL); Capital de
investimento fixo (FCI); Custo de utilidades (CUT).
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Figura 24. Componentes do custo de manufatura (COM) para as condigdes 6timas de cada
processo. Custo de matéria-prima (CRM); Custo de mao-de-obra operacional (COL); Capital
de investimento fixo (FCI); Custo de utilidades (CUT).
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Uma preocupacao adicional em relagdo a esses fornecedores € que eles muitas vezes
identificam o produto como “folhas de quebra-pedra” e este nome esté relacionado as espécies
P. amarus e P. niruri, ficando dificil saber com qual matéria-prima se esta trabalhando, uma
vez que essas plantas sdo muito parecidas. Apenas um fornecedor atacadista foi encontrado, a

TROPILAB (www.tropilab.com), exportadora de plantas e sementes tropicais, com diversas

faixas de valores para determinadas quantidades de material. Por exemplo, 100 Ib (~45 kg) de
plantas custam US$ 2193,95, o que da US$ 48,39/kg, que foi o valor utilizado no trabalho.

Comparando os processos estudados, percebe-se (Figura 23) que o menor COM
(US$ 173,79/kg) foi obtido por PLE-Etanol50%, seguido do SFE2 (US$ 230,88/kg). Isso ocorre
porque o COM ¢ inversamente proporcional a massa de extrato produzido, entdo quanto maior
o rendimento global, menor o custo do processo. A diferenca percentual entre 0 COM de SFE2
e o de PLE-Etanol50% ¢ de 24% porque, no primeiro caso, se usou cerca de 3 vezes mais
solvente do que no segundo. Entretanto, para os processos de SFE1 também se utilizou 3 vezes
mais solvente que na PLE-Etanol50%, e o COM foi cerca de 41 e 18 vezes maior para SFE1-
10MPa e SFE1-20MPa, respectivamente. As razdes entre os valores calculados de COM de
cada processo estdo apresentadas na Tabela 20 e as razdes entre as concentragdes de lignanas
dos extratos para cada um dos processos estdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 20. Razao entre os valores de COM de cada processo

Denominador Numerador
PLE-EtOH50% PLE - EtOH SFE1-10MPa SFE1-20MPa SFE2
PLE-EtOH50% 1,00 3,38 41,17 18,44 1,33
PLE - EtOH 0,30 1,00 12,20 5,46 0,39
SFE1-10MPa 0,02 0,08 1,00 0,45 0,03
SFE1-20MPa 0,05 0,18 2,23 1,00 0,07
SFE2 0,75 2,54 30,99 13,88 1,00

Tabela 21. Razdo entre as somas das concentragdes das lignanas para cada processo

Denominador Numerador
PLE-EtOH50% PLE - EtOH SFE1-10MPa SFE1-20MPa SFE2
PLE-EtOH50% 1,00 2,17 17,97 17,45 1,94
PLE - EtOH 0,46 1,00 8,27 8,03 0,89
SFE1-10MPa 0,06 0,12 1,00 0,97 0,11
SFE1-20MPa 0,06 0,12 1,03 1,00 0,11
SFE2 0,52 1,12 9,27 9,00 1,00

Ente os processos de PLE, observa-se que o uso de etanol absoluto faz o COM ser

trés vezes maior, porque o custo de etanol ¢ maior do que o da 4gua. Além disso, a concentragdo


http://www.tropilab.com/
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das lignanas ¢ apenas o dobro para o caso do etanol absoluto (Tabela 21), tornando o uso da
mistura binaria mais viavel.

Os processos de SFE1 obtiveram os maiores COM, de US$ 7154,87/kg para SFE1-
10 MPa e US$ 3205,30/kg para SFE1-20 MPa. No caso do processo realizado a 10 MPa, tem-
se 0 menor Xo. Ao aumentar a pressao para 20 MPa o xo duplica e 0 COM ¢ reduzido a metade.
Esse resultado evidencia a maior influéncia do rendimento global no COM em comparagdo com
o gasto energético provocado pelo aumento de pressao. Além disso, nessas duas condig¢des
foram obtidas as maiores concentracdes de lignana por grama de extrato, o que implica que o
processo SFE1 a 20 MPa ¢ o melhor entre os dois e 0 SFE1 a 10 MPa ¢ o menos vantajoso entre
todos os avaliados.

O processo SFE2-10 MPa apresentou COM de US$ 230.88/kg, que ¢ 14-31 vezes
menor do que os processos SFE1. Este resultado ¢ devido ao processo de SFE2 ter rendimento
global tdo alto quanto a PLE. Além disso, o custo do etanol é quase metade do custo de COo.
Portanto, a utilizagdo de etanol como cossolvente contribui para tornar menos dispendioso o
processo, bem como permitindo a extragdo de uma maior quantidade de lignanas por grama de
matéria-prima (x1a). Resultado similar foi encontrado por Veggi (2013) ao utilizar etanol e 4gua
como cossolventes no processo de SFE de diversas plantas, sendo que em uma delas a redugao
foi de 95% do COM. Porém, conforme visto nas segoes de quantificagdo das lignanas para todos
0s processos (Secoes 4.2.4 e 4.3.3), quanto maior o rendimento global, menor a seletividade.

O COM da SFE1-20 MPa ¢ cerca de 14 vezes mais elevado do que o da SFE2 e 18
vezes o de PLE-Etanol50%. No entanto, a concentragdo de lignanas do extrato SFE1-20 MPa
¢ nove vezes maior do que o SFE2 e 17 vezes a de PLE-Etanol50%.

Assim, a relacdo entre custos e concentracdo de lignanas se equilibra entre os
processos, uma vez que ¢ preferivel obter um extrato mais rico em lignanas que minimize etapas
posteriores de purificacdo e de isolamento, que sdo consideradas dispendiosas, mesmo que no
caso do PLE-Etanol50% se utilize um terco da quantidade de solvente dos outros processos.

Os resultados do custo de manufatura também podem ser expressos por grama de
lignana extraida (COM-lig), apenas dividindo 0 COM (US$/kgextrato) pelo xle(giignana/Kextrato)
(Figura 25).

Para SFE1, trabalhar a 20 MPa reduz o COM-Lig a metade. Assim, Xo € Xia baixos
tém maior impacto sobre a COM do que a energia necessaria para recomprimir o solvente. Em
relagdo ao PLE, o custo para se obter cada grama de lignana ¢ menor quando se usa a mistura,

porque o prego do etanol ¢ maior do que o da agua. E possivel perceber também que os custos
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para SFE1-20 MPa, SFE2 e PLE-EtOH50% sdo proximos, o que reforca a viabilidade do

processo SFE1-20MPa, que obtem os extratos mais enriquecidos.
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Figura 25. Custo de manufatura calculado por grama de lignana extraida (COM-Lig) para
cada processo.

E necessario considerar ainda que outras lignanas ja reportadas para esta espécie
podem estar presentes nos extratos de SFE, tornando-os ainda mais enriquecidos. Pensando
nisso foi realizada uma anélise cromatografica por CG-EM nos extratos de SFE1-20MPa e
SFE2-10MPa (Figuras 26 e 27). Os resultados mostraram que todas as lignanas que estdo
presentes nos extratos de PLE e UT (Figura 16 e Tabela 14) estdo também presentes nos extratos
de SFE1-20MPa e SFE2-10MPa, com excecdo da filtetralina (pico 4) que ndo aparece em
SFE1-20MPa. Além disso, os picos A, B, C e D (Fragmentogramas no APENDICE E) que
aparecerem nos cromatogramas, podem ser outras lignanas, em fun¢do da fragmentacdo obtida.
Portanto, a concentragdo de lignanas nos extratos ¢ maior do que o que foi possivel quantificar
no atual trabalho, confirmando a riqueza do produto obtido pelos processos estudados, mas

revelando a necessidade futura de realizar a quantificacao de tais compostos.
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Figura 26. Janela expandida do cromatograma do extrato de P. amarus obtido por SFE1, a 40
°C e 20 MPa e analisado por GC/MS. Os niimeros em cada pico correspondem a: lignana 386
(1); 5-demetoxi-nirantina (2); filantina (3); 5-demetoxi-nirtetralina (5); nirtetralina (6);
hipofilantina (7); nirantina (8); e lignana 430 (9); lignana 370 (10). Os picos A, B, Ce D
corespondem a lignanas ausentes nos cromatogramas de PLE e EUT.
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Figura 27. Janela expandida do cromatograma do extrato de P. amarus obtido por
SFE2, a 40 °C e 10 MPa e analisado por GC/MS. Os nimeros em cada pico correspondem a:
lignana 386 (1); 5-demetoxi-nirantina (2); filantina (3); filtetralina (4); 5-demetoxi-nirtetralina
(5); nirtetralina (6); hipofilantina (7); nirantina (8); e lignana 430 (9); lignana 370 (10). Os
picos B, C e D corespondem a lignanas ausentes nos cromatogramas de PLE e EUT.
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5 CONCLUSOES

Dos resultados obtidos, pode-se concluir que ¢ possivel extrair lignanas a partir de
P. amarus pelos métodos empregados e obter sete lignanas ja identificadas por GC-MS, entre
elas a filantina e a nirantina, que podem ser quantificadas por HPLC pelo método apresentado.

No método PLE, a temperatura ndo ¢ um fator significativo, entdo temperaturas
baixas podem ser empregadas para realizar o processo, economizando energia.

A mistura binaria de agua e etanol foi considerada o melhor solvente para obter
maiores quantidades das lignanas filantina e nirantina pelos métodos PLE e EUT. Contudo, o
uso de etanol puro como solvente no método EUT leva a um extrato mais enriquecido em
filantina.

Em relag¢do aos processos de SFE, verificou-se que a temperatura e a pressao sao
parametros importantes para a extracdo de lignanas por SFEI, mas ndo por SFE2. Portanto,
para SFE2 a condi¢do de menor temperatura e pressao pode ser assumida como a melhor em
termos de menor gasto energético, obtendo os mesmos rendimentos das outras condicdes.

Ainda nas extragdes supercriticas, observou-se que a utilizacao de etanol 50% (v/v)
como cossolvente proporcionou um aumento na quantidade de lignanas obtidas a partir das
partes aéreas de P. amarus, mas diminuiu a seletividade do processo, ja que a concentracao de
lignanas no extrato ficou entre 2,5 e 4,0%, enquanto em SFEI foi de 25 a 35%.

Da andlise econdmica verificou-se que a PLE ¢ uma técnica menos dispendiosa,
com altos rendimentos, mas com extratos com baixa concentragdo de lignanas. Os processos de
SFE com cossolvente aumentam a pureza dos extratos, mas também os custos. Ja quando se
utilizou SFE sem cossolvente, foram obtidos rendimentos baixos, provocando elevados valores
de Custo de Manufatura (COM). No entanto, na melhor condi¢do de SFE1 se obtem extratos 9
e 17 vezes mais puros que os obtidos nas melhores condi¢des de SFE2 e PLE, respectivamente.

