UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

AREA DE CONCENTRACAO ENGENHARIA DE PROCESSOS

»,

%
B,

.
UNICAMP

«
'

EXTRACAO DE ALCALOIDES DE
PRODUTOS NATURAIS COM FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Marleny Doris Aranda Saldaia
Autora

Prof. Dr. Rahoma Sadeg Mohamed
Orientador

Dissertacido de Tese de Doutorado
apresentada a Faculdade de Engenharia
Quimica como parte dos requisitos exigidos
para a obtencio do titulo de Doutor em
Engenharia Quimica.

Campinas - Sdo Paulo - Brasil
Fevereiro/2002
UNICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCIH ANTE

UNICAMD



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA - BAE - UNICAMP

Aranda Saldafia, Marleny Doris

Aride Extracio de alcaldides de produtos naturais com fluidos
supercriticos. / Marleny Doris Aranda Saldafia.--
Campinas, SP: [s.n.], 2002.

Orientador: Rahoma Sadeg Mohamed.
Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Alcaldides. 2. Extraglio com fluido supercritico. 3.
Produtos naturais. 4. Cacau. 5. Guarand. 1. Mohamed,
Rahoma Sadeg. Il. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia Quimica. III. Titulo.




Tese de Doutorado defendida por Marleny Doris Aranda Saldafia e aprovada

em 5 de Fevereiro de 2002 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

Q"ﬁ \g\g\%gé,\,&
Prof. Dr. Rahoma Sadeg ‘@Qh&meé
DTF/FEQ-Unicamp (Orientador)

e [
Prof. Dr. Fernando Luiz Peliegrini Pesséa
DEQ-UFRI {titular)

Prof. Dr. Fernando Aﬁ%i{) Cabral
DEA/FEA-Unicamp (titular)

i,
o,
R
o,
o,

7

/

P AR A
f‘f/ ffj»?

;’; /
g LA
i

Prof. Dr. /iéfey‘? ortt Rubira
Dep. Quimica-UEM (titular)

" mea Dra. Matia R@gma Wolf Ma@kéi
DPQ/FEQ-Unicamp (titular)



Este exemplar corresponde a versdo final da Tese de Doutorado em Engenharia
Quimica, defendida pela Ms Eng. Marleny Doris Aranda Saldafia ¢ aprovada

ela banca exammadora em Feversiro de 2002,
p

Prof. Dr. Rahoma Sadeg Mohamed

Orientador



PENSAMENTO

“Ndo sei como o mundo me vé,
mas eu me sinto como uma
pessoa brincando na praia,
contente em achar aqui e ali
uma pedrinha mais lisa ou uma
concha mais bonita, tendo
sempre diante de mim, ainda por
descobrir, o grande oceano da
verdade” '

Isaac Newton

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE



DEDICATORIA

Aos meus pais, Antonio e Olga Teresa,
Aos meus irmdos, Edwin e José Miguel

Ao meu esposo Rodrigo



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dy Rahoma Sadeg Mohamed pela valiosa orientacdo imprescindivel
para a boa qualidade desta tese de doutorado, pelas discussdes e
direcionamento eficaz, que contribuiram na minha formacgdo como

pesquisadora, e pela grande amizade durante iodos estes anos,

Ao Prof. Dr. Paulo Mazzafera pela amizade e discussbes constantes, pela
disposicdo durante o andamento da pesquisa,

Ao Prof. Dr Theo Guenter Kieckbush pela grande amizade e apoio constante,
incondicional durante minha permanéncia no Brasil,

Ao Prof. Dr (Gerd Brunner por me permitir trabalhar na Planta Piloto de
Extracdo Supercritica de TUHH (Alemanha), pelas discussoes e apoio
incondicional. Ao Dr. Carsten Zetzt pelas discussfes e o trabalho em
conjunto. A Monika Johannsen pela acolhida e as discussdes. Aos técnicos
Waldemar, Marianne e Kathrine pela qjuda constante. A Stefanie Meyer,
Martin Jungster, Erika van Riesene, Jamal Bahkaheda pela amizade.

Ao Prof. Dr Cor Peters pela disposicdo e gentileza de disponibilizar o
Laboratorio de Termodindmica Aplicada de TU-Delft (Holanda) para
execugdo de experimentos com fluidos supercriticos. Ao Dr. La Maat pelas
valiosas discussdes sobre a pilocarpina. A Hans Raquel, Erika e Adri pelo
apoio durante minha permanéncia na Holanda,

Aos senhores membros da banca examinadora, pelo aceite e indispensdveis
contribuicdes a este trabalho,

Ao Técnico do DTF, senhor Levi pelo auxilio no Laboratério de Engenharia
de Processos-FEQ, Unicamp,

A Familia Marins Peixoto Siloto pelo carinho e incentivo constante,

A secretdaria da FEQ, Rosa e do DTF, Mdrcia pela pronta disposicdo em
ajudar,

Aos amigos Sergio Bernardo, Lecsi Romero, Juan José Lovon, Juliana de
Souza, Glicia Santos, Edna Santiago e Miriam Hinostroza da Unicamp pela
amizade e apoio incondicional,



Aos amigos do laboratorio do LEP-FEQ, Unicamp pela amizade,
A FAPESP, CAPES e FAEP, pela ajuda financeira dispensada durante minha

pesquisa de doutorado e me permitir participar dos congressos
internacionais,

Ao Senhor Manoel da Silva Cravo da EMBRAPA de Manaus-Amazénia
Ocidental (Manaus, Brasil) pela doagdio das sementes de guarand.

A Janira Maria Bulldes, do departamento de controle de qualidade da
CARDILL Ltda. (Bahia, Brasil) pela doagdo das améndoas de cacau,

A Senhora Célia da QUINES Ltda. (SP, Brasil) pela doagéo do jaborandi,
A White Martins pela doagdo de didxido de carbono liguefeito,

A Faculdade de Engenharia Quimica pelo aceite no curso de doutorado,

Aos amigos,

A DEUS ... pela forca espiritual sempre presente.

Muitissimo Obrigada



Rzsumo

Alcaldides sfio compostos orgénicos encontrados em produtos naturais que podem
produzir efeitos fisioldgicos no organismo humano. Dependendo da dose utilizada, tais
efeitos podem ser tOxicos ou terapéuticos. Cafeina, teofilina, teobromina, pilocarpina, entre
outros, sdo alcaléides utilizados em medicamentos e processos para extrai-los de produtos
naturais sdo de grande interesse para as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. O
objetivo geral desta Tese de Doutorado foi obter dados experimentais com o intuito de gerar
subsidios que contribuam na compreensio adequada do processo de extraciio de alcaldides
de produtos naturais com fluidos supercriticos. Os alcaldides considerados neste estudo
incluem a cafeina encontrada em folhas de ché mate Ilex paraguariensis e nas sementes de
guarand Paullinia cupuana, a teofilina presente nas folhas de cha mate, a teobromina
encontrada nas améndoas de cacau Theobroma cacao e a pilocarpina presente nas folhas de
jaborandi Microphyllus jaborandi. Foi estudada também a extragfo de gordura de cacau
com fluidos supercriticos a partir das améndoas de cacau moidas. Visando fornecer
subsidios para ¢ entepdimento do comportamento nas matrizes complexas de plantas
naturais e identificar as varidveis termodinfmicas que influenciam ¢ controlam a solubilidade,
foram estudados os sisternas  binarios de  cafeina/CO,SC, teofilina/CO,SC e
teobromina/CO-SC.

Os dados experimentais foram obtidos em diversos aparelhos de extragiio a alta
pressdo no Laboratorio de Engenharia de Processos da Faculdade de Engenharia Quimica
{(Unicamp, Brasil), na Planta Piloto de Extracio Supercritica da Faculdade de Processos
Térmicos (TUHH, Alemanha), ¢ no Laboratério de Termodindmica Aplicada (TU-Delft,
Holanda). O teor de alcaldides nas amostras iniciais e finais assim como nos extratos obtidos
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram usadas ainda téenicas de
caracterizacio e andlise, como a cromatografia de camada delgada, a cromatografia gasosa e
a calorimetria diferencial de varredura. '

Os dados experimentais dos sistemas binarios, cafeina/CO,SC, teobromina/CO,SC e
teofilina/CO,SC, mostram que as solubilidades da cafeina no CO; supercritico sdo maiores
que as da teofilina e sfio aproximadamente duas ordens de magnitude maiores que as da
teobromina. Foi possivel a extracdo de metilxantinas de produtos naturais usando CO-
supercritico. Porém, as solubilidades em sistemas bindrios de CO,/metilxantinas foram
maiores que as solubilidades encontradas durante a extragfo de metilxantinas dos produtos
naturais devido & presenca de outros componentes e formacdo de complexos com o
alcaloide. Influéncias significativas de pressdo e temperatura na extrago de metilxantinas
dos produtos naturais foram observadas, enquanto que a variacdo da vazfio mostrou pouco
ou nenhum efeito no processo de extraclio na faixa estudada. As curvas de extracio
mostraram a existéncia de trés regides distintas: a primeira, dependente da solubilidade
termodinimica, a segunda intermediaria e a terceira controlada pela difusio. Foi possivel
também fracionar a manteiga de cacau usando CO; e etano supercritico, mostrando-se este
ultimo solvente mais eficiente. Esta diferenca na extrag@io usando didxido de carbono e
etano supercritico pode ser atribuido as forcas intermoleculares. Em escala industrial, no
entanto, a escolha do solvente deve levar em consideracdo o elevado preco do etano em
relaco ao CO,. Ao extrair as metilxantinas e a manteiga de cacau das améndoas de cacau
moidas, pericdos de extracfio relativamente curtos foram observados para a remocfo da
manteiga de cacau quando comparados com a extracdo de cafeina ¢ teobromina.



Usa-se a técmea de anti-solventes com fluidos supercriticos para a extragdo da
pilocarpina hidroclorada, sendo necessério o estude do sistema quaterndrio: pilocarpina
hidroclorada/alcool/dgua ¢ CO, como anti-solvente, que apresentou bons resultados na
cristalizacdo da pilocarpma. Para determinar a solubilidade do alcaléide no CO,SC foram
também usadas equacdes de estado ¢ correlacGes baseadas na densidade.

Este trabaltho contribuiu tanto na extragfo de produtos de interesse comercial, como
por exemplo, os alcaléides guanto para o fornecimento de dados experimentals para um
melhor controle do processo para extracfio destes principios ativos de plantas naturais.

Palavras-chave: Ixtracho supercritica, alcaldides, metilxantinas, etano supercritico,
produtos naturais, chd mate, guarand, cacau, jaborandi, modelos termodinamicos, anti-
solventes.



ABSTRACT

Alkaloids, organic compounds found in natural products, can produce physiological
effects in the organism. These effects can be toxic or therapeutic depending on the quantity
used. Caffeine, theophylline, theobromine, pilocarpine among others are used in
pharmaceutical products. Processes for the extraction of alkaloids from natural plants are of
great importance in the food, pharmaceutical and cosmetic industries. The objective of this
thesis was to obtain experimental data on the extraction of alkaloids from natural products
with supercritical fluids. The alkaloids considered in this study were: caffeine as found in
leaves of chd mate Jlex paraguariensis and guarana seeds Paullinia cupuana, theophylline
as found in leaves of cha mate, theobromine as found in cocoa beans Theobroma cacao and
pilocarpine as found in the leaves of jaborandi Microphylius jaborandi. Cocoa butter was
also extracted from cocoa beans with supercritical fluids. Binary systems of
caffeine/Supercritical CO,, theophylline/Supercritical CO; and theobromine/Supercritical
CO, were also studied to provide information that could be of help when examming
extraction behavior in complex matrixes of natural plants and on the clear identification of
the effects of some thermodynamic variables on the solubility of the methyixanthines in the
supercritical solvent.

Experimental data were obtained in three different high pressure apparatus, one is the
Process Engineering Laboratory of the School of chemical engineering (Unicamp, Brazil),
another is the pilot plant of supercritical extraction of the Faculty of Thermal Processes at
the Technical University of Hamburgh-Hraburg (TUHH, Germany), and the third is an
equilibrium data apparatus in the Laboratory of Applied Thermodynamics (TU-Delft,
Holland). The quantities of alkaloids in the initial and final samples and in the extracts
obtained were analyzed by high performance liguid chromatography. Techniques for
characterization and analysis such as thin chromatography, gas chromatography and
differential scanned calorimeter were also used to characterize extraction sample and
products.

Experimental data of binary systems, caffeine/SCCO;, theobromine/Supercritical CO,
and theophylline/Supercritical CO,, showed that the solubilities of caffeine in supercritical
CO, were higher than those obtained with theophylline and are two orders of magnitude
higher than those of theobromine. Solubilities in these binary systems of CO»/methylxanthine
were higher than those found from the extraction of methylxanthines from natural products
due to the presence of other compounds and formation of complexes of the alkaloid in plant
matrix. Effects of pressure and temperature on the extraction of methylxanthines from
natural products were significant, while the variation of the flow rate showed little or no
effect on the extraction process within the range of conditions tested. The extraction curves
showed the existence of three different regions: a thermodynamic solubility dependent, an
intermediate and a diffusion-controlled.

The fractionation of cocoa butter using supercritical CO, and ethane showed that
ethane is more efficient. This difference in the extraction process can be attributed to
intermolecular forces. In the extractions of methylxanthines and cocoa butter from ground
cocoa beans, short extraction times were necessary for the removal of cocoa butter when
compared with caffeine and theobromine extraction.

The use of the anti-solvent technique with supercritical fluids for the extraction of
pilocarpine hydrochloride required the study of the quaternary system formed by pilocarpine

xi



hydrochloride/alcohol/water and CO, as anti-solvent, which presented good results in the
separation of pilocarpine crystals. For alkaloid solubility in Supercritical CO,, both equation
of states and density relations can be used to successfully correlate the data.

This work has contributed to provide data that would enhance a better understanding
of the extraction process of alkaloids and in general all active principles from natural plants.

Key-words: Supercritical extraction, alkaloids, supercritical ethane, natural products,
thermodynamic models, anti-solvent.
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Capitulo I Infroducdo

CAPITULO |

INTRODUCAO

A histéria dos principios ativos tem sua origem: ha mais de 4000 anos, quando os
assirios e os egipcios j4 falavam de preparacdes ¢ usos medicinais de algumas planias, assim
como os gregos o faziam alguns séculos antes de Cristo. Na Idade Média nasceu a Boténica
Moderna, que classifica as drogas conforme as plantas das quais derivam, o tipo de

enfermidade que combatem, sua natureza ou similaridade quimica.

Entre as substincias quimicas que procedem de extratos de folhas, sementes, raizes e
cascas de plantas, encontram-se os alcaldides (Bentley, 1965). Estes compostos orgénicos
contém pelo menos um dtomo de nitrogénic no anel heterociclico e séo principios ativos que
produzem efeitos fisioldogicos no organismo humano e dependendo da dose utilizada, tais

efeitos podem ser classificados como toxicos ou terapéuticos.

Dentre os produtos mais consumidos, contendo alcaldides, encontram-se o café, o
cha mate, o cacau e o guarana, que contém cafeina, e o tabaco, que contém nicotina.
Pilocarpina, morfina, emetina, qunina, entre outros, sfo alcaldides usados em
medicamentos. Portanto, ¢ de grande interesse para as industrias almenticias, farmacéuticas

e cosméticas estabelecerem processos para extrai-los de produtos naturais.

As técnicas de extracfo de alcaldides usadas atualmente na indistria sfo constituidas
principalmente pelas seguintes etapas: preparacdo da matéria prima, extracdo ¢ purificacfo.
A extraciio € normalmente realizada com solventes quimicos imisciveis na 4gua, em meio
alcalino, ou alternativamente com solventes soliveis em agua. O uso de dlcoois resulta em
extragBes mais rapidas devido ao maior poder de solubilizagfio, mas apresenta uma
seletividade menor. Para a purificacio dos alcalbides a partir dos extratos, varias outras
tecnologias, como destilagfio, cristalizagdo entre outros tém sido utilizadas na industria

farmacéutica (McKillop, 1970). Alm dessas tecnologias de extracfo, separacio €

i



Capitulo I Introducdo

purificacdio j& apontadas, surgiu recentemente a nova tecnologia que utiliza fluidos
supercriticos como solvente de extragdo (Brunetti et al., 1985; McHugh e Krukonis, 1986).
O potencial de cada um destes processos de extragfio, separacio e purificag@io ¢ limitado
pelo compromisso entre custo e seletividade da operagio. Para grandes volumes de
producdo, a tendéncia € optar pelos métodos convencionais, pois a tecnologia de fluidos
apresenta alto custo de investimento e operagfo. Porém, estes métodos apresentam certas
desvantagens, comeo a formacBo de residuos indesejdveis provenientes dos solventes
quimicos usados na exiragho além das possiveis alteragBes no produto final como a
degradacfio térmica, devido as altas temperaturas alcancadas durante as etapas de extragio ¢
purificacfio. Apesar da extracio com dioxido de carbono supercritico exigir um investimento
maior, € um processo extremamente especifico em sua atuagfio e, portanto, mais indicado
para a extracdo e purificagdo de alcaldides. Esta tecnologia permite que a extragiio e a
purificagBo sejam realizadas simultancamente, pois a capacidade de solubilizagio ¢ a
seletividade do solvente supercritico. podem ser modificadas. com pequenas alteracdes nas

variaveis termodméamicas (McHugh e Krukonis, 1994; Brunner, 1994, entre outros).

O processo de extragio com fluidos supercriticos explora as propriedades do fluido
em torno do seu ponto critico. Nestas condi¢des, o fluido, denominado como supercritico,
tem uma densidade semelhante aquela na fase liquida. As propriedades de transporte (como
viscosidade e difusividade), porém aproximam-se daquelas da fase gasosa. Na regifio
supercritica, as propriedades sdo particularmente sensiveis a temperatura e pressdo, gerando
mudancas grandes na densidade e, portanto, no poder de solubilizacdo. Essa caracteristica
confere ao fluido supercritico (FSC) grande importancia em processos de extragdo, pois as
densidades de solventes liguidos s6 podem ser alteradas pela adi¢io de outros solventes, ou
por consideravel aumento na temperatura. Outras vantagens da utilizagdo de FSCs em
relacdo aos liquidos sdo sua menor viscosidade que propicia menores gastos energéticos
para movimentar o fluido, e seu maior coeficiente de difusio que eleva as taxas de
transferéncia de massa. Numa certa faixa de pressdo, a solubilidade da fase condensada no
fluido superecritico € caracterizada por um comportamento retrégrado, ou seja, aumenta com
o aurmento da pressdo, a temperatura constante, e decresce com ¢ aumento da temperatura,
a pressdo constante (Chimowitz e Pennisi, 1986; Brennecke e Eckert, 1989; Johnston e
Peck, 1989).
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Dentre as muitas vantagens do uso de fluidos supercriticos, pode-se citar a facilidade
de separagfo do material extraido do solvente, que € realizada por uma simples manipulagdo
de temperatura ou pressfo, enquanio que nos processos de extrago convencionais com
liquidos, um outro processo, como destilago, € necessdrio para recuperar o soluto e reciclar
o solvente. Na extracfo supercritica, pode-se obter diretamente um produto cristalino com
morfologias e tamanhos de particulas controlédveis (Mohamed et al., 19892; b). O didxido de
carbono, uma substincia ndo-téxica, ndo-inflamavel e de custo relativamente baixo, € um

solvente atrativo na extracio de produtos farmacéuticos e componentes de alimentos.

Os primeiros usos da extragio supercritica foram relatados por Hannay € Hogarth
em 1879. ApoOs 1940, os estudes com fluidos supercriticos se intensificaram, e diferentes
grupos de pesquisa relataram dados de solubilidades do naftaleno em fluidos supercriticos
(Diepen e Scheffer, 1948; de Swaan Arons e Diepen, 1963; McHugh e Paulaitis, 1980).
Também tém surgido nmitas patentes relatando a extrag@o de componentes de alto valor
agregado a partir de diversos produtos naturais como café, tabaco, e algumas especiarias
(Roselius et al., 1972a, b; Vitzhum e Hubert, 1972; 1973; Vitzhum et al., 1975; 1976; Zosel,
1971; 1972; 1974; 1975). A utilizacio de FSC também tem sido aplicada em outros
processos de engenharia, como a regeneracdo do carbono ativo usado para extrair poluentes
orgénicos de dguas residuais (Modell et al., 1979), a separacfio de etanol-dgua (McHugh et
al., 1981). Também foram extraidos com FSC antioxidantes (Cheng et al, 2001),
antraquinonas (Kraska et al., 2001) e ainda os F'SCs foram usados em processos de extragio
de aromas (Perrut, 2000), de tingimento (Mishima et al., 2001), de hmpeza de pecas de
aparelhos (Russick et al., 1996), de remediagio de solos com agua supercritica ¢ da
remogio de metais complexados de solos com CO, supercritico (Brennecke et al., 2001),
entre outros. Além disto, a extracdo supercritica tem usado CO; como solvente para a
obtencdo de diversos alcaldides como a trigonelina (Saldafia et al., 1997), quinina e morfina
(Ndiomu e Simpson, 1988), cafeina, teobromina e teofilina (Johannsen ¢ Brunner, 1994;
Saldafia et al, 1999), teobromina (Li et al, 1991; Saldafia et al., 1999), codeina e
papaverina (Stahl e Willing, 1980), alcaldides indélicos (Song et al., 1992), entre outros.
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Num processo tipico de extragio supercritica, ¢ material contendo o produto de
interesse ¢ colocado no extrator, em que uma corrente de solvente ¢ passada, selecionando
alguns compostos dependendo de sua solubilidade no solvente utilizado. A manipulagio da
temperatura ou da pressdo pode tornar o solvente mais seletivo na extragfio de certos
compostos. Portanto, aiterando um destes pardmetros, um ou mais dos materiais dissolvidos

podem precipitar no separador apds a despressurizacio do sistema.

O uso de fluidos supercriticos para a extragfio da cafeina de produtos naturais tem
demonstrado ser uma tecnologia muito promissora, apresentando vantagens em relacfio aos
processos de extracdo convencional que usam solventes orgénicos, como o acetato de etila.
Lack e Seidlitz (1993) demonstraram que no caso da extracdo deste alcaldide com CO; a
partir de griios de café, o custo de investimento inicial é alto, mas o processo prové uma boa
qualidade tantc do produto (café descafeinado) como do sub-produto {cafeina). De fato, a
recuperagio da cafeina dos grios de café com CO; j4 ¢ um processo na escala de planta
piloto e industrial em Bremen (Alemanha) e em Texas (Estados Unidos). Porém, as
informagdes sobre 0 processo permanecem mantidas em segredo como patentes industriais €

os dados sio quase inexistentes na literatura cientifica (Saldafia, 1997).

A cafeina, teofilina e tecbromina, que representam a classe das metilxantinas, sfo
alguns dos mais bem estudados alcaléides encontrados nas folhas de cha mate, nos gréos de
café, nos frutos de guarana e nas améndoas de cacau (Baltassa et al., 1984; Suzuki e Waller,
1988; Saldafia et al, 1998). No organismo humano, estes alcaldides atuam como
estimulantes do sistema nervoso central, muisculos e sistema circulatério (James, 1991),

portanto, sdo utilizados como medicamentos em diversas formas farmacéuticas.

Estudos preliminares de sistemas binarios demonstraram a viabilidade de utilizacdo
de CO; supercritico como solvente (Johansenn e Brunner, 1994), e na extracio de
metilxantinas de matrizes de grios do café (Peker et al., 1992), das améndoas de cacau (Li
et al., 1992) e das sementes de guarana (Mehr et al., 1996). Nio ha relatos, porém, da
extracdo de metilxantinas das folhas de cha mate e da extracio de pilocarpina das folhas do

jaborandi.
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A descafeinac@o com CO» nfo tem alcancado um bom nivel de utilizacio em paises
em vias de desenvolvimento pelo fato de ndo existir um avango tecnologico adequado para a
producdo de produtos descafeinados, como por exemplo, o café, chd ou chd mate. A cafeina
obtida é vendida as indistrias farmacéuticas e produtoras de bebidas de cola, permitindo
receitas suficientes para cobrir 0s custos do processo de descafeinacio {Coffee Benefaction,
1986). Isto nfo ocorre no Brasil, um dos maiores produtores e exportadores mundiais de

café e cha mate.

A pilocarpina € um alcal6éide encontrado nas folhas do jaborandi. Este principio ativo
¢ usado no tratamento do glaucoma, sendo empregado também para evitar a formacfio de
aderéncias entre a iris e o crstalino {Taylor, 1991). A pilocarpina ¢ também adicionada em
locBes capilares e usada na dermatologia como modificador da pele (Oliveira e Akisue,
1989). O processc convencional, usado atualmente para a extragdo da pilocarpina do
jaborandi, requer vérias extra¢les sucessivas com diferentes solventes como etanol, dgua,
cloroformio e éter para sua obten¢do na forma cristalina. A pilocarpina pode ser também
obtida por sintese orgénica, mas seus rendimentos sfo baixos e os custos deste processo sdo
muito elevados (Maat e Beyerman, 1983). Frente a isto, surge a possibilidade de exploragéo

de fluidos supercriticos na extragdo de pilocarpina.

O presente trabalho tem como objetivo geral obter dados experimentais e subsidios
tedricos, que contribuam na compreensio adequada do processo de extrac@io de alcaldides
de produtos naturais com fluidos supercriticos, assim como, a verificacdio dos efeitos:
natureza do solvente, temperatura ¢ pressdo no rendimento da extragdo, os quais estdo

descritos no Capitulo II.

No Capitulo III, apresenta-se uma breve revisdo da literatura sobre os alcaldides
cafeina, teofilina, teobromina e pilocarpina, suas propriedades e efeitos farmacologicos. Em
seguida, os produtos naturais estudados (chd mate, guarana, cacau e jaborandi) sdo descritos
quanto as suas composicdes quimicas e a¢des medicinais. Apresenta-se, ainda, neste capitulo
a tecnologia convencional e a que utiliza fluidos supercriticos para extragdo de alcaldides
bem como ¢ levantamento dos principais trabalhos publicados sobre extracio de

metilxantinas vsando fluidos supercriticos.
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No Capitulo 1V, sdo descritos os principais materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento desta tese de doutorado. Dentre os sistemas de extragfo supercritica
descritos, estdo o aparelho de extracio a alta pressio do Laboratério de Engenharia de
Processos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas-
UNICAMP (Campinas-SP, Brasil), os aparelhos de micro ¢ macro-extragfio da planta piloto
de extrac8o supercritica da Faculdade de Processos Térmicos da Universidade Técnica de
Hamburg-Harburg-TUHH (Harburg-Hamburg, Alemanha) ¢ o aparelho de equilibrio de
fases do Departamento de Termodindmica Aplicada da Universidade Técnica de Delfi-
TUDelft (Delft, Holanda). Nos métodos experimentais sio descritos os procedimentos
basicos de operacdo para obtengfo de dados em sistemas bindrios (metiixantinas/C0,8C) e
do fracionamento € extraclo de alcaldides de sistemas complexos com CO,SC. Também sdo
descritos os procedimentos de anilises dos teores de alcaldides (cafeina, teofilina,
tecbromina e pilocarpina) e analises dos teores de acidos graxos ¢ triglicerideos de fracdes
de dleo usando técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia,

respectivamente.

No Capitulo V, sio apresentados os principais resultados e as discussdes pertinentes
deste trabalho de tese de doutorado, os quais contém basicamente experimentos de sistemas
binarios (metilxantmas/CO, supercritico) e extragdo de metilxantinas de plantas naturais,
assim como tambeém a tentativa de extragfo da pilocarpina das folhas de jaborandi. Neste
capitulo, sfo discatidos os diferentes resultados dos experimentos realizados com as folhas
do cha mate llex paraguariensis, para extragdes de cafeina, teofilina e teobromina usando
dioxido de carbono supercritico. Também sfo discutidos os resultados obtidos das extracdes
realizadas com sementes de guarand, Paullinia cupana, para extracdo da cafeina e da matriz
de améndoas de cacau moidos, Theobroma cacao, para extracic da teobromina e da

manteiga e cacau.

No Capitulo VI, apresentam-se os desenvolvimentos teéricos para a determinacgio da
pressio de sublimagBo das metilxantinas, determinagdo das propriedades criticas e a
modelagem termodinimica do equilibrio sélido-fluido utilizando uma equagfo cibica e de
guarta ordem para correlacionar as solubifidades dos sistemas bindrios:
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metilxantinas/CO,SC. Para calcular as solubilidades do alcaldide no fluido supercritico
também apresentam-se as outras correlagGes que usam a equacgfo de Chrastil e a abordagem

usada em funcio do fator de melhoramento e da densidade.

No Capitulo VII, sfo apresentadas as principais conclusbes dos sistemas bindrios
estudados: cafeina/CO, supercritco, teofilina/CO, supercritico e, teobromina/CO,
supercritico, assim como a extragio de metilxantinas de sistemas complexos de produtos
naturais de folhas de chd mate, sementes de guarand ¢ améndoas de cacau com CO»
supercritico. Neste mesmo capitulo, sfo apresentadas as conclusdes referentes ac uso da
técnica SAS (do inglés ‘supercritical anti-solvent’) no sistema quaternario pilocarpina
hidroclorada/etanol/agua e CO» como anti-solvente, bem como a tentativa de extragio de
pilocarpina do jaborandi usando a metodologia de extragfo supercritica tradicional descrita
no Capitulo IV. Também neste capitulo sfo sugeridas algumas recomendagdes para
trabalhos futuros na 4rea de extracdo de alcaldides a partir de produtos naturais usando

fluidos supercriticos.

Para finalizar, sfio apresentadas as referéncias bibliograficas usadas nesta tese de

doutorado no Capitule VHI.
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OBIETIVOS

O objetivo geral desta Tese de Doutorado foi obter dados experimentais com o

intuito de gerar subsidios tedricos que contribuam para a compreensfio adequada do

processo de extracio de alcaldides de produtos maturais com fluides supercriticos. Os

alcaléides considerados neste estudo incluem a cafeina encontrada em fothas de chd mate e

nas sementes de guarand, a teofilina presente nas folhas de chéd mate, a teobromina

encontrada nas améndoas de cacau e a pilocarpina presente nas folhas do jaborandi. Neste

trabalho, também foi estudada a extracfio de gordura de cacau com fluidos supercriticos a

partir das améndoas de cacau moidas. Os objetivos especificos para atingir a meta proposta

foram:

>

Determinar a solubilidade de teofilina, teobromina e pilocarpina puras em

CO, supercritico.

Identificar as varidveis termodindmicas de temperatura e pressdo que

influenciam e controlam as solubilidades e seletividades desses compostos.

Extracdo dos alcaléides purina ¢ pilocapina usando CO; supercritico a partir

de produtos naturais.

Determinar os efeitos das varidveis de temperatura e pressdo no rendimento

da extracfo de alcalbides a partir de produtos naturais.

Extracdo da manteiga de cacau com fluidos supercriticos a partir das

améndoas de cacau moidas e caracterizacfo desta manteiga.

Desenvolver um modelo termodindmico para correlagdo da solubilidade dos

alcaloides purina estudados no CO; supereritico.
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Para cumprir estes objetivos, foram usados os materiais mencionados no Capitulo

IV e empregados os métodos descritos também nesse capitulo.
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Capttule I Revisdo da Literatura

CarituLo 111

REVISAC DA LITERATURA

Neste capitulo apresenta-se wma revisdo da literatura sobre os
alcaloides cafeina, teofilina, teobromina e pilocarpina, suas propriedades e
efeitos farmacologicos. Em seguida, é apresentada uma descri¢do dos
produtos naturais estudados e nos gquais encontram-se estes alcaldides: o cha
mate, 0 guarand, o cacau e o jaborandi, além de suas composicdes quimicas e
agles medicinais. Apresentam-se também as tecnologias: convencional e a
que wutiliza fluidos supercriticos para extracdo de alcaldoides bem como os
principais trabalhos publicados sobre extracdo de metilxantinas usando

Sfluidos supercriticos.

II1.1. ALCALOIDES

Alcaldides sdo compostos orgénicos contendo pelo menos um atomo de nitrogénio
de carater basico no anel heterociclico. Costa (1975) conceituou como alcalbides os grupos
heterogéneos de substincias orgdnicas de origem vegetal definidos pela fun¢do amina. Entre
os alcaldides que possuem propriedades estimulantes encontram-se as metilxantinas
(estimulantes psicoativos) ¢ a pilocarpina (estimulante das glindulas salivares e lacrimais),

descritos a seguir.

111.1.1. Alcaisides purinicos

Dentre os alcaldides purina mais importantes estdo os derivados metilados de

xantinas, destacando-se a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), a teofilna (1,3-dimetilxantina) ¢ a
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teobromina (3,7-dimetilxantina). Estes principios ativos sio encontrados nas sementes de
café¢ (1-2% de cafeina) assim como nas sementes de guarana Paullinia cupana Kunth (com
teor de 2,5-5% de cafeina). As folhas de chd mate Zlex paraguariensis contém
aproximadamente 2% de cafeina ¢ as améndoas de cacau Theobroma cacao contém entre

0,9-3% de teobromina.

A xantina, mostrada na Figura I1.1, ¢ uma dioxipurina. A Tabela II1.1 mostra os trés
derivados naturais da xantina.

Tabela IT1.1. Alcaldides purinicos

0
RI\ N/R?
N % >
)\ N Alcaléide Purina | R, B B
o
R

e (afeina CH; CH:; CH;
3
s Teobromina H CH; CH;
Figura IT1.1. Alcaldide purina
. . S & Teoﬁiina- CH3 CH3 H

arii.i P ropriedades fisicas e fisico-quimicas das purinas

As propriedades fisico-quimicas das metilxantinas ajudam a entender © processo de
extracHo, pois, como se observa na Tabela Iil.2, existem grandes diferengas no ponto de
cbulicio, ponto de fusfio e entalpia de fusdc entre as metilxantinas. Elas também se tornarfio
uteis na compreensdo de aspectos relacionados a solubilidade do composto no fluido
supercritico. A massa molecular da cafeina ¢ de 194,19 g gmol’', enquanto que a teofilina e a
teobromina apresentam uma massa molecular igual a 180,17 g gmol’, observando-se

também uma maior polandade da cafeina em comparagio 4 da teobromina e a da teofilina.
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Tabela IT1.2. Propriedades das metilxantinas (Martin et al., 1981; Li e Hartland, 1991; Johannsen e
Brunner, 1994).