Além de verificar a viabilidade técnica e fornecer informagoes iniciais a cerca da
viabilidade econdmica dos processos extragao de filantina e nirantina a partir de P. amarus,
esse trabalho proporcionou indagacgdes interessantes para possiveis novos trabalhos que

venham a ser realizados por nosso grupo de pesquisa.
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6 DIFICULDADES ENCONTRADAS

Diversos obstaculos surgiram no decorrer da realizagdo deste trabalho, que
prejudicaram ou adiaram a obteng¢ao dos resultados, tais como:

1. A demora no processo de obten¢ao de or¢amentos e compra de equipamentos € pecas
que compoem a unidade de extracdao, bem como a montagem da unidade de extracao
e os testes iniciais para verificagdo de vazamento nas conexdes de tubulagao;

ii.  Durante os experimentos de extragdo aconteceram diversos vazamentos nas
“gaxetas” (vedacao de teflon) das células de 50 mL e 100 mL, que culminaram na
troca de célula para os ultimos experimentos. Nos processos de SFE2 foram
utilizadas as células de 10 mL cuja vedacdo era metal-metal;

iii.  Naandlise de custos, o objetivo foi apresentar um custo geral para auxiliar na escolha
do melhor método de extragdo, por isso foi utilizado apenas um aumento de escala
(50 L). Além disso, como as cinéticas de extragdo ndo estariam disponiveis no
trabalho, ndo se avaliou ponto a ponto a viabilidade econémica.

iv.  Agenda de utilizagdo da unidade de extracdo do LAPEA e de todos os equipamentos
usados em laboratorios parceiros;

v. A adequacdo de metodologia para preparo das amostras a serem analisadas por
cromatografia gasosa e, posteriormente a mudanga de método da andlise
cromatografica para HPLC-DAD. Com a mudanca de método, o
monitoramento/quantifica¢do das lignanas presentes no extrato passou a ser apenas
da filantina e nirantina, por serem os Unicos padrdes disponiveis no laboratorio;

vi. A ndo-utilizacdo do método sequencial de extragdo para separacao das lignanas: Uma
das propostas do trabalho era obter condigdes diferentes que favorecessem o
enriquecimento do extrato em lignanas diferentes, de modo que alguma separacao
fosse realizada ja na etapa de extracdo. Entretanto, por terem estruturas parecidas, as
lignanas se apresentavam em todos os cromatogramas dos extratos analisados por
CG-EM e os percentuais de area relativas ndo mudavam entre os diferentes
cromatogramas. Com a mudanca de método de andlise, ficou ainda mais dificil
verificar alguma condi¢do que favorecesse uma das lignanas porque a filantina
sempre era extraida em maior quantidade do que a nirantina.

vii. Cinéticas de extracdo foram realizadas para as melhores condigdes (aquelas
utilizadas nas andlises de custo), mas apenas os resultados de rendimento global

ficaram satisfatorios. Como a massa obtida de extrato em cada aliquota coletada por
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tempo era muito pequena para os casos de SFE1 e SFE2 nao foi possivel quantificar
os compostos de interesse. Assim, optou-se por ndo apresentar dados incompletos de
cinética;

viil. Outra proposta era realizar um teste de atividade esquistossomicida que nao foi
concluido até o momento de impressdao desse texto, por problemas de agenda do

laboratério parceiro.

Entretanto, todas estas adversidades foram importantes para o meu
desenvolvimento profissional, sobretudo no que diz respeito ao entendimento de que nem todas
as variaveis podem ser controladas pelo pesquisador e que algumas concessdes devem ser feitas

para o melhor andamento do trabalho.
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7 PERSPECTIVAS

Ainda ha muito que investigar nos processos de extracdo a partir de P. amarus,
como:

1. A utilizacdo de outros percentuais de etanol entre 50 e 100% no processo de PLE. A
condi¢do de etanol 50% levou a rendimentos globais maiores e maior quantidade de
lignanas retiradas da matéria-prima, enquanto o uso de etanol absoluto apresentou
menor rendimento, mas com maior concentragao de lignanas no extrato. Entdo, o uso
de percentuais intermediarios pode unir o objetivo de manter a quantidade de lignanas
retiradas da amostra e aumentar a concentragao de lignanas nos extratos;

ii. O uso de outros percentuais de cossolvente no SFE abaixo de 10% (m/m) ou outros
cossolventes baseados na sugestdo 1, para verificar a influéncia nos rendimentos
alcancados;

iii. A quantificagdo das outras lignanas presentes nos extratos, como hipofilantina e
filtetralina, que apresentam algumas atividades bioldgicas ja reportadas;

iv. Investigacdo de atividades bioldgicas que ja sio comumente descritas para extratos e
fragdes de P. amarus (como atividade anti-inflamatoria e atividade hepatoprotetora),
com o intuito de averiguar se a tecnologia empregada (PLE e SFE) interfere na
atividade bioldgica;

v. Avaliagdo do acoplamento de outros processos, compondo um unico processo de
extracdo sequencial no mesmo leito a fim de otimizar a capacidade da matéria-prima
em fornecer compostos bioativos de interesse, além de lignanas. Nesse Ultimo caso,
pode-se sugerir que uma primeira etapa seja composta de SFE a 20 MPa e 40 °C para
obtencdo do extrato mais puro em lignanas. Em seguida pode ser realizada uma etapa
de PLE utilizando 4gua como solvente, a 35 °C e 10 MPa, que corresponde a extratos
de P. amarus pobres em lignanas, mas podendo ser rico em outros compostos
bioativos, como os polifenois simples, flavonoides, antocianinas e antraquinona. Uma
terceira etapa poderia ser composta de PLE ou SFE com cossolvente (utilizando
etanol50%), para obtencao de mais lignanas (uma vez que a primeira etapa nao esgota
as lignanas da matéria-prima) e alguns outros compostos fenolicos. Observagado:
Ainda que o acoplamento destas tecnologias tenha um impacto sobre os custos do
processo, o fato de se utilizar como matéria-prima nas etapas seguintes o residuo da

etapa anterior tem influéncia positiva na avaliagdo economica;
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vi. Tendo em vista que a pureza dos extratos ¢ um fator importante na escolha do melhor
método de extracdo, hd a necessidade de se estudar também os processos de
fracionamento e purificacao das lignanas que possam ser usados apds a obtencao dos
extratos;

Por fim, ha um longo caminho, que passa por estudos farmacolédgicos e clinicos,
para se vislumbrar a obtengdo de um farmaco composto das lignanas isoladas a partir das

tecnologias propostas.
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APENDICE A - Equipamentos e Reagentes

Tabela A 1. Equipamentos utilizados no trabalho

Equipamento Laboratorio Marca Modelo Uso

Estufa com circulacao Determinacdo de Umidade ) )

de ar LAPEA FANEM Secagem de extratos para determinacao de rendimento
global

Moinho de facas LASEFI Marconi MA340 Diminui¢do de tambanho da matéria-prima

(malha de 10 mesh)

Peneiras LAPEA a bronzinox - Distribui¢ao de tamanho do material moido

Unidade F:Xperlmental LAPEA Produzida no LAPEA

de Extragao

Compressor Schulz MSV 6/30

Banho Ultratermostatizado Marconi MA 184/BX

Banho Aquecimento Marconi MA 126/BO

Bomba CO; Maximator MI111CO

Bomba HPLC Jasco PU 2080 Plus

Valvulas Bloqueio Autoclave Engineers 30VM Series Processos de Extragdo

Valvula Micrométrica Autoclave Engineers %j;;;c Series - 2 way

Manémetros Zurick Z10B A2 12B

Controlador de temperatura Marconi MA 152

Célula de Extracdo Autic Automagdo — Campinas

Fluxémetro Cole Parmer PMRI1 010423

Rotdmetro Itron ACD G1

Destilador LAPEA Quimis 0341-22 Produc¢ado da dgua destilada usada como solvente

Ultraturrax DQOF/CPQBA IKA T18 Basic Processo de Extragao

Centrifuga DQOF/CPQBA FANEM Excelsa Baby II - Preparo das amostras do CG

206R




Equipamento Laboratorio Marca Modelo Uso
Rotaevaporador LAPEA Marconi MA100E
Bomba a vdcuo Tecnal TE058 Evaporagdo de solventes
Banho Ultratermostatizado Nova Técnica NT281
Rotaevaporador DQOF/CPQBA Evaporagdo de solventes
. Facilite . o
Refrigerador LAPEA Consul CRB36ABNA Armazenagem dos extratos at¢ o momento das analises
Freezer LAPEA Prosdocimo Conservacao dos extratos apds as analises
Bala,n.g:a Semi- LAPEA Radwag AS 220/C/2 Medida da massa de matéria-prima, dos extratos e
analitica padroes
Deionizador DQOF/CPQBA  Milipore Simplicity Fase movel no HPLC
HPLC-DAD DQOF/CPQBA  Waters Alliance
Detector de Arranjo de Identificagdo e quantificagdo de Filantina e Nirantina nos
. Waters 2996 .
Diodo extratos obtidos em todos os processos
Coluna Xbridge Shield RP 18
GC-MS DQOF/CPQBA  Agilent 6890N
Detector Seletivo de Avilent Identificacdo das lignanas nos extratos obtidos por PLE e
Massas gien 5975 EUT
Coluna Capilar Agilent HP-5




Apéndice A — Equipamentos e Reagentes

Tabela A 2. Reagentes utilizados no trabalho
Reagente Laboratério = Marca Uso
Agua destilada ~ LAPEA - Solvente nos métodos de extragao
Solvente nos métodos de extracao
Etanol PA LAPEA Synth
Preparo das amostras para CG e HPLC
Metanol PA LAPEA Synth Preparo das amostras para CG
Metanol grau Preparo das amostras para HPLC
DQOF/CPQBA Merck
HPLC Q Q Fase mével HPLC
Acido Férmico .
98-100% DQOF/CPQBA Merck Fase movel HPLC
?;etato de Etila DQOF/CPQBA Synth Preparo das amostras para CG
Dioxido de . . . ~
Carbono 99% LAPEA White Martins Solvente nos métodos de extragao
Padrao Filantina Isolada em projetos ~ Quantificagdo de Filantina por HPLC-
(>98%) DQOF/CPQBA anteriores do CPQBA DAD
Padrao Nirantina Isolada em projetos ~ Quantificagdo de Nirantina por HPLC-
(>98%) DQOF/CPQBA anteriores do CPQBA DAD