Propriedade Cafeina Teofilina Teobromina
Formuia CsHoN,O, CHgNLO; CHNO,
Massa molecular (g gmol™) 194,19 180,17 180,17
Ponto de ebulicdo (K) 512,15% 547,65 621,15%
628,2° - 750,8°

Volume molar a 298 K (ml mol™) 144 124 124
Densidade a 298 K (g cm™) 1,321-1,333 1,358 1,419
Pardmetro de solubilidade a 298 K (cal cm™)™ 13,8 i4 14
Espectro de absorciio UV (Ays,) 273-280 270-280 273-280
Momento dipolo (Debye) 3,83° 2,70 3,11
Ponto de sublimaco (K) 451 - 563
Pressio de sublimagéo (bar) a 313 K 3,717 x 107 - -

333K 4,769 x 107 - 1,542 x 1077
Ponto de fusdo (K) 508-11 547-48 618-23
Entalpia de fusdo no ponto de fusio (J mol™) 21118 29714 41110
Solubilidade ideal (fragio molar)

a 298K 0,0289 0,0042 0,0002

313K 0,0435 0,0075 0,0004

333K 0,0709 0,0148 0,0010

353K 0,1092 0,0273 0,0024
Solubilidade (fracdo molar)® na dgua 0,6915 0,4237 0,0310

Dioxano 0.8917 0,7209 0.3080
Hexano 0,0040 0.9976 0,0192

“Martin et al. (1981), *Usando dcido acético como solvente, ‘Li ¢ Hartland (1991)

ri.1.2. P ropriedades farmacologicas

Qs derivados xantinicos apresentam diversas propriedades farmacologicas em

comum. Assim, por exemplo, a cafeina aumenta a atividade do sistema nervoso central,

diminuindo a fadiga. Uma dose de 100-200 mg de cafeina associada 4 aspirina e fenacetina €

i3



Capituio III: Revisdo da Literatura

usada em combinacdo com alcaloides do ergo na formulacdo de medicamentos contra a
enxaqueca. A teofilina é usada em doses de 200 mg no relaxamento muscular,
principalmente bronquial (antiasmatico). Ela pode também causar diurese (Swan, 1967). A
teobromina ¢ usada para diminur z fadiga, sendo preferencial a cafeina em inchagos
cardiacos e na angina (dor forte no peito). Uma dose normal de teobromina varia entre 300-

500 mg {Cordeli, 1981; Reed e Snieckus, 1977).

Em geral, as metilxantinas t€ém mostrado a¢fo promissora no traiamento de dores de
cabeca, pois diminuem o fluxo de sangue cerebral, aumentando a vasoconstricco e
conseqlientemente a resisténcia vascular, de forma antagdnica aos efeitos da adenosina {esta
dilata fortemente os vasos sangiiineos corondrios e cerebrais). No entanto, existem outros
mecanismos de a¢o como, por exemplo, a interferéncia com o consumo maior de célcio

pelo reticulo sarcoplasmatico.

As metilxantinas sdo consideradas benéficas em dosagens terapéuticas, sendo que em
doses altas podem ocasionar efeitos adversos como distiirbios gastrointestinais € nervosos,

ins6nia, tremor, taquicardia, palpitagSes e arritmias (Gilman, 1991).

A cafeina (1,3.7-trimetilxantina) e a teobromina (3,7-dimetilxantina) sdc os
compostos psicoativos (causam mudangas no comportamento) mais amplamente
consumidos no mundo (Mumford et al., 1996). A cafeina encontra-se em diversos produtos
de consumo como o c¢afé, o chd, o cacau, bebidas de cola e guarana (como refrigerante ou in
natura) e outras bebidas achocolatadas (Choi et al., 1996). A grande maioria dos brasileiros
adultos consome doses diarias de cafeina superiores a 300 mg o que corresponde a trés
xicaras de café expresso. Na Tabela II1.3, encontram-se alguns produtos comerciais e a

concentracdo de cafeina em suas composigdes.

Muitos autores estudaram os efeitos fisioldgicos do consumo de cafeina. Libermann et
al. (1987) estudaram os efeitos de pequenas doses de cafeina no desempenho humano.
Griffiths et al. (1988) relataram os sintomas da dependéncia de cafeina. Rogers e

Dernoncourt (1998) estudaram a sindrome da abstinéncia causada pela cafeina.

i4



Capitulo IIl; Revisde da Literatura

Tabela IIL.3. Teor de cafeina em alguns alimentos

Produto Comercial Forma Cafeina (mg)

Café soltvel’ 1 xicara pequena (50 mi) 60,00
Café expresso’ 1 xicara pequena (50 mi) 85,00
Café descafeinado’ i xicara pequena {50 mD 3,00

Refrigerante 4 base de cola’ 1 lata (350 mi) 37,00
Refrigerante 4 base de cola dietético 1 lata (350 ml) 49,70
Sorvete de chocolate’ i bola (100 ml) 40,92
Leite com achocolatado' 1 copo grande (240 ml) 5,00

Cha mate (ervas)’ 1 xicara (180 ml) 35,50
Ché mate comercial’ 1 copo (180 mi) 23,40
Cha mate pronto com limio’ 1 copo (180 ml) 19,64
Barra de chocolate’ 56 ¢ 150,00
Bebida de cola’ 100 mi 20,00
Refrigerante de guarana’ 1 lata (350 ml) 28,33
Refrigerante de guarana dietético’ 1 Jata (350 mi) 32,00

'Fonte: http://www.prodam.sp.gov.br/sms/drogas/cafeina. bum, *Burg (1973), *Lee (1971

A cafeina produz um aumento no estado de alerta e causa dependéncia fisica e
psicologica. Os mecanismos de agfio no corpo humano sfo similares as anfetaminas e 3
cocaina. Seus efeitos, entretanto, sdo mais fracos do que os destas drogas, embora atuem

nos mesmos receptores do sistema nervoso central {(SNC).

A cafeina liga-se aos receptores da adenosina, um neurotransmissor natural, que causa
diferentes efeitos no organismo, como a diminui¢fo da atividade neural, dilatacdo dos vasos
sangtiineos, entre outros. A cafeina bloqueia a a¢io do neurotransmissor adenosina sobre o
SNC, estimulando a atividade neural e causando a constricio dos vasos sangiiineos. Com o
aumento da atividade neural devido a ingestdo do alcaldide, a glindula pituitiria libera
grandes quantidades de adrenalina, causando uma série de efeitos no organismo humanoe,
como a taquicardia, aumento da pressdio arterial, abertura das vias respiratorias, contracdo
dos musculos, etc. Um outro modo de aco da cafeina é o blogueio da enzima

fosfodiesterase, responsavel pela quebra do mensageiro cAMP (ciclo adenosil monofosfato).
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Tal blogueio torna os efeitos excitatérios da adrenalina mais prolongados. A cafeina também
aumenta a concentracdo de dopamina no sangue (de forma similar is anfetaminas e a
cocaina), por diminuir a recaptacio desta no SNC. Os problemas do consume de cafeina s6
aparecem em longo prazo, sendo o mais importante 4 diminuicdo do sono. O tempo de

meia-vida da cafeina no organismo € de 6 horas (Strain et al, 1994).

Muitos medicamentos contra a dor de cabega, tal como a Aspirina Forte (Bayer),
contém cafeina. A propriedade de dilatac8o das vias respiratérias permite a utilizacdio da

cafena em muitos medicamentos contra a asma.

Peter et al. (1997) divuigaram um estudo mostrando as vantagens e desvantagens do
consumo regular de cafeina no comportamento psicomotor. Esses autores concluiram que
um consumo moderado favorece a diminui¢Go do tempo de resposta a2 um estimulo que

‘melhora o desempenho fisico.

Riesselmann et al. (1999) estudaram casos de intoxicago fatal com cafeina. A dose letal
de concentracdo de cafeina no sangue descrita pelos autores € de concentragdes acima de 80

mg L, o que representa a ingestiio de aproximadamente 3g de cafeina, sendo que a dose

terapéutica situa-se entre 50-200 mg.

A pilocarpina, descrita a seguir, ¢ também um alcaléide com agfo estimulante importante

no organismo humano.

IT1.1.2. Alcalside pilocarpina

Atualmente, os Unicos alcaléides em plantas contendo um nacleo simples imidazol
conhecidos sfo os alcaldides do jaborandi. A pilocarpina e a isopilocarpina sdo usualmente
isolados como oOleos viscosos sem cor, no entanto, na forma de sais sdo solidos

higroscopicos.
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A pilocarpina {Figura I11.2) € o principal alcaldide obtido dos foliolos de arbustos
sul-americanos do género Pilocarpus. O alcaldide foi isolado em 1875 e, pouco depois, suas
agBes na pupila e nas glindulas sudoriparas e salivares foram descritas por Weber (Taylor,
1991}.

nm
mm

:

NCH;

o7 . N

Figura I11.2. A pilocarpina (Cordell, 1981)

nriz2 i P ropriedades fisicas e fisico-quimicas da pilocarpina e isopilocarpina

A pilocarpina pode ser encontrada comercialmente como sais de nitrato de
pilocarpina (C:HisO:N2.HNO;, ponto de fusdio de 178°C), pilocarpina hidroclorada
(C11H160:N2.HCl, ponto de fusfic de 204-205°C) assim como outros sais de hidrobromato
de pilocarpina, sulfato de pilocarpina, picrato de pilocarpina, etc. Do mesmo modo, a
isopilocarpina encontra-se como o nitrato de isopilocarpina, a isopilocarpina hidroclorada, a
isopilocarpina hidrobromada, entre outros. A isopilocarpina hidroclorada, de forma
monochina € com ponto de fusfio (p.f) 159°C, contém meia molécula de agua de

cristalizagio. Sua rotagdo especifica € ap=+1,93% /=1 dem; ¢24,974; [a]o=+38,8".

A (t)-pilocarpina (p.f. 34°C) dificilmente cristaliza, sendo que suas ligaches
principais no estado cristalino estdio presentes entre o 4tomo de nitrogénio N-1 e o atomo de

oxigénio O-1 de uma segunda molécula de pilocarpina como visualizados na Fig. II1.3
(Haase e Kussather, 1972).
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Figara JIL.3. Cristais de pilocarpina (Haase ¢ Kussather, 1972)

Os dois isGmeros, pilocarpina e isopilocarpina, t€m a composico CiHisO:N2. A
pilocarpina ¢ a isopilocarpina se comportam como bases e apresentam solubilidades similares
em agua ¢ etanol. A pilocarpina deriva de um élcool primério enquanto que a isopilocarpina
provém de um &lcool secunddrio. Isto explica porque a esterificaco do dlcool em HCI €
completo com a pilocarpina e nfo com a isopilocarpina. O fato € que os dlcoois primdrios
esterificam mais facilmente que os dlcoois secunddrios e sfo incompativeis para formar o

cido pilocarpico (Petit e Polonovski, 1897).

A pilocarpina hidroclorada apresenta pH igual a 4,44 a 18°C (Samdahl e Tancred, 1942)
¢ pode ser convertida a isopilocarpina por aquecimento, ou pela reacfio com hidroxido de
sodio aquoso ou etéxido de sodio alcodlico como explicado no ftem a seguir (Petit e

Polonovsky, 1987).

I11.2.2 Degradagdo da pilocarpina

A cinética da epimeriza¢fio da pilocarpina a isopilocarpina ¢ sua hidréolise a 4cido
pilocérpico foram estudadas por Nunes e Brochmann-Hassen (1974). Ambas formas de
degradacdo causam a perda de atividade farmacol6gica, sendo que o valor de suas rotagdes

especificas diminuem pela adigdo de aicali (Tabela II1.4) devido a abertura do anel da
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lactona. A rotagfio especifica da pilocarpina também diminui ao permanecer em solugBes

aquosas e em etanol devido a degradagfio (Tabelas I11.4 ¢ IIL5).

Tabela TI.4. Efeito do alcali na rotagdo especifica da pilocarpina e isopilocarpina usando agua
como solvente

Proporgio molar de dicali Cong. alcalbide jalp Ref.
Alcaléide Pilocarping
Sem NaOH 2,0 +106° Petit e Polonovski {1897)
0,25 NaOH 5,95 +85,4° Jowett (1900)
0,5 NaOH 5,95 +62,47° Jowett (1900)
1 NaCH 5,95 +32,21° Jowett (1900)
4 NaOH 2,97 +33,62° Jowett (1900}
1 ou mais NaOH aquecido 2,83 +21,15° Jowett (1900;
2,09 +25,5° Max e Polonovski (1922)
Solucio com trés semanas de 7,09 +77,53° Jowett (1900)
preparo
Alcaldide Isopilocarpina
Sem NaOH 6,56-11,65 +42,8° Jowett (1900)
Excesso NaOEt 130! +7,2° Max e Polonovski {1922)
" etanol como solvente
Tabela HL.5. Potenciais de rotagiio especifica (Battersby e Openshaw, 1953).
Composto Solvente fa)? Conc. T(C)

Pilocarpina Agua’ +106,0° 2.0 18

CHCl® +106,0°

Etanol® +100,0° 2,1 -
P. hidroclorada Agua® +91,7° 9,9

Agud’ +91,0° 2,0 18
Nitrato de pilocarpina Agua* +82,9° 9.6

Agua® +82,2° 2.0 18
Degradaciio de produtos de pilocarpina
a-acido anhidropilocarpico etil éster nitrato Etanol® -9,0°
v-acido cloropilocarpico etil éster Etanol +29.2°
Isopilocarpina hidroclorada Agua’ +50,0° 2,0 18
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Tabela ITL.5 Continuagfio. Potenciais de rotacdo especifica (Battersby ¢ Openshaw, 1953).

Composte Solvente fal’ Conme. T O

Degradaciio de produtos de isopilocarpina

y-acido cloroisopilocarpico etil éster Etanol® 23,00
Isopilocarpinolactona Etanol* -51,9° 4.0 16
Pilocarpidina hidroclorada Agua’ +81,3° 1.5

Agua’ +72,0° 6.3 16

' Rotagdo especifica para a luz de sddio, ‘Petit e Polonovski (1897}, Max e Polonovski (1922),
"Jowett (1901) e " Merck (1896)

Existem diferentes maneiras de isomerizacio da pilocarpina de acordo com Petit ¢

Polonovski (1897):

i) IsomerizacSo na planta. A isopilocarpina € encontrada com a pilocarpina na planta de
jaborandi em diferentes proporgdes, dependendo da idade da planta. Para evitar a
isomerizacdo mdesejdvel a isopilocarpina ¢ a degradagdo enzimatica, as folhas de

Jaborandi sfo processadas rapidamente apos a colheita.

iiy Isomerizaco em solucdo neutra. Em solugfio aquosa, a pilocarpina € estével e pode ser
conservada por um tempo prolongado ‘a frio” sem sofrer alteragio, mas pode ser
alterada pela ebuli¢do. Esta transformacfo parcial pode ser identificada pela sua rotacgfo

especifica.

i) Isomerizacdo com acidos. Na presen¢a de 4cidos nas mesmas concentracles, a
pilocarpina pode ser sensivelmente influenciada ‘a frio’, comegando uma isomerizacio

na presenga de acidos minerais diluidos.

iv)Isomerizacio com &lcalis. A frio e em solugdo aquosa nfo ha degradagdo. A isomerizagio

¢ rapida apds a ebulicfio por um periodo prolongado.
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v) Isomerizacdo ‘a quente’. Na auséncia de todos os solventes, o calor € um agente de

isomerizac@io potente. Para transformar a pilocarpma hidroclorada a isopilocarpina

hidroclorada € necessario alcangar 205°C durante 15-20 min.

vi)Isomerizacdo usando C-HsONa. O etilato de sédic € o melhor agente para causar

isomerizacio.
A Tabela II1.6 apresenta as solubilidades da pilocarpina hidroclorada e nitrato de
pilocarpina nos diferentes solventes. Observa-se que a pilocarpina hidroclorada ¢ muito

solivel na agua.

Tabela 111.6. Solubilidades dos sais do alcaldide

Sal Solvente T °C) Solubilidade (g/100 g solvente)

Pilocarpina hidroclorada Agua 18 25,0
95% Etanol’ 18 9.6

Nitrato de pilocarpina Agud® 20 15,6
Agua' 18 14.4

95% Etanol' 18 0,7

100% Etanof 20 0,4
Nitrato de isopilocarpina Agua® 19 11,9
Agua' 18 12,4

95% Etanol’ 18 0,7

100% Etanol® 20 03

'Petit e Polonovski (1897), “Jowetr (1900)

A pilocarpina pode degradar por epimerizacdo ou hidrélise (Figura 1I1.4). A
epimerizacdo da pilocarpina forma a isopilocarpina e a hidrélise origina o 4cido pilocarpico.
A isopilocarpina pode degradar ainda a acido isopilocdrpico. A competic3o entre as formas
de degradagio ¢ dependente de ambos pH e temperatura (Fan et al., 1996). Em solugbes
aquosas, a degradacio pode ocorrer por epimerizacio a isopilocarpina ou hidrélise a 4cido
pilocarpico e dcido isopilocdrpico. Ambos os mecanismos resultam na perda de atividade
farmacoldgica (Kemedy ¢ McNamara, 1981). O mais importante destes mecanismos € a
abertura do apel da lactona. Enquanto a lactona estd intacta, o alcaléide conserva sua

configuragio estereoguimica (Chung et al., 1970).

UNICAMP
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Pilocarpina Acido pllocarpico
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HI. 1.2.3. Andlise da pilocarpina

A pilocarpma pode ser identificada qualitativamente por analises de ensaios
colorimétricos (Levine e Horrocks, 1960; Lynch et al., 1948; Wurtzen, 1939) e de ensaios
gravimétricos (Bourcet, 1929). Entre outros métodos analiticos utilizados para identificacio
e quantificaco da pilocarpina estdo as cromatografias de camada delgada (Tulus e Iskender,
1970; Wan, 1971; Ebel et al., 1971), potenciometria com eletrodos (Kalman et al., 1972),
fotodensitometria (Massa et al., 1971), cromatografia gas-liquido (Bayne et al., 1976; Link e
Bernauer, 1972); espectrofotometria ¢ polarimetria ultravioleta (Scott et al., 1981; E-Masry
¢ Soliman, 1980) e cromatografia liguida de alta eficiéncia (Noordam et al., 1981; Kennedy
et al., 1981; Sternitzke et al., 1992; van Ackeren et al., 1984; Dunn ¢ Thompson, 1983;
Wood e Robinson, 1984). De todos estes métodos citados acima, o mais preciso e rapido é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Por isto, especial atencc é conferida a este

método.
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Conforme mencionado anteriormente, a degradacdo da pilocarpina pode ocorrer com
variacbes de pH, temperatura e tempo, sendo primordial avaliar a decomposicio da
pilocarpina nas formulagdes farmacéuticas, j& que estd relacionada aos efeitos
farmacolbgicos no organismo humano. Portanto, varios métodos de analises usando CLAE
foram descritos na literatura para a identificacfio da pilocarpina e os produtos de sua
degradacio. No entanto, enquanto alguns destes métodos mostram baixa resolucio e
ineficiéncia, outros requerem muito tempo, causando danos na coluna cu na bomba do
cromatografo. Alguns pardmetros destes métodos presentes na literatura sfo descritos

brevemente na Tabela [11.7.

Tabela IT1.7. Especifica¢Oes para identificar a pilocarpina e seus produtos de degradacio por CLAE

Coluna Tempo de retencio Produto Referéncia
Cig 15,4 Pilocarpina ‘Noordam et al. (1978)
Cig 11,7 Pilocarpina O’Donnell et al. {1980)
Si 60 21.9 Isopilocarpina Dunn et al. (1981}

Fenil 13,1 Pilocarpina Kennedy ¢ McNamara (1981)
Radial-pak Cyg 6,9 Pilocarpina Dunn e Thompson (1983)
Fenil 50-54 Pilocarpina van Ackeren et al. {(1984)
45-49 Isopilocarpina
33-38 Acido Pilocarpico
B-ciclodextrina 7,6 Pilocarpina Sternitzke et al. (1992)
8.5 Isopilocarpina
4,3 Acido Pilocarpico
5 Acido isopilocarpico
YMC Pack 10 Pilocarpina Fan et al. (1996)
ODS-AM 8 Isopilocarpina
13 Acido Pilocarpico
14 Acido isopilocarpico

111.1.2.4 Efeitos Jarmacoldgicos da pilocarpina

A pilocarpina atua sobre as terminagdes nervosas das células secretoras, causando
aumento do suor e da saliva. Possui também acdo renal, removendo metabélitos tOxicos.

Algumas pesquisas reportaram que ela ainda estimula o crescimento de cabelo, portanto, é
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incorporada em algumas logSes capilares (Swan, 1967; Oliveira e Akissue, 1989). Em
dermatologia, usa-se como modificador da pele (Oliveira ¢ Akissue, 1989). Este alcaloide €
usado no tratamento do glaucoma. Costuma ser mais bem tolerada gque os
anticolinesterasicos ¢ constitui o agente colinérgico padrio no tratamento inicial do
glaucoma de dngulo aberto (Beasley e Fraunfelder, 1979). A acfo midtica da pilocarpina ¢
util para corrigir a midriase produzida pela atropina. A pilocarpina ¢ também empregada
para impedir a formaco de aderéncias entre a iris ¢ o cristalino (Taylor, 1991) e permite
realizar medicBes oftalmolégicas (Laibovitz et al., 1996). Kushnick et al. (1996) mencionam
a toxicidade da pilocarpina e dentre seus efeitos adversos incluem-se miose, a dor de cabeca,
nausea, vomito e diarréia, assim como salivacio e, edema pulmonar. Com doses baixas (de

10 mg) de pilocarpina, pode-se causar diaforesis intensa num adulto.

Muitas prescrigdes médicas, atualmente em uso, contém pilocarpina {Taylor, 1991).
Dentre as preparacdes de pilocarpina, incluem-se as solucdes oftalmicas de cloreto e nitrato
de pilocarpina em concentragdes que variam de 0,25-10%. A pilocarpina hidroclorada € um
dos mais caros alcaloides parasimpatomimético e midtico. A pilocarpina é menos irritante
que o salicilato de fisostigmina ¢ pode ser empregada por periodos prolongados sem
produzir efeitos indesejaveis (Chung et al., 1970). Ela estimula também as secre¢des no trato
respiratorio, nas glandulas géstricas, lacrimais, salivares e outras glandulas, acelera o pulso,
aumenta o peristaltismo e promove contracio uterina. Freqlientemente, este alcaldide €
usado nas preparagOes para tratamento da asma, calvicie, catarro, diabetes, nausea,
reumatismo e sifilis. Recentemente, os pacientes que sofrem de xerostomia (boca seca) tém
usado este alcaléide na forma oral para melhorar a salivagio (Hill e Barcza, 1966; Aromdee
et al., 1996). Estudos recentes conduzidos na érea farmacoldgica demonstraram que novas
formulacdes melhoram a biodisponibilidade da pilocarpina ¢ estendem a duracio de sua
atividade (Bucolo e Mangiafico, 1999; Zurowska et al., 1999). Meseguer et al. (1996)
estudaram a possibilidade de aumentar a viscosidade da pilocarpina na formulagio para

melhorar o drenado e a penetragio desta na cornea.
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I11.2. PLANTAS NATURAIS ESTUDADAS

Os alcaldides xantinicos descritos anteriormente, encontram-se em plantas naturais
como o café (Coffea sp.), a erva mate (flex sp.), o guarand (Pawliinia sp.) e o cacau
{Theobroma sp.). O alcaldide pilocarpina € encontrado no jaborandi (Microphyilus sp.).
Visto que tais alcaldides exercem efeitos farmacoldgicos no organismo humano, € necessaria
a extracdo e purificagio de suas matrizes de origem para producdio de medicamentos. O
conhecimento das matrizes a serem estudadas como, por exemplo, sua composigio guimica
permitira uma methor recuperacfo destes principios ativos.

Nesta Tese de Doutorado foram estudadas a extracfio de metilxantinas a partir da
erva mate, guarana € cacau e a extracio da pilocarpina de jaborandi. Para uma melhor
compreensio das matrizes estudadas, sfio descritas a seguir algumas caracteristicas
boténicas, bioquimicas e econdmicas das plantas naturais de erva mate, guarand, cacau e

jarborandi,

II1.2.1. ERvA MATE

O Ilex, pertencente & familia Aquifoliaceae, pode ser classificado em mais de 400
espécies. No Brasil existem 60 espécies ¢ na Asia 112 espécies (Alikaridis, 1987). O Ilex
possui espécies conhecidas também como plantas ‘holly’. As espécies mais conhecidas deste
género sdio o L aquifolium (‘holly’ Ewropeu ou Inglés), I opaca (‘holly’ Americano), I
cornuta (‘holly’ Chinés) e I crenata (‘holly’ Japonés). Nos ltimos anos, ‘hollies” tém sido
comercializadas como artigos de decoragdo pelas suas sementes coloridas e folhas verdes
brilhantes (Grieve, 1982). No Brasil e Paraguai ¢ cultivada uma das espécies mais utilizadas
para 0 consumo humano: o flex paraguayensis ou paraguensis ou conhecida, também,

COMO paraguarienses.

A erva mate, mostrada na Figura I11.5, é um arbusto do sub-bosque que pode medir
até 12 metros. As folhas, que sfo a parte mais importante da planta, s8o ovais (Guimarges,
1989).
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A erva mate ou chd do Paraguai é uma bebida similar ao cha preto (de folhas de
Camelia sinensis). O mate ¢ preparado pela infusfo de folhas verdes ou secas
principalmente de flex paraguariensis ou misturadas com folhas de outras espécies de llex
(Clifford e Rarmirez, 1990). A erva de cha mate é conhecida na regifio da América do Sul
come ‘chimarro’ e € tradicionalmente consumida pelos gatchos. A bebida comegou a ser
consumida na América do sul antes da invasfio da Espanha, sendo que a planta foi

primeiramente cultivada por missionarios jesuitas (Herzfeld, 1920; Moreau, 1948).

Figura IIL.5. Erva mate.

Na América do Sul, a maior quantidade de mate ¢ produzida e consumida pela
Argentina, Paraguai e Uruguai (Graham, 1984; Alikaridis, 1987; James, 1991). Os Estados
Unidos, a Alemanha e o Japdo comegaram recentemente a importar erva mate (Tormen,
1995).

Oudry, em 1827, descobriu no erva uma substéncia de caracteristicas semelhantes a
cafeina, denominando-a teina. Posteriormente, Pfaff e Liebig, em 1832, verificaram que se
tratava do alcaléide cafeina (Leblond, 1883). As espécies Ilex sdo formadas por diversos
constituintes quimicos que podem ser classificados segundo Alikaridis (1987) como fendis,

antocianinas, flavonoides, terpendides, esterois, alcaléides purina, aminoécidos, compostos
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nitrogenados, acidos graxos, carboidratos, vitaminas e carotendides. A erva mate € uma
importante fonte de minerais e substincias nutritivas na dieta da populagio regional,
considerando © seu consumo massivo na forma de infusdo de cha. Seu valor protéico se
deve principalmente a presenca da colina (4cido aminado essencial). Entre as vitaminas
foram identificadas as do complexo B, a aneurina (B1), o é4cido nicotinico (B2), o 4cido
ascorbico (vitamina C) e a vitamina E. Dentre os minerais, destacam-se manganés, célcio,

potassio e ferro (Vera et al., 1997).

O conhecimento dos constituintes quimicos das espécies flex tem permitido elucidar
0s possiveis usos do erva mate como estimulante, anti-reumatico e diurético para o qual as
folhas de I paraguariensis sdo tradicionalmente usadas, possivelmente devido ao seu alto

teor de purinas {Alikaridis, 1987).

Os teores de cafeina variam de 132 mg kg” em frutos maduros a 9147 mg kg™~ em
fothas novas, enquanto a teofilina e a teobromina nfio foram detectadas em frutos maduros,
mas sim em folhas novas, com teores de 1565 mg kg de teobromina e 47 mg kg™ de
teofilina. Mazzafera (1994) mostrou que os teores de cafeina ¢ teobromina sdo maiores em
tecidos de folhas de mate novas que em tecidos de folhas vethas (Tabela II1.8). Dados
quantitativos de acido clorogénico (9,40%) e purinas (teobromina: 0,71%, cafeina: 1.44% e
teofilina: n3o detectada) na erva mate do Brasil foram também apresentados por Clifford e
Ramirez (1990).

Muitos estudos de laboratdrio (Wang et al., 1994; Ohno et al., 1995; Inagake et al.,
1995; Hasegawa et al, 1995; Katiyar et al, 1995; entre outros) tém revelado que 0s
tumores. O alto consumo de cha, entretanto, provoca irritabilidade e insdnia, podendo
ocasionar depressdo cerebral, tremor nervoso e entorpecimento. O teismo cronico €

caracterizado por constipacfo ¢ emagrecimento.
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Tabela IIL8. Contetdo de metilxantinas (mg kg material seco) no maté (Mazzafera, 1994).

Orgios Teobromina  Teofilina Cafeina
Folhas novas - FB' 768+30 209+5 8375+251
Fobhas velhas - FB 221+10 58+2 1626452
Folhas novas - NFB 1565+45 47+4 9147+256
Folhas velhas - NFB 340+7 142+6 5371+161
Frutos imaturos 14+0,6 nd 378+9
¥Frutos maduros Nd nd 132+2
Cortes@ 695+21 nd 1484+59

EB': ramas que ddo frutos; NFB: ramas que ndo ddo frutos; nd: néo detectadas.

O processo de beneficiamento e industrializacdo da erva maté é dividido em duas
partes: o ciclo do cancheamento e o ciclo da industrializagiio, executados em niveis de
produtor ¢ de industria, respectivamente. Na industrializaco. trés etapas sfio claramente

definidas até a obtengfio do produto final, a saber: o sapeco, a secagem e o cancheamento.

A maior parte do mate produzido no Sul do Brasil provem de ervas nativas. Com a
diminuicio de sua producio, pela exploracdo continua, houve um aumento na demanda do
produto tanto no mercado interno como no externo. Desse modo, tornou-se pratica comum.
o plantio dessa especie. A regiio Sul do Brasil responde por cerca de 97% da produgio
nacional, enquanto Mato Grosso do Sul, embora crescente, apresenta uma participacio de
apenas 3%. Na primeira metade da década de 80, a prbdu(;ﬁo brasileira de erva mate
cancheada manteve-se estagnada, flutuando ao redor de 102.000 toneladas (ton) anuais. A
partir de 1985, ocorreu um incremento de 7% ao ano. O Rio Grande do Sul no inicio da
década de 70 era o principal produtor, respondendo por cerca de 50% da produgéo do pais,
diminuindo sua participaco para 25% em 1989. O consumo brasileiro de erva mate tem um
grande potencial com produtos como: chimarrfio, chas e outros derivados. A regifo Sul
tradicionalmente € a que mais usa o chimarrdo, consumindo em média mais de 90% da
producdio paranaense, destacando-se os Estados do Parana e Rio Grande do Sul. Os outros

10% s@o usados para produtos como chds, mate solavel, etc (Tormen, 1995).
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A erva mate, em forma de cha, possui grande potencial de penetragio nos estados de
climas mais quentes do pais. A Regidc Sudeste € a maior consumidora de erva mate
industrializado paranaense, absorvendo em média mais de 60% do total da producio
exportada para outros estados. Os estados do Brasil que produzem erva-mate sdo quatro,

sendo o Parand o grande produtor, como observado na Tabela I11.9.

Tabela IIL.3. Produciio Brasileira de erva-mate (Tormen, 1995)

Estadeo Produgio Anual {ton)
Mato Grosse do Sul 4.000
Parana 50.000
Santa Catarina 45.000
Rio Grande do Sul 40.000
Total/ano 139.000

Tormen (1995) analisou o consumo nacional apresentado na Tabela II1.10,
mostrando ser o estado de Rio Grande do Sul o maior consumidor de erva para chimarrfio, €

o Rio de Janeiro, de erva mate, originando um consumo total de 117.000 toneladas por ano.

Tabela H1.10. Consumo anual de erva-mate no Brasil {ton)

Estado Erva para chimarrao Erva-mate
Rondénia 1.000 50
Mato Grosso do Sui 5.000 50
Séo Paulo 1.000 660
Rio de Janeiro 500 1.500
Parana 20.00C 300
Santa Catarina 15.000 200
Rio Grande do Sul 70.000 300
Outros 1.000 500
Total/ano 113.500 3.500

Fonte: Tormen (1995)
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A andlise da evolugio das exportagdes brasileiras demonstra que desde 1980
praticamente todas as exportagGes brasileiras de erva maté cancheada destinavam-se ao
Uruguai. Apenas em 1988, as exportagSes para outros paises tiveram alguma importancia.
De uma producfo brasileira de aproximadamente 150.000 ton/ano, apenas 20.000 toneladas
s3o exportadas para o Chile e o Uruguai, mas a erva mate brasileira atinge também os
mercados da Siria ¢ Alemanha e comega a conquistar o Japdo e os Estados Unidos. A
Tabela I1I1.11 mostra as exportacSes brasileiras gue somam wm total de 22.000 toneladas,
destinadas principalmente para o Uruguai, o Chile, 2 Alemanha e os Estados Unidos de
América (Tormen, 1995).

Tabela I11.11. ExportacSes Brasileiras de erva-mate (ton/ano)

Pais (uantidade
Uruguai 14.000
Chile 7.000
Argentina (esporadica)
Alemanha e EUA 1.000
Total/ano 22.000

Fonte: Tormen (1995}

II1.2.2. GuARANA

O guarana espécie Paullinia sorbilis, pertencente a familia Sapindaceae/Paulinieae,
¢ conhecido também como Paullinia cupana Kunth. O nome Paullinia é dedicado a Simon
Paulli (professor de botanica, anatomia e cirurgia) e sorbilis provém do latin sorbilare que
significa infuso, elixir, etc. O guarand é um nome indigena proveniente dos Guaranis da
Amazdnia. A espécie € encontrada em vérios paises da América do sul (Brasil, Venezuela,

Paraguai e Uruguai).
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Os frutos do guarand (Figura 111.6) sfo ovalados, com céapsulas carnosas e
segmentadas de 2-2,5 cm de didmetro, possuem cor laranja-avermelhada quando maduros,
contendo de uma a irés sementes, revestidas por uma casca {endocarpo) durz, lisa e de cor
marrom escurc. Apés secas ou torradas, as améndoas formam o produto comercial, com
alto teor de cafeina (4 a 5%), em torno de 3 a 5 vezes mais que no grio de café ardbica;
muito mais que na erva mate (1%} (Marx et al, 1985). As sementes de Paullinia cupana
apresentam cheiro pouco perceptivel, sabor fracamente adstringente e amargo e cor pardo-

purpurina ou pardo-negra.

Figura HL6. Fruto e semente de guarana.

O género Paullinia compreende aproximadamente 180 espécies, das quais sdo
conhecidas ao redor de 40 espécies pelos seus usos como veneno para peixes, em
medicamentos, bebidas estimulantes, entre outros. As espécies usadas em bebidas ricas em

cafeina sfo a P. cupana, var. sorbilis e P. yoco (encontrada na Colémbia, Equador € Peru).

O cultivo tradicional e o processamento das sementes do guarand sfo realizados
pelos indios Sateré-Maué, na Amazdnia central, proxima aos Maués. O guarana é colhido
manualmente ¢ torrado para facilitar a remociio da casca da semente, em seguida o0s
*kernels’ sfio moidos num moinho. Enquanto se moi, € adicionada agua para formar uma

pasta, a qual ¢ dividida, dando a forma de ‘bastdes’, para depois ser armazenada apds o
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processo de secagem no fogo. De acordo com a necessidade, o bastdo € ralado, resultando

num pé suspenso em agua.

A pasta do pd de guarana apresenta-se, geralmente, sob a forma de cilindros duros,
de cerca de 3 a 5 cm de diimetro e de 10 a 30 cm de comprimento, de cor pardo-
avermelhado escura externamente. Internamente ¢ de cor pardo-avermelhada clara ¢
apresenta fragmentos mais ou menos grossos da semente e, as vezes, com seus tegumentos

pardo-negros.

O primei:ro relato do uso do guarani ocorreu em 1669, quando o missionario jesuita
Jo#o Felipe Betendorf, na Amazdmnia, observou que os indios tinham predilecdo por uma
bebida estimulante que tomavam a toda hora. Ele notou que essa bebida tinha efeitos
diuréticos ¢ muitos falavam de sua eficicia contra dores de cabega, febres e céiibras. No
século XVII, o bispo Jodo Queirdz afirmava que o guarand aliviava diarréias ¢ servia para
atenuar os efeitos do calor (Henman, 1986). O guarana era entfio usado apenas em forma de
p6é ou de bastdo. Recentemente, ele se encontra também em xaropes, extratos e outros
produtos de destilagio, facilitando sua utilizacfo como fonte de cafeina nas industrias de

refrigerantes.