Apéndice B — Curvas de Calibragdo

APENDICE B — Curvas de Calibracio
Curvas de Calibrag¢ao obtidas no HPLC

FILANTINA
Curva 1 —Jun/2015 3.5E406
Area = 81.654,93(Conc) + 14.979,24
3,0E+06 | R>=1,00 o
Cone : 2,5E+06 | '
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(ug/mL) = 2,0E+06 | -
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Curva 4 — Mai/2016

Conc

(ug/mL) Area

5 415475
10 812517
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Curva 5 —Mai/2016
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Apéndice B — Curvas de Calibragdo

Area = 79002(Conc) + 24593
R2=10,9998

50 100 150
Concentracdo (png/mL)

»
Area = 78577(Conc) + 44342
R2=0,9996
50 100 150
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Apéndice B — Curvas de Calibragdo

NIRANTINA
Curva 1 — Jun/2015 )
7,0E+05 Area = 64535(Conc) + 50914
6,0E+05 | R*=0,9992 ’
Conc (pg/mL) Area 5,0E+05 r
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Curva 4 — Mai/2016

Conc

Area
(ug/mL)

1,02 63471
2,04 132620
4,08 269331
8,16 547935
12,24 813743
16,32 1064109
20,4 1333684
32,64 2243588
40,8 2700458
65,28 4401245
81,6 5547964

Curva 5 — Mai/2016

Conc

(ug/mL) Area
1,02 81067
2,04 153459
4,08 275408
8,16 582787

12,24 818291

16,32 996431

20,4 1344537
32,64 2312659
40,8 2745467
65,28 4409627
81,6 5570049

Apéndice B — Curvas de Calibragdo
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APENDICE C - Resultados Experimentais com replicatas
Tabela C 1. Resultados Experimentais de Rendimento Global por PLE

Ensaio T(°C) %EtOH X1 X2 Massade Amostra (g) tq (min) Vazdo (mL/min) S/F (kg/kg) x0 (%)
1 35 0 2 -1 3,0089 60 2,3136 46,0004 31,39 31,63 35,73
1 35 0 -2 -1 3,0075 60 2,3125 46,0000 31,21 35,34 33,53
2 50 0 -1 -1 3,0104 60 2,3147 45,9994 32,30 33,62 34,53
2 50 0 -1 -1 3,0008 60 2,3073 45,9990 36,29 37,20 37,92
3 65 0 0 -1 3,0049 60 2,3105 45,9999 37,04 38,68 39,21
3 65 0 0 -1 3,0083 60 2,3131 45,9996 38,64 39,72 40,42
4 80 0 1 -1 3,0055 60 2,3109 45,9987 39,73 41,34 42,80
4 80 0 1 -1 3,0013 60 2,3077 45,9993 38,57 38,60 39,88
5 35 50 2 -1 3,0058 60 2,5328 46,0004 31,74 31,64 34,74
5 35 50 -2 -1 3,0008 60 2,5286 46,0007 34,00 34,16 32,65
6 50 50 -1 -1 3,0049 60 2,5320 45,9997 42,80 45,21 45,58
6 50 50 -1 -1 3,0009 60 2,5286 45,9991 37,34 39,84 40,71
7 65 50 0 -1 3,0107 60 2,5228 45,9448 39,81 36,98 41,49
7 65 50 0 -1 3,0046 60 2,5207 45,9998 41,19 42,61 42,87
8 80 50 1 -1 3,0040 60 2,5313 46,0007 39,51 40,20 40,67
8 80 50 1 -1 3,0013 60 2,5289 45,9985 37,26 39,34 39,80
9 35 100 2 -1 3,0039 60 2,9335 45,9997 11,35 11,22 11,99
9 35 100 -2 -1 3,0010 60 2,9307 46,0000 10,32 10,98 9,65
10 50 100 -1 -1 3,0052 60 2,9348 46,0001 16,14 11,17 17,79
10 50 100 -1 -1 3,0042 60 2,9338 45,9998 16,45 21,95 21,73
11 65 100 0 -1 3,0042 60 2,9338 45,9998 38,11 36,74 37,42
11 65 100 0 -1 3,0043 60 2,9339 45,9998 41,20 42,36 43,94
12 80 100 1 -1 3,0033 60 2,9329 45,9995 22,70 22,68 22,35
12 80 100 1 -1 3,0056 60 2,9352 46,0003 25,61 27,06 27,67

X1 ¢ a variavel Temperatura codificada; X2 ¢ a variavel %EtOH codificada; tq ¢ o tempo dindmico de extracao; S/F ¢ a razdo entre a massa de solvente (Solvent
— S) usado na extracdo ¢ a massa de amostra colocada no leito (Feed — F), xo (%) € o rendimento global de extragao.



Tabela C 2. Resultados Experimentais de rendimentos de lignanas por PLE

Xla (mgligana/ gamostra)

Xle (mgligana/ gextrato)

) o o

Ensaio TCO /EIOH X1 X2 Filantina Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma
1 35 0 -2 -1 0,80 0,14 0,94 2,23 0,38 2,61
1 35 0 -2 -1 0,75 0,12 0,87 2,11 0,35 2,46
2 50 0 -1 -1 1,16 0,23 1,39 3,37 0,68 4,05
2 50 0 -1 -1 0,87 0,20 1,07 2,29 0,53 2,82
3 65 0 0 -1 1,78 0,44 2,22 4,54 1,12 5,66
3 65 0 0 -1 1,25 0,26 1,51 3,09 0,63 3,72
4 80 0 1 -1 1,44 0,21 1,65 3,37 0,49 3,86
4 80 0 1 -1 1,51 0,22 1,73 3,80 0,55 4,35
5 35 50 -2 0 4,04 2,82 6,86 11,15 7,78 18,93
5 35 50 -2 0 4,15 2,84 6,99 11,51 7,88 19,39
6 50 50 -1 0 5,14 3,54 8,68 11,28 7,76 19,04
6 50 50 -1 0 4,63 2,94 7,57 11,38 7,22 18,60
7 65 50 0 0 4,42 2,87 7,29 10,64 6,92 17,56
7 65 50 0 0 4,61 3,17 7,78 10,75 7,39 18,14
8 80 50 1 0 4,46 3,10 7,56 10,96 7,61 18,57
8 80 50 1 0 3,94 2,81 6,75 9,89 7,06 16,95
9 35 100 -2 1 2,92 1,93 4,85 24,36 16,12 40,48
9 35 100 -2 1 2,25 1,23 3,48 27,79 15,18 42,97
10 50 100 -1 1 3,39 2,51 5,90 19,05 14,11 33,16
10 50 100 -1 1 2,61 1,83 4,44 11,99 8,42 20,41
11 65 100 0 1 2,58 1,61 4,19 7,04 4,38 11,42
11 65 100 0 1 2,58 1,61 4,19 7,04 4,38 11,42
12 80 100 1 1 3,26 1,46 4,72 14,58 6,55 21,13
12 80 100 1 1 3,07 2,11 5,18 11,09 7,64 18,73

X1 ¢ a variavel Temperatura codificada; X2 ¢ a variavel %EtOH codificada; xi, € 0 rendimento de lignanas na amostra; xi. € o rendimento de lignanas no extrato.



Tabela C 3. Resultados Experimentais obtidos por EUT

0 0 Xla (mgligana/ gamostra) Xle (mgligana/ gextrato)
#EIOH Massa amostra (g) S/E xo(%) Filantina Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma
0 0,5131 46 20,89 1,11 0,08 1,18 5,30 0,36 5,66
0 0,5376 46 21,27 1,09 0,08 1,17 5,12 0,37 5,49
0 0,5362 46 20,55 1,04 0,08 1,12 5,05 0,39 5,45
50 0,5139 46 28,78 8,56 0,47 9,02 29,73 1,62 31,35
50 0,5517 46 29,28 8,70 0,48 9,18 29,70 1,64 31,34
50 0,5232 46 27,84 8,065 0,48 9,13 31,07 1,71 32,78
100 0,5494 46 8,96 8,70 0,48 9,18 97,09 5,40 102,49
100 0,5465 46 9,11 9,25 0,51 9,77 101,54 5,62 107,16
100 0,5334 46 8,32 9,57 0,52 10,09 115,00 6,28 121,27

S/F ¢ a razdo entre a massa de solvente (Solvent — S) usado na extra¢do e a massa de amostra colocada no leito (Feed — F), xo (%) € o rendimento global de
extragdo; X ¢ o rendimento de lignanas na amostra; xic € o rendimento de lignanas expresso no extrato.



Tabela C 4. Resultados Experimentais de Rendimento Global por SFE1

Ensaio T (°C) P (MPa) p COz (kg/m) X1 X2  Massa amostra (g) Vazado de CO; (kg/s)  S/F (kg/kg) x0 (%)
1 40 100 569,2892 -1 -1 3,0106 1,40E-04 139,6492 0,99
1 40 100 569,2892 -1 -1 3,0063 1,40E-04 139,7240 0,97
2 40 200 832,0828 -1 0 3,0114 1,58E-04 157,5111 2,11
2 40 200 832,0828 -1 0 3,0090 1,54E-04 153,6010 2,59
3 40 300 930,0484 -1 1 3,0038 1,63E-04 163,2471 2,80
3 40 300 930,0484 -1 1 3,0065 1,61E-04 160,5684 2,75
4 50 100 379,4731 0 -1 3,0015 1,53E-04 153,1614 0,19
4 50 100 379,4731 0 -1 3,0053 1,39E-04 139,1707 0,06
5 50 200 765,9422 0 0 3,0054 1,61E-04 160,3998 2,32
5 50 200 765,9422 0 0 3,0049 1,53E-04 152,2767 2,37
6 50 300 882,3895 0 1 3,0186 1,60E-04 159,5982 3,09
6 50 300 882,3895 0 1 3,0047 1,54E-04 153,5370 2,86
7 60 100 294,3956 1 -1 3,0061 1,42E-04 141,5325 0,13
7 60 100 294,3956 1 -1 3,0000 1,44E-04 144,2240 0,00
8 60 200 697,5804 1 0 3,0176 1,48E-04 146,9674 2,52
8 60 200 697,5804 1 0 3,0117 1,53E-04 152,1262 2,65
9 60 300 833,8999 1 1 3,0030 1,55E-04 154,8859 2,99
9 60 300 833,8999 1 1 3,0049 8,59E-05 150,8575 3,00

p CO; ¢ a densidade do CO- supercritico calculada de acordo com a equagdo de estado de Peng e Robinson (PENG; ROBINSON, 1976). X1 ¢ a temperatura
codificada; X2 ¢ a pressdo codificada; Q ¢ a vazao volumétrica de CO»; S/F € a razdo entre a massa de solvente (Solvent — S) usado na extracao e a massa de
amostra colocada no leito (Feed — F), xo (%) € o rendimento global de extracao.



Tabela C 5. Resultados Experimentais de Rendimentos de Lignanas por SFE1

P

Xla (mgligana/ gamostra)

Xle (mgligana/ gextrato)

. T

Ensaio (°C) (MPa) p CO (kg/m’) Filantina  Nirantina Soma Filantina Nirantina Soma
1 40 100 569,2892 2,19 1,19 3,38 221,98 119,03 341,01
1 40 100 569,2892 2,22 1,17 3,39 228,09 122,06 350,15
2 40 200 832,0828 4,38 2,24 6,62 228,35 121,96 350,31
2 40 200 832,0828 4,81 2,57 7,38 209,08 111,5 320,58
3 40 300 930,0484 4,83 2,45 7,28 185,73 93,04 278,77
3 40 300 930,0484 4,88 2,53 7,41 183,72 96,05 279,77
5 50 100 379,4731 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 50 100 379,4731 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 50 200 765,9422 4,38 2,29 6,67 184,62 96,10 280,72
4 50 200 765,9422 4,34 2,29 6,63 183,21 96,53 279,74
6 50 300 882,3895 4,83 1,33 6,16 186,68 97,50 284,18
6 50 300 882,3895 5,77 1,52 7,29 156,40 105,45 261,85
7 60 100 294,3956 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 60 100 294,3956 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 60 200 697,5804 4,06 2,09 6,15 176,89 91,13 268,02
8 60 200 697,5804 3,94 2,15 6,09 169,41 88,74 258,15
9 60 300 833,8999 4,33 2,23 6,56 152,92 83,36 236,28
9 60 300 833,8999 4,22 2,30 6,52 163,49 85,28 248,77

p CO; ¢ a densidade do CO, supercritico calculada de acordo com a equacdo de estado de Peng-Robinson (PENG; ROBINSON, 1976). xi, € o rendimento de

lignanas na amostra; xi. ¢ o rendimento de no extrato.



Tabela C 6. Condi¢des Experimentais de SFE2.
P Massade  Vacossolvente tipj;teeta VaCOz notqy Va cossolvente

T
Ensaio - ory (\pay 70COSSOlvente® - stra (@)  no t (mL/min)  (min) (kg/s) 1o te (mL/min) S/F (ke/kg)
I 40 10 10,00% 1,7019 3,400 25024 1,54E-04 1,07 139,6674
I 40 10 9,98% 1,699 3.4009 25024  1.73E-04 1,07 139.6704
2 40 20 10,02% 1,7013 4.1689 25027 1,50E-04 1,062 155,581
2 40 20 10,02% 17011 4.1689 25027  1.62E-04 1,062 155,5464
3 40 30 10,00% 17028 3,4000 25026  1.626-04 1177 163.6716
340 30 10,01% 17024 3.4009 25026  1.62E-04 1177 163.6513
4 50 10 9.97% 17045 2.9621 25025  1.67E-04 1,09 1457319
4 50 10 9.99% 17042 2.9621 2:5¢25  1.57E-04 1.09 145.9923
5 50 20 10,03% 1.6955 30718 2.5025  1,556-04 1,103 150,7520
550 20 10,01% 17046 3,0718 2:5¢25  1.70E-04 1103 149.1259
6 50 30 10,01% 17024 1.4262 2:5¢26  1.60E-04 1,14 156,.8374
6 50 30 10,02% 17037 14262 2:5¢26  1.59E-04 114 156.6003
760 10 10,00% 17031 27427 2:5¢25  1.63E-04 1,074 1427397
7 60 10 9,99% 17034 27427 2:5¢25  1.70E-04 1.074 1427733
8 60 20 10,01% 17013 4,0591 2.5025  1.69E-04 1.124 152.8831
§ 60 20 10,02% 17059 4,0591 2:5¢25  1.50E-04 1.124 152.8812
9 60 30 10,02% 17029 3,6203 25025  2.11E-04 1,174 154.7948
9 60 30 10,01% 17059 3.6203 2.5¢25  1.67E-04 1,174 154.8156

*Percentual da razdo entre a massa de cossolvente e a massa de mistura de solventes. Va ¢é a vazdo volumétrica; t. ¢ o tempo estatico; ti,j ¢ 0 tempo de injecdo
do cossolvente antes do tempo estatico; tq € o tempo dindmico de extracdo; S/F € a razdo entre a massa de solvente (Solvent — S) usado na extra¢do e a massa de
amostra colocada no leito (Feed — F).



Tabela C 7. Resultados Experimentais de Rendimento Global por SFE2.

. ° 0 Xla (mgligana/ gamostra) Xle (mgligana/ gextrato)

Ensaio T (°C) P (MPa) X1 X2 x0 (%) Filantina Nirantina ~ Soma Filantina Nirantina Amostra
1 40 100 -1 -1 32,18 7,36 4,07 11,43 22,86 12,64 35,51
1 40 100 -1 -1 34,14 8,40 4,89 13,29 24,60 14,32 38,92
2 40 200 -1 0 36,72 8,18 4,73 12,90 22,27 12,87 35,14
2 40 200 -1 0 34,12 8,20 4,74 12,94 24,02 13,90 37,92
3 40 300 -1 1 35,68 8,02 4,52 12,54 22,48 12,67 35,15
3 40 300 -1 1 35,34 7,89 4,41 12,30 22,33 12,47 34,80
4 50 100 0 -1 38,89 8,22 4,80 13,03 21,14 12,35 33,49
4 50 100 0 -1 38,91 10,17 5,58 15,75 26,14 14,35 40,49
5 50 200 0 0 34,98 6,70 3,78 10,48 19,16 10,79 29,95
5 50 200 0 0 33,32 8,86 5,26 14,12 26,58 15,80 42,38
6 50 300 0 1 32,48 8,76 4,90 13,66 26,98 15,07 42,05
6 50 300 0 1 35,68 8,41 4,67 13,08 23,56 13,10 36,65
7 60 100 1 -1 41,27 7,93 4,36 12,29 19,22 10,56 29,78
7 60 100 1 -1 40,69 7,58 4,27 11,85 18,63 10,49 29,12
8 60 200 1 0 37,48 7,46 4,11 11,57 19,91 10,96 30,87
8 60 200 1 0 37,48 8,45 4,81 13,26 22,56 12,82 35,38
9 60 300 1 1 40,38 4,60 2,73 7,33 11,40 6,75 18,15
9 60 300 1 1 37,72 8,38 4,63 13,01 22,22 12,27 34,48

X1 é a temperatura codificada; X2 € a pressdo codificada; xo (%) € o rendimento global de extragdo; xia € 0 rendimento de lignanas na amostra; x' € o rendimento
de lignanas no extrato.



Relatorios do SAS

APENDICE D — Relatérios do SAS
ALGORITMO

Para as andlises estatisticas dos resultados de rendimento global e rendimentos de lignanas de
todos os processos estudados foram criados alguns algoritmos a partir do pacote estatistico SAS
9.0®. Um exemplo do algoritmo ¢ mostrado a seguir com os resultados de rendimentos de

lignanas por grama de amostra no processo de PLE:

OPTIONS PS=102 LS=80 NODATE CENTER PAGENO=1 FORMDLIM="*",
Title '"Liganas por grama de amostra - PLE';

DATA lignanas_amo;

Input FAj temp solv x1temp x2solv filamo niramo;

Datalines;

1 35 0 -2 -1 0.80 0.14
1 35 0 -2 -1 0.75 0.12
2 50 0 -1 -1 1.16 0.23
2 50 0 -1 -1 0.87 0.20
3 65 0 0 -1 1.78 0.44
3 65 0 0 -1 1.25 0.26
4 80 0 1 -1 1.44 0.21
4 80 0 1 -1 1.51 0.22
5 35 50 -2 0 4.04 2.82
5 35 50 -2 0 4.15 2.84
6 50 50 -1 0 5.14 3.54
6 50 50 -1 0 4.63 2.94
7 65 50 0 0 4.42 2.87
7 65 50 0 0 4.61 3.17
8 80 50 1 0 4.46 3.10
8 80 50 1 0 3.94 2.81
9 35 100 -2 1 2.92 1.93
9 35 100 -2 1 2.25 1.23
10 50 100 -1 1 3.39 2.51
10 50 100 -1 1 2.61 1.83
11 65 100 0 1 2.58 1.61
11 65 100 0 1 2.58 1.61
12 80 100 1 1 3.26 1.46
12 80 100 1 1 3.07 2.11;

Proc GLM;

Class x1temp x2solv;

Model filamo niramo= x1temp x2solv x1temp*x2solv/ SS1;
Run;

Proc GLM;

Class FAj;

Model filamo niramo= x2solv x2solv*x2solv FAj/ SS1;
Run;

Proc GLM;
Model filamo niramo= x2solv x2solv*x2solv/ SS1;
Run;

Proc GLM;

Class FAj;

Model filamo niramo = FAj/ SS1;
means FAj / tukey;

Run;
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- No comando OPTIONS sao inseridas as configuracdes de pagina do arquivo de resposta. PS
¢ o tamanho da pagina na vertical; LS ¢ o tamanho da pagina na horizontal; NODATE inibe a
exibicao da data de execugdo do programa; CENTER centraliza todo o documento; PAGENO
reinicia a numeracao de pagina a cada corrida; FORMDLIM ¢ o separador entre paginas.

- Cada linha de comando deve ser finalizada com ““;” para que um novo comando possa seja
iniciado.

- O titulo do documento deve ser inserido em Title, entre apostrofes: 'Liganas por grama de amostra
- PLE'

- O nome do arquivo executavel pelo SAS ¢ inserido em DATA, sem caracteres especiais ou
espacos: lignanas amo;

- As variaveis devem ser nomeadas em Input, separadas por espago: FAj temp solv x1temp x2solv
filamo niramo

- Em Datalines estdo os dados a serem analisados, organizados em colunas, na ordem em que
foram nomeadas as variaveis.
- A ANOVA e a andlise de regressdo podem ser realizadas no procedimento Proc GLM:
>Para ANOVA
As variaveis sao apresentadas em Class;
O modelo € descrito em Model;
O comando para rodar o procedimento ¢ Run;
>Para anélise de regressao
Nao se deve apresentar as variaveis, ou seja, nao se usa o comando Class;
- No algoritmo do exemplo o Proc GLM foi utilizado 4 vezes:
>No primeiro caso para a ANOVA dos dados com o objetivo de se verificar a significdncia
dos fatores estudados (temp, solv e a interagc@o entre eles temp*solv);
>No segundo caso para calcular a falta de ajuste do modelo que ¢ apresentado também na
analise de regressao do terceiro caso.
>No quarto caso para realizar a ANOVA one-way dos dados seguida do teste de comparacao
entre médias (tukey). Para isso, utilizou-se a variavel FAj que, nesse caso, ¢ igual ao nlimero
de tratamentos diferentes utilizado no experimento. O comando means € usado para calcular
as médias da variavel de interesse (FAj) e o teste de comparacao ¢ escolhido (sendo que o

nivel de propabilidade ¢ 5%, por padrao)
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Relatério D1. ANOVA dos resultados de Rendimento Global obtidos por PLE.