As sementes possuem 2 cotilédones rodeados por uma casca (testa). O contetdo de
cafeina maior encontra-se nos cotilédones (4,3%) em base seca (Baumann et al., 1995). As
sementes do guarana sem casca sfo formadas principalmente por celulose (37,8%), acido
tanico (8,5%), amido (5,5%) e cafeina (4,8%), como mostrados na Tabela I11.12. Benigni et
al. (1962) apresentam alguns dados na Tabela I11.13, dos principais alcaldides presentes no
guarand (4.5% cafeina e 0,3% teofilina). A composicdo quiinica das sementes de guarana,
Paullinia cupana, indicam que esta planta contém 3 vezes mais cafeina que o café. As
analises bromatologicas identificam nos taninos (especialmente no flabofeno) a
responsabilidade pela coloragio vermelho-castanha tdo caracteristica dos extratos usados na

industria de refrigerantes.
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Tabela TIL12Z. Substincias presentes no guarand (%),

Em cada 100 g de substincia seca ao ar Casea Semente sem Pasta
€asca Peckholt

Cafeina 2,43 4,81 4,28
Oleo graxo {(amarelo) - 2.29 2,95
Resina (vermelha) 0,49 4,00 7,80
Substincia corante {vermelha) 1,02 1,95 1,52
Saponina 4,09 - 0,06
Acido tanico 4,4 8,51 8,65
Amido - 5,49 9,35
Glicose 1,26 0,54 0,77
Dextrina, pectina e mucilagem 1,55 8,94 7,40
Umidade 4,14 8,94 7,65
Celulose e fibra vegetal 84,68 37,83 49,12

Tabela IT1.13. Alcaldides presentes no guarana (Benigni et al., 1962)

Componentes Compesicio (%)

Cafeina 4,49

Teofilina 0,28

Teobromma 0,003
Adenina 03,0045
Guanina 0,005
Xantina 0,006
Hipoxantina 0,008

Os principais compostos quimicos presentes na semente de guarand podem ser
resumidos, em g kg, como: cinza (14,2), gordura (30), proteina (98,6), amido (50-60),
tanino (85-120) e resina (70). Decorrentes do alto teor de purinas, saponinas € taninos, a
bebida de guarana produz varios efeitos no organismo. Tais efeitos sfio classificados por
Henman (1986) ¢ Benigni et al. (1962) como: estimulante do sistema nervoso central,
regulador intestinal do aparetho digestivo, diurético nos rins; ténico cardio-vascular (afeta o
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sistema sangiiineo periférico, causando a dilatagio e a contragfo no cérebro, produzindo
uma agdo analgésica em enxaquecas); anti-blenorragico (usado em diversos distirbios do
utero e da vagina, principalmente na blenorragia); afrodisiaco (aumenta o apetite sexual e
diminui a secregdo espermatica). Como droga de abuse pode produzir dependéncias ou
efeitos colaterais como dores intestinais agudas, agitagdo nervosa, gastrites e diarréias, se

ingerido em doses maiores.

A maior parte da producio de guarana ¢ absorvida pela indistria de refrigerantes,
que tritura e mdi1 as sementes com cascas, submetendo o pé resultante a um processo de
destilagdo com dlcool, sendo entdo adicionado ao ‘guarana champagne’. As Tabelas [11.14 ¢
III.15 mostram a produgfo Brasileira e cotago no mercado de guarand desde 1994 até

1998.

Tabela Hi.14. Produgfo do guarana no Brasil (ton) (IBGE, 2001)

Estado 1994 1995 1996 1997 1998
Acre 19 24 30 30 30
Amazonas 333 503 806 359 448
Rondénia 676 147 50 N.D. N.D.
Amazonia Oc.' 028 674 886 389 478
Pard 41 21 24 22 25
Regizo Norte? 1069 695 910 411 502
Bahia 1424 1546 957 1449 1893
Mato Grosso 181 149 157 132 132
Total 2674 2390 2024 1992 2527

! dmazonia Ocidental: engloba os estados do Acre, Amazonas, Rondénia e Rovaima, 2Regic’io
Norte: Amazonas, Acre, Para, Rondinia e Roraima.

O processamento do guarana usa uma série de técnicas simples. Primeiro, os cachos
dos frutos s@o colhidos e fermentados durante dez dias, em seguida sdo passados por uma
malha grossa de arame para a remogcio dos talos. Os frutos s#o sujeitos a agfo de cilindros
rolantes que partem sua casca externa e sfc espalhados sobre o piso de concreto em tineis

recobertos de pléstico para secarem ao sol. A seguir s3o debuthados para separa-los de suas
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sementes; nfo precisam ser torrados para a moagem que antecede 2 sua eventual destilacdo

(Henman, 1986).

Tabela IIL.15. Valor da producéic do guarana no Brasii (Mil dolares)

Estado 1994 1995 1996 1997 1998
Acre 70,74 263,68 148,20 148,20 148,20
Amazonas 1.084,67 2.534,98 3.874,41 1.608,90 1.869,29
Rondbnia 3.912,11 948,33 242,30 N.D. N.D.

Amazénia Oc. 5.067,52 3.746,99  4.264,9 1.757,10 2.017,49
Paré 31,08 155,01 89,78 76,73 81,18

Regitio Norte 5.098,60 3.902,00  4.354,74 1.833,83 2.098,67
Bahia 6.668,81 5.135,63 3.382,44 477474 5.807,62
Mato Grosso 1.314,04 1.074,27 783,92 572,11 572,11

Total 1308145 1011190 8521,10  7180,68 < 8478,40

Fonte: IBGE (2001)

Segundo a Federagfio das Induastrias do Estado do Amazonas (FIEAM, 2001), a
comercializacio do guarana apresenta grande potencial nos mercados internos e externo. O
guarana ¢ comercializado como refrigerante, bastio, pé e xarope, sendo mais consumido o
pé e extrato liquido devido ao crescente interesse por parte de laboratérios, farmacias e lojas
de produtos naturais na utilizagfio das suas bases purinicas (alcaloides cafeina, teobromina e
teofilina) do guarand, para a fabricacfio de diversos produtos, como por exemplo o Red Bull

—energizante- que se encontram no mercado (FIEAM — Investimentos no Amazonas -

guarand).

Espinocla et al. (1997) estudaram atividade farmacoldgica da ingestdo de guarani em pd
(Paudlinia cupana Mart.) em cobaias (ratos) de laboratdrio. Os melhores resuitados foram
conseguidos com a menor dose de guarand que equivale a concentragfio de cafeina de
0,0062 mg mL" ¢ indicam um aumento da performance fisica e meméria das cobaias. Os
resultados apontam que nio apenas a cafeina, mais outros componentes das sementes do

guarana contribuiram com o resultado. Mattei et al. {1998) estudaram os efeitos toxicos e
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comportamentais causados pela ingestio de doses didrias de guarana em cobaias por até 23
meses. Os resultados obtidos indicam que nas dosagens administradas ndo causaram efeitos
téxicos ou comportamentais nestas cobaias durante os estudos, nem alteracfio no peso ¢
mortalidade no peso em relagfio a cobaias utilizadas para controle. As intoxicacfo letais
devido ac uso guarana s3o raras, porém Riesselmamn et al. (1999) relata um (mico caso
comprovado ocorrido na Alemanha em 1998 em que a autdpsia revelou capsulas de guarand

em pd no estdmago da vitima e a andlise sangiiinea detectou uma taxa letal de cafeina.

I11.2.3. Cacavu

O cacau, Theobroma cacao perience a familia Sterculicceae/ieobromee e €
conhecido pelo asteca como ‘cacahuate ' do qual os antigos mexicanos preparavarm a bebida
de chocolate, e denominado pelos espanhéis de ‘cacau’. O cacau € origindrio da América
central (litoral do México) e da ribeira da Amazénia (Maranhiio), Orinoco, Magdalena, etc.
Ele possui cheiro e sabor levemente amargo, agradavel e aromdtico (Oliveira et al., 1991;
Benigni et al., 1962).

A semente, mostrada na Figura II1.7, é omforme medindo de 20 a 30 mm de
comprimento, por 4 a 16 mmde largura e4a8mmde espessura Em sua superﬁme externa,

a coloragfo varia de pardo-avermelhada a pardo-acinzentada.

Figura IIL7. Semente inteira de cacau {Oliveira et. al., 1991}
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Entre seus principais componentes destacam-se as proteinas 12%, amidos 5-8%,
polpa de cacau 50-52% e cinzas 3,3%. As améndoas de cacau contém principaimente éleo

(50-55% peso seco) e xantinas {1,2-1,8% teobromina € 0,1-0,2% cafeina).

Na indistria de alimentos, o cacau € um produto valioso, pois seus subprodutos sio
empregados na fabricagiio de chocolates e outros produtos de confeitaria. Aremu e Abara
(1992) identificaram nas améndoas de cacaw: proteinas, gorduras, carboidratos, fibra e cinza
como mostrados na Tabela 111.16. Wiggall em 1970 ;& havia encontrado algumas vitaminas,

como por exemplo nicotinamida, riboflavina, piridoxina, pantotenato de célcio, etc.

Tabela T11.16. Nuirientes presentes no cacau (Aremu e Abara, 1992; Wiggall 1970}

Nutriente Y massa seca (g/g material Vitamina mg/18¢ g cacau
seco X 100%)

Proteina 14,3 Nicotinamida 1,83
Gordura 42,8 Riboflavina 0,30
Carboidrato 293 Piridoxina 0.04
Fibra 9,0 Pantoteonato de célcio 6,70
Cinza 4.6 Acido Nicotinico 1,70

Tiamina 0,08

Caroteno 0,04

Estudos de Abiola e Tewe (1991) também mostraram sua utilidade e valor nutritivo
em alimentos para animais: aves, cavalos e porcos. Eles avaliaram a composicio quimica dos
quatro principais subprodutos do cacau: casca (shell), palha (husk), torta € p6. A Tabela
I11.17 mostra os resultados da extracio de teobromina das quatro matérias j4 mencionadas,
sendo que a torta foi a que apresentou maijor teor de alcaléide com 2,2% enquanto que a

palha (husk) apresentou o menor valor.
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Tabela IHI.17. Composicio quimica dos subprodutos do cacau.

Componentes do cacau Casca (shell) Palha (husk) Pé (dust) Torta (cake)
Matéria seca (3%} 95,0 92,7 94,3 96,5
Proteina {%6) 13.2 8.0 15,4 24,5
Fibra (%)} 13,0 439 19,1 10,9
Extrato em éter {%o) 12,3 1,1 21,1 14,6
Cinza (%) 7,2 15,3 6,8 7.3
N.F.E. (%) 54,4 31,8 37,6 42,7
GE (keal g') 5,4 5,1 5.3 5,5
Teobromina (%) 1,9 0,4 1.7 2.2

O processo de beneficiamento do cacau compreende véanas etapas, comecando pela
colheita, seguida da fermentaco, secagem, torragfo, micronizacio e refino. O cacau torrado
¢ moide e transformado em ‘liquor de cacau’ (massa de cacau). Algumas indistrias
produzem dois tipos de massas de cacau: uma para a produciic de chocolate e outra para a
obtengfo da manteiga de cacau. Geralmente, a massa de cacau prensada ja passou por uma
etapa prévia de alcalinizagfio (normalmente feita no cacau moido). Este processo consiste
em tratar o cacau com uma solug¢do alcalina, resultando numa matéria prima mais escura e

com sabor suave, como resultado da neutralizacio da acidez do cacau fermentado.

A manteiga de cacau € a gordura extraida das améndoas de cacau. As formas mais
conhecidas de extra¢lo de manteiga de cacau sfo por: i} prensagem hidraulica, que permite
a remocdo de até 93% da gordura; i) "expeller’, em que a pressdo é regulada, podendo-se
desta forma controlar a quantidade de manteiga de cacau extraida que passa por uma rosca
sem fim que a comprime extraindo até 90% da gordurg; iii) solvente quimico, o gual
consegue remover até 99% da gordura usando geralmente hexano que deve ser

posteriormente removido do produto final pela sua elevada toxicidade.

Apds a extracio da manteiga de cacau obtém-se o cacau em pd desengordurado
(usado na industria de bebidas achocolatadas). Para a producfio de chocolates usa-se massa

de cacau (‘hquor’) e uma porcentagem de manteiga de cacau. Apds a remocfo dos
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alcaldides da manteiga de cacau € obtido um éleo de alta qualidade, usado em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos. Em produtos farmacéuticos, o éleo de cacau ¢
empregado como corretive para melhorar o sabor ¢ odor de algumas sulfamidas,
antibidticos, vitamunas (em particular Bi), proteinas, aminodcidos, exiratos orgénicos
animais, preparagOes de calcio, de substéncias doces, amargas e salinas, assim como de

substincias cleosas, et

O o6leo extraido, importante na dieta humana como fonte de energia e de acidos
graxos essencials, deve ser caracterizade com técnicas de cromatografia gasosa para
determinar a composi¢o de acidos graxos. Segundo Badolato et al. (1992), esta técnica tem
apresentado mefhores resultados do que os métodos classicos de detecgfio (indice de iodo e

refracfio).

A composigio de dcidos graxos dos alimentos € importante sob vérios aspectos. Do
ponto de vista tecnoldgico, a degradagfo dos alimentos comega em muitos casos pela fracdo
lipidica, devido & oxidagio de Aacidos graxos insaturados. Além disso, informagdes
minuciosas sobre os acidos graxos sfo necesséarias no planejamento e avaliagio nutricional
de pacientes e populagio em geral (Mercandante ¢ Rodriguez-Amaya, 1986). A composigdo
média de uma manteiga de cacau € de 26-28% de acido palmitico; 34-36% de acido
estearico; 33;35% de acido oléico ¢ 2,5-3,0% de acido lnoléico (Silva, 1988 e Salgado,
1999). Minitie (1970) afirma que a manteiga de cacau contém 60% de acidos graxos
saturados. De acordo com a Tabela I11.18, os acidos estedrico, oleico e palmitico sfo 0s
principais dcidos graxos da gordura de cacau. Os triglicerideos palmitico-oleico-palmitico
(POP), palmitico-oleico-estedrico (POS) e estedrico-oleico-estedrico (SOS), mostrados na
Tabela I11.19, s@io os principais constituintes na manteiga de cacau (Lehriam e Keeney,

1980).
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Tabela Ii1.18. Composic&o dos dcidos graxos da manteiga do cacau

N° de carbono Ac. Graxo Manteiga de cacay’  Manteiga de cacaw’
C14:0 Miristico g,1 0,1-0,3
16:0 Palmitico 26,0 25,0-28,0
Cl16:1 Palmitoleico 0.3 0,4-0,7
C18:0 Estearico 34,4 33-37
C18:1 Oleico 34,8 31-35
Ci18:2 Linoleico 3.0 2-3,5
C18:3 Linolénico 02 0,2
C20:0 Araquidico 1.0 0,6-1.0
22:0 Behénico - 0,1

Saturadoes 61,7 66,4-60.6
Insaturados 383 33,6-39,4

'Salgado (1999), “Silva (1988)

Tabela I11.19. Triglicerideos na manteiga do cacau (Lehriam e Keeney, 1980)

POP (C50) POS (C52) SOS (C54)
15,5-23,4 45,6-48,7 28.9-389

O fracicnamento da manteiga de cacau € um processo de separacdo termo-mecénico
formado por uma etapa de cristalizacio e outra de filtragdo. Com este processo sdo obtidas
duas fracdes: uma com triglicerideos de alto ponto de fus@io (estearina) e outra com

triglicerideos de baixo ponto de fusdo (oleina) (Melo, 1999).

Atualmente, sdo usados trés metodos de fracionamento de oOleos e gorduras:
fracionamento com detergente, com solvente ¢ o processo em fase seca. Destes trés
fracionamentos, o mais utilizado € de fase seca. Este € um processo fisico que se baseia na
cristalizacfio parcial por resfriamento e posterior filtragdo. Quando comparado com

tecnologias de modificaciio como a hidrogenacio e interesterificacdo, o fracionamento ¢
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preferido devido ao seu baixo custo de operacio, sem perda de Gleo ¢ também pelo carater

reversivel (Melo, 1999).

111.2.4. JABOGRANDI

O jaborandi € um arbusto de tamanho médio encontrado no norte do Brasil (Oliveira
et al., 1991). O wuso de folhas do jaborandi para propoésitos medicinais foi micialmente
empregado por populagfes indigenas. O nome do jaborandi provém de ‘“ia-mbor-endi’ que
significa ‘causar secregic ou salivacéo’. Infusdes de folhas de jaborandi tém sido usadas no
tratamento de varias enfermidades, inclundo a gripe, a bronquite, a febre, a laringite € a
pneumonia. Das plantas de jaborandi s&c conhecidas as familias Rutaceae ¢ Piperaceae, em
diferentes espécies tais como Pilocarpus giganteus Engl., Pilocarpus jaborandi Holmes,
Pilocarpus paucifiorus St. Hil, Pilocarpus selloanus Eng., Pilocarpus spicarus St. Hil,
Pilocarpus subcoriaceus Engl., Pilocarpus pinnatifolius Lem., Pilocarpus microphyllus
Stapf, entre outros. A espécie jaborandi, Pilocarpus microphyllus Stapf, da familia

Rutaceae € atualmente a maior fonte de pilocarpina.

As folhas de Pilocarpus microphyllus Stapf tém um comprimento de 2-6 cm. As

bordas variam de lanceolado a oval. A base do folio € geralmente assimétrica (Figura 111.8).

Figura I1L8. Folhas de jaborandi (Oliveira et al., 1991
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A presenga de alcaldides na planta de jaborandi foi primeiramente reportada por
Byasson em 1875, sendo que o alcaldide pilocarpina foi descoberto por Gerrard em 1875 ¢
também por Hardy (1875). Petit e Polonovski (1897) mostraram a presenca de um segundo
alcaloide, isomérico de pilocarpina, denominado isopilocarpina. A quantidade de
isopilocarpina presente pode ser estimada por rotacBo especifica da mistura (Petit ¢
Polonovski, 1897) e, dependendo da variedade da planta de jaborandi, a isopilocarpina pode
constitulr de 5-75% dos alcaldides totais. A proporcio de pilocarpina e isopilocarpina
também varia nas diferentes partes da planta, o tale geralmente contém mais isopilocarpina
que as folhas (Petit e Polonovski, 1897). A Tabela II1.20 mostra as diferentes quantidades

de alcaldides presentes nas diferentes matrizes da planta de jaborandi.

Tabela TIL.20. Alcaldides em varias espécies de Pilocarpus (Battersby ¢ Openshaw, 1953)

Nome botinico Fonte comercial Alcaléides % tot. % pilocarpina
presentes alealéide (m.s) (m.s)’
P. jaborandi jaborandi do Pilocarpina® 0,72 0,7
Pernambuco Isopilocarpina’ 0,5-0,8
P. pennatifolius jaborandi do Paraguai Pilocarpina’ > 04 0,2-0.4
P microphylius jaborandi do Maranhdo  Pilocarpina’ 0,84 0,45
Isopilocarpina® 0,8 0,16-6.19
P. racemosus Vahl. jaborandi Guadalupe Pilocarpina® 0,6 0.3
P, heterophyllus Barquisimento Pilocarpina’ 0.25 0,04
Griseb. {Venezuela)

!isolado como nitrato, m.s. (g alcaldide/s Jaborandi x 100), “Paul e Cownley (1896),” Homes
(1895), *Cownley (1904), " Black et al. (1923

Os principais paises produtores de jaborandi sfo México (Jaborandi Guadalupe} ¢
Brasil (Jaborandi do maranhdo e de pernambuco). Entre as espécies de jaborandi, as mais
conhecidas sdo Pilocarpus jaborandi, P. microphylius, P. pennatifolius € P. racemosus

(Tabela I11.21).
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Tabela 111.21. Folhas de jaborand: contendo pilocarpina

Taxonomnia Quantidade (g kg'™)
Pilocarpus jaborandi 6-10
FPilocarpus microphyllus 6-10
Pilocarpus pennatifolius 2-4
Pilocarpus racemosus 2-4

Na Tabela 111.22 ¢ mostrada a taxonomia das duas principais espécies, Pilocarpus

jaborandi e P. microphyllus, que contém altas quantidades de pilocarpina.

Tabela [T1.22. Taximomia do Pilocarpus

Taxinomia Pilocarpus jaborandi P. microphylius
Familia Rutaceae Rutaceae
Género Pilocarpus Pilocarpus
Espécie Jaborandi mycrophyllus
Autor da espécie HOLMES STAPF
Nomes comuns Jaborandi do pernambuco Jaborandi do maranhfio

Os principais componentes ativos da planta de jaborandi sfio os alcaldides
pilocarpina, pilocarpidina ¢ isopilocarpina. No entanto, Jowett (1900) obteve, além desses
componentes ativos, o alcal6ide jaborina das folbas de P. pennatifolius apds extragdo com
cloroférmio em excesso de amdnia. Dentre outros componentes, destacam-se 0s Oleos
essencials, terpenos, materiais resinosos € acidos tanicos (Oliveira ¢ Akissue, 1989). A

Tabela 111.23 mostra alguns componentes guimicos das duas espécies mais usadas.
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Tabela I1.23. Composi¢io quimica das folhas de Pilocarpus

Componentes quimicos P, microphyllus (g kg)  P. jaborandi (g kg™)

2-tridecanocne 0,55-0,69

2-undecanone 1,13
3,7, 7-trimetilbiciclo 0,36

(3,1,1)-2-heptano

Alfa-copaene 0,075-0,29

Alfa-pineno 0,625 0,13
Cariofileno 0,45-0,48

Delta-cadinene 0,12-0,17

Humleno 0,10

Limoneno 0,050 2.35
Mirceno 0,025
Pilocarpina 618 6-10
Sandaracopimaradiene 0,025
Vinil-dodecanoate 0,025
Sabinene 0,09

O P. Jaborandi contendo os alcaloides pilocarpina e isopilocarpina tém se mostrado
escasso em anos recentes, sendo, portanto, substituido pelo jaborandi do maranhio de P.

microphylius, o qual contem os alcaldides pilocarpina e isopilocarpina. Jowett (1900)

comprovou que nfo ha existéncia de pilocarpidina nas folhas de jaborandi.

A planta de jaborandi € usada como um antidoto da atropina, como um diaforético para
o tratamento do glaucoma, pelo alto teor de pilocarpina (Ver item 111.1.2.2). Com uso de
altas concentracdes pode ser venenosa, causando irritacio no estdmago, nauseas, vOmito,
suor, salivagdo, lacrimago, pulso rapido, contragio das pupilas, diarréia e ainda um edema

pulmonar fatal (Kushnick et al., 1996).

Devido a importéncia destes principios ativos tanto do ponto de vista farmacolégico

como industrial, a seguir mostram-se as tecnologias usadas até o momento para a extragfo

destes alcaloides.
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[[1.3. TECNOLOGIA PARA EXTRACAO DE ALCALOIDES

(s alcaldides extraidos de plantas constituem uma importante fonte de principios
ativos para farmacos. A extragio de alcaldides ¢ uma operaco dificil € prolongada, assim
como sua purificacio. Nos métodos convencionais para extracfo de alcaldides, em geral, o
material vegetal € extraido em meio alcaline (NH4;OH) com solventes orgénicos como o
cloreto de etila, © benzeno, entre outros. Ao extrato obtido, em seguida é adicionada uma
solucio de acido cloridrico diluido, formando duas fases (uma fase orgénica e outra fase
aquosa). O alcaldide forma um sal de cloro na fase aguosa e ¢ separado dos demais
componentes do extrato, que permanecem na fase orgénica. Uma base (NH,OH) €
subsegiientemente adicionada a fim de precipitar os alcal6ides na fase aquosa. Para alcancar
um maior grau de pureza, o precipitado obtido pode ser dissolvido novamente num outro
solvente organicoO imiscivel na dgua (cloreférmio), cristalizando em seguida o alcaléide pela

evaporagfo do solvente (Wingrove e Caret, 1992) (Ver Figura II1.9).

As técnicas industriais de extracio basciam-se nas propriedades de solubilizagio e
precipitagdo. Os aparelhos industriais convencionais sdo formados por moinhos mecénicos,
percoladores cilindricos, destiladores, separadores, e agitadores. Na purificacfo, utilizam-se

também filtros, estufas e centrifugas para secagem dos cristais.

A extracBo industrial convencional compreende as seguintes fases: i) preparacio da
matéria prima, ii) extracio e i) purificacio. Apds a escolha do material e a determinagfo de
sua umidade, do tamanho da particula, e do soivente, procede-se & extracdo do alcaldide

como mostrado na Figura 111.9.

A extraglio com solventes imisciveis na dgua, em meio alcalino, nem sempre €
completa, exigindo tratamentos prolongados, tomando o processo moroso e com isso
afetando o rendimento econdémico. Deve-se considerar o perigo de explosdes e incéndios
quando os esgotamentos se efetuam a quente. Nestas circunstincias, a perda de solventes

volatilizados & nfo recuperados pode atingir ¢ifras elevadas. Os solventes clorados diminuem

iC P
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estes riscos, sendo necessénio, no entanto, proteger o8 operarios de intoxicacdes provocadas

pelos vapores dos solventes.

v

Planta seca

Moer

Adicionar Aceiato de Elila
em meic alcalino (NH,OH)

Filtrar

Extracao

Solucdo Orgénica

Adicionar HCI dijuido

|

Decantar
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—# | Fase Organica Fase Aguosa
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ficacs ] |
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I i
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Obter Cristais

L2

¥

Figura II1.9. Extracdo convencional de alcaldides.

Do mencionade acima, a extracdo convencional de alcaldides realizada com
solventes apresenta inconvenientes de operacdo, de tempo e de alto consumo de energia, aos

quais adiciona-se o alto custo de producdo.

Qutro processo para a extracio de alcaldides usa uma membrana liquida,
recomendada para substdncias muito bésicas e lipossoliveis. Porém, nem sempre as
substancias a serem extraidas apresentam estas propriedades. Nas folhas de cha Camelia
sinensis, por exemplo, o aito contetdo de purinas (1-3%) € raramente extraido por possuir

cardter levemente basico (Hong et al., 1990).
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No caso da extragdo de pilocarpina das folhas moidas de jaborandi, Chemnitius
(1928) descreveu um procedimento de extracdo convencional com solventes em que ©
extrato alcodlico imicialmente obtido € destilado, e o residuo ¢ agitado com cera parafinica
aquecida. Apds resiriamento, o alcaldide € extraido da cera sélida com 4gua quente. A
solugio aguosa € tratada com carbonato de s6dio, obtendo-se um precipitado de massa
resinosa escura que € rejeitada. Em seguida, o alcaldide ¢ extraido com cloroformio que
posteriormente sera evaporado. O residuo ¢ dissolvido em etanol, adicionando-se também
acido nitrico concentrado. Entfio, € adicionado éter para iniciar a precipitagiio do nitrato,
que ¢ lavado com etanol até a obtencgho de cristais. O nitrato de pilocarpma € entdo
novamente extraido com agua e cloroférnmo para obtencgfo de pilocarpina pura de ponto de
fusfio de 34°C. Na extragfo do alcaldide pilocarpina sfo usadas atualmente as folhas de
Pilocarpus microphyllus. A pilocarpina sintetizada possui um preco mais elevado do que
aquela extraida do produto natural (Maat ¢ Beyerman, 1983), provavelmente devido aos
problemas intrinsecos estereoquimicos envolvidos e os baixos rendimentos obtidos. Algumas
formas de sintese da pilocarpina estdo bem descritas na literatura (Gonzalez et al., 1989;
Dener et al., 1993; Sauerberg et al., 1989; Noordam et al., 1981), sendo que todas estas

sinteses partem do aminodcido L-Histidina.

Conforme foi descrito anteriormente, a extraciio e purificacdo dos alcaldides utiliza
grandes quantidades de solventes orgdnicos. Residuos de tais solventes no produto extraido
podem ocasionar riscos de toxicidade ac consumidor. De maneira alternativa poderia-se
utilizar como solvente a dgua. Porém, este processo resuita em extragdes ndo-seletivas com
uma conseqiiente perda de componentes valiosos (Mazzafera e Carvalho, 1991). Outro
inconveniente na utilizagdo de solventes liquidos ¢ a necessidade de emprego de
temperaturas elevadas, que resulta na perda de compostos termoldbeis (McHugh e
Krukonis, 1994; Saldafia, 1997).

Frenie a estes mconvenientes mencionados surge uma nova tecnologia de extragfo
que explora as propriedades distintas de fluidos supercriticos pela sua capacidade de evitar
degradacdio térmica ¢ ndo deixar residuos t6xicos nos alcaidides recuperados de plantas. A

extracdo supercritica tem usado CO» como solvente para extragfo de diversos alcaidides
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como a cafeina, guinina e morfina (Ndiomu e Simpson, 1988), cafeina, teofiling e
teobromina (Johannsen e Brumner, 1994), nicotina (Hubert e Vitzthum, 1978), alcaléides

indolicos do Catarantus roseus (Song et al., 1992), entre outros.

Para um melhor entendimento deste processo, apresenta-se a seguir, uma descricdo

dos fluidos supercriticos, suas propriedades e aplicacdes na extracdo de produtos naturais.

I11.4. Uso DE FLUIDOS SUPERCRITICOS NA EXTRACAQO DE ALCALOIDES
E FRACIONAMENTO DE PRODUTOS NATURAIS

Desde 1879, quando Hannay e Hogarth observaram pela primeira vez, a vantagem
de se utilizar como solvente, fluidos em condigdes supercriticas, algumas aplicacbes de

interesse comercial foram desenvolvidas usando este tipo de extracio (Rizvi et al., 1986).

O uso de fluidos supercriticos (FSCs) na extragio oferece muitas vantagens pelo
comportamento de suas propriedades como gas ou como liquido, as quais nunca antes
estiveram presentes a0 mesmo tempo. As baixas viscosidades e altas velocidades de difusio
dos fluidos supercriticos comparados as dos liquidos, os fazem ideais para a extragio de
matrizes controladas pela difusfio, tais como tecidos de plantas ou polimeros. Os FSCs so
facilmente removidos apds a extrac8o sem a necessidade de outra operacdo de separagfo, tal
como a destilaco do solvente, no caso da extracdo liquida, sendo s6 necessaria a reducgdo
da pressdo para solubilizar a temperaturas relativamente baixas, reduzindo com isto a

decomposicdo térmica.

Na Figura I11.10, a forma parabolica representa a curva de saturacdo do fluido. Na
regifio dentro desta pardbola mostra-se a coexisténcia de duas fases (vapor - liguido) numa
temperatura menor que a critica (Tr < 1), encontrando-se também as linhas isotérmicas de
mudanga de fase a pressdo constante. Para densidades reduzidas baixas, tem-se a fase vapor
¢ para altas, a fase liquida. Acima da temperatura critica (Tr >1) existe uma grande variac¢o
da densidade com a pressio. De fato, o fluido supercritico se caracteriza por possuir uma

alta densidade e proéximo ac ponto critico sua compressibilidade € infinita. Portanto,
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escolhendo as condi¢Oes € possivel formar um fluido com a densidade de um liquido ¢ a
compressibilidade de um gas. Na linha para T, igual a 1 temos o ponto critico (C.P.} quando
ela tangencia a Iinbha de saturacio. Como se trata de uma forma parabolica, neste ponto, a
derivada da press80 em relaciio 3 densidade ¢€ zero, portanto, o inverso, ou seja, a derivada
da densidade em relagfo 2 pressfo, a compressibilidade, tende a mfinito. Isso quer dizer gue,

para uma pequena variacdo na pressio tem-se uma grande variacfio na densidade do fluido

Supercritico.
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Figura [11.10. Diagrama de estado do CO..
C.P.: Ponto critico, SCF: Regifio supercritica, NCL: Regifo proxima ao ponto critico (Brunetti et al,,
1983)

Os fluidos mais conhecidos ¢ usados sfo o didxido de carbono e a dgua, pois
apresentam baixa toxicidade, ndo sfo inflamaveis, sdo de facil disponibilidade, oferecem alta
pureza, possuem baixo custo, nfo prejudicam o operador e causam baixo impacto ambiental.
No entanto, o principal problema do CO; € sua baixa polaridade, a qual pode ser modificada
adicionando-se, por exemplo, ¢ etanol come modificador orgénico, aumentando assim o©

poder de solvéncia. Estes aspectos benéficos dos FSCs tém resultado numa aplicacfo
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extensiva em diversos campos. Na Tabela 111.24, apresentamos alguns fluidos com suas

respectivas propriedades criticas.

Tabela 111.24. Propriedades criticas de alguns fluidos (Sandler, 1989; Smith ¢ Srivastava, 1986)

Flmido P {WiPa} T (K}
Acetileno 6,140 3083
Agua 22,114 647.3
Dioxido de carbono 7,376 304,2
Etano 4,884 305.4
Etanol 5,392 60,6
Metanol 51.26 79,4
n~-Butano 3,800 4252
n-Hexano 2.969 507.,4
Propano 4,246 369.8
2-propanol 50,83 476

Dentre as muimeras vantagens que os FSCs oferecem podem ser citadas: velocidade
de difusdo maior que os liquidos; viscosidade menor que os liquidos; pressdo de vapor maior
que os liquidos, facilitando a evaporagio; mais denso que um gés, podendo solvatar; poder
de solubifizacdo facilmente controlada pela alteracio de pressio e/ou temperatura (Smith,

1996; McHugh e Krukonis, 1986; Brunetti et al., 1985).

Muitos componentes importantes de plantas naturais de interesse mdustrial podem
ser extraidos com FSCs tais como: dleos essenciais de camomila (Pekic et al, 1995}, do
cravo (Hauptschott e Lentz, 1993), do hmfio (Sugiyama e Saito, 1988), da horteld
(Hawthorne et al., 1993), do tomilho (Manninen et al., 1995; Zekovic et al., 2000) que
formam a matéria prima para a fabricag@o de fragrincias e perfumes. Dentre as aplicagdes
dos FSCs destaca-se também a extracio de compostos farmacéuticos, como por exemplo, ©
taxol um agente anticancerigeno presente no cortex do Taxus brevifolia (Heaton et al.,
1993), lactonas sesquiterpeno da magnolia grandifiora (Castafieda-Acosta et al, 1993);
alcaléides de opium da semente da papoula (Ndiomu e Simpson, 1988), tocoferdis do bacilo
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de trigeo (Saito et al, 1989), alcaldides inddlicos (Song et al., 1992), quinina do capim de
limio (Ndiomu e Simpson, 1988) e outros exemplos recentes de extragdes de principios

ativos de plantas naturais apresentados por Smith (1996).

Mehr et al. (1996) estudaram a extrac@o da cafeina a partir das sementes de guarana
umidas utilizandce CO; supercritico, concluindo que a extracio da cafeina € possivel com o
didxado de carbono e que a solubilidade aumenta com o aumento de pressio. Porém seus

resultados foram obtidos para uma faixa estreita de pressfo e temperatura.