Rendimento Global - PLE
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels
x1ltemp 4
x2solv 3

Number of observations

Values

-2 -101

-1 01
72

Sk ok Kk ok ke sk ok ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ke sk ke ok ok ok ok ok sk ke ok ok sk ok ke sk ke ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ke sk ke ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Rendimento Global - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable:

Rendimento Global - PLE

Source
Model
Error
Corrected Total

Coeff Var
6.916024

R-Square
0.955512

Source
x1ltemp
x2solv
xltemp*x2solv

Sum of

DF Squares Mean
11 6712.815978 610.
60 312.540800 5
71 7025.356778

Root MSE Mean
2.282326 33.00056
DF Type I SS Mean
3 1901.620844 633.
2 3451.364078 1725.
6 1359.831056 226.

Square
255998

.209013

Square
873615
682039
638509

F Value

117.

15

F Value

121.

69

331.29

43.

51

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
<.0001
<.0001

AR R R R S S S S e S R RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R R R R R R R R R R R R R R R R R

Relatério D2. Analise de Regressdo dos resultados de Rendimento Global obtidos por PLE.

Rendimento Global - PLE

The GLM Procedure

Class Level Information
Class Levels
FAj 12
Number of observations

Values
1234567891011 12
72

R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Rendimento Global - PLE

The GLM Procedure
Dependent Variable:

Rendimento Global - PLE

Source
Model
Error
Corrected Total

Coeff Var
6.916024

R-Square
0.955512

Source

x1ltemp

x2solv
xltemp*x2solv
xltemp*xltemp
x2solv*x2solv
FAj

Sum of

DF Squares Mean
11 6712.815978 610.
60 312.540800 5
71 7025.356778

Root MSE Mean
2.282326 33.00056
DF Type I SS Mean
1 1128.410471 1128.
1 2224.146408 2224.
1 228.345042 228.
1 544.280022 544.
1 1227.217669 1227.
6 1360.416365 226.

Square
255998

.209013

Square
410471
146408
345042
280022
217669
736061

F Value

117.

15

F Value

216.
426.
43.
104.
235.
43.

63
98
84
49
60
53

Pr > F
<.0001

Pr > F
.0001
.0001
.0001
.0001
.0001
<.0001

AN NN NN

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A Ak Ak kA kA kA k kKK

Rendimento Global - PLE

The GLM Procedure
Dependent Variable:

Rendimento Global - PLE

Source
Model
Error
Corrected Total

R-Square Coeff Var
0.761869 15.25630
Source

x1ltemp

Sum of

DF Squares Mean
5 5352.399613 1070.
66 1672.957165 25.
71 7025.356778

Root MSE Mean
5.034663 33.00056
DF Type I SS Mean
1 1128.410471 1128.

Square
479923
347836

Square
410471

F Value

42.

23

F Value

44.

52

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001



x2solv 1
xltemp*x2solv 1
xltemp*xltemp 1
x2solv*x2solv 1
Parameter Estimate
Intercept 43.35905556
x1ltemp 0.79144444
x2solv -5.83166667
xltemp*x2solv 1.95083333
xltemp*xltemp -2.74944444
x2solv*x2solv -8.75791667

2224.146408
228.345042
544.280022

1227.217669

Standard
Error
.21598674
.79605018
.79605018
.64997225
.59334078
1.25866586

o O O o

2224.146408
228.345042
544.280022

1227.217669

t Value
35.66
0.99
-7.33
3.00
-4.63
-6.96

87.75

9.01
21.47
48.42

Pr > |t]|
.0001
.3237
.0001
.0038
.0001
<.0001

AN O AN OA

AN AN O A
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.0001
.0038
.0001
.0001
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Relatério D3. Teste de comparagao entre médias dos resultados de Rendimento Global obtidos

por PLE.

Rendimento Global - PLE
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range
NOTE:

(HSD)

Test for Rendimento Global - PLE

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha
Error Degrees of Freedom
Error Mean Square

Critical Value of Studentized Range

Minimum Significant Difference

0.05

60
5.209013
4.80850
4.4803

This test controls the Type I experimentwise error rate,

Means with the same letter are not significantly different.

Group Mean N FAJ
A 41.913 6 6
A 40.825 6 7
A 40.153 6 4
A 39.962 6 11
AB 39.463 6 8
AB 38.952 6 3
BC 35.310 6 2
C 33.155 6 5
C 33.138 6 1
D 24.678 6 12
E 17.538 6 10
F 10.918 6 9

but it generally
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Relatorio D4. ANOVA com teste de comparacao entre médias dos resultados de Rendimento

Global obtidos por EUT

Rendimento Global - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9
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Rendimento Global - EUT
The GLM Procedure
Dependent Variable:

Rendimento Global - EUT

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 2 599.8176222 299.9088111 1070.72
Error 6 1.6806000 0.2801000
Corrected Total 8 601.4982222

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.997206 2.721830 0.529245 19.44444
Source DF Type I SS Mean Square F Value
Solv 2 599.8176222 299.9088111 1070.72

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A kA Ak A kA A Ak kA kA kA Ak Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kA Ak Ak Ak kA Ak Ak ok ok ok ok k%

Rendimento Global - EUT
The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range

(HSD)

Test for Rendimento Global - PLE




NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.2801
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 1.3258

Means with the same letter are not significantly different.
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but it generally

Tukey Grouping Mean N
A 28.6333 3
B 20.9033 3
C 8.7967 3

Solv
50

0
100

AR R R R S S S S S S SRS SRS RS SRS E RS EE R E R E RS R R R R R R R R R R R R R R R R R SRR R R R R R

Relatério D5. ANOVA dos resultados de Rendimento de Filantina por grama de amostra e por

grama de extrato obtidos por PLE.

Filantina por grama de amostra - PLE
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 4 -2 -101
x2solv 3 -1 01
Number of observations 24

AR R R R R S S e RS RS SRS RS SRR eSS R RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R R R R R R R R R R R R R R R

Filantina por grama de amostra - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable:

Filantina por grama de amostra

Sum of
Source DF Squares Mean Square
Model 11 43.76704583 3.97882235
Error 12 1.02225000 0.08518750
Corrected Total 23 44.78929583
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.977176 10.36068 0.291869 2.817083
Source DF Type III SS Mean Square
x1ltemp 3 0.91347917 0.30449306
x2solv 2 41.70215833 20.85107917
xltemp*x2solv 6 1.15140833 0.19190139

F Value Pr > F
46.71 <.0001
F Value Pr > F
3.57 0.0470
244,77 <.0001
2.25 0.1090
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Filantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 4 -2 -101
x2solv 3 -1 01
Number of observations 24

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

Filantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable:

Filantina por grama de extrato

Sum of
Source DF Squares Mean Square
Model 11 1003.080683 91.189153
Error 12 39.276700 3.273058
Corrected Total 23 1042.357383
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.962319 18.45297 1.809160 9.804167
Source DF Type I SS Mean Square
xltemp 3 114.5059500 38.1686500
x2solv 2 617.5842333 308.7921167
xltemp*x2solv 6 270.9905000 45.1650833

F Value Pr > F
27.86 <.0001

F Value Pr > F
11.66 0.0007

94 .34 <.0001
13.80 <.0001

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak kA A Ak Ak A h K, Kk
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Relatério D6. ANOVA dos resultados de Rendimento de Nirantina por grama de amostra e por
grama de extrato obtidos por PLE.
Nirantina por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 4 -2 -1 01
x2so0lv 3 -1 01
Number of observations 24

Ak hkhkhkhhkkhkhhkhhkhhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhh bk kb hhkhkh kb hkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhhkk
Nirantina por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure

Dependent Variable: Nirantina por grama de amostra

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 31.81380000 2.89216364 35.72 <.0001
Error 12 0.97160000 0.08096667
Corrected Total 23 32.78540000
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.970365 16.98785 0.284546 1.675000
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
xltemp 3 0.40143333 0.13381111 1.65 0.2297
x2solv 2 31.14557500 15.57278750 192.34 <.0001
xltemp*x2solv 6 0.26679167 0.04446528 0.55 0.7620

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I I I
Nirantina por grama de extrato - PLE

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 4 -2 -101
x2solv 3 -1 01
Number of observations 24
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I
Nirantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable: Nirantina por grama de extrato - PLE
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 500.6701458 45.5154678 30.74 <.0001
Error 12 17.7699500 1.4808292
Corrected Total 23 518.4400958
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.965724 20.69400 1.216893 5.880417
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1temp 3 50.6996125 16.8998708 11.41 0.0008
x2solv 2 354.1075083 177.0537542 119.56 <.0001
xltemp*x2solv 6 95.8630250 15.9771708 10.79 0.0003

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R S I S

Relatorio D7. ANOVA dos resultados Soma de Lignanas por grama de amostra e por grama
de extrato obtidos por PLE.
Soma de Lignanas por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 4 -2 -1 01
x2so0lv 3 -1 01
Number of observations 24

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA A kA A Ak kA kA kA kA Ak, Kk
Soma de Lignanas por grama de amostra — PLE

The GLM Procedure
Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de amostra - PLE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 149.1934458 13.5630405 46.61 <.0001
Error 12 3.4915500 0.2909625

Corrected Total 23 152.6849958
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R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.977132 12.00800 0.539409 4.492083
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1temp 3 2.2723458 0.7574486 2.60 0.1002
x2s0lv 2 144.7931583 72.3965792 248.82 <.0001
x1ltemp*x2solv 6 2.1279417 0.3546569 1.22 0.3615

AR R R RS S S SRS R RS EE RS SRR RS EE RS EEEEEEEEEEEEE R R R R R R R R R R SRR R R R R R R R R
Soma de Lignanas por grama de extrato - PLE

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 4 -2 -1 01
x2solv 3 -1 01
Number of observations 24

AR R R RS S S SR SRR SRS RS RS S S EEEE S EEE S EE S EEE S E S EEE S EEE S E R R R R R R R R R R SRR R R R R R R R R
Soma de Lignanas por grama de extrato - PLE

The GLM Procedure

Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de extrato — PLE

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 2892.739946 262.976359 34.41 <.0001
Error 12 91.713850 7.642821
Corrected Total 23 2984.453796

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.969269 17.62600 2.764565 15.68458
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
xltemp 3 313.933379 104.644460 13.69 0.0004
x2solv 2 1898.608758 949.304379 124.21 <.0001
xltemp*x2solv 6 680.197808 113.366301 14.83 <.0001