Na obtencéo de uma manteiga de alta qualidade, o uso de fluidos supercriticos € uma
tecnologia com grande potencial, evitando a presenga de contaminantes na manteiga de
cacau {Roselius et al., 1975; McHugh e Krukonis, 1986). Li e Hartland (1996) reportaram
apenas uma curva de extragio de Oleo de cacau e xantinas (teobromina e cafeina) das
améndoas de cacau usando CO, supercritico a uma femperatura de 333,2 X e presso de 15
MPa. Na literatura, foi também encontrada uma patente sobre a remoc¢fo da teobromina dos
grios tmidos de cacau com CO: supercritico. Roselius et al. (1975) apresentaram uma
patente sobre métodos de produgiio da manteiga de cacau usando CO» supercritico a
pressdes de 20,2-40.4 MPa ¢ temperaturas de 313,2-333,2 K a partir de massa de cacau e
cacau moido. Os rendimentos obtidos foram de 99 e 74% manteiga de cacau da massa de
cacau € cacau moido, respectivamente. A patente apresentada por Margolis em 1976 reporta
baixos rendimentos na extracio da manteiga de cacau com o uso de dioxido de carbono
supercritico. Krukonis em 1982 verificou que somente 5% da manteiga de cacau foi extraida
usando cacau moido a 48,3 MPa e 313,2-333,2 K por um periodo de 8h. Pelos baixos
rendimentos obtidos nessas condicdes de trabalho, seria necessario realizar um estudo mais
abrangente assim como testes com outros solventes supercriticos visando melhorar o

rendimento alcangado.

Recentemente, os FSCs tém sido empregados em operacbes de limpeza de
maquinaria de precisdo, por nio deixar nenhum residuo de graxa ou gordura. Bremnecke
(2001} reportou o uso de agua supercritica na remediagdio de solos (remogfo de dioxinas),
resujtando num processo de alta eficiéncia a incineracdio (processo atualmente usado), pois

ndo emite gases poluentes. Ouiros estudos pelo mesmo grupo de pesquisa utilizando FSCs
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para a remediacfio de meio-ambientes contaminados vem sendo realizados. Outra aplicacéio
importante do CO,SC € nas operagdes de tintas na indastria téxtil e automobilistica (pintar €
recobrir carros). Esta tecnologia ¢ também considerada importante na destruic8o de armas
qufmicas e de explosives. No campo ambiental, permite a extragdio de contaminantes
industriais, tais como hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos e residuos de pesticidas
(Brennecke, 1996; Smith, 1996). Tom et al. (1993) tem demonstrado ¢ potencial desta
técnica no microencapsulamento, produzindo um composto Util na inddstria de alimentos e
quimica, pois aumenta a vida (il do produto, alcancando gradualmente sabores e
fragrancias. Segundo Smith (1996), nestes dltimos anos, a extracio com fluidos
supercriticos tem-se mostrado como urna alternativa vidvel para muitas substéincias, mas
ainda apresenta areas de interesse a serem exploradas como o uso de solventes supercriticos
como anti-solventes (SAS) na obtenc8o de particulas micronizadas importantes para a
indastria farmacéutica (Winters et al., 1996; Reverchon et al., 2000). Esta tecnologia ¢
adequada a processos em que os sélidos néo solubilizam facilmente nos fluidos supercriticos
ou quando estes produtos sfio muito sensiveis 4 temperatura, como por exemplo, peptideos
e protefnas. A seguir, apresenta-se uma breve descricdo de uso de anti-solventes

supercriticos.

111.4.1. Uso de anti-solventes supercriticos (SAS)

Os processos com anti-solventes liquidos estdo baseados no uso de dois solventes
liquidos que sdo completamente misciveis, o soluto a ser micronizado é solitvel no primeiro
solvente, mas ndo € soluvel no segundo solvente. A adigio de um anti-solvente induz,
portanto, a formacio de uma soluglc de dois liquidos e a supersaturacio e precipitagio do
soluto. O uso de fluidos supercriticos como anti-solventes tem sido recentemente proposto
como alternativa a processos de anti-solventes lquidos devido a sua vantagem potencial,
pois ¢ possivel remover completamente o anti-solvente pela reducfio de pressdo da fase
gasosa. Este processo € problematico para anti-solventes liguidos que requerem tratamentos
complexos de pds-processo para a eliminacfo completa dos residuos liquidos. Além disso, o

anti-solvente supercritico (SAS) ¢ caracterizado pelas difusividades que podem ser acima de

LA
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duas ordens de magnitude, maiores que as dos liguidos. Portante, uma difusio rapida no
solvente liquido produz a supersaturacfio do soluto e precipitacio de particulas micronizadas
de didmetros menores que no sdo possiveis de obter usando anti-solventes lquidos ou
outras técnicas, sendo também possivel o controle de distribuic@io do tamanho de particulas
(Reverchon, 1999}. O processo SAS € especialmente atrativo na drea biomédica devido as
suas condicSes relativamente baixas de operacfo e a disponibilidade de anti-solventes ndo

1Gxicos tais como o didwado de carbono.

O processo SAS (do inglés ‘supercritical anti-solvent”) tem sido usado para
recristalizar diferentes produtos explosivos, polimeros, materiais farmacéuticos, e outros,
com ¢ objetivo de obter particulas finas ou microesferas. Em processos SAS, a extracio da
hidroquinona requer, por exemplo, acetona e CO; (Wubbolis et al., 1997); a extraco da
insulina usa uma mistura de etanol/agua 90:10 e CO, (Debenedetti et 2l., 1992); a obtencdo
da lecitina usa etanol ou hexano e CO, (Weber et al., 1999). Reverchon (1999) afirma que o
processamento com anii-solventes supercriticos estd ainda num estdgio micial de
desenvolvimento. A influéncia da velocidade do gas anti-solvente em algumas propriedades
fisicas como a morifologia do cristal, o tamanho e a distribui¢8o uniforme das particulas na
recristalizago de explosivos foram estudadas por Gallagher et al. (1989). As tendéncias
mostram que ¢ aumento da pressdo diminui o tamanho da particula e uma diminui¢iio da

temperatura causa a formagfo de particulas bem menores (Turk, 2000).

Yeo et al. (1993) encontraram microferulitos de poliamida com um grau de variacio de
cristalinidade de amorfos a semicristais em batelada e continuos usando SAS. Também SAS
tem sido usado para produzir micro € nano particulas de amoxicilina (Reverchon et al.,
2000). Drogas amorfas sfo mais facilmente solubilizadas que os cristais e, portanto a agfio
terapéutica ¢ obtida em tempos menores. O efeito do tempo de armazenagem na morfologia
e estrutura cristalina de drogas serd um campo interessante de estudo, pois materiais

amorfos podem ser menos estavels que os cristalinos em funcéio do tempo.

Reverchon (2000) usou SAS para a precipitagfio de vérios biopolimeros mostrando
que o tamanho de particulas de biopolimeros micronizados por SAS apresentam uma
dependéncia limitada aos parimetros do processo. Magnan et al (2000) estudaram a
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micronizagdo da lecitina de soja por precipitagio com um fluido anti-solvente comprimido,
nos quais foi avaliada a influéncia dos parGmetros do processo. Amaro-Gonzalez et al
(2000) afirmam que a morfologia das particulas € fortemente dependente do didmetro dos

capilares de alimentag8o para 0 caso do composto ativo lobenzarit.

Devido as vantagens que apresenta ¢ uso de fluidos supercriticos frente aos
solventes convencionais, come ja visto neste capitulo, um dos campos a serem explorados
seria a extrac@io de alcalGides de plantas naturais usando fluidos supercriticos, sendo
necessario, portanto, conhecer as técnicas experimentais descritas na literatura para extraciio

a altas pressoes.

I11.5. TECNICAS EXPERIMENTAIS USADAS EM EXTRACOES A ALTA
PRESSAQ

Para determmacio da solubilidade de um composto em fluidos supercriticos sdo

usados dois métedos principais: o método estdtico e o método dindmico.

O método dindnmco € o mais comum e usado por diversos pesquisadores (Van Leer
and Paulaitis, 1980; Kurnik et al. 1981; Johnston e Eckert, 1981; Krukonis e Kurnik, 1985).
A Figura II1.11 mostra que o fluido supercritico de interesse € carregado ao sistema com
uma bomba de alta pressdo e comprimido a pressio de operagio desejada. A bomba pode
ser do mesmo tipo que a utilizada na cromatografia liquida de alta pressio ou um
compressor pequeno de diafragma. Quando se usam bombas € necesséario resfriar, ambos, &
corrente de entrada da bomba ¢ & cabeca da bomba; isto assegura o bombeamento estavel do
fluido. As velocidades de fluxo tipico de equilibrio estdo em aproximadamente 1 L min™
(padrdo, a1 bar e 0°C). Mas, se o objetivo é fracionar ou extrair material de solutos solidos,

as velocidades de fluxo sdo maiores, como por exemplo, de 15 a 30 L min™.

Apés a saida da bomba, o fluido supercritico (FSC) flui na tubulacdo ou na coluna
pré-aquecida num banho de temperatura constante; isto faz com que alcance a temperatura

do banho antes que entre em contato com o solato. O fluido supercritico € em seguida
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alimentado as coluanas a alta pressfio cuidadosamente empacotada com ¢ soluto, permitindo
um contato adequado. Depois que o fluide supercritico saturado com o soluto sai da coluna,
se expande & pressio atmosférica numa valvula micrométrica aquecida. Entdo, o
componente pesado da solucfio precipita pum recipiente resfriado. Este tipo de sistema de
fluxo apresenta imuitas caracteristicas positivas como (McHugh ¢ Krukonis, 1994): i)
nimero razoavelmnente grande de dados de solubilidade podem ser obtidos de forma rapida e
reprodutivel; i) extragfo e fracionamento podem ser obtidos; e 1if) o procedimento de

amostragem € simpies.
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Figura [11.11. Sistema dindmico de extracgio de alta pressdo, MV(1): valvula (Chimowitz ¢ Pennisi,
1986)

No entanto, este metodo também apresenta algumas limitacdes: 1) guande nio €
utilizado um extrator com janela de observacfio, mudancas de fases tais como solido-liquido
e liquido-liquido podem ocorrer sem que sejam detectadas ou percebidas; i) normalmente,
s6 a fase mais leve € amostrada, nfdo havendo forma de saber a solubilidade do fluido

supercritico na fase liquida; iil) experimentos de equilibrio com misturas multicomponentes
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devem ser cuidadosamente desenhados, para evitar o esgotamento completc de um ou mais
componentes durante o experimento; 1v) um sélido ou um liquido podem obstruir a valvula

micrométrica € causar a retengdo do soluto e levar a erros nas medidas de solubilidade.

O método estatico para medir a solubilidade de substincias em fluidos supercriticos €
formado principalmente por uma célula (com janela de observacio) de volume variavel a alta
pressio. Esta ceélula permute a determinagfo visual das fases presentes em equilibrio
(McHugh e Kruakonis, 1994).

A célula ¢ micialmente carregada com uma quantidade de sélido ou liguido e
purgada 5 vezes ou mais 4 temperatura ambiente com ¢ gas de interesse a aproximadamente
4 bar para remover o ar. O gés ¢ em seguida transferido a uma célula gravimétrica, usando
uma bomba de alta pressdo. O conteddo da célula € misturado por agitacdo continua,
usando, por exemplo, um magneto abaixo da célula. Numa dada temperatura, a célula ¢
comprimida a uma s6 fase a alta pressdo, a qual diminuird lentamente até que a segunda fase
apareca. A imagem deste processo pode ser projetada num video camera. Os dados de
solibilidade sfo relatados para as duas fases em equilibrio. A solubilidade ¢ determinada
pelo conhecimento da quantidade de gas e soluto carregados dentro da c€hula. Um modelo
avancado deste método (Figura I11.12) foi apresentado por Floter et al. {(1997), McHugh e
Krukonis (1994), Peters (1986) € De Loos (1983).
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Figura 111.12. Sistema tipico estatico.

56



Capitilo Fii: Revisdo da Literatura

Entre as vantagens deste modelo tem-se: 1) as transigdes de fase sdo determinadas
visualmente e uma possivel inversio de fases é facilmente detectada; ii) a solubilidade de
sélidos e iguidos em misturas bindrias ¢ obtida sem amostragem; iil) quantidades minimas de
componentes ou fluidos supercriticos sfo usadas num experimento; iv) a pressio da mistura
pode ser continuamente ajustada numa temperatura e composi¢fio fixa: v} com nusturas
multicomponenies, as fases de equilibrio podem ser amostradas. Por outro lado, a
desvantagem do uso do métedo estatico € que os dados de extragfo ou fracionamento com

fluidos supercriticos ndo séo facilmente obtidos.

As extracGes com fluidos supercriticos (FSCs) podem ser realizados usando o modo
estatico, dindmico ou a combinacdo (estatico/dindmico), como ja explicados detalhadamente
acima. A extracfo estatica consiste no uso de uma quantidade fixa de fluido que mterage
com o extrato/matriz. Normalmente, o extrator gue contém a matriz ¢ pressurizado com o
fluido numa dada temperatura. A alta difusividade do fluido supercritico € usada para
acessar 0 extrato/matriz. Este sistema estatico ¢ formado por controladores, bombas,
valvulas e um detector. O extrato deve migrar a célula de fluxo num processo limitado por
difusfio. Um dos problemas experimentais na extracio estatica é a impossibilidade de esgotar

o extrato devido a saturagéio do fluido supercritico com o extrato {Hedrick et al., 1992).

Por outro lado, o método dindmico usa o FSC renovado constantemente, fluindo
continuamente na matriz. Ao contrario do que acontece no modo estdtico, a extracdo
dindmica se realiza até€ esgotar o extrato. Portanto, a pureza do fluido € fundamental a fim
de evitar a concentracio de contaminantes que poderiam interferir na anélise do extrato. Um
problema apresentado com este método € a remogfio de maior nimero de componentes da

matriz extraivel pelo uso de maior quantidade de FSC (Hedrick et al., 1992).

Fnalmente, uma combinagic do periodo micial estatico seguido pelo método
dindmico na extragdo € cada vez mais utilizada, especialmente em situacSes em que exista
difusfo & superficie da matriz. Quando a extracdo depende do tempo, o sistema é colocado

num modo dmémico.
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Dos trés modos explicados brevemente acima, a extragio dinfmica € a mais facil de
modelar. A Figura I11.13 mostra um perfil de extragio tedrica de um extrato de uma mairiz
solida, usando o método dindmico. O eixo Y representa a quantidade de extrato recuperado
enquanto o eixo X a quantidade de fluido ou tempo usado durante a extracfo. O perfil de
extragio pode ser dividido em trés regifes distintas. Na Regifio I, a extracdo inicial do
material ocorre relativamente rapida e € dependente da solubilidade do extrato no fluido
supercritico. Os fatores limitantes desta regifio sdo a solubilidade do extrato no fluido
supercritico, a velocidade com a qual o fluido supercritico se desloca no sistema ¢ o volume
morto no exirator € na tubulacio associada. A regifio II € uma zona intermediaria em que a
extragio ¢ controlada entalpicamente (interacfo matriz-extrato), mostrando uma velocidade
de extracdo menor gue a primeira regifio. A regifio Il representa a limitagfio da extragio
pela difus3o. Este fendmeno ocorre pela limitacdo de movimento de um extrato demtro de

uma matriz (como por exemplo, a extracfio de um produte num tecido animal).

Y (quantidade de soluto recuperado)

Y maximo

H H
H H

X {quantidade de solventel .5
ou (tempo)
Figura [11.13. Perfil de extracdo para o modo dindmico

Regido I: depende da solubilidade; Regido II: intermediaria; Regido III: limitada pela difusio

A Figura I11.14 mostra o perfil de extragio no modo estatico (ou em equilibrio). O
eixo X representa 0 tempo do processo. As regides I, II e IIl representam a regifio
dependente da sclubilidade, a regifio intermedidria e a regifio limitada pela difusdo,
empiricamente. Com o aumento do tempo, se estabelece o equilibrio entre o extrato no FSC

e 0 extrato na matriz
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Especificamente, numa extragfio dindmica, o fluido enconira-se em consStante
movimento com qualquer extrato longe da matriz. No modo estético, no entanto, o
equilibrio entre a matriz da amostra € o FSC ndo sfo sempre favoraveis. Portanto, nem em
todos os casos da extracfio estatica se espera ¢ esgotamento. Na pritica, o modo estdtico ¢

mais freqlientemente usado quando combinade com o modo dindmico.

A Figura 111.14 mostra o perfil de extraciio de um ciclo estatico/dindmico. A regido |
representa uma extracdo puramente estdtica. A regifio II € a fase de solubilidade. Este
método tem sido vantajoso, principaimente guando a quantidade de FSC ¢ limitada. No
entanto, ¢ tempo requerido para realizar uma extracdo estatica/dindmica pode ser maior do

que o total empregado pela extragio dindmica.

Y (quantidade de scluto recuperado)

A 0 miviviow

X {temp0) sy
Figura II1.14. Perfil de extragio no modo estatico/dindmico

Regido 1: extragdo estatica inicial (sem movimento do extrato no sistema), Regido II: extracio
dindmica (extrato sendo removido do sistema), Regido TlI: 2° extracao estatica, Regido [V: extragio
dindmica, Regido V: extragio estitica e Regido VI: extracio dindmica

Neste trabalbo foi usado 0 método dindmico e um extrator com janela que permite a
observacio das fases em coexisténcia (superando a desvantagem do método dmdmico
convencional). O aparelho de fluxo permite a determinaciio da solubilidade de um sélido
num fluido supercritico. Esse método ¢ adequado para a extragdo ¢ fracionamento dos

componentes ativos das matérias primas em estudo.
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Na Tabela III.25 apresentam-se as referéncias bibliograficas, as condigfes de
extracio investigadas por diversos autores e os métodos usados para determinacfo da

solubilidade da cafeina em fluidos supercriticos.

Tabela 12125, Solubilidades da cafeina em fluidos supercriticos.

Sclvente Pressiao Temperatura Método Agtor {es)
(MPa) 8]

CcO, 1-20 294-333 dindmico Stahl e Schilz {1979)
CO, 16-40 308-353 - Gahrs (1984)
CO, 5-25 323-433 estatico Ebeling e Franck (1984)
NH; 100 423 estatico Liedtke e Lentz (1984)
NH; 16-13 433 estético Yonker e Smith (1985)
CG, 26-33 333 dindmico McHugh e Krukonis (1986)
CO,, CO,/ HO 15-70 310-430 estatico Lentz et al. (1986)
CO; 8-30 313-368 dindmico Lietal. (1991)
CO,, CO,/etanol 15-30 333-368 dindmico Li e Hartland (1992)
CO» 20-35 313-353 estatico Johannsen e Brunner (1994)
CG, 9-24 313-343 dindmico Saldafia et al. (1997)

Ha poucos dados bibliograficos relatando as solubilidades da teofilina e teobromina

em fluidos supercriticos como mostrados nas Tabelas I11.26 e I11.27.

Tabela II1.26. Solubilidades da teofilina em fluidos supercriticos.

Solvente Pressio (MPa) Temperatura (K) Método Autor {es)
NH; 10-13 433 estatico Yonker e Smith (1985)
CO, 20-35 313-353 estatico  Johannsen e Brunner (1994)
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Tabela ITL27. Solubilidades da teobromina em fluidos supercriticos.

Solvente Pressao Temperatura  Métedo Autor (es)
(MPa) (K)
CO, 8-30 313-368 dindmico  Lietal (1991}
CO,, CO,/etano] 15-30 333-368 dindmice  Lie Hartland (1992)
CG, 20-35 313-353 estatico Johannsen e Brunner (1994}

Nao foi encontrado na Iteratura nenhum dado sobre a extrag@io supercritica da
pilocarpina com CO,SC. No caso da extraco da cafeina da erva maté, llex paraguariensis,
os dados obtidos sdo contribui¢Bes novas a literatura. Dados limitados de extracfio de
cafeina das sementes de guarand foram apresentadas por Mehr et al. (1996). No caso da
extracdo ¢ fracionamento da teobromina e 2 manteiga de cacau das améndoas de cacau
somente foram encontrados os dados de Li e Hartland (1991) a uma temperatura de 333,2 K
e pressdo de 15 MPa. Visando suprir essa falta de dados experimentais na literatura sdo
descritos no Capitulo IV os principais materiais ¢ métodos empregados na obtencfo de

dados de extracdo de metilxantinas de produtos naturais.

Para explicar alguns efeitos macroscopicos como os do comportamento de
solubilidade de um soluto num solvente supercritico especifico € necessario compreender a

atuagiio das for¢as intermoleculares bem como das possiveis ligagbes quimicas.

I1L.6. FORCAS INTERMOLECULARES

As forcas entre moléculas se dividem em repulsivas ¢ atrativas. As forgas atrativas
podem ser de natureza quimica ou fisica (Tabela I111.28). Pode-se observar que as forgas
intermoleculares nfo sdo tio fortes como as ligacdes quimicas (de 100-1000 kJ mol”, para
ligagdes covalenies e i0nicas) mas sfo importantes para explicar as propriedades
macroscopicas de uma substancia. Estas forgas atrativas sfo as responsaveis pela existéncia

dos trés estados fisicos, pois sem elas 86 existiriam gases.
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Tabela 111.28. Magnitude de algumas forgas quimicas e fisicas presentes numa ligacio (Morrison,
1989; Vinogradov e Linnell, 1971; QMCWEB, 1991)

Forga Natureza Magnitude (kI mol )
Quimica ligacao-H 10-40
Fisica ion~dipoilo 1-70
dipolo-dipolo 0,1-1¢
dispersio 0,1-2

Em 1873, J.D. van der Waals propds uma equacio de estado ctibica para descrever o
comportamento de gases reais, adicionando dois pardmetros que corrigem a pressfo e o
volume, 4 que na equaciio dos gases ideais nio estdo consideradas as forgas
ntermoleculares. As forgas intermoleculares, também chamadas de forgas de van der Waals,
tém origem eletrdnica e surgem de uma atracfo eletrostatica entre nuvens de elétrons e
ntcleos atdmicos. As forgas de van der Waals ou intermoleculares podem surgir em trés
formas: 1) as moléculas de alguns materiais, embora eletricamente neutras, podem possuir
um dipolo elétrico permanente. Devido a alguma distorgdo na distribuigio da carga elétrica,
um lado da molécula € ligeiramente mais positivo e o outro € ligeiramente mais negativo. A
tendéncia destas moléculas ¢ se alinharem, e se interagirem umas com as outras, por atrago
eletrostatica entre os dipolos opostos. Esta mteragio ¢ chamada de dipolo-dipolo (Figura
[11.15a); ii) a presenca de moléculas que possuem dipolos permanentes podem distorcer a
distribuicio de carga elétrica em outras moléculas vizinhas, mesmo as que ndo possuem
dipolos (apolares), através de uma polarizacio induzida - esta interagiio € chamada de
dipolo-dipolo induzido (Figura II1.15b) e, i) mesmo em moléculas que ndo possuem
momento dipolo permanente existe uma for¢a de atra¢io. A natureza destas forgas requer o
conhecimento da mecanica quintica para sua correta descricBo, mas foi primeiramente
reconhecida pelo fisico polonés Fritz London, que as relacionou com o movimento
eletronico nas moléculas. London sugeriu que, em um determinado instante, os centros de
carga negativa dos elétrons ¢ de carga positiva do nicleo atdmico poderiam néo coincidir.
Esta flutuacfo eletronica poderia transformar as moléculas apolares, tal como o benzeno, em
dipolos momenténeos, mesmo que, apés um certo intervalo de tempo, a polarizagio média
seja zero. Estes dipelos instantineos néio podem orientar-se para um alinhamento de suas
moléculas, mas eles podem induzir a polarizacio das moléculas adjacentes, resultando em
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forcas atrativas conhecidas como forcas de dispersio {ou forcas de London), e estio
presentes na maioria das moléculas apolares e, algumas vezes, mesmo entre moléculas

polares (Ver Figura [11.15¢).

dipolo-dipolo

(a2)
dipolo~dipolo induzido
CyH 0 Csﬁ.i
(b) (©)

Figura I11.15. (a) Formagio da forga dipolo-dipolo entre as moléculas de metano! e cloroformio. (b)
Dispers&o e (¢) Dipolo-dipolo mduzido.

A agua possui um tipo de interagio diferenciada, pois os hidrogénios ligados ao
oxigénio formam o lado positivo do dipolo permanente desta molécula. O atomo de
hidrogénio € formado por apenas um préton e um elétron. Como o elétron é fortemente
atraido pelo oxigémio, na agua, este proton encontra-se desprotegido. A agua possui entfo
um dipolo bastante forte, com uma das cargas (positiva) bastante localizada. Este proton
pode interagir com as regides negativas (oxigénio) de outras moléculas de dgua, resultando
em uma forte rede de hgagbes intermoleculares. Esta interagfio € chamada de ponte de
hidrogénio, e ocorre entre atomos de hidrogénio ligados a elementos como o oxigénio, fldor
ou nitrogénio. A dgua e o metanol por exemplo, mostrados na Figura 111.15d, interagem via
a ponte hidrogénio. A dgua possui dois hidrogénios ligados ao oxigénio o que explica a sua
maior temperatura de ebulicBo, em relacio a0 metanol, gue possui apenas um. A

substituicio dos hidrogénios da dgua por grupos -CH: leva a compostos com menor
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temperatura de ebuli¢do. Além disso, as ligacSes hidrogénio, no estado sélido, conferem 2
Agua uma organizacio reticular quase cristalina, com um maior espago entre as moléculas,
ou seja, uma menor densidade. A maioria das outras substincias tem um maior grau de

compactacio ou maior densidade no estado solido.

ligagdo Hidrogénic
- . 1.0

_

Figura IIL.15d. Formacdo da ligacdo de hidrogénio entre o metanol ¢ a dgua

As forcas intermoleculares s83o também responsivels pelas diferencas nas
temperaturas de ebulico de vérios isSmeros orginicos que possuem a mesma formula
molecular (¢ a mesma massa molar). Quanto mais forte for a atracfio entre as moléculas ou
maior forem as forcas intermoleculares, maior também sera a temperatura necesséria para a

ebulicfio do liquido ou sublimagiio do solido.

O n-pentano & 0 neo-pentanc sdc isOmeros apolares de formula CsHi; que ndo
apresentam dipolo permanente e interagem, entre si, via forcas de dispersfio (London).
Porém, o n-pentano tem uma temperatura de ebuligdo bem maior do que o neo-pentano,
pois & temperatura ambiente 0 n-pentano € um liquido, enquanto que o outro isdmero € um
g4s. Quanto maior for a 4rea de contato entre as moléculas, maior ¢ a interagio. No caso do
neo-pentano, a interagdo ¢ dificultada devido ao impedimento espacial provocado pelos

grupos -CHs. A polarizagfio induzida ocorre mais intensamente no caso da cadeia linear.

As forcas de mtera¢do sdo calculadas de acordo com as seguintes expressdes

{Tassios, 1993):

2 2
P I3 M
Dipolo-Dipolo:1'y; = —% k'll"r é [H1.1}
o
Dipolo-Dipolo Induzido: T’y = ——— [1I1.2]
r
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Dispersivas: Tj = ——~—=} ——" [IIL.3]
2 7 L+

onde () € a polarizabilidade da molécula, (1) a distdncia entre os niicleos das moléculas, ()
o momento dipolo das moléculas, (I) ¢ primeiro potencial de ionizag8o da molécula, (k) a

constante Boltzman ¢ T a temperatura.

Estas equactes podem ser escritas na seguinte forma (Tassios, 1993):

Dipolo-Dipolo: %ij =— ﬁdgd [111.4]
T
Dipolo-Dipolo Induzido: T = — 5‘*;“1 [111.5]
¥
Dispersivas: 'y = - g“{;-—i [111.6]

T

onde {Bax) (Be-ia) (Bicia) sBo constantes positivas para cada tipo de forga. As contribuigdes
para cada tipo de for¢a podem ser entfo avaliadas em funcfio de r, apenas determinando o
valor das constantes. Para avaliar as forgas de mdugfio foi considerada a abordagem
apresentada por Prausnitz et al. (1986) para a energia potencial de indug@io entre uma
molécula que apresenta quadrupolo € uma molécula apolar. A equagfo leva em consideracéo
as polarizabilidades das moléculas, os momentos quadrupolos e a distdncia entre as

moléculas A equacio apresenta-se na segumte forma:

o ~ 3({1in +a.Qi2) B
Quadrupolo-Dipolo induzido: T = - J - l o e M11.7]
2r r

onde Q ¢ o momento quadrupolo das moléculas.

Qutra forma de avaliar as interacbes dispersivas ¢ se fazer uma extrapolagio da
faixa de aplicagdo do potencial de Lennard-Jones. Este tipo de potencial leva em
consideracio as contribuicdes dispersivas das forcas de interac@io atrativas e as forcas
repulsivas entre duas moléculas em dois termos distintos resultando em um valor de energia

potencial de dispersdio entre duas moléculas. O potencial de Lenard-Jones € aplicado a
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pequenas meléculas simétricas, nfio levando em conta as mteragSes por inducio ou
orientacfo. Entretanto, pode-se encontrar as constantes € € ¢ que representam a magnitude
da energia de interagio e a distdncia entre as moléculas respectivamente, para varias

moléculas na hteratura. O potencial de Lennard-Jones € calculado pela seguinte equagBo:

= 4{(} —(\j} [T11.8]

O primeiro termo do lado direito da equaglo representa as forcas de imteracio
repulsivas que impedem que duas moléculas se entrelacem e o segundo termo do lado
direito o termo de interacfio atrativa (forcas dispersivas de London). Na qual, os valores
para as constantes de interacic de duas moléculas diferentes podem ser calculados de

acordo com a aproximacio de Lorentz-Bertthelot:

Eap = YEastap [111.9]
Cup = (_G_A_A;_g&_l?b) {111.10]

Com base nas definicbes de forcas intermoleculares, espera-se explicar o
comportamento de um determinado solvente no processo de extragfio de alcaloides a partir

dos produtos naturais em estudo.
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CAPITULO TV

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os principais materiais e métodos
utilizados no desenvolvimento desta tese de doutorado. Para a realizagdo dos
ensaios de extra¢do foram utilizados o aparelho de exiragdo a alta presséo do
Laboratorio de Engenharia de Processos da Unicamp (Brasil), o aparelho
Cailletet do Laboratorio de Termodindmica Aplicada e Eguilibrio de Fases da
Universidade Técnica de Delft (Holanda) e os aparelhos de micro e macro
extragdo da planta piloto da Universidade Técnica de Hamburgo-Harburgo
(Alemanha). Nos métodos experimentais sde descritos os procedimentos
hasicos de operacdo para obtencdo de dados em sistemas bindrios
(metilxantinas/CO.8C) e (pilocarpina hidroclorada/CO.SC), assim como do
fracionamento e extragdo de alcaldides de sistemas complexos com fluidos
supercriticos. Também sdo descritos os procedimentos bdsicos de andlises dos
teores de alcaldides e triglicerideos usando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, de andlises de dcidos graxos por cromatografia gasosa e de
determinacdo de temperaturas e entalpias de transicdo de fases por

calorimetria diferencial de varredura.

IV.1. MATERIAIS

Cafeina, teofilina e teobromina com 99% de pureza (comprovada por analise pelo
método de Cromatogragria Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE) e pilocarpma hidroclorada
com 99,9% de pureza foram compradas da Sigma Chemical Co. (St. Louis-MO, USA). A
isopilocarpina hidroclorada foi doada pelo Dr. Vrijhof da empresa Diosynth B.V. Akzonobel
{ Amsterdam, Holanda).
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Folhas de ¢ha mate produzidas por Ximango Erva-Mate Ltda (Ilépolis-RS, Brasil)
foram compradas no mercado local de Campinas. Este produto, pronto para a mfusio do
mate, ¢ formado por folhas ¢ talos moidos e guase secos. Também foram usadas folhas de
ché mate llex paraguariensis ‘in natura’, obtidas no Campo Experimental da Fisiologia
Vegetal da Unicamp (Campinas-SP, Brasil). Os frutos de guarana foram obtidos na forma
seca da Embrapa (Manaus-AM, Brasil}. A manteiga de cacau ¢ as améndoas de cacau foram

doadas pela Cardiil Lida (Bahia, Brasil).

Os fluidos supercriticos, didxide de carbono e etano super seco com 99,9% de
pureza, foram fornecidos pela White Martins Gases Industriais S.A. (Campinas-SP, Brasii),
na fase liguida em garrafas contendo tubo pescador; enquanio que ¢ didxido de carbono,

com as mesmas especificacdes usado na Alemanha, foi fornecido pela KWD (Bad
Honninghen, Alemanha).

IV.2. SistEMAS DE EXTRACAO SUPERCRITICA

A seguir sdo descritos os diferentes aparelhos utilizados durante esta pesquisa.
Devido as limitagdes do aparetho do Laboratério de Engenharia de Processos (LEP) da
Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp em alcangar pressdes maiores que 37,2 MPa,
os experimentos a pressGes de 40 € 90 MPa foram realizados na planta piloto da Alemanha;
pois em estudos anteriores (Saldafia et al., 1997) o aumento da pressdo de 9 para 25,5 MPa
mostrou um aumento significativo na solubilidade da cafeina no didxido de carbono

supercritico.

1V.2.1. APARELHO DE EXTRACAO SUPERCRITICA DO LABORATORIO
DE ENGENHARIA DE PROCESSOS DA UNICAMP

E um sistema de alta pressic com fluxo semicontinuc projetado pelos

pesquisadores do Laboratério de Engenharia de Processos de Produtos Naturais, da
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Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp, e adquirido da Autoclave Engineers (Erie-
PA, EUA) para extragdes a pressdes de até 37,2 MPa (370 bar) a 473,2 K (Figura IV.1). Os
componentes mais importantes deste aparelho incluem bombas de deslocamento de liguidos
para o transporie do solvente, extratores a alta pressic ¢ trés kitassatos em série usados
como separadores. As vazbes € os volumes acumulados de gas que passam no aparelho séo
controlados por valvulas micrométricas da Autoclave Engineers (Erie-PA, EUA) e medidas
com um dispositivo de fluxo computadorizado da EG&G Instrument Flow Techmology
(Phoenix-AR, EUA). As fitas de aquecimento s3o usadas para manter a temperatura
constante nas valvulas e evitar o congelamento do solvente ou a precipitagdo do soluto
sdlido devido a despressurizacio na secio de extraco. As pressOes em ambos os extratores
s30 monitoradas com sistemas transdutores digitais da Heise Series 901 A RTS da Dresser
Industries (Stratford-CT, EUA) com precisfo de + 0,03 MPa (+ 0,3 bar). As temperaturas

do extrator sio controladas a £ 0,5°C.

O equipamento de extragdo supercritica utilizado neste trabalho ¢ ¢ mesmo
empregado por Neves (1996), Socantaype (1996) e Saldaiia (1997). De uma maneira mais
detathada, o aparelho pode ser dividido em trés segdes: de entrada, de extracfio e de saida
(Figura IV.1).

i) Secdo I: Entrada

Este modulo € constituido por quatro linhas paralelas que permitem a alimentacéo de
solventes e co-solventes. Cada linha possui um trocador de calor de tipo casco € tubo antes
da entrada de cada uma das quatro bombas. Encontram-se também um filtro de linha que
impede a passagem de impurezas provenientes do solvente e do co-solvente que poderiam
danificar as bombas e as vélvulas de retencfio que permitem o escoamento do fluido num s6

sentido.

Para introdugfio do solvente existem duas bombas de deslocamento positivo com
pistio de safira (P-1, P-2) de marca Miltor Roy, modelo 396-89, fornecidas pela Thermo
Separation Products (Fremont-CA, USA). As bombas operam em paralelo com um fluxo
individual de 46-460 ml./hora, € uma pressio de até 41 MPa. As pressfes sdo indicadas por
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dois manémetros de 0 a2 68,95 MP3 localizados na saida das bombas. As outras duas bombas
de co-solventes (P-3, P-4), da mesma marca, operam em paralelo com fluxos de 16-160

ml /hora e uma pressio de até 41 MPa.

Para garantir o escoamento do solvente e do co-solvente no estado Hguido, utilizou-
se um refrigerador Neslab, modelo CFT-23, com indicagfo digital da temperatura do fluido
refrigerante (uma mistura de etilenoglicol e dgua) que resfria as cabegas das bornbas para
manter ¢ fluido bombeado na fase Hquida.

i) Secdo II: Extracdo

MNesta parte do aparelho encontram-se dois extratores: um simples ¢ ¢ outro com
agitagfio. Ambos s80 de ago inoxidavel 31688, com capacidade de 300 mL., projetados para
resistir pressbes de até 37,2 MPa na temperatura de 616,2 K. No interior de cada extrator
encontra-se um termopar que registra a temperatura. Ao seu redor ha cintas de aquecimento

ligadas a um controlador de temperatura da Eurotherm (Reston-Virginia, USA).

O extrator com agitacdo possui um agitador do tipo MagneDrive I com sistema de
refrigeragdio € uma janela que permite observar as duas fases em equilibrio. Cada extrator

possui uma entrada de fluidos na parte inferior e uma sajda na parte superior.

A tubulacdo que une o moédulo de entrada com os extratores possui valvulas de
isolamento, permitindo a operagfo de cada extrator separadamente ou em série, e valvulas
de seguranga, com discos de ruptura para proteger os extratores. Nas tubulacdes de saida
dos extratores encontram-se mandmetros de 0 a 68,9 MPa fornecidos pela Autoclave

Engineers e valvulas de amostragem da fase supercritica.

iti) Se¢do I Saida

O fluido proveniente do médulo de extracio passa por uma valvala micrométrica,
usada para regular a vazio do solvente e reduzir a pressfo até aproximadamente a pressio

atmosférica, ocorrendo a condensagdo/precipitacio do material extraido no separador.
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Uma fita de aquecimento em volta da valvula micrométrica e da tubulacfio evita a
possibilidade de congelamento do CO, ¢ obstrugfio, causada pela redugfio da temperatura

em conseqiiéncia da despressurizacfo.

O separador esia formado por rés kitassatos em série, colocados em banhos a
diferentes temperaturas, a saber: i) ambiente, i} 60°C e iif} 0°C, para garantir que todo o
soluto seja retido nos separadores. Na tubulago de saida do separador hd um mandmetro de
0 a 0,11 MPa que permite controlar a pressdo no separador. Nesta mesma tubulagfo
encontram-se dois filtros, um coalescente e outro de absor¢do de carvdo, que impedem a
passagem de impurezas ao totalizador de fluxo. A vazfio do solvente € medida em litros por
minuto, sendo os fluxos minimo e maximo de operacio de 0,5 ¢ 5 L min™, respectivamente,
nas C.N.T.P. O volume total € registrade em litros no FTO turbine flowmeter, FC704 flow

computer linealizer ¢ um CA03 signal conditioner, construidos pela EG&G Instruments

(Phoenix-Arizona, USA).

AMST,
kg FASE
CRITICA
( V. MICROM.
rordl!
FILTRO EM.

— | e

e

Figura IV.1. Aparelho Experimental

Foate: Laboratdrio de Engenharia de Processos (FEQ/AUNICAMP, Brasil)

BH(1-2) - solvente, BH(3-4) co-solvente, G(1-2-3-4) — manémetros, P(1-2-3-4) - bombas, F(1-2-3-4) -
filtros, V. microm. — valvulas micrométricas, CV(1-2-3-4-5-6-7-8) - valvulas, TC{1-2-3-4-5-6-7) -
termopares, Extrator 1 — extrator simples, Extrator 2 - extrator com agitagio ¢ janela, Separ.— kitassatos
separadores, Amst.- amostra, FM - medidor de fluxo.
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IV.2.2. APARELHO DE MICRO E MACRO-EXTRACAO DA PLANTA
PILOTO DA ALEMANHA

v.221 Equzpamenm de Macro-extracdo

O aparelho expermmental de macro-extracfo utilizado ¢ um equipamenio de alta
pressio com fluxo semicontinuo projetado para operar presses de at¢ 100 MPa (Figura
IV.2). Os principais componentes deste aparelhc incluem trés compressores para
fornecimento do sclvente - os quais podem ser usados em série ou em paralelo -, um
extrator de alta presséo (4L) e um separador (2L). As vazdes e os volumes acumulados de
gas que passam no aparelho foram controlados com vilvulas micrométricas e quantificados
com um medidor de vazdo, ambos da Nova-Swiss (Suica). Banhos termostaticos foram
usados para manter a temperatura constante nas se¢fes de extragfo e separagdo, bem como
nas valvalas a fim de evitar o congelamento do solvente ou a precipitagfo do soluto sélido
apOs a despressurizacfio. As pressfes no extrator € separador foram monitoradas com
indicadores de pressdo Nova-Swiss (Suiga), a uma precisdio de +2 MPa. As temperaturas do
extrator e separador foram controladas em +3°C.

BANHO %4 k2

ok

VALYVULA
3
MICROMETRI
-t

ol
| _PROCESSO) 3

KE”‘

Figura 1V.2. Fluxograma do sistema de macro-extragio.

Fonte: Filaboracio propria a partir da observacdo do equipamento do Laboratdrio de Processos Térmicos.
Ranhe: banho termostatico, Vilviia de seguranca, Extrator, Vilvula Micrométrica, Compressor:
compressores, Fluxo, V: vilvulas para amostragem, Sep.: separador, Reciclag.: reciclagem, CO,: tanque de
armazenamento do CO..

72



Capitulo IV: Materiais e Mérodos

V222 Equipamento de Micro-extra¢do

A planta de micro-extraciio (Figura 1V.3) foi fabricada pela Applied Separation Inc.
{Allentown-PA, EUA) ¢ projetada para pressdes e temperaturas de at¢ 69 MPa e 523,2 K,
respectivamente. Este aparelho permite extragBes simples e eficientes em condigSes
supercriticas com a flexibilidade de operar em ambos os modos, dindmico (vazfio continua)
ou estatico (em que o didxido de carbono € pressurizado num extrator fechado por um
tempo determinado). A planta de micro-extracio tem principalmente trés mddulos: uma
bomba, uma estufz € um médulo de saida. O primeiro médulo € equipado por uma bomba
com capacidade de 100 mL min” de diéxido de carbono liguido ou 50 standard L min” de
gas expandido. O mdédulo da estufa contém quatro colunas de extragfio com capacidade de
50 em’ por coluna. O modulo de saida permite o controle e a coleta da amostra e ¢ formado
por vias contendo vidros de 25 mlL fechados com tampa e septo para recupera¢io dos
produtos extraidos. Além disso, este moédulo € também provido de valvulas micromeétricas e
um medidor de vazio da Applied Separation Inc. (Allentown-PA, EUA). As presstes ¢
temperaturas s30 monitoradas e controladas nos trés médulos com precisio de +0,3 MPa ¢

+0,5°C, respectivamente. A vazio de dioxido de carbono ¢ controlada a +0,25 L min™.
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Colunas de :
Extracfo (CE} s Vahuias
= Micrométricas

u Poovm R3
Modificador :
: cEs i s3
: e i p H 1~=-; VM3
E s S = | rencds

Figura IV.3. Fluxograma do sistema de micro-extragdo supercritica.

Fonte: Planta piloto de micro-extragio (TUHH, Alemanha)
CE: Colunas de extragdo, VM: valvulas micrométricas, S: separadores, R: rotdmetros

IV.2.3. APARELHO CAILLETET DO LABORATORIO DE
TERMODINAMICA APLICADA E EQUILIBRIO DE FASES DA
HOLANDA

O equipamento Cailletet - utilizado nos experimentos do sistema binario pilocarpina
hidroclorada/CO; - permite visualizar as transi¢gdes de fases e foi usado anteriormente por
Peters (1986). Este aparclho pode operar a pressdes e temperaturas de até 10 MPa e 450,2
K, respectivamente (Figura IV.4). O tubo Cailletet {C) ¢ de vidro Pyrex de 500 mm de
comprimento com didmetro interno € externo de 3 e 10 mum, respectivamente. Um dos lados
do tubo é fechado e o outro aberto, facilitando a sua montagem na autoclave de ago
inoxidavel. A pressdo do fuido ¢ transmitida a amostra (componente puro ou mistura)
inserida na parte superior fechada do tubo Cailletet, usando mercirio como selador. Na

autoclave, a parte final aberta do tubo € imersa no merciirio, separando a amostra do dleo
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utilizado para gerar pressio com um equipamento hidraulico fora da autoclave. Uma peca de
ferro revestida com vidro permite a agitac8o magnética da amostra na parte superior do tubo

& alta pressfio.

Uma balanca Budenberg projetada para operar de 0,2 até 10 + 0,001 MPa é usada
para medir as pressfes por meic de mandémetros Heise, mantendo-as constantes. Esta

balancga é controlada por uma bomba hidrdulica pneuwmatica.
As temperaturas no sistema sfo indicadas por um termdmetro de resisténcia de

platina de 100 €2; e para alcancar a temperatura desejada nos experimentos realizados

atilizou-se etanol (260-273,2 K) como fluido do banho termostatico.

T

Figura I'V.4. Fluxograma do aparelho Cailletet (Peters, 1986)

A-autoclave, B-magnetos, C-tubo Cailletet, D-drenagem, E-motor de agitagio, H-bomba hidratlica,
Hg-mercario, I-ingresso do termostato liquide, L-conexdo com valvula de pressio, M-amostra ou mercirio,
Ma-mandmetros, O-termostate liquido de saida, Or-reservatdrio de dleo, P-tampa, R-anéis, S-suporte de
borracha de silicone, T-atrapador de mercilirio, Th-termostats de vidro, V-vélwula.
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IV.3. METOoDOS EXPERIMENTAIS

1V.2.1. METODOS EXPERIMENTAIS PARA OBTENCAC DE DADOS DE
SISTEMAS BINARIOS

0 método de extragio de cafena com didxido de carbono supercritico foi
previamente descrito por Saldafia (1997). Para a extragio da teobromina e da teofilina com

CO-8C, descrito a seguir, 0 procedimento € o mesmo que para a cafeina.

V.3.1.1 Determz‘nagdo da solubilidade da metilxantina pura em CO;

Para determinac@io da solubilidade da teofilina pura no CO.SC, por exemplo, foi
utilizado o método dindmico com fluxo continuo de 0,86-1,23 ¢ min”. Esta vazio é a
mesma utilizada por Saldafia (1997) para o sistema binario cafeina/CO,SC, apés terem sido
testadas diferentes vazdes ¢ ter sido comprovada sua consisténcia com relac@io aos valores
de solubilidade da literatura (Johannsen e Brumner, 1994). Experimentos foram realizados a
313.2; 323,2; 338,2 ¢ 343,2 K ¢ pressOes variando de 14 a 24 MPa, utilizando-se o extrator
simples, no qual foram colocadas 100 g de esferas de vidro com dimetro de 4 mm
misturadas com 12 g de teofilina, deixando a substéncia pura bem distribuida ao redor das

esferas de vidro.

O dioxido de carbono foi transferido da garrafa de CO; por intermédio de um tubo
sifonado. O CO» fol resfriado pelo menos até 2722 K (-1,12°C) entre a saida da garrafa e a
cabeca da bomba para prevenir sua vaporizacdo durante o bombeamento. Uma vez resfriado
e na fase liquida, o didxido de carbono € bombeado e introduzido ao sistema. Este fluido €,
entdo, aquecido até alcancar a temperatura desejada. Em seguida, a valvula V-5 ¢é

lentamente aberta, evitando assim o arraste da teofilina.

Com o CO; pressurizado e aquecido até chegar as condicGes de trabalho, as vélvulas
V-2 e V-3 sdo abertas lentamente. Para manter o equilibrio, abre-se lentamente a valvula
micrométrica V-13. A extragfio supercritica ¢ realizada quando o didxido de carbono

alcanga um valor acima da pressdo e temperatura critica (acima de 7,38 MPa e 304,2 K). O
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CQ, saturado corn a teofilina flui no sistema até totalizar wma massa de 246 gramas. Esta
massa foi utilizada para que a anélise do produto extraido seja confiavel, minimizando o erro
da medida de solubilidade. O matenal extraido € coletado por precipitacio ao despressurizar
a mistura de teoflina/CO,. O didxido de carbono gasoso continua fluindo até o medidor de
vazao (flowmeter/totalizer) para, em seguida, sair & atmosfera. O separador estd formado
por trés kitassatos em serie, colocados em banhos termostéticos: 1) de resfriamento, no caso
do primeiro e do terceiro; e, ii) de aguecimento, no segundo, de modo a minimizar as perdas
da substincia extraida, as quais poderiam sair junto com o CO; (Ver Figura IV.5). Ao fim de
cada extracio foram realizadas lavagens da tubulagfo para garantir 2 recuperacio total do

soluto.
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1V.3.1.2. Procedimento experimental do comportamento de fases da pilocarpina
hidroclorada usando CO; supercritico como antisolvente num sistema gquaterndrio

Os experimentos com sistemas bindrios: i) pilocarpina hidroclorada ¢ CO»
supercritico, e ii) pilocarpina hidroclorada e fluoroférmio supercritico, realizados de acordo
com a metodologia proposta para extracio supercritica nfo apresentaram bons resultados.
Portanto, optou-se pela técnica SAS, em que o sistema terndrio pilocapina
hidroclorada/etanol com ¢ didxido de carbono atuando como anti-solvente fol micialmente
testado. Apds alguns experimentos, escolheu-se, porém o sistema guaternario pilocarpina
hidroclorada/etanol/agua/CO;, que apresentou melhores resultados por isso serd descrito

detalhadamente a seguir,

Parz preparar uma amosira do sistema guaternario, uma massa conhecida de
pilocarpina hidroclorada foi previamente dissolvida em concentragdes conhecidas de etanol e

agua.

Utilizou-se um sistema de dosagem de gas para colocar o dioxido de carbono na
amostra ternaria no tubo Cailletet, este sistema foi varias vezes degasificado sob condicdes
de alto vacuo. Uma quantidade determinada de massa da solucdo previamente preparada foi
colocada no tubo Cailletet, fusionando-a com nitrogénio liquido. A seguir, uma quantidade
conhecida de CO; € merctrio foram colocados também no tubo Cailletet. Em seguida, o
tubo Cailletet foi removido do aparelho de dosificaciio de gas e montado numa autoclave de
ago moxidavel (Figura IV .4). A autoclave foi fechada e a pressdo controlada com ajuda do
sistema de press@o hidraulica. Uma vez colocada a amostra no tubo ¢ este por sua vez na
autoclave, coloca-se num banho que permite o controle de temperatura ¢ um agitador
magnético que permite a agitacdio constante da solugfo, mantendo-a homogénea. Em
seguida, o comportamento de fases pode ser observado com ajuda de um microscopio
optico. Neste caso, a solugio € resfriada gradativamente, mantendo a pressio constante até
o aparecimento do primeiro c¢ristal, o qual indica a mudanca de fase; diminui-se entdo em
5°C menos até o aumento de cristais e comeca-se a aumentar a temperatura gradualmente
por um intervalo de tempo até observar o desaparecimento do primeiro cristal, o que indica

a outra mudanca da fase sélida a liquida.

79



Capituio IV: Muateriais e Méiodos

Como o volume, a pressio ¢ a temperatura do didxido de carbono eram conhecidos,
o nimero de moles foi facilmente calculado. Neste sisterna quaternério devido 2 limitagfio de
tempo desta Tese de Doutorado somente uma interface S-L (s6hido-liquido} foi determinada.
Fsta apresentou uma tendéncia linear, sendo necessaria a determinagio da outra interiase L~

V (liguido-vapor) em trabalhos futuros por outros pesquisadores.

IV.3.2. METODOS EXPERIMENTAIS PARA EXTRACAC E
FRACIONAMENTO DE SISTEMAS COMPLEXO0S COM CO.SC

Antes da exiracfio e do fracionamento a partir das matrizes de plantas naturais foi
necessario realizar um pré-tratamento das amostras {plantas naturais). As amostras de folhas
e grios foram granulometricamente classificadas usando peneiras. A amostra foi separada
em fracbes, em fungdo do tamanho da particula. O conteddo de umidade da amostra foi
determinado por secagem a 105°C por 24 horas.

No caso do cha mate, a amostra comercial foi classificada granulometricamente e
separada em quatro fragdes, levando em considerago o tamanho da particula. Neste
trabalho, uma fraco dividida finamente com um didmetro médio de 0,046 mm foi usada nos
experimentos. O contetido de umidade da amostra comercial foi de 10%, enquanto que a
amostra ‘in natura’ foi colhida e classificada pelo tamanho das folhas (aproximadamente 4,5
x 9 cm), apresentando cerca de 55 a 60% umidade. Nos casos de guarana e cacau, oS
materiais foram moidos, passados pelo conjunto de peneiras Taylor e classificados de 630
pma 1 mm (sementes de guarana) e de 315 um a 2 mm (améndoas de cacau). Os produtos
naturais foram mantidos em sacolas de plastico e fechadas separadamente até seu respectivo

1s0.

v.3.2.1 Exrragdo de metilxantinas de folhas de cha mate comercial

Neste experimento, o CO; Hquido foi bombeado ac extrator E1 que continha as

amostras de fothas de mate (10g, 10% de umidade) até alcancar a pressdio ¢ a temperatura
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de extracio especificadas. Apds um periodo de trés horas para alcancar o equilibrio, o fluido
supercritico saturado foi despressurizado, enquanto que a temperatura € a pressdo foram
mantidas constantes no extrator, ¢ a fracio precipitada foi coletada em kitassatos que
atugvam como separadores colocados num banho de resfriamento mantide a 0°C. As
amostras coletadas foram pesadas e analisadas usando CLAE para quantificagfio das
metilxantinas. Os trés kitassatos separadores foram trocados a intervalos conhecidos e as
fracdes extraidas coletadas a cada 61,5 g de didxido de carbono passando no extrator nas
primeiras seis horas. Subseglientemente, as fragdes foram coletadas para cada 369.2 g de
CO, passados no extrator, j& que havia sido extraido mais de 90% do material de interesse,
resultando numa extracfio mais lenta para a recuperagéic dos 10% restantes. Um total de 20
fragBes foram continuamente coletadas durante o processo de extragBio a 25,5 MPa e 343,2
K. Esta pressio ¢ temperatura de operagéo foram escolhidas devido as maiores solubilidades
apresentadas previamente nos sistemas binarios. Ao final de cada experimento utilizou-se

cloroformio na limpeza das tubulagdes ¢ valvulas do aparelho.

A extragdo de metilxantinas de folhas de cha mate ‘in natura’ (22.5g com 60%
umidade) foi realizada nas seguintes condigdes: 14 e 25,5 MPa de pressdo ¢ temperaturas de
313.2 e 343,2 K. As amostras foram coletadas a cada 130 e 65g de didxido de carbono,
. respectivamente. O procedimento foi o mesmo descrito acima para o chd mate comercial,
utilizando o aparelho da Figura IV.1. Este procedimento foi também o mesmo para a
extracgio da pilocarpina das folhas de jaborandi.

1V.3.2.2. Procedimenio para extracdo de cafeina de sementes de guarand usando a
planta de micro-extragdo

Neste apareiho, foram obtidos dados a pressbes de 10, 20 e 40 MPa, temperaturas
de 3132 e 3432 K ¢ vazdes de 5,7 ¢ 9.4 g min' de didéxido de carbono. Para cada
experimento, uma das colunas de extragdo foi empacotada com 3g (ou 5g) de sementes de
guarana moidas (saturados com agua até alcancar 40% umidade), misturada com 30 g de
esferas de vidro (3mm de didmetro). Utilizou-se 14 de vidro na entrada e na saida da coluna
para evitar qualquer arraste possivel de material solido. O contetido de cafeina nas sementes

moidas e secas foi 4.82%, o que equivale a 144,6 e 241 mg de cafeina totalem 3 ¢ 5 g de
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amostra de sementes de guarand seco, respectivamente. Em outra coluna de extrac3o,
localizada antes da coluna contendo as sementes de guarana, foram colocados 40 mL de
dgua destilada para permitir a saturagcfio do didxido de carbono. Quando a temperatura de
extracio desejada fo1 alcangada em ambas as colunas, o diéxido de carbono foi bombeado 2
cohuna contendo agua e, em seguida, 4 coluna de extraciio até alcangar a pressfio de extracfio
desejada. Uma vez que o equilibrio foi alcancado, a mistura de didxido de carbono/soluto
fiuiu através da valvula microméirica na qual acontecen a separagfo/precipitagio do soluto
desejado. Apos cada experimento, utilizou-se 4gua quente ¢ dicool a fim de assegurar a
recuperacio total de todo o material extraido nas linhas de transferéncia da valvula de saida

e da valvula micrométrica.

O mesmo procedimento foi usado para a obtengio de metilxantinas de chd. mate ¢

améndoas de cacau moidas.

IV.3.2.3. Procedimento de extracdo de cafeina de sementes de guarand usando a
planta de macro-extracdo

Num experimento tipico usando a planta de macro-extragio para extracio das
metilxantinas, o didxido de carbono foi bombeado para o extrator E2 o qual continha 100
mL de agua em sua parte inferior. Ademais, foi colocado na parte superior deste extrator um
cesto contendo uma amostra de sementes de guarani moidas (50g com 40% de umidade) e
protegido com 14 de vidro, com a finalidade de prevenir qualquer arraste da amostra inicial.
Ap6s um periodo de uma hora para alcancar o equilibrio, o fluido supercritico saturado com
o produto extraido foi despressurizado com a valvula micrométrica aquecida, enquanto que
a pressdo foi mantida constante no extrator. Os efluentes da valvula aguecida (baixa pressdo
do diéxido de carbono, no estado gasoso, ¢ o material extraido condensado) foram passados
continuamente no separador, no qual a temperatura menor que a do extrator era mantida
com um banho termostatico para recuperar o material precipitado. As fracbes foram
coletadas a intervalos de 1 hora até que aproximadamente 2kg de massa de didéxido de
carbono tenha passado através do aparelho. A vazfio foi mantida a aproximadamente 30g
min”’. O material coletado foi pesado e analisado para quantificar as metilxantinas por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A quantidade total de CO, usada foi
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mensurada por um medidor de vaziio. Apods cada extracfo, a limpeza do sistema foi levada a

efeito com etanol € agua para garantir uma quantificagdio correta.

IV.3.2.4 Merodos experimentais para o fracionamento e q extracde da manteiga de
cacau, lechroming e cafeina com fluidos supercriticos

Para explorar a capacidade do etano na extracfo e fracionamento da manteiga de
cacau das améndoas de cacau moidas, foram realizades experimentes utilizando etano
supercritico a 323.2 e 343,2 K e pressdes de 15,2, 24,8 e 28,3 MPa. Uma amostra de 30g de
améndoas de cacau (0,3-2 mm de didmetro) foi misturada com esferas de vidro (4 mm de
didmetro) e colocada no extrator simples. O solvente foi bombeado para o extrator até
alcancar a press@o de extragfo. O extrator foi aguecido & temperatura de exiragio ¢ a
vaivula micrométrica localizada apds o extrator foi lentamente aberta. Os efluentes do
extrator (fluido supercritico saturado com a manteiga de cacau, teobromina e cafeina) foram
despressurizados pela valvula micrométrica a qual foi mantida apropriadamente aquecida
para evitar o congelamento do solvente. O material extraide, precipitado apos a
despresurizagdo, foi recuperado em kitassatos, colocados num banho de resfriamento. No
altimo kitassato foi colocado hexano para garantir uma completa recuperagdo da manteiga
de cacau e metilxantinas precipitadas. A analise quantitativa da manteiga de cacau extraida
foi realizada por gravimetria apds evaporac¢iio do solvente em uma estufa com circulagéo de
ar. As fragdes foram coletadas em intervalos de tempo caracterizados pela passagem de

124¢ de etano no extrator determinado pelo medidor de vazio.

Foi retirada uma aliquota de 200 mg do produto extraido para as andlises de
teobromina ¢ cafeina. A amostra foi dissolvida em cloroférmio. Foi retirada 1 ml desta
amostra a qual foi transferida para tubos de Eppendorfs, os quais foram colocados abertos
em uma estufa de circulacio de ar a 60°C. Apds a evaporagiio do solvente foi adicionado 1
mL de agua, agitando-se constantemente por 30 min. A amostra foi entdo centrifugada,
retirando-se 500 yl. do sobrenadante que foi passado por um filtro e em seguida analisado
por CLAE.
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A identificacfio, separaciio e quantificacdio da teobromina e cafeina foram também
realizadas por cromatografia de camada deigada (CCD). Este método, considerado t&o
preciso como o método espectroscopico, € também simples ¢ conveniente. Além disso,

pequenas quantidades de material s3o necessérias para cada determinago.

Nesta técnica, foram aplicados 70 pl de um padrio de teobromina e cafeina (1,5 mg
mL") e 100 mg de amostra extraida com uma mistura n-butanol-4cido acético (3:1) em uma
placa de silica comn indicador de fluorescéncia (Kieseigel 60F,ss, Merck) de dimensbes 20 x
20 cm. Como scivente de arraste foi usada uma mistura de cloroférmio-tetracioreto de
carbono-metanol {8:5:1) conforme descrito por Senanayake e Wiesekera {1968). Neste
sistemna, a teobromina foi claramente separada da cafeina em aproximadamente 1:40h em

uma corrida de 15 ¢m, conforme mostrado na Figura ['V.6.

As manchas foram visualizadas em ultravioleta (254 nm) ou com uma solugio de
iodo, e em seguida marcadas. A sifica foi raspada e colocada em tubos de eppendorf, em
seguida dissolvida em etanol ¢ centrifugada. A teobromina ¢ cafeina do sobrenadante foram

entdo analisadas e quantificadas por analise de espectrofotometria a 280 nm.

1 2 3 4 5 6 7
Amostras

Figura IV.6. Cromatografia de Camada Delgada apés a extracgio dos alcaléides: (1) cafeina, (2)
teobromina e {3,4,5,6,7) amostras das améndoas de cacau moidas.
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IV.4. ANALESES DOS TEORES DOS ALCALOIDES E ACIDOS GRAXOS,

TRIGLICERIDEQS USANDO CLAE E DE TEMPERATURAS E
ENTALPIAS DE FUSAQ USANDO DSC

ITV.4.1. ANALISES DOS TEORES DE METILXANTINAS

As purinas foram analisadas por CLAE. Na sua quantificagio, usou-se ©
cromatografo Shimadzu L.C-10 Shimadzu Corp. (Japdo). Os solventes foram colocados a
um fluxo de 1 mL min” e os compostos foram separados numa coluna C18(4,6 x 250 mm, 5
um) ODS-hypersil da Supelco Inc. (EUA), utilizando-se como solvente isocratico 40% de
metanol em 0,5% de dcido acético aguoso. Os compostos eluindo da coluna foram
detectados por um monitor UV operando a 280 nm. Os sinais do detector UV foram
integrados e comparados com os resultados de quantidades padrdes conhecidos de
teobromina, teofilina e cafeina pura da Sigma (EUA). Foram realizados dois cromatogramas

para cada amostra, mostrando um desvio meédio menor que 6%.

1V.4.2. ANALISE DO TEOR DE PILOCARPINA E ALGUNS PRODUTOS DE
SUA DEGRADACAO

A pilocarpina e isopilocarpina foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Na sua quantificagio, usou-se um cromatégrafo Shimadzu da Shimadzu
Corp. (Japdo). Os solventes foram colocados a uma vazo de 1 mL min” e os compostos
foram separados numa coluna simétrica C18 (8 x 100 mm x 5 pm) numa unidade de
compressdo radial da Waters Inc. (EUA), utilizando-se como solvente isocratico 3% de
metano] em 5% de fosfato de potassio monobasico. O pH de 2,5 foi alcangado usando 4cido
fosférico. Os compostos eluidos da coluna foram detectados por um monitor UV operando
a 215 nm. Os sinais do detector UV foram integrados e comparados com os resultados de
guantidades padrdes conhecidas de pilocarpina pura da Sigma (EUA) e isopilocarpina doada
pela Biosynth (Holanda). O 4cido pilocérpico foi obtido usando 0,IN NaOH aquoso,
utilizando CLAE para identificar o grau de conversdo da pilocarpma em 4cido pilocarpico.
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1V.4.3. ANALISE DOS ACIDOS GRAXOS NA MANTEIGA DE CACAU

Para a determinacBo da composicio dos acidos graxos da manteiga de cacau foi
necessario uma previa esterificacio metilica. Cada amostra foi tratada segundo ¢ método de
Hartman e Lago (1973), que consiste na saponificacdo do dlec ¢ conversio dos acidos
graxos em ésteres metilicos. A composigio de 4cidos graxos foi determmada por meio de
um cromatografo gasoso Perkin Elmer Sigma 3B, equipado por um detector FID a 225°C.
Foi empregada uma coluna empacotada Siar 10C (10% Cianopropilsiloxano em
chromosorb W) 4m x 1/7%. A temperatura no detector ¢ mjetor foi de 225°C e na coluna de
165°C. O gés de arraste foi o nitrogénio, numa vazio de 25 mL min'. A identificaciio foi
conduzida comparando os tempos de retencio com um padrfo conhecido. A quantificacio

foi realizada com o integrador através do sofiware Peak Simple for Windows.

IV.4.4. ANALISE E IDENTIFICACAO DOS TRIGLICERIDEOS NA
MANTEIGA DE CACAU

Nas analises dos triglicerideos foi usado um cromatografo liqguido LC-10AD da
Shimadzu corporation (Kyoto, Japdo) equipado com um detector de indice de refraciio RID-
10*. A coluna (4,6 mm x 25 cm x 5u) € empacotada com octadecil C18 e acondicionada
num forno modelo CTO-10Avp que permite manter constante a temperatura da mesma. As
areas foram obtidas através de um integrador-registrador da Shimadzu corporation (Kyoto,

Japfo).

A manteiga extraida com fluido supercritico foi dissolvida em ImL de acetona grau
CLAE. Em seguida 10 pl. de solucdo filtrada foi injetada no aparelho de CLAE. O solvente
de eluicdo foi composto da mistura de acetona/acetonitrila da Merck (EUA) num fluxo de

0,9 mL min” mantido a 30°C.
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A metodologia adotada para preparagfio da amostra foi a mesma adotada por Facioli
e Gongalves (1998) e, posteriormente, comparada com o cromatograma da gordura de

cacau publicada por Defense (1983), Chaiseri et al. (1989) e Hernandes et al. (1991).

IV.4.5. ANALISE E DETERMINACAO DE PORCENTAGEM DE SOLIDOS NA

MANTEIGA DE CACAU POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
VARREDURA (DSC)

Para determinar o teor de s6lidos e o comportamento térmico das fracdes de
manteiga de cacau foi usado um calorimetro diferencial de varredura DSC-50 da Shimadzu
corporation (Kyoto, Jap&o). Este aparelho usa o fluxo de calor na temperatura da fonte.
Esse fluxo de calor na forma de energia constitui a curva de DSC. A diferenga de
temperatura entre a amostra ¢ a referéncia pelas diferentes capacidades calorificas ¢ medida
e assurmida como linha base. Esta diferenca é registrada ¢ a temperatura da amostra plotada
em funcio do tempo. Quando a amostra funde, a diferenca da temperatura da amostra ¢ da
referéncia aumenta, pois a temperatura da amostra permanece constante enquanto que a
temperatura da referéncia continua aumentando. O DSC-50 € muito sensivel e detecta
diferencas de entalpia da ordem de 10uw. O equipamento esta conectado a um micro-
computador pelo software Thermal analysis system TA-50WSI da Shimadzu corporation
{Kyoto, Japdo).

Antes da determinacdo da curva de sélidos da gordura € necessario temperar a
amostra, visando homogeneizar os seus cristais na forma adequada. O processo de
temperagem consiste segundo a AOCS (16-b-93) em: i) fundir a gordura a 100°C,
mantendo-a nesta temperatura por 15 minutos; i) colocar esta gordura temperada em estufa
a 60°C por 5 minutos; iii) levar ao banho termostatico a 0°C por 90 minutos; iv) pdr em
banho a 26°C por 40 horas; e, v) resfriar a 0°C por 90 minutos. Uma vez temperada a
gordura coloca-se 5 a 10 mg de gordura estabilizada em cdpsulas de aluminio de 40 uL,
lacrando-se estas cdpsulas. Em seguida, as capsulas sfo resfriadas a -50°C no equipamento

DSC e aquecidas de —50°C até 50°C a uma taxa de 10°C/minutos. O percentual de solidos é
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obtido por determinacfo das areas parciais do termograma em intervalos definidos de

temperatura.
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CAPITULO VYV

REsuLTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, apresentam-se os principais resuliodos obtidos dos
experimentios realizados nos laboratérios de Engenharia de Processos de
Produtos Naturais da Unicamp (Brasil), na planta piloto da Universidade
Técnica de Hamburgo-Harburgo (Alemanha) e no Laboratorio de
Termodindmica Aplicada e Equilibrio de Fases do Universidade Técnica de
Delft (Holanda). Apresentamos dados experimentais para os seguintes
sistemas bindrios estudados sdo apresentados: i) sistema modelo teofilina
pura/COz supercritico e ii) sistema modelo teobromina pura/CO;
supercritico. Em seguida sdo apresentados os dados obtidos na extragdo de
metilxantinas das diferentes matrizes naturais, a saber, folhas de cha maté
Ilex paraguariensis, sementes de guarand Paullinia cupana e améndoas do
cacau Theobroma cacao, englobando-se nestes resultados efeitos das
diversas varidveis do processo sobre a extragdo e fracionamento dos
produtos. Apresenta-se também o sistema modelo quaterndrio pilocarpina
hidroclorada/etanol/agua e CO; supercritico como anti-solvente, assim
como a fentativa de recuperacde da pilocarpina das folhas de jaborandi

utilizando CO: supercritico.

V.1. SISTEMAS BINARIOS DE METILXANTINAS E CO; SUPERCRITICO

A utilizagBio do sistema modelo (metilxantina e CO, supercritico) justifica-se pela
simplicidade e exatidio na descriciio da composigiio {(que pode ser controlada com precisdio
na faixa de interesse), simplificando a analise ¢ 2 modelagem termodindmica e permitindo um

melhor entendimento dos mecanismos que governam o processo de extracio.
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A confiabilidade de dados de equilibrio obtidos com o aparelho de alta pressdo do
Laboratérioc de Engenhania de Processos de Produtos Naturais da Unicamp foi confenda
pela boa concordéncia entre os dados de solubilidade de cafeina a 313,2 K, obtidos por
Saldafia (1997) em sua dissertacio de Mestrado com agueles apresentados por Johannsen e

Brumner (1994), além dos trabalhos anteriores de Neves (1996) ¢ Socantaype (1996).

V.1.1. SISTEMA TEOFILINA/CO,SC

A solubilidade da teofilina pura no CO, supercritico foi determinada a 313, 323, 338
e 343 K, e pressbes que variaram de 14 a 24 MPa (Figuras V.1 ¢ V.2). Os resultados de
solubilidade obtidos de experimentos em quadruplicata apresentaram um desvio médio
menor que 6%. E importante mencionar que foram realizados experimentos usando fluxos
de 0.9 ¢ min’ e 1,2 g min” e que, em ambos os casos, o equilibrio termodinamico foi

alcangado e mantido.

No estudo realizado com o sistema modelo cafeina/CQO,SC (Saidafa et al., 1997),
observou-se uma sensive] influéncia da temperatura (313,2 a 343,2 K) e pressdo (10 a 24
MPa) na solubilidade da cafeina no CO-. Portanto, em virtude da similaridade das estruturas
das duas xantinas (cafeina e teofilina) foram utilizadas as mesmas condi¢bes de pressdo e
temperatura. Assim, foram obtidas quatro isotermas para o sisterna teofilina/CO,SC, das

quais trés constituem novas contribuicdes para a literatura.