AR R R R S S S e e SRR e e SRS eSS RS E R EEEE R E R R R R R R R R R R R R R R R R R

Relatorio D8. Andlise de Regressdo dos resultados de rendimento de Filantina por grama de
amostra e por grama de extrato obtidos por PLE.
Filantina por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
FAJ 12 12345678910 11 12
Number of observations 24
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I S S I S S S S S S S S S
Filantina por grama de amostra - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable: Filantina por grama de amostra - PLE
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 43.76704583 3.97882235 46.71 <.0001
Error 12 1.02225000 0.08518750
Corrected Total 23 44.78929583
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.977176 10.36068 0.291869 2.817083
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 0 0.00000000
x2solv*x2solv 0 0.00000000 . .
FAj 9 2.06488750 0.22943194 2.69 0.0563

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A ARk, Kk

Filantina por grama de amostra - PLE
The GLM Procedure

Dependent Variable: Filantina por grama de amostra - PLE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 2 41.70215833 20.85107917 141.84 <.0001
Error 21 3.08713750 0.14700655
Corrected Total 23 44.78929583
R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.931074 13.61033 0.383414 2.817083
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Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2so0lv 1 10.72562500 10.72562500 72.96 <.0001
x2solv*x2solv 1 30.97653333 30.97653333 210.72 <.0001
Standard
Parameter Estimate Error t Value Pr > |t
Intercept 4.423750000 0.13555744 32.63 <.0001
x2solv 0.818750000 0.09585358 8.54 <.0001
x2so0lv*x2solv -2.410000000 0.16602327 -14.52 <.0001

AR R R RS S S SRS R RS RS RS RS SRS SRR RS EE R E R E R E R EEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
Filantina por grama de extrato - PLE

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Trat 12 1234567891011 12
Number of observations 24

B R R R R R R R R

Filantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable: filext
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 1003.080683 91.189153 27.86 <.0001
Error 12 39.276700 3.273058
Corrected Total 23 1042.357383
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.962319 18.45297 1.809160 9.804167
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 1 601.9662250 601.9662250 183.92 <.0001
x2solv*x2solv 1 15.6180083 15.6180083 4.77 0.0495
Trat 9 385.4964500 42.8329389 13.09 <.0001

AR R R R S S S S e R R RS RS EEEE e EEE R E R EE R E R E R RS E R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Filantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure

Dependent Variable:

Filantina por grama de extrato - PLE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 2 617.584233 308.792117 15.27 <.0001
Error 21 424.773150 20.227293
Corrected Total 23 1042.357383
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.5924388 45.87311 4.497476 9.804167
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 1 601.9662250 601.9662250 29.76 <.0001
x2solv*x2solv 1 15.6180083 15.6180083 0.77 0.3895
Standard
Parameter Estimate Error t Value Pr > |t]
Intercept 10.94500000 1.59009799 6.88 <.0001
x2solv 6.13375000 1.12436907 5.46 <.0001
x2solv*x2solv -1.71125000 1.94746435 -0.88 0.3895
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Relatorio D9. Analise de Regressao dos resultados de rendimento de Nirantina por grama de
amostra e por grama de extrato obtidos por PLE.
Nirantina por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Trat 12 123455678910 11 12
Number of observations 24

Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA Ak kA A A kA kA Ak kA kA A Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA kA Ak kkk ok kK%

Nirantina por grama de amostra - PLE
The GLM Procedure

Dependent Variable: Nirantina por grama de amostra - PLE
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 31.81380000 2.89216364 35.72 <.0001



Relatorios do SAS

Error 12 0.97160000 0.08096667
Corrected Total 23 32.78540000

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.970365 16.98785 0.284546 1.675000
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 1 9.71880625 9.71880625 120.03 <.0001
x2solv*x2solv 1 21.42676875 21.42676875 264.64 <.0001
Trat 9 0.66822500 0.07424722 0.92 0.5419
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Nirantina por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure
Dependent Variable:

Nirantina por grama de amostra - PLE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 2 31.14557500 15.57278750 199.43 <.0001
Error 21 1.63982500 0.07808690
Corrected Total 23 32.78540000
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.949983 16.68301 0.279440 1.675000
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 1 9.71880625 9.71880625 124.46 <.0001
x2solv*x2solv 1 21.42676875 21.42676875 274.40 <.0001
Standard
Parameter Estimate Error t Value Pr > |t]|
Intercept 3.011250000 0.09879708 30.48 <.0001
x2solv 0.779375000 0.06986009 11.16 <.0001
x2solv*x2solv -2.004375000 0.12100122 -16.56 <.0001

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I

Nirantina por grama de extrato - PLE

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
FAj 12 1234567891011 12
Number of observations 24
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Nirantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure
Dependent Variable: Nirantina por grama de extrato - PLE
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 11 500.6701458 45.5154678 30.74 <.0001
Error 12 17.7699500 1.4808292
Corrected Total 23 518.4400958
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.965724 20.69400 1.216893 5.880417
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 1 324.4501563 324.4501563 219.10 <.0001
x2solv*x2solv 1 29.6573521 29.6573521 20.03 0.0008
FAj 9 146.5626375 16.2847375 11.00 0.0002
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Nirantina por grama de extrato - PLE

The GLM Procedure
Dependent Variable:

Nirantina por grama de extrato - PLE

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 2 354.1075083 177.0537542 22.63 <.0001
Error 21 164.3325875 7.8253613
Corrected Total 23 518.4400958
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.683025 47.57120 2.797385 5.880417
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x2solv 1 324.4501563 324.4501563 41.46 <.0001
x2s0lv*x2solv 1 29.6573521 29.6573521 3.79 0.0651
Standard
Parameter Estimate Error t Value Pr > |t|
Intercept 7.452500000 0.98902485 7.54 <.0001
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x2solv 4.503125000 0.69934618 6.44 <.0001
xX2solv*x2solv -2.358125000 1.21130312 -1.95 0.0651
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Relatorio D10. Teste de comparagdo entre médias dos resultados de rendimento de Filantina

por grama de amostra e por grama de extrato obtidos por PLE.

Filantina por grama de amostra - PLE

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Filantina por grama de amostra - PLE

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 0.085187
Critical Value of Studentized Range 5.61464
Minimum Significant Difference 1.1588
Means with the same letter are not significantly different.
Tukey Grouping Mean N Trat
A 4.8850 2 6
A 4.5150 2 7
B A 4.2000 2 8
B A C 4.0950 2 5
B D C 3.1650 2 12
D C 3.0000 2 10
E D 2.5850 2 9
E D 2.5800 2 11
E F 1.5150 2 3
E F 1.4750 2 4
F 1.0150 2 2
F 0.7750 2 1

R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I I I

Filantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Filantina por grama de extrato - PLE
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha
Error Degrees of Freedo
Error Mean Square

Critical Value of Studentized Range
Minimum Significant Difference

m

0.05
12

3.273058
5.61464

7.1826

Means with the same letter are not significantly different.
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Relatorio D11. Teste de comparagao entre médias dos resultados de rendimento de Nirantina

por grama de amostra e por grama de extrato obtidos por PLE.

Nirantina por grama de amostra - PLE
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Nirantina por grama de amostra - PLE

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha
Error Degrees of Freedo
Error Mean Square

m

0.05
12

0.080967



Critical Value of Studentized Range
Minimum Significant Difference

5

.61464
1.1297
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Means with the same letter are not significantly different.
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Nirantina por grama de extrato - PLE
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Nirantina por grama de extrato - PLE

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha
Error Degrees of Freedom
Error Mean Square

Critical Value of Studentized Range
Minimum Significant Difference

0.05
12

1.480829

5

.61464
4.8313

but it generally

Means with the same letter are not significantly different.
FAj

Tukey Grouping Mean

A 15.650
11.265
7.830
7.490
7.335
7.155
7.095
4.380
0
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0
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Relatorio D12. Teste de comparagdo entre médias dos resultados de Soma de Lignanas por

grama de amostra e por grama de extrato obtidos por PLE.

R R R R R R R R R R R R R R R R R R I

Soma de Lignanas por grama de amostra — PLE
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Soma de Lignanas por grama de amostra — PLE

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha
Error Degrees of Freedom
Error Mean Square

Critical Value of Studentized Range
Minimum Significant Difference

0.05
12

0.290963

5

.61464
2.1415

but it generally

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean
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E 1.6900 2 4
E 1.2300 2 2
E 0.9050 2 1
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Soma de Lignanas por grama de extrato - PLE
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Soma de Lignanas por grama de extrato — PLE
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 12
Error Mean Square 7.642821
Critical Value of Studentized Range 5.61464
Minimum Significant Difference 10.976

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N FAj
A 41.725 2 9

B 26.785 2 10

C B 19.930 2 12
C B 19.160 2 5
C B 18.820 2 6
C B 17.850 2 7
C B 17.760 2 8
C D 11.420 2 11
D 4.690 2 3
D 4.105 2 4
D 3.435 2 2
D 2.535 2 1
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Relatorio D13. ANOVA com teste de comparacao entre médias dos resultados de Filantina por

grama de amostra e por grama de extrato obtidos por EUT.

Filantina por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9
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Filantina por grama de amostra - EUT

The GLM Procedure

Dependent Variable: Filantina por grama de amostra - EUT

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 2 122.8932667 61.4466333 921.85 <.0001
Error 6 0.3999333 0.0666556
Corrected Total 8 123.2932000

R-Square Coeff Var Root MSE filamo Mean

0.996756 4.100223 0.258177 6.296667
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
Solv 2 122.8932667 61.4466333 921.85 <.0001
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Filantina por grama de amostra - EUT

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Filantina por grama de amostra - EUT

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.066656
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 0.6468

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Solv
A 9.1733 3 100



A 8.6367 3 50
B 1.0800 3 0
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Filantina por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9
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Filantina por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Dependent Variable: filext

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 2 16035.09816 8017.54908 274.62
Error 6 175.17180 29.19530
Corrected Total 8 16210.26996

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.989194 11.58947 5.403268 46.62222
Source DF Type I SS Mean Square F Value
Solv 2 16035.09816 8017.54908 274.62

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I

Filantina por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range

(HSD)

Test for Filantina por grama de extrato - EUT

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 29.1953
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 13.536

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Solv
A 104.543 3 100
B 30.167 3 50
c 5.157 3 0

R R R R R R R R R R R R S

Relatério D14. ANOVA com teste de comparagdo entre médias dos resultados de Nirantina

por grama de amostra e por grama de extrato obtidos por EUT.

Nirantina por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9
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Nirantina por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure
Dependent Variable: Nirantina por grama de amostra - EUT

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 2 0.33726667 0.16863333 1084.07
Error 6 0.00093333 0.00015556
Corrected Total 8 0.33820000

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.997240 3.529865 0.012472 0.353333
Source DF Type I SS Mean Square F Value
Solv 2 0.33726667 0.16863333 1084.07

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
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Nirantina por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range

(HSD)

Test for Nirantina por grama de amostra - EUT




NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.000156
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 0.0312
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but it generally

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Solv
A 0.50333 3 100
A 0.47667 3 50
B 0.08000 3 0
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Nirantina por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9

R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I

Nirantina por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Dependent Variable: Nirantina por grama de extrato - EUT

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 2 47.62708889 23.81354444 336.67
Error 6 0.42440000 0.07073333
Corrected Total 8 48.05148889

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.991168 10.23350 0.265957 2.598889
Source DF Type I SS Mean Square F Value
Solv 2 47.62708889 23.81354444 336.67

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
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Nirantina por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Nirantina por grama de extrato - EUT

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.070733
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 0.6663

but it generally

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Solv
A 5.7667 3 100
B 1.6567 3 50
C 0.3733 3 0

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Relatorio D15. ANOVA com teste de comparacao entre médias dos resultados de Soma de

Lignanas por grama de amostra e por grama de extrato obtidos por EUT.

Soma de Lignanas por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9
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Soma de Lignanas por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure
Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de amostra - EUT

Sum of
Source DF Squares Mean Square
Model 2 136.2276222 68.1138111
Error 6 0.4416667 0.0736111
Corrected Total 8 136.6692889

F Value
925.32

Pr > F
<.0001



R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.996768 4.080587 0.271314 6.648889
Source DF Type I SS Mean Square F Value
Solv 2 136.2276222 68.1138111 925.32
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Pr > F
<.0001
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Soma de Lignanas por grama de amostra - EUT
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Soma de Lignanas por grama de amostra - EUT

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.073611
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 0.6797

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Solv
A 9.6800 3 100
A 9.1100 3 50
B 1.1567 3 0
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Soma de Lignanas por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Solv 3 0 50 100
Number of observations 9
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Soma de Lignanas por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure
Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de extrato - EUT

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 2 17828.24909 8914.12454 277.71
Error 6 192.59420 32.09903
Corrected Total 8 18020.84329

R-Square Coeff Var Root MSE somext Mean

0.989313 11.51051 5.665601 49.22111
Source DF Type I SS Mean Square F Value
Solv 2 17828.24909 8914.12454 277.71

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
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Soma de Lignanas por grama de extrato - EUT
The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Soma de Lignanas por grama de extrato - EUT

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 32.09903
Critical Value of Studentized Range 4.33902
Minimum Significant Difference 14.193

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N Solv
A 110.307 3 100
B 31.823 3 50
C 5.533 3 0
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Relatério D16. ANOVA dos resultados de Rendimento Global obtidos por SFE1.

Rendimento Global - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01



Number of observations 18
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Rendimento Global - SFE1
The GLM Procedure
Dependent Variable: Rendimento Global - SFE1

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 22.70654444 2.83831806 150.49
Error 9 0.16975000 0.01886111
Corrected Total 17 22.87629444

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.992580 7.188263 0.137336 1.910556
Source DF Type I SS Mean Square F Value
xltemp 2 0.15271111 0.07635556 4.05
x2pre 2 21.52421111 10.76210556 570.60
xltemp*x2pre 4 1.02962222 0.25740556 13.65

Pr > F
<.0001

Pr > F
0.0557
<.0001
0.0007
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Relatério D17. ANOVA dos resultados de Rendimento de Filantina por grama de amostra e

por grama de extrato obtidos por SFE1.

Filantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I

Filantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure

Dependent Variable: Filantina por grama de amostra — SFEL

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 67.27391111 8.40923889 137.61
Error 9 0.55000000 0.06111111
Corrected Total 17 67.82391111

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.991891 7.518958 0.247207 3.287778
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1ltemp 2 3.84947778 1.92473889 31.50
x2pre 2 59.37527778 29.68763889 485.80
xltemp*x2pre 4 4.04915556 1.01228889 16.56

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
<.0001
0.0004
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Filantina por grama de extrato - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Filantina por grama de extrato - SFE1
The GLM Procedure

Dependent Variable: Filantina por grama de extrato - SFEL
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 120244.7062 15030.5883 239.87
Error 9 563.9570 62.6619
Corrected Total 17 120808.6632
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.995332 5.377180 7.915926 147.2133
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1temp 2 38794.06423 19397.03212 309.55
x2pre 2 48595.45703 24297.72852 387.76
xltemp*x2pre 4 32855.18493 8213.79623 131.08

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
<.0001
<.0001
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Relatorio D18. ANOVA dos resultados de Rendimento de Nirantina por grama de amostra e

por grama de extrato obtidos por SFEI1.

Nirantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

AR R R RS S S S S SRR SRS RS SRR RS EEE R E R EE RS RS EEEEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Nirantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure

Dependent Variable: Nirantina por grama de amostra - SFEL
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 15.90050000 1.98756250 223.18
Error 9 0.08015000 0.00890556
Corrected Total 17 15.98065000
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.994985 5.991698 0.094369 1.575000
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1ltemp 2 1.97213333 0.98606667 110.72
x2pre 2 12.70143333 6.35071667 713.12
xltemp*x2pre 4 1.22693333 0.30673333 34.44

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
<.0001
<.0001

AR R R R S S S S e S RS RS RS EEEEE R EEEE e EEE R E R E R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Nirantina por grama de extrato - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
<.0001

Class Levels Values
FAJ 9 123456789
Number of observations 18
AR R R R S S S e R R R e SRS E R R R R R R R R R R R R R R R R R R
Nirantina por grama de extrato - SFE1
The GLM Procedure
Dependent Variable: Nirantina por grama de extrato - SFEL
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 34493.48111 4311.68514 852.61
Error 9 45.51345 5.05705
Corrected Total 17 34538.99456
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.998682 2.854255 2.248789 78.78722
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1temp 2 10320.75888 5160.37944 1020.43
x2pre 2 13672.22681 6836.11341 1351.80
xltemp*x2pre 4 10500.49542 2625.12386 519.10

<.0001

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

Relatorio D19. ANOVA dos resultados de Soma de Lignanas por grama de amostra e por

grama de extrato obtidos por SFEI1.

Soma de Lignanas por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A kA Ak kA Ak kA A A * kK, Kk

Soma de Lignanas por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure

Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de amostra - SFE1
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value

Model 8 142.5238111 17.8154764 170.73

Pr > F
<.0001
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Error 9 0.9391500 0.1043500
Corrected Total 17 143.4629611

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.993454 6.642963 0.323033 4.862778
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1ltemp 2 10.0404778 5.0202389 48.11 <.0001
x2pre 2 125.7498778 62.8749389 602.54 <.0001
xltemp*x2pre 4 6.7334556 1.6833639 16.13 0.0004

hAhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhk kb hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhk kb hkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkrkhkhkkhkhhkhhkhkhkk*xk
Soma de Lignanas por grama de extrato - SFE1

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

AR R R RS S S SRS RS RS RS S SRS RS E R E R E R EE RS RS EE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
Soma de Lignanas por grama de extrato - SFEL

The GLM Procedure

Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de extrato - SFE1

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 8 283078.4705 35384.8088 760.47 <.0001
Error 9 418.7729 46.5303
Corrected Total 17 283497.2435

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.998523 3.018273 6.821314 226.0006
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1ltemp 2 89053.4964 44526.7482 956.94 <.0001
x2pre 2 113758.3071 56879.1536 1222.41 <.0001
xltemp*x2pre 4 80266.6670 20066.6667 431.26 <.0001

AR R R R S S S SRS e eSS E R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Relatorio D20. Teste de compara¢do entre médias dos resultados de Rendimento Global

obtidos por SFEI.

Rendimento Global - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
FAj 9 1234506789
Number of observations 18

R R R R R R R R R R R R R R R R R I S I S S S S S
Rendimento Global - SFE1

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Rendimento Global - SFEI

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 0.018861
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 0.5433

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N FAJ
A 2.9950 2 9
A 2.9750 2 6
B A 2.7750 2 3
B A 2.5850 2 8
B 2.3500 2 2
B 2.3450 2 5
C 0.9800 2 1
D 0.1250 2 4
D 0.0650 2 7

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR A A A A A A A A AR AR AR AR KK
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Relatério D21. Teste de comparagdo entre médias dos resultados de Rendimento de Filantina

por grama de amostra e por grama de extrato obtidos por SFEL1.

Filantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
FAj 9 123456789
Number of observations 18

AR R R RS S S SRS R E SRS RS RS SRR RS EE R E R E RS RS EEEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS

Filantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Filantina por grama de amostra — SFEL
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 0.061111
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 0.978

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N FAj
A 5.3000 2 6
B A 4.8550 2 3
B A 4.5950 2 2
B A 4.3600 2 5
B 4.2750 2 9
B 4.0000 2 8
C 2.2050 2 1
D 0.0000 2 4
D 0.0000 2 7

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I S
Filantina por grama de extrato - SFE1

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
FAj 9 1234506789
Number of observations 18

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I

Filantina por grama de extrato — SFE1

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Filantina por grama de extrato - SFE1

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 5.05705
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 8.8963

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean
121.950
120.545
101.475
96.315
94.545
89.935
84.320
0.000
0.000 7
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Relatério D22. Teste de comparagdo entre médias dos dos resultados de Rendimento de

Nirantina por grama de amostra e por grama de extrato obtidos por SFE1.

Nirantina por grama de amostra - SFE1
The GLM Procedure
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Class Level Information

Class Levels Values
FAj 9 1234506789
Number of observations 18

Ak hkhkhkhkhkkhkhhkhhkhhhkhkhkhhAhhkhhkhkhhkhhkhhhkhhk bk h bk hkhhk bk h bk hkhhkh bk hkhkhhhkhhkhk bk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkk

Nirantina por grama de amostra - SFE1

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Nirantina por grama de amostra — SFEL

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 0.008906
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 0.3733

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean
.49000
.40500
.29000
.26500
.12000
.42500
.18000
.00000
.00000

FAJ
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R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I I
Nirantina por grama de extrato - SFE1

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
FAj 9 1234506789
Number of observations 18
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Nirantina por grama de extrato - SFE1

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Nirantina por grama de extrato - SFEL

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 5.05705
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 8.8963

Means with the same letter are not significantly different.
Tukey Grouping Mean N FAj

121.950
120.545
101.475
96.315
94.545
89.935
84.320

0.000

0.000 2 7

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A kA Ak Ak kA A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA kA kA kA Ak Ak kk kK%
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Relatorio D23. Teste de comparacdo entre médias dos resultados de Soma de Lignanas por

grama de amostra e por grama de extrato obtidos por SFEI.