Na Figura V.1 observa-se que a solubilidade da teofilina aumenta com a pressdo para
todas as isotermas investigadas, em concordincia qualitativa com a tendéncia relatada na
literatura (Johannsen e Brunner, 1994). O aumento da pressdo 4 temperatura constante gera
um aumento na densidade do solvenie que em conseqiiéncia resulta em aumento da
solubilidade. Por outro lado, a pressfio constante o aumento da temperatura gera uma
reduciio na densidade. Neste case, o aumento da pressfio de vapor foil predominante para

compensar esta reducdo na densidade, resultando no aumento da solubilidade.
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A solubilidade da teofilina pura a 313,2 K foi obtida com o objetivo de compara-la
aos dados da literatura. A comparacdo € apresentada na Tabela V.1 e os dados mostram um
desvio bastante grande em relagcdo aos dados de Johannsen e Brunner (1994). Li et al
(1991) usando o método dindmico para as medidas de solubilidade observaram desvios
semelhantes aos encontrados neste trabalho quando compararam seus dados de solubilidade
de teobromina pura em CO, aos dados de Johannsen ¢ Brunner (1994) obtidos com o
método estatico. Os dados de Li et al. (1991) foram duas a trés vezes menores aos de

Johannsen e Brunner (1994).

Johannsen e Brunner (1994) afirmaram que os métodos dindmicos frequentemente
tendem a subestimar as solubilidades de equilibrio por nfio alcancar as condiges de
equilibrio. Porém, as diferencas encontradas nos baixos valores de solubilidade de teofilina e
teobromina reportados poderiam ser explicados pelas diferencas nos métodos de medida, na
colec@o de amostra ¢ na analise. Neste trabalho foi utilizado um aparelho que possui uma

janela que permite visualizar as interfaces.
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Figura V.1. Solubilidade da teofilina pura no CO, supercritico.
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Tabela V.1. Solubilidade da teofilina pura, com pureza de 99%, no CO, supercritico a 313,2 K.

Pressio Solubilidade x 10° (g/kg)

(MPa) Este Trabalho! Johannsen e Brunner (1994)
20 0,87 4,4
22 0,96 4,2
24 1,05 4,4

Yusando o método dindmico, *usando o método estitico

Na Figura V.2 mostram-se as solubilidades da teofilina pura no CO; supercritico, em
funcdio da densidade reduzida. A densidade critica do diéxido de carbono ¢ de 0,468 g/cm’
(Rizvi et al., 1986). Observam-se isotermas quase paralelas em toda a faixa de trabalho (a
partir de densidades préximas & densidade critica, p; = 1), consistentes com tendéncias
observadas por Li et al. (1991), para o sistema cafeina/CO,SC e por Johannsen e Brunner
(1994), para o sistema teofilina/CO,SC.
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Figura V.2. Solubilidade da teofilina no CO,SC como func¢io da densidade reduzida.
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O paralelismo ¢ importante pois facilita a modelagem do sistema, do contrario,

maiores ajustes serdo necessarios.

V.1.2. SISTEMA TEOBROMINA/CO; SUPERCRITICO

As solubilidades da teobromina pura em CO, a 313,2; 323,2; 338,2 ¢ 3432 K ¢
pressoes de 14 a 24 MPa sdo reportadas na Figura V.3. Os dados relatados representam
meédias de quatro experimentos independentes com desvio padrio de aproximadamente +
6%. A solubilidade da teobromina foi menor do que a encontrada para a cafeina (Saldafia,
1997), aumentando com o aumento da pressdo para todas as temperaturas estudadas. Para
este sistema, o aumento da presséo de vapor devido ao aumento na temperatura compensa o

decréscimo na solubilidade causada pela redugio na densidade do fluido supercritico.

As solubilidades da teobromina pura a 338,2 K estdo em concordincia com os
valores reportados por Li et al. (1991), que usaram também o método dindmico, obtendo,
porém menores valores que os reportados por Johannsen e Brumner (1994), que
empregaram o método estatico. Dados obtidos a outras temperaturas representaram novas

contribui¢des para a literatura.

9.0 — Temperatura

-4 |—— 3132K
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Solubilidade da Teobromina (mg/kg)
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Figura V.3. Solubilidades da teobromina a diferentes presses e temperaturas
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Comparando-se as Figuras V.1, V.2 e V.3, pode-se concluir que as solubilidades da
cafeina no diéxido de carbono supercritico sfo maiores que as da teofilina e sfo
aproximadamente duas ordens de magnitude maiores que as da teobromina. Conforme
apontado por Martin et al. (1981), o comportamento ideal das metilxantinas em liquidos a
25°C indica que a cafeina € mais solivel que a teofilina e ambas sfio uma ordem de
magnitude mais soliveis que a teobromina. Este comportamento é qualitativamente similar
ao observado no didxido de carbono supercritico ¢ pode ser explicado analisando-se as
diferencas das estruturas quimicas destas metilxantinas (Figuras III.1). Pode-se observar que
a cafeina possui trés grupos metil enquanto que a teofilina e a teobromina possuem apenas
dois grupos metil € uma molécula de hidrogénio ligado ao anel. Conforme apontado por Li
et al. (1991), a presenca de um atomo de hidrogénio (um aceptor de elétron), e grupos de
carga negativa, nitrogénio € CO (doador de elétron) no anel, permite a formacdo de pontes
de hidrogénio entre as moléculas de teobromina e entre as moléculas de teofilina. Segundo
Agostino et al. (1994), esta interacfio intermolecular favorece a formagfio de camadas de
moléculas (Figura V.4) que seriam menos soliveis no CO,SC pela sua maior massa
molecular. Os efeitos destas forgas coesivas adicionais sdo manifestados macroscopicamente
numa maior temperatura de fusio (547 e 621 K para teofilina e teobromina,
respectivamente) e maior entalpia (7097 ¢ 9819 cal mol’ para a teofilina e teobromina,
respectivamente). A cafeina (com temperatura de fusdo de 512 K e entalpia de 5044 cal mol’
'y ¢ mais soliivel que a teofilina e teobromina em CO, supercritico. As diferencas na
temperatura de fusdo, entalpia e na solubilidade em CO, supercritico entre a teofilina e
teobromina podem ser atribuidas & maior formacgio das pontes de hidrogénio pela
localizag&o do hidrogénio entre os dois grupos carbonila (CO) como pode ser observado na
Figura V.5.
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A)

Ry, V e (B)

Figura V.5. Associagdo das moléculas de: (A) teobromina (Ford et al., 1998) e, (B) teofilina
{Ebisuzaki et al., 1997).
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Foram realizados experimentos com produtos naturais (chd mate Ilex
paraguariensis, guaranad Paullinia cupana e cacau Theobroma cacao) para aferir desvios
dos comportamentos encontrados em sistemas modelos e em sistemas reais de interesse para

a implementacéo industrial dos processos.

A seguir apresentam-se os resultados encontrados na extracdo de alcalbides a partir

de produtos naturais usando fluidos supercriticos.
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V.2. EXTRACAO DE ALCALOIDES DE PRODUTOS NATURAIS COM USO

DE FLUIDOS SUPERCRITICOS E EFEITOS DAS VARIAVEIS DO
PROCESSO

Conforme descrito no capitulo IV, foram realizados experimentos para exploragio
do processo de extragdio e fracionamento com fluidos supercriticos na remocdo de
metilxantinas de plantas naturais e da manteiga de cacau das améndoas de cacau moidas.
Nestes experimentos, foram analisados os efeitos de varidveis do processo: a temperatura,
a pressdo, a vazdo e a natureza do solvente sobre o rendimento do processo. A matéria
prima e as fragOes obtidas durante o fracionamento foram caracterizadas e analisadas

conforme descrito no Capitulo IV.

Antes de comecar a discussfio sobre os fenémenos encontrados no processo de
extracio supercritica e os efeitos de algumas variaveis no rendimento do processo,

apresenta-se uma breve discussdo sobre as andlises das metilxantinas.

Para a andlise dos extratos obtidos apds a extracfo foi utilizada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Na Figura V.6 observa-se que o tempo de retencéo (tg)
para a teobromina, teofilina e cafefna, identificadas pelo detector UV do cromatografo, estio
a 3,5; 4,3 ¢ 6 minutos, usando como fase movel 40% metanol em 4agua, seguindo a
metodologia descrita no item IV.4.1. A ordem de eluicdo das metilxantinas pode ser
explicada pela maior interagfio entre a fase moével, numa coluna cromatografica C18, ¢ a
teobromina, pois esta possui um radical hidrogénio na posi¢do 1 e dois radicais metila nas
posicdes 3 e 7, enquanto que a cafeina possui trés radicais metila nas posi¢des 1, 3 € 7.
Baltassa et al. (1984) usou a mesma fase movel metanol - agua (40-60 v/v), obtendo picos
muito similares aos obtidos neste trabalho (4; 4,7 ¢ 6 min) e apresentando a mesma ordem

de elui¢do em fun¢fo do tr (teobromina, teofilina e cafeina).
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my

3.563
4.320
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Figura V.6. Cromatograma da mistura de padrdes de teobromina, teofilina e cafeina por CLAE

A seguir apresentam-se os resultados dos efeitos das varidveis do processo,
temperatura, pressdo, vazio e natureza do solvente sobre a extracdo de metilxantinas das

diferentes matrizes de plantas e a manteiga de cacau das améndoas de cacau moido.

V.2.1. EFEITO DA TEMPERATURA

Para mostrar o efeito da temperatura na extracio de metilxantinas foram
utilizados os sistemas reais: sementes de guarand/CQO, supercritico, folhas de cha

mate/CO,SC e améndoas de cacau/CO,SC.

Para verificar a reprodutibilidade dos dados experimentais obtidos no aparetho de
micro-extracdo, duas extracdes independentes foram realizadas para cada uma das condi¢Ses
mencionadas a seguir: 40 MPa, 343,2 K e 5,7 g min"' e 10 MPa, 3432 K ¢ 5,7 g min". As
quantidades acumuladas de cafeina extraidas das sementes de guarana nestes experimentos

independentes apresentaram concorddncia com um desvio médio menor que +5%.
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Na Figura V.7, as curvas de extracdo para uma amostra de 5 g de sementes de
guarand, a 40 MPa e uma vazio de CO, de 9,4 g min’ obtidas a duas temperaturas
diferentes de 313,2 e 343,2 K s#o apresentadas. A representacio adimensional foi escolhida
para que as informag¢des fornecidas independam da quantidade de amostra utilizada na
extracdo, e dessa forma facilitem as comparacdes e o scale-up do processo. A quantidade de
cafeina extraida aumentou com o aumento na temperatura. Os dados indicaram que para um
periodo de extracdo de 180 min a 343,2 K e 40 MPa, que corresponde ao uso de 335,8 kg
CO./kg guarand, 79% do conteudo inicial de cafeina foi extraido, em comparagio com a
quantidade acumulada de 27,4 g cafeina/kg guarana (57% da cafeina inicial) obtido a 313,2
K e a mesma pressdo, vazdo e tempo de extragfio. Os valores de densidade na presséo de 40
MPa com o aumento da temperatura de 313,2 a 3432 K (956,73 e 856,9 kg/m3,
respectivamente) apresentam um decréscimo de aproximadamente 10%. Por outro lado, o
aumento da temperatura de 313,2 a 343,2 K nesta mesma pressdo provoca um aumento na
pressdo de vapor da cafeina de 0,37 x 10”7 a 0,15 x 107 bar, respectivamente (mudanca em
duas ordens de magnitude). O efeito predominante neste sistema foi o da pressdo de vapor e
a quantidade de cafeina extraida aumenta com a temperatura apesar do decréscimo da

densidade e a conseqiiente queda correspondente no poder de solvata¢do do solvente.
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Figura V.7. Extracio de cafeina de 5g de sementes moidas umidas de guarana, a 40 MPae 9,4 g
min”. Total: 48 g cafeina/kg guarana.
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A Figura V.7 mostra ainda altas taxas de remog¢&o de cafeina das sementes moidas de
guarana nos primeiros estagios de extrag@o, com as taxas diminuindo nos ultimos estagios,
como mostrados pelas mudancgas na inclinag8o da curva de extrago. Este comportamento €
similar ao das curvas de extrag@o encontradas na literatura quando outros produtos naturais
moidos foram extraidos (Brunmer, 1984; Catchpole et al,, 1996; Saldafia et al., 1997;
Saldafia et al., 1999). As curvas de extracdio mostram claramente as trés regies distintas
descritas por Hedrick et al. (1992). A primeira regifio da curva dominada pela solubilidade
foi observada nos primeiros 90 min (com o uso de 167,9 kg CO,/kg guarand) a 313,2 K em
que 25,6 g cafeina’kg guarana (53,3% cafeina nas sementes) foram extraidos das sementes
de guarand. A 343,2 K, esta mesma regifio foi observada nos primeiros 60 minutos (com o
uso de até 111,9 kg of CO./kg guarana), em que 35,9 g cafeina’kg guarani (74,7% de
cafeina) foram extraidos. Apos estes periodos de tempo, a extragdo passou a ser controlada
tanto pela difusdo interna como pela difusdo externa da cafeina nas sementes imidas moidas
de guarand. As solubilidades experimentais da cafeina no CO, supercritico saturado com
agua obtidas a partirda inclinacdio da parte linear das curvas de extragio a 40 MPa ¢ as
temperaturas de 313,2 e 343,2 K foram de 3,7 ¢ 9 x 10” em fragfio molar, respectivamente.
Este efeito da temperatura no processo de extracdo € qualitativamente similar ao observado
dos célculos de solubilidade em sistemas binarios de cafeina ¢ CO, saturado com 4agua,
usando a correlacdo proposta por Lentz et al. (1986), pela qual pode-se estimar que as
solubilidades da cafeina a 40 MPa sio 3,79 e 7,39 x 10* a 3132 e 3432 K,
respectivamente. Os valores de solubilidade da cafeina no CO; supercritico saturado em
dgua obtidos das curvas de extrag@io das sementes de guarand sfo aproximadamente uma
ordem de magnitude menores que esses preditos usando a correlagio proposta por Lentz et
al. (1986) para o sistema bindrio cafeina/CO, supercritico saturado com agua. Este resultado
¢ consistente com os apontados na extracdo de B-caroteno das cenouras usando CO, e N,O
supercritico (Subra et al., 1998), extracdo da cafeina dos grios de café usando CO»
supercritico (McHugh e Krukonis, 1994; Saldafia et al., 1997), extragdo da cafeina das
folhas de cha mate usando CO, supercritico (Saldafia et al.,, 1999) e extracdo do o6leo de
sementes de ‘fennel’ usando CO, supercritico (Reverchon et al, 1999). Além disso,
tendéncias qualitativas similares foram observadas quando s3o comparadas as solubilidades
em sistemas bindrios, ternarios e quaternarios para acidos graxos e triglicerideos em CO,SC
(Bamberger et al., 1988). As solubilidades dos compostos em CO, supercritico obtidos em
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sistemas envolvendo matrizes naturais foram, porém, uma a duas ordens de magnitude
menores que os valores correspondentes aos sistemas binarios ou ternarios. Estas
discrepancias em valores de solubilidades podem ser atribuidas a possiveis interagdes dos

componentes (carboidratos, taninos, entre outros) encontrados na matriz natural.

Mehr et al. (1996) reportou dados de solubilidade para a cafeina no dioxido de
carbono saturado em 4gua que variavam de 7,6 x 10” a 4,6 x 10™ para uma faixa estreita de
temperatura (308,2-328,2 K) e pressdo (13,7-27,5 MPa), obtidas dos experimentos de
extracdo usando sementes de guarand moidas (0,26 mm). Estes valores sdo maiores que os
valores obtidos das curvas de extragfio neste trabalho, os quais variaram de 1,4 x 107a9x
10™ para temperaturas de 313,2-343,2 K e pressdes de 10-40 MPa. Enquanto que os dados
de solubilidade deste trabalho foram obtidos das curvas de extra¢do na regido dominada pela
solubilidade (o qual corresponde a tempos de extracfio que poderiam alcangar 90 min), Mehr
et al. (1996) reportaram que seus dados de equilibrio foram obtidos em menores tempos (15
min). Esta diferenca no procedimento ndio deveria fazer nenhuma diferenca nos dados de
solubilidade reportados, porém, incertezas experimentais poderiam ser minimizadas usando
periodos de tempo de extracdo prolongados. Em geral, as discrepincias nos valores de
solubilidade podem também ser atribuidas a pureza do solvente, métodos experimentais
usados, origem da amostra, composi¢do dos componentes principais na amostra e saturagdo
do solvente. Os dados experimentais para o sistema deste trabalho- sementes de
guarana/CO, supercritico- sdo consistentes quando comparados com os valores obtidos em
sistemas bindrios, a néo ser para os valores obtidos por Mehr et al. (1996), que s&o iguais ou

maiores que os dados em sistemas bindrios.

O mesmo efeito de temperatura foi observado na extragdo ao usar quantidades
iniciais menores de sementes de guarana imidos e moidos de 3g (Figura V.8). Neste caso, a
quantidade extraida corresponde a 31,7 g cafeina’kg de sementes de guarand a 343,2 K, 40
MPa, 55,9 kg CO./kg guarand (em 30 min de extra¢do). A quantidade extraida alcancou
46,6 g cafeina/kg guarand (97% da cafeina inicial) em 210 min (que corresponde ao uso de
391,8 kg CO./kg guarand). Em contraste, um maximo de 60,2% de cafeina nas sementes

(29,01 g cafeina’kg guarana) foi obtida na temperatura menor de 313,2 K (391,8 kg CO»/kg
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guarand). A 343,2 K foi possivel extrair 98% da cafeina inicial (47,2 g cafeina/kg guarana)
num periodo de 240 min (correspondendo ao uso de 447,8 kg de CO,/kg guarani).

60
¢ 313,2 K

s S0
g E 343,2 K - g = =
S 40 - L]
=11 B
%" 304 " °
= ® ® ® A4
L 20 - s ¢
]
12
80 10 -

0 L 4 T T T

0 100 200 300 400
kg CO2/kg guarana

Figura V.8. Extracdo de cafeina de 3g de sementes de guarana moidas, a uma pressido de 40 MPa e
vazio de 5,7 g min” de CO,.

Na Figura V.8, observa-se que a primeira regido dominada pela solubilidade
termina em 60 e 30 min de extragdo a 313,2 e 343,2 K, respectivamente. As quantidades de
cafeina extraidas nestes periodos foram aproximadamente 43% (20,6 g cafeina/kg guarand)
e 66% (31,7 g cafeina’kg guarana) para as temperaturas de extragdo de 313,2 e 343,2 K,
respectivamente. Estes valores foram similares aos obtidos na Figura V.7 usando uma
amostra de 5g e vazdo de 94 ¢ min" e, portanto, mostraram ser independentes das

quantidades iniciais de sementes moidas e timidas de guarana.

Analisando-se, ainda, a Figura V.8 observa-se que a relagdo custo - beneficio foi
maior extraindo-se a temperatura de 343,2 K por uma hora do que por quatro horas. Isto
porque nos primeiros 60 minutos, 74,7% de cafeina total foi extraida enquanto que nas
mesmas condi¢des por 240 minutos foram extraidos 98% da cafeina inicial, ou seja, apenas
24% a mais, num periodo de tempo trés vezes maior, usando 447,8 kg CO,/kg guarana que

requer um consumo de energia consideravel.
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As curvas de extracdo da cafeina de uma amostra de 2g de folhas de cha mate moido
obtidas a uma pressio de 40 MPa e utilizando uma vaziio de 5,7 g min" de CO, sfo
apresentadas na Figura V.9. Similarmente ao observado para a extragdo das sementes de
guarand, a quantidade de cafeina extraida aumenta com o aumento na temperatura. Num
periodo de 400 min (correspondendo ao uso de 1080 kg CO./kg folhas de mate), 15,5 mg
de cafeina (96% do contetdo inicial que corresponde a 7,77 g de cafeina/kg folhas de mate)
e 11,4 mg de cafeina (71% que corresponde a 5,73 g de cafeina/kg folhas de mate) foram
extraidos a 343,2 e 313,2 K, respectivamente.

Os resultados mostrados nas Figuras V.8 e V.9 também apontam a facilidade da
extracdo de cafeina das sementes de guarana em relacfio 4 extragfo da cafeina das folhas de
cha mate. Enquanto que nio h4 nenhuma diferenca significativa nas matrizes das plantas
envolvidas, ja que ambos produtos foram usados na forma moida, a facilidade ou dificuldade
de extracdo destas duas plantas, poderiam ser atribuidas a possiveis interferéncias dos

constituintes de cada planta.
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Figura V.9. Extracdo de cafeina de 2g de folhas de cha mate moidas e imidas a uma presséo de 40
MPa e vazio de 5,7 g min” de CO,.
O efeito da temperatura foi também observado nas extragGes realizadas a pressdes

mais elevadas que 90 MPa, utilizando o apareltho de macro-extragdo, em que, usando-se 250
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kg CO,/kg mate, a 313,2 K foram extraidas 3,07 g cafeina’kg mate ¢ a 343,2 K foram
extraidas 4,89 g de cafeina/kg mate (Figura V.10).
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Figura V.10. Extra¢do de cafeina de 30g de folhas de chad moidas e tmidas a uma pressdo de 90
MPa e vazio de CO, de 30 g min™'.

Os rendimentos de extragdo de teobromina de 3g de amostra de améndoas de cacau
a 40 MPa e usando uma vazio de 5,7 g min”’ de CO, seco nas temperaturas de 323,2 e
343,2 K sdo apresentados na Figura V.11. Foram requeridos periodos de extragdo mais
prolongados para a remogdo da teobromina de améndoas de cacau, do que para a remogdo
de cafeina das sementes de guarani e das folhas de chd mate. Mais de 380 min (684 kg
CO»/kg améndoas de cacau) foram necessarios para extrair 14 ¢ 28% do conteudo inicial de
teobromina (1,74 e 3,49 g teobromina’kg améndoas de cacau) a 323,2 e 343,2 K,
respectivamente. Este comportamento pode ser explicado considerando-se que a
solubilidade de cafeina no CO, supercritico € duas vezes maior que a da teobromina. Além
disso, ha também quantidades substanciais de lipidios nas améndoas de cacau, os quais

podem interferir na extragdo de teobromina da matriz da planta.
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Os rendimentos de teobromina aqui reportados sfo similares aos obtidos por
Sambarato (1984), que removeu 20% do contetido inicial de teobromina nas améndoas de
cacau usando CO; supercritico a 45 MPa e 323,2 K. O efeito positivo da temperatura na
extragdo de teobromina estd também em concordancia qualitativa com aquele obtido por

Sebald et al. (1996).
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Figura V.11. Extracdo de teobromina de 3g de améndoas de cacau a uma pressdo de 40 MPa e uma
vazio de 5,7 g min” de CO,.

Este efeito da temperatura foi também observado usando o aparelho de macro-
extracdo a 40 MPa com uma vazio de 30 g min" de CO, (Figura V.12) e temperaturas de
313,2 e 343,2 K. Usando 66,67 kg CO,/kg cacau foram obtidos 0,044 ¢ 0,055 g de
teobromina/kg cacau a 313,2 e 343,2 K, respectivamente. Aumentando a massa de CO, para
333,3 kg CO-/kg cacau foram obtidos 0,26 e 0,36 g teobromina/kg cacau a 313,2 € 3432 K,

respectivamente.

Com uma quantidade fixa de 200 kg CO./kg cacau a 343,2 K ¢ 40 MPa foram
obtidas 0,20 g teobromina/kg cacau usando uma vazio de 30 g min” no aparelho de macro-

extracdo enquanto que nas mesmas condices de temperatura, pressdo a uma vazio de 5,7 g
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min" foram obtidas 2,0 g teobromina/kg cacau no aparelho de micro-extragio. O menor
rendimento de teobromina obtido no aparelho de macro-extrago pode ser atribuido & maior
vazdo, ocasionando a passagem do fluido ‘by-pass’ por entre as améndoas moidas de cacau,

sem chegar a saturagio.

O efeito de temperatura também foi observado na Figura V.13 usando o aparelho de
macro-extracio a 90 MPa e temperaturas de 313,2 e 343,2 K. Usando 66,67 kg COy/kg
cacau foram obtidos 0,092 e 0,12 g de teobromina/kg cacau a 313,2 e 3432 K,
respectivamente. Aumentando a massa de CO- para 333,3 kg CO,/kg cacau foram obtidos

0,45 € 0,60 g teobromina/kg cacau a 313,2 e 343,2 K, respectivamente.
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Figura V.12. Extracdo de cafeina 30 g de améndoas de cacau moidas a 40 MPa e 30g min™.
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Figura V.13. Extragdo de cafeina de 30 g de améndoas de cacau moidas a 90 MPa e 30 g min™".

Comparando os dados obtidos da extragdo de cafeina/teobromina das plantas
naturais observa-se que ao usar o aparetho de micro-extracio, as quantidades obtidas de
cafeina/teobromina foram maiores que as quantidades obtidas usando o aparelho de macro-
extragdo. Isto pode ser atribuido as vazdes utilizadas, sendo que no aparelho de micro-
extracdo foram utilizadas vazdes de 5,7 € 9,4 g min' e no aparelho de macro-extragio foram
utilizadas vazdes maiores de 30 e 90 g min". Neste {iltimo caso, o fluido poderia somente

passar ‘by-pass’ por entre as matrizes sem chegar a saturacio.

Para estes sistemas, nas condi¢bes estudadas, o aumento na pressdo de vapor da
cafeina/teobromina (devido ao aumento na temperatura) compensa o decréscimo na
solubilidade causada pela reduc@o na densidade do fluido supercritico quando se aumenta a

temperatura.
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V.2.1.1. COMPORTAMENTO RETROGRADO

O comportamento retrogrado ocorre devido a existéncia de dois efeitos
concorrentes quando se eleva a temperatura (McHugh e Krukonis, 1994): a densidade do
solvente, & pressdo constante, diminui quando € submetido a um aumento de temperatura.
Como o poder de solvatacdo € funcfio direta da densidade do solvente, a capacidade do
fluido supercritico de solubilizar o soluto diminui, resultando em uma diminui¢fio da
solubilidade. Por outro lado, a pressdo de vapor do soluto se cleva, aumentando a
solubilidade no fluido supercritico. No entanto, o efeito predominante neste caso € a

densidade.

A Figura V.14 apresenta o comportamento observado na extragfo de cafeina das
sementes de guarani usando diéxido de carbono saturado com agua a 10 MPa e duas
temperaturas de extracfio de 313,2 e 343,2 K, em que se pode, claramente, identificar uma
quantidade maior de cafeina extraida a uma temperatura menor. Este é o comportamento
retrogrado comumente encontrado nos sistemas de extragio supercritica. Especificamente
para a cafeina, este comportamento € similar ao observado para o sistema binario
cafeina/CO; (Stahl e Schilz, 1979; Saldafia et al., 1997), identificado a pressdes menores que
19 MPa, apresentando um comportamento normal a altas pressées. Usando pressdes
menores que 17,2 MPa, Mehr et al. (1996) mostraram uma tendéncia similar & encontrada
para as curvas de extracio da cafeina das sementes de guaranid com CO, supercritico. A
diminui¢do da solubilidade deve-se & predomindncia do efeito da densidade com respeito a
pressdo de vapor. Neste caso, houve uma diminuicéio da densidade de 622,64 para 247,962

kg/m’ ao aumentar a temperatura de 313,2 a 343,2 K numa pressdo constante de 10 MPa.
A extragio de cafeina de folhas de cha mate usando CO, saturado com &agua a 10

MPa (Figura V.15) revela também um comportamento retrégrado semelhante ao encontrado

no sistema anterior.
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Figura V.14. Extracfo da cafeina de 3g de sementes de guarané a uma presséo de 10 MPa e uma
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Figura V.15. Extracio da cafeina de 2 g de folhas de ch4 mate a uma pressdo de 10 MPa e uma

vazio de 5,7 g min”' de CO,.
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Na Figura V.16 sdo mostradas as curvas de extracdo da manteiga de cacau das
améndoas de cacau moido, em coordenadas adimensionais para os experimentos realizados
utilizando CO- supercritico seco e saturado com agua, respectivamente, nas temperaturas
de 323,2 e 343,2 K e pressoes de 20 e 40 MPa. Os dados foram reproduzidos dentro de
uma margem de + 8%, o que ¢ considerada dentro de uma faixa aceitavel. Na Figura V.16
mostra-se 0 aumento nos rendimentos das extracdes da manteiga de cacau usando diéxido
de carbono supercritico seco com o aumento da pressio a wma temperatura constante.
Rendimentos de 39,7 e 85,3% de manteiga de cacau foram obtidos a uma temperatura
constante de 323,2 K e pressdes de 20 e 40 MPa, respectivamente. O efeito da temperatura
sobre o rendimento da extracdo foi contrario ao da pressdo, onde maiores rendimentos
foram obtidos a temperaturas menores quando se opera a uma pressdo constante.
Rendimentos de 85,3 e 71,8% de manteiga de cacau foram obtidos a 40 MPa ¢
temperaturas de 323,2 e 343,2 K, respectivamente. Esta variacdo foi muito pequena,

considerando o erro experimental de 8§%.
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Figura V.16. Curvas de extragio da manteiga de cacau a uma vazio de 5,67 g min™ com: (A) CO,
supercritico seco e (B) CO, supercritico saturado com agua, em base adimensional.

Total: 538 g dleo/kg cacau.

Na Figura V.17 € evidente o comportamento retrégrado para a extracdo da
manteiga de cacau com etano supercritico na faixa completa de pressdo (15,2-28,3 MPa)
para as temperaturas de 323,2 e 343,2 K. Observa-se uma diminuicdo no rendimento de 15
para 9%, 90 para 62% e 99 para 72% ao aumentar a temperatura de 323,2 a 343,2 K nas
pressdes de 15,2, 24,8 e 28,3 MPa, respectivamente, usando 0,31 kg de etano. Friedrich et
al. (1982) reportou comportamentos similares para a extragdo de 6leo de sementes de soja
usando CO, supercritico a 323,2 e 333,2 K e presses de até 41,4 MPa. O mesmo
comportamento foi observado por Li e Hartland (1996) ao trabalhar com o sistema modelo
manteiga de cacau/CO, supercritico a pressdes de 15 a 30 MPa e temperaturas de 313,2 e
333,2 K. Este comportamento foi também observado por Friedrich e Pryde (1984) e Stahl

et al. (1980) na extracéo supercritica de outros produtos que contém 6leos.
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Figura V.17. Curva de extragdo da manteiga de cacau em base adimensional a 323,2 € 343,2 K, e
uma pressio de: (A) 15,2 MPa; (B) 24,8 MPa e (C) 28,3 MPa. Vazio de 0,87 g min” com etano
supercritico. Total: 500 g 6leo/kg cacau.

O comportamento retrogrado foi observado a uma pressdo de 10 MPa e
temperaturas de 313,2 e 343,2 K nos sistemas de sementes de guarand/CO,SC, folhas de cha
mate/CO,SC assim como no sistema manteiga de cacau/CO,SC e manteiga de cacauw/etano

supercritico.

V.2.2. EFEITO DA PRESSAO

A Figura V.18 mostra o efeito da pressfo na extragdo de cafeina da matriz sélida de
sementes de guarana umidas e moidas quando extraidas a 313,2 K. Em 60 minutos (111,9
kg CO./kg guarand), a extracio a 313,2K e 5,7 g min” resultou na obtengdo de 0,9; 4,2 e
43% de cafeina inicial (0,4; 2 e 20,7 g cafeina’/kg guarand) a pressdes de extracdo de 10, 20

e 40 MPa, respectivamente. Para um tempo de extracdo de 180 minutos (correspondente ao

113



Capitulo V- Resultados e Discussdes

uso de 335,8 kg COy/kg guarand), as quantidades extraidas foram 1,1; 28,4 ¢ 49,4% que
correspondem a 0,5; 13,7 e 23,8 g cafeina/kg guarana, a 10, 20 e 40 MPa, respectivamente.
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Figura V.18. Extracdo de cafeina de 3g de sementes de guarana a uma temperatura de 313,2 K e
vazio de 5,7 g min™ de CO,.

A Figura V.19 mostra mais uma vez a influéncia da presséo durante o processo de
extragdo de cafeina das sementes de guarana. A quantidade de cafeina extraida aumenta com
a pressfo, sendo que este efeito mais pronunciado a 343,2 K que a 313,2 K (Figura V.18).
Isto se deve ao aumento da pressdo de vapor em duas ordens de magnitude & temperatura
maior, como ja mostrado anteriormente no efeito da temperatura no processo de extracdo. A
extracio a 40 MPa e 343.2 K resultou na remocio de aproximadamente 73 ¢ 96% de cafeina
nas sementes originais (35,2 e 46,1 g cafeina/kg guarani) em 60 e 180 min de extragdo
(usando 111,9 e 335,8 kg COy/kg guarand), respectivamente. O comportamento de extragdo
em funcdo do tempo a uma pressdo de 20 MPa foi similar aquele observado para a pressdo
de 40 MPa mas com a remocéo de 29 e 60% do conteudo inicial de cafeina, equivalente a 14
e 28,7 g cafeina/kg guarana, a 60 e 180 min de extracio continua. Nestes mesmos tempos de
extracdo, somente 0,17 e 0,26% da cafeina original presente nas sementes (0,08 e 0,12 g

cafeina’kg guarand) foram obtidas a 10 MPa. Esta influéncia da pressdo observada nas
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quantidades de cafeina extraida € consistente com os valores de solubilidade de 1,11 x 10°;
527 x 10™* e 7,39 x 10™ obtidos da correlagio de Lentz et al. (1986) e os valores de 0,14 x
10, 2,7 x 10 ¢ 10 x 10” obtidos das curvas de extracio para a cafeina no CO, timido a
343,2 K ¢ pressoes de 10, 20 e 40 MPa, respectivamente. O incremento na solubilidade ¢
maior quando se aumenta a pressdo de 10 a 20 MPa que quando se aumenta a presséo de 20
a 40 MPa, de acordo com os resultados apresentados nas Figuras V.18 e V.19. A variacfo
da densidade com o aumento da pressdo de 10 MPa para 20 MPa, numa temperatura
constante (343,2 K), foi de 410,651 kg/m’, enquanto que o aumento da pressio de 20 MPa
para 40 MPa causou uma menor variagio da densidade (198,29 kg/m’), para uma variagio

na pressdo duas vezes maior.
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Figura V.19. Extracio de cafeina de 3g de sementes de guarand a uma temperatura de 343,2 K e
vaziio de 5,7 g min” de CO,.

O efeito do aumento da pressdo de 40 para 90 MPa obtidos com o aparelho de
macro-extragdo, a temperatura constante de 343,2 K, provocou um aumento da quantidade
de cafeina extraida de 0,01 para 0,83 g cafeina’kg guarana, usando 40 kg CO,/kg guarana.
Com o uso de 200 kg CO./kg guarana foram obtidos 17,55 e 28,72 g cafeina/kg guarand a
pressoes de 40 € 90 MPa, respectivamente (Figura V.20)
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Figura V.20. Extracio de cafeina de 50g de sementes de guarana moidas e imidas a uma
temperatura de 343,2 K ¢ 90 g min™ de CO,.