Soma de lignanas por grama de amostra — SFE1
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
FAJ 9 123456789
Number of observations 18

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA kA kA A A A A A,k K

Soma de lignanas por grama de amostra - SFE1




Relatorios do SAS

The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Soma de lignanas por grama de amostra - SFE1
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally

has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 0.10435
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 1.2779

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N FAj
A 7.3450 2 3
A 7.0000 2 2
A 6.7250 2 6
A 6.6500 2 5
A 6.5400 2 9
A 6.1200 2 8
B 3.3850 2 1
C 0.0000 2 4
C 0.0000 2 7

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I
Soma de lignanas por grama de extrato - SFEL

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
FAj 9 1234506789
Number of observations 18

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I I
Soma de lignanas por grama de extrato - SFEL
The GLM Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Soma de lignanas por grama de extrato - SFE1
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 46.53033
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 26.986

Means with the same letter are not significantly different.
Tukey Grouping Mean N FAj

350.300
345.580
280.230
279.270
273.015
263.085
C 242.525

D 0.000

D 0.000 2 7
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Relatorio D24. ANOVA dos resultados de Rendimento Global obtidos por SFE2.

Rendimento Global - SFE2
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk ok hkhkhkhk ok hk ok ko hk ko hkhkhk ok hkhkhkhkhkhk ok ko hkhkhkhkhk ko ko hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhkhkhhkhhkhkhk*x
Rendimento Global - SFE2

The GLM Procedure

Dependent Variable: Rendimento Global - SFE2

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 8 115.9368444 14.4921056 8.38 0.0022
Error 9 15.5626000 1.7291778
Corrected Total 17 131.4994444

R-Square Coeff Var Root MSE Mean
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0.881653 3.600170 1.314982 36.52556
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1ltemp 2 66.01831111 33.00915556 19.09 0.0006
x2pre 2 12.83737778 6.41868889 3.71 0.0667
xltemp*x2pre 4 37.08115556 9.27028889 5.36 0.0173

AR R R RS S S SR SRR SRS RS RS SRS RS E RS EE RS RS EEEEEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Relatorio D25. Teste de comparagdo entre médias dos resultados de Rendimento Global

obtidos por SFE2.

ER R R RS S S SRS R RS SRS RS SRS SRR RS EE R E R EEE RS RS EE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Rendimento Global - SFE2

The GLM Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for Rendimento Global - SFE2

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate, but it generally
has a higher Type II error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 9
Error Mean Square 1.729178
Critical Value of Studentized Range 5.59471
Minimum Significant Difference 5.2021

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean FAS
40.980
39.050
38.900
37.480
35.510
35.420
34.150
34.080
33.160
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Relatorio D26. ANOVA dos resultados de Rendimento de Filantina por grama de amostra e
por grama de extrato obtidos por SFE2.

Filantina por grama de amostra — SFE2
The GLM Procedure
Class Level Information

x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18
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Filantina por grama de amostra — SFE2
The GLM Procedure
Dependent Variable: Filantina por grama de amostra — SFE2
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 8 8.41637778 1.05204722 0.76 0.6486
Error 9 12.54025000 1.39336111
Corrected Total 17 20.95662778
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.401609 14.79928 1.180407 7.976111
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1temp 2 3.77254444 1.88627222 1.35 0.3062
x2pre 2 1.08001111 0.54000556 0.39 0.6895
xltemp*x2pre 4 3.56382222 0.89095556 0.64 0.6476

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak kA A kA Ak Ak kKK
Filantina por grama de extrato — SFE2

The GLM Procedure

Class Level Information

x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

KA A A A A A A A A A A A A A A A kA A A A A A A A kA A A A A A A Ak kA A Ak Ak kA Ak kA Ak Ak hkkhkhkkhkhkhkkhkhk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k%%



Filantina por grama de extrato - SFE2
The GLM Procedure

Dependent Variable: Filantina por grama de extrato - SFE2
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 111.1684000 13.8960500 1.13
Error 9 111.1542000 12.3504667
Corrected Total 17 222.3226000
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.500032 15.97178 3.514323 22.00333
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1ltemp 2 83.80493333 41.90246667 3.39
x2pre 2 2.62963333 1.31481667 0.11
xltemp*x2pre 4 24.73383333 6.18345833 0.50

Relatorios do SAS

Pr > F
0.4284

Pr > F
0.0798
0.9001
0.7365

B R R R R R R R

Relatorio D27. ANOVA dos resultados de Rendimento de Nirantina por grama de amostra e

por grama de extrato obtidos por SFE2.

Nirantina por grama de amostra - SFE2
The GLM Procedure
Class Level Information

x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

R R R R S S S e e S RS RS RS SRR SRS RS EE SRS RS E R E R R R R R R R R R R R R R R R R

Nirantina por grama de amostra — SFE2
The GLM Procedure

Dependent Variable: Nirantina por grama de amostra — SFE2

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 2.64184444 0.33023056 0.78
Error 9 3.82220000 0.42468889
Corrected Total 17 6.46404444

R-Square Coeff Var Root MSE Mean

0.408698 14.43548 0.651682 4.514444
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1ltemp 2 1.40587778 0.70293889 1.66
x2pre 2 0.40047778 0.20023889 0.47
xltemp*x2pre 4 0.83548889 0.20887222 0.49

Pr > F
0.6333

Pr > F
0.2443
0.6387
0.7424
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Nirantina por grama de extrato - SFE2
The GLM Procedure
Class Level Information

Pr > F
0.3953

Pr > F
0.0626
0.7878
0.8358

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18
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Nirantina por grama de extrato - SFE2
The GLM Procedure
Dependent Variable: Nirantina por grama de extrato - SFE2
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 8 37.61884444 4.70235556 1.19
Error 9 35.41960000 3.93551111
Corrected Total 17 73.03844444
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.515055 15.92855 1.983812 12.45444
Source DF Type I SS Mean Square F Value
x1temp 2 30.13447778 15.06723889 3.83
x2pre 2 1.92807778 0.96403889 0.24
xltemp*x2pre 4 5.55628889 1.38907222 0.35

KAk A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A kA A Ak A kA A kA Ak Ak Ak kA Ak kA Ak kA kA Ak kA kA kA kA kA kA Ak Ak k ok ok ok kK%
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Relatorio D28. ANOVA dos resultados de Soma de Lignanas por grama de amostra e por

grama de extrato obtidos por SFE2.

Soma de Lignanas por grama de amostra — SFE2
The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18

AR R R RS S S SR SRR SRS RS RS SRS RS RS E R EE R E R E R E SRR RS E R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Soma de Lignanas por grama de amostra — SFE2
The GLM Procedure

Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de amostra - SFE2
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 8 20.38324444 2.54790556 0.77 0.6406
Error 9 29.90765000 3.32307222
Corrected Total 17 50.29089444
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.405307 14.59446 1.822930 12.49056
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1ltemp 2 9.79014444 4.89507222 1.47 0.2796
x2pre 2 2.75321111 1.37660556 0.41 0.6728
xltemp*x2pre 4 7.83988889 1.95997222 0.59 0.6786

KA A A A A A A A A A A A A Ak A kA kA kA kA Ak Ak Ak kA A Ak kA Ak kA Ak kA kA kA kkkkkkhkhkhkhkkkhkkhkkkkkkhk ok ok ok ok ok kK k%
Soma de Lignanas por grama de extrato - SFE2

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
x1ltemp 3 -1 01
x2pre 3 -1 01
Number of observations 18
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk
Soma de Lignanas por grama de amostra — SFE2
The GLM Procedure
Dependent Variable: Soma de Lignanas por grama de amostra — SFE2
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 8 277.1669111 34.6458639 1.16 0.4136
Error 9 269.7942500 29.9771389
Corrected Total 17 546.9611611
R-Square Coeff Var Root MSE Mean
0.506740 15.88967 5.475138 34.45722
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
x1temp 2 214.4940778 107.2470389 3.58 0.0719
x2pre 2 9.0244111 4.5122056 0.15 0.8624
xltemp*x2pre 4 53.6484222 13.4121056 0.45 0.7722

R R R R R R R R R R R R R R R I I S S S
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Fragmentogramas das lignanas obtidos por CG/EM

APENDICE E — Fragmentogramas das lignanas obtidos por CG/EM
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Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD

APENDICE F - Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD
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Figura F1. Cromatograma tipico obtido por HPLC-DAD a 232 nm dos padrdes de Filantina

(50 pg.mL!) e Nirantina (9,92 pg.mL™).
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. Cromatograma tipico obtido por HPLC-DAD a 232 nm dos extratos de P. amarus

por PLE, com EtOH 50%(v/v) como solvente.
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Figura F3. Cromatograma tipico obtido por HPLC-DAD a 232 nm dos extratos de P. amarus
por EUT, com EtOH 50%(v/v) como solvente.
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Figura F4. Cromatograma tipico obtido por HPLC-DAD a 232 nm dos extratos de P. amarus
por SFEI.
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Figura F5. Cromatograma tipico obtido por HPLC-DAD a 232 nm dos extratos de P. amarus
por SFE2, com EtOH 50%(v/v) como cossolvente.



APENDICE G - Relatério do SuperPro Designer

EXECUTIVE SUMMARY

Relatorio do SuperPro Designer

Process Total Capital Investment (US$) Operating Cost ($/yr) Cost Basis Annual Rate (kg/yr)
PLE-Etanol50% 1.548.000,00 4.402.000,00 25.329,00
PLE-Etanol 1.567.000,00 4.606.000,00 7.852,00
SFE1-10MPa 1.548.000,00 5.618.000,00 734,55
SFE1-20MPa 1.554.000,00 5.683.000,00 1.773,00
SFE2 1.871.000,00 5.848.000,00 25.329,00
COSTS OF RAW MATERIAL
Process Material Unit Cost (§)  Annual Amount (kg)  Annual Cost ($) %

Quebra-pedra 48,39 76.755,00 3.714.174,00 90,95

PLE-Etanol50% Ethanol 8,12 35.307,30 286.695,00 7,02

Water 2,35 35.307,30 82.972,00 2,03

PLE-Etanol Quebra-pedra 48,39 76.755,00 3.714.174,00 86,63

Ethanol 8,12 70.614,60 573.391,00 13,37

SFE1-10MPa Quebra-pedra 48,39 76.339,08 3.714.174,00 70,05

CO; 4,88 325.339,08 1.587.655,00 29,95

SFE1-20MPa Quebra-pedra 48,39 76339,08 3714174,00 70,05

CO; 4,88 325339,08 1587655,00 29,95

Quebra-pedra 48,39 76.755,00 3.714.174,00 67,91

SFE2 CO; 4,88 325.339,08 1.587.655,00 29,03

Ethanol 8,12 20.415,00 165.770,00 3,03

Water 2,35 678,00 159.300,00 0,03
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