Comparando-se as Figuras V.19 e V.20 para a extra¢io de cafeina de 3g ¢ 50g de
sementes de guarand moidas usando o aparelho de micro-extracdo e macro-extracéo,
respectivamente, com vazdes de 5,7 € 90 g min" e 200 kg CO./kg guarand, observa-se que a
quantidade extraida com o aparelho de macro-extragio ¢ muito menor (11 g cafeina/kg
guarand) que a extraida com o aparelho de micro-extragéo (45 g cafeina/kg guarana). Isto se
deve provavelmente a diferenca na vazdo utilizada em cada experimento. No aparelho de
macro-extracio foi usada uma maior vazio e o solvente provavelmente passou por caminhos

preferenciais ‘by pass’ por entre as sementes.

O uso de altas pressoes melhora o rendimento da extragfio de cafeina de sementes de
guarand, pois modifica o pardmetro de solubilidade (Tabela V.2). Hildebrant e Scott (1950)
propuseram uma correlacdo que relaciona o pardmetro de solubilidade com a pressdo,
baseada na combinacfio da equacgio de estado de van der Waals ¢ os dados de solubilidade

existentes. Esta equacfo foi modificada por Giddings (1968) assumindo uma equivaléncia de
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gases ¢ liquidos numa densidade conhecida. Desta suposicdo surge uma equacdo que
descreve o parametro de solubilidade do solvente do estado supercritico em funcdo da
pressfo critica € da densidade reduzida. Portanto, se se sabe o valor do parmetro de
solubilidade do soluto (que neste caso € a cafeina, e apresenta-se uma constante de 13
cal'%/cm®?), podemos também encontrar o pardmetro de solubilidade do diéxido carbono
supercritico. Através de célculos notamos que o aumento da pressdo causa também um
aumento da solubilidade. Por exemplo, a 40°C e 10 MPa obtem-se uma densidade reduzida
de 1,307 e um pardmetro de solubilidade de 5,25 cal'?/cnr’”. Se aumentarmos a pressio
para 30 MPa a mesma temperatura obtemos uma densidade reduzida de 1,945 e um
parmetro de solubilidade do diéxido de carbono de 7,81 cal'’/cm’. Portanto para
conseguir uma extracfo eficiente precisamos aumentar o pardmetro de solubilidade até um
valor mAXimo que se aproxime ao parametro de solubilidade da cafeina (13 cal'*/cm’?). Se
aumentarmos a pressdo até 70 MPa obteremos uma densidade reduzida de 2,233 e um
pardmetro de solubilidade igual a 8,97 cal'’/cm’. Se atingirmos 100 MPa 4 mesma
temperatura obtemos uma densidade reduzida igual a 2,355 e um parametro de solubilidade

de 9,46 cal"*/cm’?, que pode ser melhor visualizado na Tabela V.2.

Tabela V.2. Valores da densidade reduzida (p;) e pardmetro de solubilidade (8) para o CO,
supercritico a 313,2 K e diferentes pressdes.

Pressio (MPa) p, & (cal'*/em®?)

10 1,307 5,25
30 1,945 7,81
50 2,119 8,51
70 2,233 8,97
100 2,355 9,46

Na Figura V.21 mostra-se o efeito da pressfio a uma temperatura constante de 343,2
K e uma vazio de 5,7 g min”, usando 864 kg COy/kg folhas de cha mate. Foram obtidos
rendimentos de 0,08; 3,24 e 6,85 g cafeina/kg folhas de cha mate a 10, 20 ¢ 40 MPa,

respectivamente.
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Na Figura V.21 mostra-se o efeito da pressdo a uma temperatura constante de 343,2

K e uma vazio de 5,7 g min”, usando 864 kg CO,/kg folhas de cha mate. Foram obtidos
rendimentos de 0,08; 3,24 ¢ 6,85 g cafeina/kg folhas de cha mate a 10, 20 ¢ 40 MPa,

respectivamente.
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Figura V.21. Extracéo de cafeina de 2g de folhas de cha mate moidas ¢ umidas a uma temperatura

de3432K e 5,7 gmin” de CO,.

Na extrac@o de teobromina das améndoas de cacau foram obtidos rendimentos de

1,48 € 2,65 g teobromina/kg améndoas de cacau a 20 e 40 MPa, respectivamente, com 0 uso

de 396 kg CO,/kg améndoas de cacau (Figura V.22).
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Figura V.22. Extracdo de teobromina de 3g de améndoas de cacau a uma temperatura de 343,2 K e

5,7 g min” de CO,.

A altas pressdes ,40 e 90 MPa, 313,2 K ¢ 30 g min” de CO,, foi possivel extrair

0,044 e 0,092 g teobromina’/kg cacau, usando 66,7 kg COy/kg cacau, respectivamente. O

uso de 333,3 kg CO,/kg cacau a pressoes de 40 € 90 MPa, permitiu a extra¢do de 0,256 ¢

0,449 g teobromina/kg cacau, respectivamente (Figura V.23).
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Figura V.23. Extracdo de teobromina de 30g de améndoa de cacau a uma temperatura de 313,2 K e

30 gmin™ de CO,.
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A Figura V.24 mostra o rendimento (g manteiga de cacau extraido/g manteiga
inicial) do fracionamento da manteiga de cacau usando diéxido de carbono supercritico a
323,2 K e duas pressdes de 15,2 e 24,8 MPa. Observa-se que com a mesma quantidade de
solvente (2,7 kg de diéxido de carbono), o aumento da pressdo causa um aumento no
rendimento de 4,5 para 13%, ou seja, tr€s vezes maior. Ao extrair a manteiga de cacau com
CO, supercritico na temperatura de 313,2 K e pressdes de 15 ¢ 25 MPa, Li e Hartland
(1992) também observaram um efeito similar da pressdo no rendimento da extracfo,

atribuido principalmente pelo aumento da densidade conforme mostrado para a extracfo de

cafeina.
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Figura V.24. Rendimento dos fracionamentos da manteiga de cacau a 323,2 K e duas pressdes com
CO, supercritico. Total: 1000 g 6leo extraido/kg dleo inicial.

Os rendimentos das extragcSes da manteiga de cacau obtidas usando etano

supercritico a 323,2 € 343,2 K e pressdes de 15,2, 24,8 ¢ 28,3 MPa sdo mostrados na
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Figura V.25. Usando 0,31 kg de etano, rendimentos de manteiga de cacau de 15, 90 € 99%
foram obtidos a 323,2 K e pressoes de 15,2, 24,8 e 28,3 MPa, respectivamente. A 343,2 K
¢ para a mesma quantidade de solvente, os rendimentos da extracgéio foram 9, 62 € 72% a
15,2, 24,8 ¢ 28,3 MPa, respectivamente. Um aumento na pressdo resultou num aumento no
rendimento da extracdo como esperado devido ao aumento da densidade do solvente,
ocasionando um aumento no poder de solubilizagdo (McHugh e Krukonis, 1994). O
aumento, porém foi menor na segunda faixa de pressio (de 24,8 a 28,3 MPa) devido ao
aumento menor da densidade do solvente comparado ao encontrado na faixa de pressdo de
15,2 a 24,8 MPa. O incremento de densidade observado com o aumento da pressdo de 15,2
a 24,8 MPa na temperatura constante de 343,2 K foi de 321,96 para 371,85 kg/m’,
respectivamente (uma diferenca de 50 kg/m’) enquanto que na faixa de 24,8 a 28,3 MPa na
mesma temperatura foi de 371,85 para 386,17 kg/m’, respectivamente (uma diferenca de
14,3 kg/m’).

O aumento no rendimento de material extraido com o aumento da pressdo foi
também mostrado na literatura por Li e Hartland (1996) ao utilizar o sistema modelo
manteiga de cacaw/CO, supercritico a pressdes de 15-30 MPa e temperaturas de 313,2 e
333,2 K. Este comportamento foi também observado para a extragdo de outros dleos e
gorduras vegetais a partir de sementes oleaginosas (Sovova et al, 1996; Temelli, 1992;
Friedrich et al., 1984; Fiedrich et al., 1982). As curvas de extragio, Figura V.25, obtidas
para as temperaturas de 323,2 e 343,2 K mostram que a solubilidade (caracterizada pela

inclinacdo da curva) aumenta com o aumento da pressao.

121



Capitulo V: Resultados e Discussdes

500 - A
A
- A = | | "
8
3 400 -
2 ¢ 152 MPa
S 300 u 24,8 MPa
£ 4283 MPa
3200, &
[e]
A/
O ®
o 100 4 & ®
®
O T L] Il
0 8 12 16 20
kg etano/kg cacau
(A)
500 - ¢ 15,2 MPa
5 = 24,8 MPa
g 400 - 4283 MPa
2 st
-~ =
$ 300 . s "
i
= A=
® 200 -
[*]
2 A
° =
= 100 -
A L
L 2
0 H T T
0 4 8 12 16 20
kg etano/kg cacau
B)

Figura V.25, Curvas de extracdo da manteiga de cacau a temperaturas de: (A) 323,2 K e (B) 343,2
K, e vazio de 0,87 g min” com etano supercritico em base adimensional. Total: 500 g leo/kg

cacau.

As curvas de extracdo mostram trés regides distintas em concordincia com as

conclusGes apresentadas por Hedrick et al. (1992). Estas regides estdo relacionadas com o

grau de ruptura dos tecidos nas améndoas que armazenam os 6leos € as gorduras. A quebra
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desses tecidos e de suas estruturas através do pré-tratamento libera o oleo, formando os
denominados o6leos livres que ficam expostos ao fluxo de solvente. Quanto menor o
tamanho da particula ou seja o maior grau de ruptura dos tecidos, maior sera a regido de
solubilidade e menor a regido controlada pela difusdo. A extracdo deste o6leo livre é
predominante no inicio da extracdo e € controlado diretamente pela solubilidade
termodinamica da manteiga no fluido supercritico nas condi¢cdes de extracfo, desde que a
vazdo ndo seja muito alta para que nfo ocorra limitagSes na transferéncia de massa ou
arraste do soluto. A regido intermediaria € conseqiiéncia do esgotamento do Oleo livre em
algumas secdes do leito (Sovova, 1994). Esgotado o odleo livre, a difusdo do dleo
armazenado dentro das estruturas celulares passa a controlar o processo, representando a

terceira etapa da curva de extragdo.

Em todos os casos a pressdo exerceu um efeito positivo no rendimento da extra¢do
de metilxantinas de produtos naturais. A medida que a pressdo aumenta o decréscimo da
densidade do solvente € reduzida (Modell e Reid, 1983) e a pressdo de vapor do soluto

passa a exercer o efeito predominante nas pressdes elevadas (Fattori et al., 1988).

V.2.3. EFEITO DA VAZAO

As Figuras V.26 e V.27 mostram o efeito da vazdo na extragdo de cafeina das
sementes de guarana para a mesma quantidade inicial de material (5g) e pressdo de 40 MPa
a 313,2 e 343,2 K. A Figura V.26 mostra as curvas de extragdo obtidas a 313,2 K, 40 MPa
em duas vazdes diferentes. Em 120 minutos (correspondente ao uso de 144,3 e 223,9 kg
CO./kg guarand para vazbes de 5,7 e 9,4 g min’, respectivamente) as quantidades
acumuladas de cafeina extraida foram levemente maiores para a vazio maior de CO,. Esse
aumento ndo foi proporcional, porém, ao aumento da quantidade de diéxido de carbono,

particularmente na regifo controlada pela solubilidade.

Na Figura V.27 as curvas de extragdo a 343,2 K mostraram, no entanto, um
incremento na quantidade de cafeina extraida com aumento da vazio. Na regifo controlada

pela solubilidade termodinimica (em 30 min, que corresponde ao uso de até 33,6 e 55,9 kg
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de COy/kg guarana para as vazdes de 5,7 ¢ 9,4 g min’, respectivamente), este aumento foi
quase proporcional ao aumento na quantidade de dioxido de carbono, conforme o esperado
nesta regido. A taxa de extrac@io de cafeina diminuiu apés certo tempo quando a cafeina
livre, que se encontrava na superficie da semente moida, foi removida. Para a remogfo do
restante da cafeina € necessdria a difus@o do soluto no interior da particula (cafeina livre), o
que aumenta a transferéncia de massa. De fato, seguindo um periodo de extragdo de 60 min,
o uso de vazdes maiores (9,4 g min'), o qual representa o uso de 111,9 kg CO./kg guarana,
resultou na extracdo de 36 g cafeina/kg guarana (74,6% cafeina). Ao usar uma vazio menor
(5,7 g min™), para o mesmo periodo de tempo que corresponde ao uso de 67,1 kg COy/kg
guarani, 56% da cafeina original presente nas sementes foi extraida (27 g cafeina’kg
guarana). Apos um periodo de extrag@o de 150 min foram extraidos 37,8 e 34,2 g cafeina’kg
guarana (78,4 € 71% de cafeina), usando a vazio maior (9,4 g min') e menor (5,7 g min’'),
respectivamente. Se considerarmos o intervalo de tempo de extracdo completa, a menos que
a extraco esteja limitada pela regifo controlada pela solubilidade, o uso de vazdes menores
representa uma vantagem, pois resulta na diminuicdo no consumo de CO,. Este resultado é
similar ao obtido anteriormente por Oazer et al. (1996) para a extragdo de componentes de
oleo essencial de folhas de menta. Uma possivel explicacio ¢ que uma fra¢iio limitada do
solvente supercritico difunde-se na estrutura celular da semente de guarana dissolvendo a
cafeina, enquanto que o excesso de solvente simplesmente flui por caminhos preferenciais
por entre as sementes sem entrar em contato (by-pass). Este resultado também indica que a
resisténcia a transferéncia de massa externa ndo controla o processo ja que a velocidade do
solvente nfio exerce efeito na velocidade de transferéncia. Este fenbémeno foi também
matematicamente modelado por Serpil et al. (1997). Por esta razio na maioria dos

experimentos foi usada a vazio de 5,7 g min™.

124



Capitulo V: Resultados e Discussdes

200
—_ ¢ 5,7 g/min
w L
E 1504 | ® 94 g/min
=
]
§ 100 -
© ®
«
R=
% 50 - :
@)
0% ‘ , .

0 200 400 600 800 1000
Massa de CO2 [g]

Figura V.26. Extracdo de cafeina de 5g de sementes de guarana a uma presséo de 40 MPa e
temperatura de 313,2 K.

200 —
- B
?ﬁ ° L 2 L
E 1s0-
< = *
3
-
E 100 -
[ ]
«
£ N ¢ 5,7 g/min
€ 50 ® 9.4 g/min
&
0 +—— ,

0 200 400 600 800 1000
Massa de CO2 [g]

Figura V.27. Extracédo de cafeina de 5g de sementes de guarana a uma pressio de 40 MPa e
temperatura de 343,2 K.

Na Figura V.28 foi também observado um pequeno efeito da vazio no
rendimento de extracdo com CO, supercritico na extragio da cafeina das folhas de ché mate
a 40 MPa ¢ 313,2 K. Usando vazdes de 30 ¢ 90 g min™' foram obtidos rendimentos de 0,63 e
0,69 g cafeina’kg mate com 50 kg CO./kg mate, respectivamente. Com o aumento de 250
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kg COy/kg mate foram obtidos rendimentos de 3,44 e 3,69 g cafeina’kg mate para estas

mesmas condi¢cdes, respectivamente.
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Figura V.28. Extra¢do de cafeina de 40g de folhas de cha mate moidas a uma pressio de 40 MPa ¢
temperatura de 313,2 K.

A Figura V.29 também mostra que o efeito da vazdo foi minima na extracdo da
teobromina das améndoas de cacau moidas. Neste caso, usando uma pressdo de 90 MPa e
uma temperatura de 313,2 K, foi possivel extrair 0,092 e 0,12 g teobromina/kg cacau com
vazdes de 30 € 90 g min”, respectivamente, usando 66,7 kg CO/kg cacau. Com o aumento
de 333,3 kg CO./kg cacau foram obtidos rendimentos de 0,45 e¢ 0,58 g teobromina/kg

cacau, com vazdes de 30 e 90 g min™, respectivamente.
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Figura V.29. Extragio de teobromina de 30 g de améndoas de cacau a uma press3o de 90 MPa e
temperatura de 313,2 K.

O efeito da vazdo pode ser observado nos estudos da extracdo da cafeina das
sementes de guarand, das folhas de cha mate e a extragdo de teobromina das améndoas de

cacau.

V.2.4. EFEITO DA NATUREZA DO SOLVENTE

Para ilustrar melhor o efeito da natureza do solvente, mostra-se a extragio da
manteiga de cacau com dois fluidos supercriticos diferentes, diéxido de carbono e etano. A
manteiga de cacau foi o inico produto natural extraido pelos dois solventes e por isso este €

ainda um campo a ser explorado em estudos futuros.

A Figura V.30 mostra o rendimento dos fracionamentos da manteiga de cacau
usando didxido de carbono e etano supercritico, a 323,2 K ¢ uma pressdo de 15,2 MPa.
Observa-se que com a mesma quantidade de solvente (1,5 kg), foram obtidos rendimentos

de 4 e 24% com CO; e etano, respectivamente, ou seja rendimentos seis vezes maiores com
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etano supercritico como solvente. Este resultado pode ser atribuido as maiores
solubilidades dos triglicerideos em etano, um resultado qualitativamente semelhante ao
observado por Socantaype (1996) para o Oleo de manteiga. Posteriormente, estes

resultados serdo analisados considerando-se os efeitos das forgas intermoleculares.
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Figura V.30. Rendimento dos fracionamentos da manteiga de cacau a 323,2 K e 15,2 MPa usando
CO;, e etano supercritico.

A Figura V.31 mostra os rendimentos dos fracionamentos da manteiga de cacau
usando dioxido de carbono e etano supercritico a 323,2 K e 24,8 MPa. Usando
aproximadamente 1,2 kg de solvente supercritico, foram obtidos rendimentos de 100 e 7%,
com etano e CO, supercritico, respectivamente, sendo o etano dez vezes mais eficaz que o
dioxido de carbono supercritico. Esta grande variacdo de solubilidade entre CO, e etano
supercritico poderia ser resultante da mudanca da densidade ou da natureza do solvente. A
curva de extragdo com etano supercritico na Figura V.31 mostra claramente duas regides
distintas: a primeira que indica a solubilidade (saturagdio do solvente com o soluto) € a
segunda regifio indica o esgotamento do soluto no extrator. No caso do CO,, os resultados
mostram apenas a regido de saturacdo do solvente dominada pela solubilidade. A

solubilidade da manteiga de cacau no didxido de carbono supercritico encontrada dos
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nossos dados experimentais na regido dominada pela solubilidade ¢ de aproximadamente
0,5-0,6%, valor similar ao reportado por Bhaskar et al. (1996), quem obteve um valor de
0,59% usando CO; supercritico numa temperatura de 313,2 K e 23,2 MPa. A solubilidade

da manteiga de cacau no etano supercritico foi de 14% a 323,2 K e 24,8 MPa.
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Figura V.31. Rendimento dos fracionamentos da manteiga de cacau a 323,2 K e 24,8 MPa usando
fluidos supercriticos.

Para explicar as maiores solubilidades da manteiga de cacau no etano
supercritico com respeito ao didxido de carbono resolveu-se analisar as forgas

intermoleculares atuando nos sistemas em questéo, conforme apresentado no capitulo II.

A Figura V.32 mostra as comparagdes entre as extracGes realizadas com CO; e
etano supercritico nas temperaturas de 323,2 e 343,2 K, e pressdes de 20 MPa (CO,), 15,2
e 24,8 MPa (etano) e vazio de 5,86 g min" (CO,) e 0,87 g min” (etano). Como se pode
observar nesta Figura, para a extracdo de uma certa quantidade de manteiga quando o
solvente utilizado é o dioxido de carbono, pressbes elevadas assim como maiores
quantidades de solvente e tempos de extracdo se fazem necessérios. O etano mostrou-se um

solvente mais eficiente para a extracio da manteiga de cacau, permitindo portanto utilizar
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pressdes mais baixas que resultam em um menor gasto energético sem perda de rendimento

no processo.

Analisando-se ainda a Figura V.32, observa-se nas inclina¢des de curvas de extracio
que a manteiga de cacau € cerca de 10 vezes mais solivel em etano supercritico que em
CO, supercritico para as mesmas condi¢cdes de pressdo e temperatura. A maior eficiéncia do
etano supercritico em comparagdio com CO, supercritico foi também verificado por
Mohamed et al. (2000) para o dleo de manteiga do leite, por Mendes et al. (1999) para o B-

caroteno e por Singh et al. (1993) para o colesterol.
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Figura V.32. Curva de extragdo da manteiga de cacau a 20 MPa (CO,), 15,2 € 24,8 MPa (etano) ¢
vazio de 5,86 g min” (CO,) ¢ 0,87 g min (etano) em base adimensional a: (A) 323,2 K e, (B)
343,2 K. Total: 538 g dleo/kg cacau (CO,). Total: 500 g 6leo/kg cacau (etano).

A densidade do CO, supercritico é duas vezes maior que a do etano nas mesmas
condi¢bes de pressdo e temperatura. Por exemplo, nas condi¢des de: 323,2 K e 24,8 MPa,
obtém-se densidades de 803,8 e 399,9 kg/m’ para o CO, e etano, respectivamente. Do
mesmo modo, considerando uma massa de 360 g e 60 g de CO, e etano, respectivamente ¢
a massa molecular do etano e CO; (30 e 44 g mol”’ respectivamente), pode-se afirmar que o
numero de moles de CO» no extrator € maior que do etano. Portanto, a melhor eficiéncia do
etano como solvente para a extragdo da manteiga de cacau ndo pode ser atribuida aos

efeitos da densidade.

O comportamento de solubilidade de um soluto num fluido supercritico pode ser
também explicado pelo conhecimento das forcas intermoleculares. Para explicar a razio da
maior solubilidade da manteiga de cacau em etano supercritico, as forcas intermoleculares
ou conhecidas também como forcas de interacdo, existentes em cada sistema podem ser

analisadas, calculando-se aproximadamente as suas magnitudes. Nas for¢as de orientacdo, o
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polo positivo de uma molécula atrai o polo negativo da outra e vice-versa. Nas forcas de
inducdo um corpo neutro ao ser aproximado de um corpo carregado passa a apresentar um
desequilibrio das cargas elétricas na particula, sendo dessa forma atraido pelo mesmo.
Moléculas grandes podem facilmente deformar a nuvem eletronica da molécula em torno do
nucleo, € como conseqiiéncia apresentar grandes polarizabilidades, como € o caso das
moléculas de triglicerideos. Quando uma molécula apolar é colocada na presenca de outra
molécula com momento dipolo, esta molécula passa a apresentar um dipolo induzido e sua
forca de interac@o dependera da intensidade do momento dipolo. As forgas de dispersdo sdo
forcas comuns entre moléculas simétricas, apolares e até em moléculas monoatOmicas, j&

que em um momento qualquer a nuvem eletronica da molécula deixa de ser simétrica em

relagdo ao nicleo.

Analisando os solventes utilizados nos sistemas estudados e de acordo com as suas

caracteristicas eletronicas e suas for¢as moleculares, verifica-se que as moléculas de CO;
ndo apresentam momento dipolo. Elas apresentam, porém momento quadrupolo de -4,3 x
10 erg"?cm™ e polarizabilidade igual a 2,9 x 10?* cm’ (Prausnitz et al., 1986; Mendes et
al, 1999). As moléculas de etano sfo moléculas que apresentam apenas um pequeno
momento quadrupolo de -0,65 x 107® erg'’cm®? e polarizabilidade igual a 4,4 x 102 cm’
(Prausnitz et al., 1986; Mendes et al., 1999). A polarizabilidade do etano é duas vezes

maior que a do CO,.

Na literatura ndo foram encontrados valores das propriedades para as moléculas de
triglicerideos. Entretanto, algumas caracteristicas da molécula podem ser avaliadas de
acordo com a sua estrutura molecular. As moléculas dos triglicerideos presentes na manteiga
de cacau sdo moléculas grandes, possuindo nas suas extremidades cadeias carbOnicas que
apresentam de 16 a 20 atomos de carbono. As configuragdes espaciais possiveis para esse
tipo de moléculas sdo em forma de garfo ou de cadeira (Neves, 1996). De acordo com
Prausnitz et al. (1986), moléculas assimétricas possuem dipolos permanentes devido &
distribui¢do desigual das cargas eletronicas em torno de um nicleo carregado. A intensidade
do dipolo é funcfio do tamanho da molécula e da eletronegatividade dos atomos presentes.

Para a molécula de triglicerideos € esperado que o valor deste dipolo seja muito pequeno,
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entretanto devido ao seu grande tamanho pode-se facilmente deformar a nuvem eletrénica

em relagfio ao nucleo da molécula, resultando entdo uma maior polarizabilidade.

Com base nas definicbes e nas caracteristicas das moléculas de CO,, etano e
triglicerideos que compdem os sistemas estudados manteiga de cacaw/fluido supercritico
pode-se estimar as magnitudes relativas das forcas de interacfio entre as moléculas nos

sistemas em questao.

Para verificar se as suposicOes realizadas estdo de acordo com a teoria € como néo
existem valores das propriedades acima listadas para a molécula de triglicerideos, foi
considerando que estas apresentam grandes cadeias carbOnicas € que suas propriedades de
polarizabilidade e primeiro potencial de iomizacfio sdo similares as moléculas de
hidrocarbonetos. A maior molécula de hidrocarboneto para qual foram encontrados com
facilidade os dados necessarios foi o heptano, que foi, portanto escolhido para fins
ilustrativos e de analises qualitativo, apesar de ser uma molécula menor que a molécula de
triglicerideos. A suposi¢do € que as interagdes nos sistemas heptano-CO, e heptano-etano
refletem o0 que aconteceria nos sistemas triglicerideo-CO, e triglicerideo-etano,
respectivamente. Os valores das propriedades das moléculas sdo apresentados na Tabela

V.3.

133



Capitulo V: Resultados e Discussoes

Tabela V.3. Algumas propriedades fisicas dos compostos em estudo (Xu et al., 1998; CRC, 1989-
1990; Prausnitz et al., 1986)

Composto  Estrutura 1°Potencial  Polarizabilidade x Momento Momento
Tonizaggo x 107 (em®) Dipolo  Quadrupolo x 10°
102 (D) (Debye) % (erg” em™
Solvente
CO, CO, 2,206 2,91 0,0 -4,30
Etano C,H; 1,843 4,47 0,0 -0,65
Agua H,0 2,020 1,59 1,8 -2,50
Soluto
n-heptano nC.Hig 1,586 13,70 0,0 0,00

Para uma possivel explica¢i,o examinam-se as diferencas nas forcas
intermoleculares que prevalecem entre o soluto-solvente nos dois casos. Assumindo o
comportamento de moléculas de triglicerideos (TGs) como o de hidrocarbonetos
(considerados de cadeia curta devido a falta de dados na literatura para hidrocarbonetos de
cadeia longa), as for¢as dominantes s@o as de dispersdo sfo maiores no sistema etano-TGs
do que no sistema CO,-TGs, conforme apresentado na Tabela V.4. Observa-se, nesta

Tabela, que as for¢as dispersivas (London) nos dois sistemas s3o maiores que as forgas de

induc&o.
Tabela V.4. Energias potenciais de interagdo intermoleculares
Sistema Forcas de interacgio de F.i. deinducdo  F.i dispersiva (J
orientacio (J cm®) J em®) x 10°¥ cm®) x 10°°
Heptano-CO, 0 -3,80 -5,52
Heptano-etano 0 -0,086 -7,50

Outra forma de avaliar as interacdes dispersivas € se fazer uma extrapolacio da faixa

de aplicacdo do potencial de Lennard-Jones. Este tipo de potencial leva em consideraggo as
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contribui¢cdes dispersivas das forgas de interacfio atrativas e as forcas repulsivas entre duas
moléculas em dois termos distintos resultando em um valor de energia potencial de
dispersdo entre duas moléculas. Os valores das propriedades € ¢ o para as interages séo
apresentados na Tabela V.5. Os resultados dos célculos do potencial de Lennard-Jones
mostram na Figura V.33 que para o par heptano-etano a magnitude do potencial atrativo €
maior que no sistema heptano-CO,. Isso significa que no primeiro as forcas de interacio

dispersivas sfo mais fortes.

Os resultados aproximados sobre as forgas intermoleculares justificam e explica a
maior solubilidade dos triglicerideos em etano supercritico em comparagdio com a

solubilidade em CO, supercritico. Isto se deve as mais fortes interacdes do tipo dispersivas.

Tabela V.5. Pardmetros do potencial de Lennard-Jones (Cussler, 1984; Xu et al., 1998)

Par de Moléculas ek oA
CO,-CO, 133,30 2,465
Etano-Etano 175,07 3,502
Heptano-Heptano 186,46 3,288
Heptano-CO, 159,88 2,877
Heptano-Etano 180,77 3,395

Mohamed et al. (2000) explicaram a maior solubilidade do colesterol em etano
supercritico que em CO; supercritico como fun¢do das interagdes mais fortes da molécula
de etano com a parte apolar da molécula de colesterol constituida por uma cadeia carbGnica
semelhante ao argumentado neste trabalho. Mendes et al. (1999) relacionou a maior
solubilidade de B-caroteno (molécula apolar e simétrica) em etano supercritico com a maior
polarizabilidade do etano (4,4 x 10** cm®) em relagio ao CO, (2,9 x 107 cm’), ou seja,
devido as forcas de carater dispersivo. As suposi¢cdes realizadas por estes autores a fim de
explicar a maior solubilidade dos compostos estudados em etano e CO; estdo em

concordancia com as conclusdes deste trabalho.
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Figura V.33. Potenciais de Lennard-Jones

V.2.4.1. EFEITO DA SATURACAO COM ETANOL

Para analisar o efeito da saturagio do CO, supercritico com etanol foram realizados

experimentos com améndoas de cacau para a extrag@o de teobromina.

Nas Figuras V.34-39 apresenta-se o sistema de améndoas de cacau moidas extraidas
com didéxido de carbono saturado com etanol. A Figura V.34 apresenta dados para a
extragdo de teobromina das améndoas de cacau moidas usando CO, seco e CO, saturado
com 150 mL de etanol (o CO, foi passado por um recipiente contendo 150 mL de etanol) a

90 MPa, 30 g min" e 343,2 K. Com uma quantidade acumulada de 10 kg de diéxido de
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carbono saturado em etanol (333,3 kg COy/kg cacau) foi possivel a remocdo de 5% de

teobromina (0,60 g teobromina/kg cacau) enquanto que somente 2,5% de teobromina (0,30

g teobromina/kg cacau) foram extraidas usando di6xido de carbono seco.

0.8
4190 MPa, 343,2 K, 30 g/min
0.7 —_ @ Sem etanol
= 064 © Com etanol ©
§ J
a 0.5 — ©
k=3
S i
£ 0.4- <
g .
= 0.3+ ° ®
§ ] @
o) 0-2 - .
01 © ®
4 ®
0-0 1 i L) l H l 1 ‘ H E ¥
50 100 150 200 250 300 350

kg CO2 /kg cacau

Figura V.34. Extracfo da teobromina das améndoas de cacau usando didxido de carbono seco e
saturado com etanol. Total: 12,2 g teobromina/kg cacau.

A Figura V.35 mostra as curvas de extracfo para uma amostra de 30g de cacau

moido a 40 MPa, vazio de 30 g min" de CO, e temperaturas de 313,2 ¢ 3432 K. A

quantidade de teobromina extraida (2,1 e 2,9% que corresponde a 0,26 ¢ 0,36 g

teobromina/kg cacau, respectivamente, usando 333,3 kg CO,/kg cacau) foi quase igual em

ambas as temperaturas de 313,2 e 343,2 K, na mesma pressao, vazio de CO; e usando 10

kg de dioéxido de carbono saturado em etanol. Usando CO, seco nas mesmas temperaturas

de 313,2 e 343,2 K foram obtidos somente 1,1 e 2,2 %, respectivamente.
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Figura V.35, Extracdo de teobromina das améndoas de cacau - efeito da temperatura a 40 MPa e 30
- -1
gmin.

A mesma influéncia da saturagiio com etanol com o aumento da temperatura de
313,2 para 343,2 K foi observada na extragéio a 40 MPa, vazio de 90 g min™ e usando 10
kg de CO; saturado em etanol (2,4 e 3,0% teobromina, que corresponde a 0,30 e 0,36 g
teobromina/kg cacau, respectivamente, usando 333,3 kg CO,/kg cacau), em comparacdo aos
de 1,1 e 1,4% de teobromina obtidos com diéxido de carbono seco. Este efeito positivo da
temperatura na extracio da teobromina pode ser atribuido & maior quantidade de etanol no
CO,. Este aumento da quantidade de etanol em relagdo ao CO, também foi observado de

maneira andloga aumentando-se a temperatura, mantendo a pressio constante.

Na Figura V.36, a quantidade de teobromina extraida a 90 MPa, 30 g min’,
temperaturas de 313,2 e 343,2 K e usando 10 kg de diéxido de carbono saturado em etanol
¢ apresentada. Neste caso, a extra¢do a 90 MPa resultou na remogdo de aproximadamente
3,7 e 5,0% de teobromina (que corresponde a 0,45 e 0,60 g teobromina/kg cacau,
respectivamente, usando 333,3 kg CO»/kg cacau) quando o diéxido de carbono foi saturado
em etanol enquanto que 1,6 € 2,5% de teobromina foram obtidos ao usar didéxido de

carbono seco a 313,2 e 343,2 K, respectivamente.
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Figura V.36. Extracio da teobromina das améndoas de cacau — efeito da temperatura a 90 MPa e 30
. -1
g min

Um comportamento similar foi observado na pressdo de extragéo de 90 MPa e com
90 g min” de vazio de CO, a temperaturas de 313,2 e 343,2 K, em que 4,7 ¢ 5,3% da
teobromina, (que corresponde a 0,58 e 0,65 g teobromina/kg cacau, respectivamente,
usando 333,3 kg COykg cacau), foram removidos apds 10 kg de didxido de carbono
saturado com etanol tem passado pelo extrator, enquanto que 2,2 e 2,5% da teobromina
foram extraidos com 10 kg de dioxido de carbono seco, nas mesmas condi¢des de

temperatura, pressio ¢ vazao.

As Figuras V.37 e V.38 mostram a extra¢io da teobromina das améndoas de cacau
moidas, com uma vazio de 30 g min"' de CO, e temperaturas de 313,2 ¢ 343,2 K. Na Figura
V.37, a extragdo a 40 ¢ 90 MPa resultou na remog¢fo de aproximadamente 2,1 e 3,7%
teobromina das améndoas de cacau moidas usando 10 kg de CO», 313,2 K e uma vazéio de
30 g min’, respectivamente (que corresponde a 0,26 e 0,45 g teobromina’kg cacau,
respectivamente, usando 333,3 kg CO,/kg cacau). Um comportamento similar foi observado

na mesma vazio de CO; (30 g min™) e 343,2 K para pressdes de extracio de 40 e 90 MPa
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(Figura V.38), em que 2,9 ¢ 5,0% teobromina (que corresponde a 0,36 ¢ 0,60 g
teobromina/kg cacau, respectivamente, usando 333,3 kg CO./kg cacau) foram removidas

numa extracdo continua com 10 kg de CO,.
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Figura V.37. Extracdo da teobromina das améndoas de cacau — efeito da pressioa 313,2Ke30 g
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Figura V.38. Extraco da teobromina das améndoas de cacau — efeito da pressdoa 343,2K e 30 g

min™!
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A Figura V.39 mostra o efeito de duas vazdes: 30 € 90 g min" de CO, supercritico
saturado com etanol na extragdo da teobromina das améndoas de cacau. Em todas as curvas
de extragfo, as quantidades acumuladas de teobromina extraida foram levemente maiores
para 90 g min” de vazio de CO, (5,3 % teobromina ou 0,65 g teobromina/kg cacau) que
para 30 g min” (5,0 % teobromina ou 0,60 g teobromina/kg cacau) usando 10 kg de CO;
saturado em etanol. Ao considerar o intervalo completo de extragio, nenhuma melhora
visivel no uso de diferentes vazdes foi observado.
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Figura V.39. Extracio da teobromina das améndoas de cacau moidas — Efeito das vazdes a 90 MPa
e343,2K

Conforme mostrado na Figura V.34 pode-se observar que o rendimento da extracdo
da teobromina de améndoas de cacau com CO, supercritico seco foi extremamente baixo
nas condi¢bes investigadas, obtendo-se uma melhora com o uso do CO, supercritico

saturado com etanol.
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V.2.4.2. EFEITO DO CO-SOLVENTE

As Figuras V.42, V.43 e V.44 mostram a influéncia do etanol como co-solvente
durante o processo de extragdo de xantinas de plantas naturais a 20 MPa, 3432 K e 5,7 g
min’ de CO,. Para todas as extracdes, a quantidade de cafeina ou teobromina extraida
aumenta com o aumento da quantidade de etanol, sendo que este efeito € mais pronunciado

a altas concentragdes de etanol (CO, saturado com agua<5% etanol <10% etanol).

As solubilidades em processos de extragfio supercritica com CO; sfo relativamente
baixas, sendo necessario o uso de quantidades grandes de solvente, aumentando com isso 0
custo operacional do processo. A adicdo de co-solvente proporciona um aumento de
solubilidade devido a um aumento da interacdo do fluido com o soluto e aumento da
densidade, ou seja, do poder de solvatagio. Segundo Zhong (1997), o fator predominante
depende da natureza quimica dos componentes bem como das condi¢cdes experimentais de

temperatura, pressdo, € concentragio.

Muitos trabalhos na literatura apontam a utilizagdo de diversos co-solventes polares
como isopropanol (Gani et al., 1997) e etanol (Roényal et al., 1998), os quais modificam a
polaridade do CO: e as propriedades do solvente supercritico, melhorando o poder de
extra¢do de solutos polares. Zhong et al. (1997) estudaram o efeito do co-solvente etanol na
solubilidade do 4cido estearico em CO,SC. Os resultados indicam um aumento de
solubilidade do acido estedrico com o aumento da percentagem de etanol & mesma pressdo.
Segundo os autores este resultado se deve a formacdo de pontes de hidrogénio entre a
hidroxila do etanol e o oxigénio da carboxila. Outro efeito importante é o aumento da
densidade do fluido supercritico com a adicdo do co-solvente, melhorando o poder de
solvata¢do do FSC. Schaeffer et al. (1998) estudaram a variagdo da solubilidade do alcaldide
monocratalina com a adi¢do de etanol ao CO,SC. Os resultados encontrados pelos autores
indicam que a adi¢do de 5% e 10% de etanol (fragdio molar) proporcionou um aumento da
solubilidade de 6 e 12 vezes (para as varias pressOes utilizadas), quando comparada com a
solubilidade no CO,SC puro. Os autores também relataram um aumento da solubilidade do

soluto com o uso de etanol como co-solvente devido a modificacio da polaridade do fluido
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supercritico (Ekart, 1993; Clifford, 1998). A Tabela V.6 apresenta as condi¢bes criticas de

temperatura e pressdo para diferentes fragdes molares de etanol.

Tabela V.6. Pressdo critica (P.) e temperatura critica (T.) da mistura de CO,/etanol a diferentes
concentragdes de etanol.

Fracdo molar P, mistura (MPa) T, mistura (K)

de etanol (%)
0,95 7,65 305,8
2,14 7,83 308,4
2,78 8,07 310,3
3,66 8,25 312,1
4,64 8,61 315,2
6,38 9,11 320,1
7,32 9,74 325,1

As possiveis ligagdes entre as moléculas de cafeina ou teobromina com solventes
como o etanol, o CO; e a 4gua so mostradas nas Figuras V.40 e V.41. Observa-se que
ocorre uma maior interagdo do alcaldide com moléculas de etanol e agua do que com
somente dioxido de carbono. Isto poderia explicar a eficiéncia da dgua ou etanol como co-

solventes na extracdio de cafeina/teobromina de produtos naturais.
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Figura V.40. Ligacdes da cafeina com: (A) etanol, (B) CO, e (C) agua
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Figura V.41. Ligacdes da teobromina: (A) etanol, (B) CO, ¢ (C) agua

Foi possivel remover 53,99; 57,61 ¢ 74,35% da cafeina nas sementes de guarana
originais nos primeiros 115 min usando CO, saturado com agua, 5 e 10% de etanol como
co-solvente do CO,, respectivamente (Figura V.42). Uma influéncia similar do etanol foi
observada na Figura V.43 durante o processo da extracfio da cafeina das folhas de cha mate.
Como o etanol modifica a polaridade do CO», 41, 42 e 75,7% de cafeina nas folhas originais
foram removidas nos primeiros 160 min de operagéo usando CO; supercritico com 5 ¢ 10%
de etanol, respectivamente. Usando CO, saturado com agua, somente 30,5% cafeina foi
extraida no mesmo tempo de extragdo. O uso de 5% de etanol e CO, saturado com agua
(w.s. CO,) resultou num rendimento similar (Figuras V.42 ¢ V.43). No entanto, o aumento
para 10% etanol resultou no aumento de quase duas vezes o rendimento quando

comparados a extragio realizada com CO, saturado com 4gua (w.s).

A Figura V.44 mostra as curvas de extra¢do para a remog¢do de teobromina das
améndoas de cacau moidas usando CO, seco e saturado com 4agua e com 5 € 10% etanol
como co-solvente. O uso de CO; seco e saturado com agua resultou em efeitos similares na
extragio de teobromina das améndoas de cacau moidas, em concordéncia com os resultados
obtidos por Li e Hartland (1991). O uso de CO, saturado com agua nio aumenta a
solubilidade de teobromina. O uso de etanol, porém, aumenta a solubilidade dependendo de
sua concentrac@o (L1 e Hartland, 1991). O potencial de extractibilidade do alcaldide usando

CO, com 5 e 10% de etanol ¢ muito maior do que o potencial com o solvente puro. Num
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periodo de 145 minutos, as quantidades de teobromina extraidas foram 7; 38; 74 ¢ 82,56%
com CO; seco e CO; saturado com agua, 5 e 10% de etanol, respectivamente. O aumento da
concentracdo de etanol no CO, acelera a remogdo das xantinas consideravelmente. Tais
comportamentos sdo similares aos apresentados por Sebald et al. (1996), que trabalharam a
uma temperatura de 363,2 K, usando amostras inteiras ¢ umidas, com agua e etanol como
co-solventes a diferentes concentracBes (5,2; 6,84 e 9,52%), extraindo 70, 89 e 97%

teobromina (%w/w), respectivamente.

Para a maioria dos sistemas, 0 aumento no poder de solvatagdo se deve ao aumento
na densidade na mistura dos solventes. Este incremento na solubilidade ¢ comparavel ao
incremento obtido com o solvente puro ap6és manipulagdes de temperatura e pressdo. No
caso da extracio da teobromina das améndoas moidas de cacau, por exemplo, a pressdo foi
reduzida de 40 a 20 MPa e o tempo de 300 a 145 min para extrair 13 g teobromina com w.s.
CO; e 5% etanol. Ao usar 10% etanol a uma pressdo de 20 MPa e temperatura de 343,2 K,
somente 45 min foram necessérios para extrair a mesma quantidade de teobromina (Ver

Figura V.44)
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Figura V.42. Extracio de cafeina de sementes de guarana a 20 MPa, 343,2 K e uma vazdo de 5,7 g
min” de COs.
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Figura V.43. Extracdo de cafeina de folhas de mate a 20 MPa, 343,2 K e uma vazdode 5,7 g min’!
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Figura V.44. Extracio de teobromina de améndoas de cacau a 20 MPa, 343,2 K e uma vazido de 5,7

gmin” de CO,.

Este efeito co-solvente foi maior que o efeito de saturagio com etanol usando CO-

supercritico nas mesmas condicOes utilizadas para a extracdo da teobromina das améndoas

de cacau moidas, pois a concentragdo de etanol utilizado na saturagio foi menor que 5%.
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V.2.5. SELETIVIDADE

Para explicar a seletividade do solvente foram utilizadas a extragdo de metilxantinas e
gordura de cacau a partir das améndoas de cacau moidas, e a extragdo de cafeina, teofilina e

teobromina de cha mate moido.

Nas Figuras V.45 e V.46 mostram-se as curvas de extracdo obtidas para a manteiga
de cacau, teobromina e cafeina com a extracio realizada usando 3g de amostra de
améndoas de cacau com 5,7 g min" de CO, supercritico seco e saturado com 4gua a 343,2

K e pressoes de 20 e 40 MPa, respectivamente.

Nestas figuras observam-se a recuperagdo da manteiga de cacau, teobromina e
cafeina de 27 e 48%, 13,9 € 29,9% ¢ 37,4 ¢ 66,4% nas extracdes a temperatura constante
de 343,2 K e usando 418 kg CO»/kg cacau a 20 e 40 MPa, respectivamente. Os resultados
apontam claramente a facilidade relativa da extracdo da manteiga de cacau e cafeina das

améndoas de cacau em compara¢io a teobromina.

As solubilidades experimentais do sistema bindrio manteiga de cacau em CO; seco a
323,2 K e pressdes de 15 e 24,8 MPa foram determinadas por Saldafia et al. (2002) que
reportou valores de 0,4 ¢ 0,6 wt% os quais foram maiores que as solubilidades de 0,06 e
0,17 wt% obtidos das inclinagGes de partes lineares das curvas de extragdio usando
améndoas de cacau moidas a 343,2 K e pressdes de 20 e 40 MPa, respectivamente (Figura
V.45). Os menores valores reportados aqui sdo provavelmente devido a presenca de outros
componentes da matriz que estariam formando complexos, dificultando a solubilizagéo e

extracéo.

Os dados de solubilidade nos sistemas bindrios (Saldaifia et al., 1999): i) cafeina e
CO,, e ii) teobromina e CO», revelam que a solubilidade da teobromina € aproximadamente

duas ordens de magnitude menor que a cafeina, o que explica a dificuldade relativa
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encontrada na extracdo da teobromina das améndoas de cacau ainda a maiores pressdes que
as usadas no sistema binario. Estas grandes diferencas nas solubilidades da cafeina e
teobromina no diéxido de carbono foram atribuidas & associagdo das moléculas de
teobromina por liga¢es de ponte de hidrogénio, o que ndo acontece com as moléculas da
cafeina (Li et al., 1991; Martin et al., 1981). Isto é provavelmente a raziio para os maiores
pontos de fusfo e entalpia de sublima¢iio da teobromina, 351-357°C e 9819 cal mol’,
quando comparados com esses da cafeina, 238°C e 5044 cal mol’, respectivamente. A
solubilidade de um soluto s6lido num solvente liquido € representada pela relagdo (Reid et
al., 1988):

In(y2x2) = -(hy/RT)(1-T/Tw) [V.1]

no qual y, € o coeficiente de atividade do soluto, x; € a solubilidade no solvente (fragéo
molar) a uma temperatura do sistema T, T, € a temperatura de fusdo, h¢ é a entalpia de
fusdo e R a constante do gas ideal. A uma temperatura constante pode-se concluir da
relagdo V.l que maiores temperaturas e entalpias de fusdo resultam em menores
solubilidades, x,. Célculos simplificados usando esta equagfio revelam que a solubilidade

ideal da teobromina € aproximadamente duas ordens de magnitude menor que a da cafeina.

Observa-se ainda na Figura V.45 que o uso de CO; supercritico saturado com agua
provocou uma pequena diminuicdo na quantidade de 6leo extraido na faixa de pressdo
explorada neste estudo (20 € 40 MPa) a uma temperatura constante de 343,2 K. A dgua e o
oleo sdo imisciveis nas condi¢cdes ambiente devido a consideravel diferenca entre suas
polaridades. Uma explica¢do para o pequeno efeito negativo no rendimento da extragio da
manteiga de cacau usando CO, supercritico seria que a 4gua comega a competir com o 6leo
na formacgdo de interagdes com o CO,. Este efeito de umidade estd em concordéincia
qualitativa com Snyder et al. (1984) que reportaram a extra¢@o de 6leos de soja, algoddo €
amendoim com CO, supercritico, utilizando umidade de até 12%. Na extragdo de
metilxantinas houve um pequeno aumento no rendimento da extracio usando CO;

supercritico saturado com agua.
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Figura V.45a. Extracdo de: (A) manteiga de cacau e, (B) teobromina e cafeina com CO, seco e
saturado com agua (w) a 343,2 K e pressdo de 20 MPa.
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Figura V.45b. Extragio de: (A) manteiga de cacau e, (B) teobromina e cafeina com CO, seco e
saturado com agua (w) a 343,2 K e pressdo de 40 MPa.

A Figura V.46 apresenta dados para as curvas de extracdo obtidas para a manteiga
de cacau, teobromina e cafeina de uma amostra de 30g de cacau moido a 15,2, 24,8 ¢ 28,3
MPa e uma temperatura de 343,2 K usando 0,86 g min' de etano supercritico. O

comportamento das curvas de extracdo com respeito a pressdo sdo qualitativamente
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similares as encontradas para o CO,. As extracdes s6 foram realizadas com etano
supercritico seco, uma vez que o efeito da umidade foi encontrado ser pequeno nas

extragdes com COa.

A 343,2 K e usando 310 g de etano, os rendimentos da extragdo da manteiga de
cacau de 9, 62 e 72% foram obtidos a 15,2, 24,8 ¢ 28,3 MPa, respectivamente. Os
rendimentos de cafeina e teobromina de 3,73 e 0,45%; 9,89 e 1,59%; 11,82 e 2,07% foram
obtidos para a mesma quantidade de solvente a pressbes de extragfo de 15,2, 24,8 e 28,3

MPa, respectivamente.
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Figura V.46a. Extracdo: (A) manteiga de cacau, (B) teobromina e cafeina, com etano supercritico a
323,2 K e pressdo de 15,2 MPa.
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Figura V.46b. Extracdo: (A) manteiga de cacau, (B) teobromina e cafeina, com etano
supercritico a 323,2 K e pressdo de 24,8 MPa.

Na Figura V.46 foi observado que a quantidade de manteiga de cacau e cafeina
extraida foram maiores que os da teobromina apesar da quantidade de teobromina ser maior
na matriz que a da cafeina. Nas mesmas condicGes de temperatura e pressdo, o CO»
mostrou maior seletividade pela cafeina que a teobromina em concorddncia com o
reportado para o sistema binario (Johannsen e Brunner, 1994; Saldaiia et al., 1999). Este
comportamento pode ser atribuido a formag8o de aglomerados de molkculas de teobromina
pelas ligagdes de hidrogénio, fazendo com que estas sejam mais pesadas e mais dificeis de

extrair.
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Figura V.46c. Extragdo: (A) manteiga de cacau, (B) teobromina e cafeina, com etano supercritico a
323,2 K e pressdo de 28,3 MPa.

A curva de extracdo supercritica do chd mate comercial a 343,2 K e 25,5 MPa,

representa as quantidades acumuladas de cafeina, teofilina e teobromina extraidas como

funcdo das quantidades acumuladas de diéxido de carbono usados, como mostrados na

Figura V.47
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Figura V.47. Curvas de extracdo: (A) cafeina e (B) teobromina e teofilina, durante o fracionamento
do maté comercial a 343,2 K e 25,5 MPa e vazio de CO, de 0,9-1,2 g min™.
Total: 4,31 g cafeina/kg maté comercial; 0,36 g teobromina/kg maté comercial e 0,049 g teofilina/kg

maté comercial.

Uma observacgdo mais detalhada da Figura V.47 mostra maiores seletividades do CO,

para a cafeina seguida pela teobromina e pela teofilina. Apds 7 horas de extracdo, 94, 68 e

57% de toda a cafeina, teobromina e teofilina na matriz da planta, respectivamente, foram

extraidas a 343,2 K e 25,5 MPa. Pela décima primeira fracio, 99,9% de cafeina, 96% de

teobromina e 95% de teofilina foram extraidas. As fra¢cdes obtidas nos ultimos estagios
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chegaram a ser cada vez mais ricas em teobromina e teofilina € mostram a possibilidade da

separacio de metilxantinas extraiveis em fragdes de concentragdes variadas.

Pode-se observar também que o beneficio em relacdo ao custo seria maior se o
processo de extracdo fosse terminado na sétima fragdo, que corresponde a extragdo de 94,
68 € 57% das quantidades originais de cafeina, teobromina e teofilina, respectivamente. O
custo para uma extragcdo completa de aproximadamente 99% ¢ alto, injustificavel e
desnecessario. Cabe também ressaltar que as velocidades de extragdo foram maiores até a
quarta fragdo no caso da cafeina e até a décima fragfio para as dimetilxantinas. A obtengéo
da décima fracdo, porém, requer maior consumo de energia e solvente, obtendo-se um leve
incremento na extracdo da cafeina. No caso das dimetilxantinas, seria interessante realizar

esta extra¢do até a décima fracdo em que mais de 95% de rendimento foi obtido.

Outra observacfo interessante € com respeito as solubilidades das metilxantinas em
sistemas binarios de diéxido de carbono/metilxantina e nos sistemas complexos de di6éxido
de carbono/chéa mate nas mesmas condi¢des (343,2 K € 25,5 MPa). As solubilidades binarias
de 2047,6; 14,13 e 7,15 mg de cafeina, teofilina e teobromina por kg CO,, respectivamente
(Saldafia et al., 1999), sdo substancialmente maiores que aquelas obtidas durante a extragdo
do cha mate (94,1; 0,13 e 4,44 mg de cafeina, teofilina e teobromina por kg CO,,
respectivamente) na regido dependente da solubilidade, conforme obtida usando a parte
linear da curva de extracdo. Esta discrepincia pode ser atribuida as interagdes dos
componentes, em misturas de ocorréncia natural, e demonstra a dificuldade do uso de dados
binarios para predizer a extracdo destas substéncias de produtos naturais de estruturas

complexas.

Na Figura V.48 mostram-se dados experimentais do fracionamento de folhas de cha
mate ‘in natura’ a uma pressdo e temperatura de 13,8 MPa e 313,2 K, respectivamente.
Nesta figura, observa-se que as seletividades do CO, sfo maiores para a cafeina seguida pela
teobromina e teofilina. Com aproximadamente 3,7 kg de dioxido de carbono, foram
extraidas somente 38, 30 e 22% de toda a cafeina, teobromina e teofilina na matriz da

planta. Por esta razdo, realizou-se outro fracionamento a maiores temperatura e pressgo.
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A Figura V.49 apresenta os resultados da extracdo das metilxantinas no
fracionamento do chd mate in natura a 343,2 K e 25,5 MPa. Pela décima sexta fragdo,
84,5% de cafeina, 70,4% de teobromina e 63,0% de teofilina foram extraidas do total. A
quantidade total de metilxantinas extraidas de 9g de folhas inteiras de cha mate seco foram

67,27, 2,33 ¢ 0,27 mg de cafeina, teobromina e teofilina, respectivamente.
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Figura V.48. Curvas de extragdo da: (A) cafeina e (B) teobromina e teofilia, no fracionamento do
cha mate in natura a 313,2 K e 13,8 MPa e vazdo de CO, de 1,2-1,8 g min’
Total: 7,47 g cafeina’kg maté in natura; 0,26 g teobromina/kg maté in natura € 0,03 g
teofilina/ kg maté in natura.
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Figura V.49. Curva de extragdo: (A) cafeina e (B) teobromina e teofilina, no fracionamento do cha
mate ‘in natura’ a 343,2 K e 25,5 MPa e vazio de CO, de 1,2-1,8 g min.
Total: 7,47 g cafeina/kg maté in natura; 0,26 g teobromina/kg maté in natura e 0,03 g teofilina/ kg
maté in natura.
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As solubilidades binarias de 2047,6; 14,13; 7,15 mg de cafeina, teofilina e

teobromina por kg CO,, respectivamente (Saldafia et al., 1999), sdo substancialmente
maiores que essas obtidas durante a extracdo do cha mate in natura (48,46; 1,51 € 0,14 mg
de cafeina, teofilina e teobromina por kg CO,, respectivamente) ¢ do cha mate comercial

(98,9; 5,8 e 0,65 mg de cafeina, teobromina e teofilina por kg CO,, respectivamente).

V.2.6. EFEITO DA MATRIZ

Para discutir o efeito da matriz no processo de extracio de alcaldides com fluidos
supercriticos realizaram-se experimentos utilizando as folhas de cha mate comercial moidas

¢ as folhas de cha mate ‘in natura’ inteiras.

A curva de extracdo supercritica do chd mate comercial a 343,2 K e 25,5 MPa,
representa as quantidades acumuladas de cafeina extraidas como fungfo das quantidades
acumuladas de diéxido de carbono usados, como mostrados na Figura V.47a. As altas taxas
de remog¢do de cafeina sdo obtidas nos primeiros estagios. As taxas de extragdo diminuem
com aumento nas quantidades acumuladas de CO, como mostrado pelas mudangas na

inclina¢do da curva de extragéo.
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Figura V.47a. Curvas de extraco da cafeina durante o fracionamento do maté comercial a 343,2 K
e 25,5 MPa e vazio de CO, de 0,9-1,2 g min™. Total: 4,31 g cafeina/kg maté comercial.
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A quantidade total de cafeina extraida de 9g de chd mate seco utilizando uma
quantidade acumulada de 2,95 kg de CO; foi 38,77 mg de cafeina.

A Figura V.49a apresenta os resultados da extragio das metilxantinas no
fracionamento do cha mate in natura a 343,2 K e 25,5 MPa. Nesta Figura observam-se trés
regides: a que depende da solubilidade, a intermediaria e a controlada pela difusfio, em
concordancia qualitativa com o comportamento apontado por Hedrick et al. (1992). A 1°
regido dominada pela solubilidade é formada pelas 10 primeiras fragdes, a regido
intermediaria € formada das fracdes 11-16 e, das fragdes 17-40 formam a 3* regido

dominada pelo fenémeno da difusdo.

A quantidade total de cafeina extraida de 9g de folhas inteiras de cha mate seco foi
de 67,27 mg de cafeina. Esta quantidade corresponde a 7474,4 mg de cafeina por kg de cha

mate seco.
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Figura V.49a. Curva de extracio da cafeina no fracionamento do cha mate ‘in natura’ a 343,2K e
25,5 MPa e vazio de CO, de 1,2-1,8 g min™. Total: 7,47 g cafeina/kg maté in natura.

Na Figura V.50 apresenta-se os resultados da extracio da cafeina obtidas de

matrizes diferentes (folhas inteiras ‘in natura’ e folhas moidas comerciais). Comparando as
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extragdes realizadas com as matrizes de cha mate comercial moido (10g, 10% de umidade, o
que resulta em 9g de material seco) e folhas de cha mate in natura inteiras (22,5 g, 55-60%
de umidade, que corresponderia também a 9g de material seco) pode-se dizer que neste caso
a natureza da matriz sélida foi muito mais importante que o teor de umidade, pois apesar de

ter um teor menor de dgua, a extracio de maté moido foi mais eficiente

Em relacdo & umidade ¢é dificil obter uma conclusdo a partir das informagdes
apresentadas nesta Figura, pois as matrizes utilizadas foram diferentes (folhas inteiras e
moidas). No entanto, em outras matrizes como gréos de café foi possivel identificar o efeito
da umidade no processo de extracdo. McHugh e Krukonis (1986) provaram que o
diclorometano seco nfo pode ser usado para descafeinar eficientemente os grios de café
secos, comportando-se de maneira mais eficiente com os grdos de café umedecidos.
Sabemos que a cafeina poderia estar quimicamente ligada a estrutura do 4cido clorogénico
presente nos griios de café, portanto, a 4gua de alguma forma atua como um agente quimico
liberando a cafeina de sua forma ligada na matriz de café, em ambos processos com
diclorometano € CO,. Também Peker et al. (1992) afirmam que os gréos de café devem ser
primeiro umedecidos em dgua até alcancar um contetido de 45 wt %. Este pré-tratamento ¢
essencial para a extracdo ja que influencia na textura das paredes das células dos gréos,
facilitando a difusdo da cafeina. Portanto, considera-se a umidade um fator importante na

velocidade de extragfo.

A Figura V.50 mostra que nas primeiras fragdes a extracio ¢ mais rapida na matriz
de cha mate moido, pois nfo existe resisténcia a transferéncia de massa, enquanto a folha
inteira apresenta uma maior resisténcia a transferéncia. Esta figura indica, ainda, que a
matriz parece ser um fator mais importante que a umidade na extragdo, pois a cafeina foi
extraida com maior facilidade no mate comercial (moido) que possui um conteido de

umidade menor do que nas folhas inteiras que apresentam um conteiido de umidade maior.
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Figura V.50. Comparagio das curvas de extragdo da cafeina no fracionamento do ché mate
comercial e in natura a 343,2 K e 25,5 MPa e vazio de CO, de 0,9-1,8 g min’

O estudo de efeito de matriz apresenta resultados limitados a um produto natural.
Por isso, futuras pesquisas poderdo ser estendidas para os outros produtos. Em relacfo a
utilizagio de outras matrizes como sementes € frutos pode-se dizer que o custo de sua
utilizagdo seria bem maior uma vez que possuem estruturas que dificultam a penetragéio do
CO;, supercritico quando comparadas as matrizes de folhas. A forma moida dessas matrizes,

porém, poderia contribuir para um aumento na velocidade de extragéo.

V.2.7. EQUILIBRIO SOLIDO-LIQUIDO E O EFEITO ANTISOLVENTE

O efeito anti-solvente de fluidos supercriticos foi considerado no estudo da
pilocarpina. Neste item s3o apresentados os resultados dos experimentos de equilibrio
s6lido-liquido para o sistema pilocarpina hidroclorada/CO, supercritico, realizados com o
objetivo de avaliar a utilizagdo do CO. supercritico como anti-solvente para a recuperagdo
da pilocarpina do jaborandi. Imicialmente, sdo apresentados resultados das analises

cromatograficas por CLAE da pilocarpina hidroclorada e dos produtos de sua degradacéo.
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Para realizar a andlise dos extratos obtidos apOs a extragdo supercritica foi
necessario estabelecer o método correto de identificacio qualitativa e quantitativa da
pilocarpina hidroclorada pura, assim como de seus produtos de degradagdo (isopilocarpina,
acido pilocarpico € acido isopilocarpico). Foram testadas algumas colunas mencionadas na
literatura para andlise de pilocarpina. As colunas, porém apresentaram defeitos como baixa
eficiéncia € ma resolucdo. Dentre as varias colunas testadas, escolheu-se trabalhar com a
coluna descrita no item II1.4.2 nas condi¢des especificadas nesse mesmo item. Usando o
método descrito na literatura ndo foram obtidos resultados satisfatorios, por isso foram
modificados alguns pardmetros, como comprimento de onda, pH da fase mével e tipo de
coluna cromatografica. Com este método adaptado obtivemos uma alta resolugio e maior
eficiéncia na obten¢do dos cromatogramas comparando com os métodos descritos na

literatura (Noordam et al., 1978; van Ackeren et al., 1984; Fan et al., 1996).

No Apéndice A sdo mostrados os cromatogramas dos padrdes das amostras de
pilocarpina hidroclorada e isopilocarpina hidroclorada. Na Figura V.51 apresenta-se o
cromatograma da mistura pilocarpina (tz=29 min) e isopilocarpina hidroclorada (tx=26,5
min) para avaliar a diferenca nos tempos de retengéo detectados nos padrdes € com o intuito

de poder também identificar nos nossos extratos estes dois componentes.

Com o objetivo de mvestigar uma possivel degradagio da pilocarpina também foi
realizada uma andlise por CLAE da solu¢do de pilocarpina hidroclorada em etanol
(Apéndice A). Mostramos neste mesmo Apéndice o cromatograma apOs causar a COnversao
da pilocarpina hidroclorada em 4cido pilocarpico hidroclorado e o cromatograma da solugdo

oftalmologica colirio, com 2% pilocarpina.
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Figura V.51. Cromatograma da mistura pilocarpina hidroclorada e isopilocarpina hidroclorada como
fungdo do tempo de retengio (tz) em minutos.

Na Figura V.52 apresenta-se um cromatograma do extrato de jaborandi apos
realiza¢do da extracdio com uma mistura de metanol e dgua. Observa-se neste cromatograma
a presenga de dois picos correspondentes a pilocarpina e isopilocarpina, com tempos de
retencdo similar aos obtidos na Figura V.51 usando a mistura dos padrdes e aos
apresentados nos Apéndices A.1 ¢ A2 usando os padrdes individuais respectivos. A
identificagdo da pilocarpina e isopilocarpina hidroclorada presente no jaborandi no mesmo
tempo de reten¢dio de seus padrdes puros respectivos se deve a que em ambos casos as
amostras foram retidas seletivamente pela fase estaciondria, pois foram usadas as mesmas
condi¢des: coluna, fluxo de solvente e fase mével. Este cromatograma da Figura V.52
mostra que ocorreu reacdo de isomerizacdo da pilocarpina na planta. Isto pode ter ocorrido
devido ao longo tempo de armazenamento do produto nas instalages do fornecedor. Para
confirmar esta hipotese seria necessario realizar testes com folhas de jaborandi coletadas

recentemente.
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Figura V.52. Cromatograma de um extrato de jaborandi contendo isopilocarpina e pilocarpina por
CLAE

Apds o estabelecimento do método de andlises da pilocarpina hidroclorada por
CLAE foi realizada uma extracdo supercritica usando o sistema binario: pilocarpina
hidroclorada pura/CO, supercritico a uma temperatura de 323,2 K e uma pressdo de 6,5
MPa. A pilocarpina hidroclorada manteve-se insolivel em didxido de carbono supercritico
nas condi¢cdes de temperatura e pressdo usadas (343,2 K e 6,9 MPa; 348,2 K e 8,6 MPa;
353,2 K e 8,6 MPa). A fragdo molar da pilocarpina hidroclorada foi de 1,45% enquanto que
a do CO; foi de 98,5%. O dioxido de carbono, considerado um solvente apolar com um
momento quadrupolo, nfio foi capaz de solubilizar a pilocarpina hidroclorada. Devido a
pequena fragdo molar de pilocarpina hidroclorada utilizada (1,45%) no CO,, pressdes muito

maiores ocasionariam um alto consumo de energia para a sua solubiliza¢o ideal.

Pela conformacdo quimica da molécula de pilocarpina hicroclorada (Figura 11.2)
decidiu-se usar um solvente bastante polar, o fluoroférmio, nas mesmas condi¢cdes de

temperatura ¢ pressdo utilizadas no sistema anterior. As fragdes molares de pilocarpina
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hidroclorada e fluoroférmio foram de 1,45 e 98,5%, respectivamente. Neste experimento,

concluiu-se, portanto, que a pilocarpina hidroclorada pura também ndo foi soluvel em

fluoroférmio supercritico.

Pelo comportamento mostrado da pilocarpina hidroclorada no CO, e no
fluoroférmio contemplou-se como possivel solugdo o uso da técnica SAS (fluido
supercritico como anti-solvente do inglés Supercritical Antisolvent). Nesta técnica se faz
necessario o uso de outro solvente que dissolva a pilocarpina hidroclorada e sua recuperacéo
¢ por precipitagdo do alcaldide pela agdo anti-solvente do gas. Para uso desta técnica €
importante realizar o teste de polaridade da pilocarpina hidroclorada pura a condi¢des
ambiente. Os solventes testados foram: éter de petroleo, diclorometano, éter etilico, acetato
de etila, acetona, alcool etilico € 4gua com ordem crescente de polaridade. Observou-se que
a pilocarpina hidroclorada pura era extremamente soluvel na 4gua, seguida pelo etanol
absoluto, sendo insolivel nos outros solventes. Foram testados também solventes como
tetrahidrofurano, dimetilformamida, e dioxano, sendo a pilocarpina hidroclorada um pouco

soluvel no dimetilformamida e insolivel no tetrahidrofurano e dioxano.

ApOs os testes de solubilidade da pilocarpina hidroclorada em diferentes solventes
quimicos, optou-se por utilizar o sistema ternirio formado por pilocarpina
hidroclorada/etanol e didéxido de carbono como anti-solvente. Desta maneira evita-se a
degradacdo da pilocarpina hidroclorada pela hidrolise com 4gua. Porém, jA que a
solubilidade da pilocarpina hidroclorada € muito menor no etanol que na dgua ¢ necessario o
estudo de sistemas mais complexos, como o sistema quaterndrio: pilocarpina

hidroclorada/dgua/etanol e CO, supercritico como anti-solvente.

O efeito anti-solvente pode ser explicado pela Figura V.53 para o sistema ternario:
CO,/1-propanol/acido salicilico em fungdo da fragdio molar do CO, e temperatura a uma
pressdo constante. Esta Figura mostra que com o aumento da fragdo molar do CO,, a
temperatura na qual o 4cido salicilico precipita diminui primeiro (co-solvente), alcangando

um minimo, e em seguida aumenta, efeito anti-solvente.
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Figura V.53. Temperatura de precipitagdo do sistema CO,/1-propanol/acido salicilico como
funcdo da fragdo molar de didxido de carbono a 7 MPa.

Para um melhor entendimento do equilibrio de fases mostramos na Figura V.54 o
diagrama de fases em fungéio da temperatura e presséo a uma composicdo constante. Nesta
Figura sdo indicadas claramente as diversas fases no equilibrio. Num ponto M a uma
temperatura T1 € uma pressdo P1, a solugdo se encontra na fase liquida. A interfase S+L
(M1) € alcangada ao aumentar a pressdo de P1 para P2, iniciando a formacfo de cristais.
Aumentando a temperatura de T1 para T2 a uma pressgo constante de P2 € possivel fusionar

o sélido, passando novamente a fase liquida.

-
Ld

g Pressio

-
-

n 12 Temperatura

Figura V.54. Interfases S-L, L-V, S-V e o equilibrio das trés fases S-L-V a diferentes temperaturas e
pressoes (Peters, 1986).

167



Capitulo V: Resultados e Discussdes

Neste trabalho com o uso do processo SAS foi obtida uma isopleta solido-liquido
(Figura V.55) para o sistema quaterndrio: pilocarpina hidroclorada-etanol-agua e dioxido de
carbono, sendo que este ultimo atuou como anti-solvente. A curva apresenta uma tendéncia
linear positiva para pressoes variando de 4 a 9 MPa com uma variagdo de temperatura de 1
K, de maneira similar a interfase S-L mostrada na Figura V.55. A uma pressdo de 6 MPa e
uma temperatura de 300,5 K, o sistema se encontra na fase liquida (M1). Aumentando a
pressio de 6 para 7 MPa a temperatura constante de 300,5 K formam-se cristais na
interfase S+L (M2). Aumentando porém a temperatura de 300,5 para 300,7 K fusionamos o
solido (M3), sendo necessério uma maior pressdo de 7,55 MPa para precipitar a pilocarpina
novamente (M4). Para precipitar a pilocarpina a temperatura de 300,85 K é necessario

aumentar a pressdo até 8,05 MPa, mantendo a concentragio constante.

10
S+L b
g 6 / M3
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Figura V.55. Isopleta sélido-liquido para a composigdo constante no sistema de 0,09% de

pilocarpina, 6,52% de agua, 25,51% de etanol e 67,88% de didxido de carbono.

Na Figura V.56 encontra-se um exemplo das interfases S-L e L-V para o sistema n-
eicosano-etano a diferentes temperaturas, pressdes e concentra¢des. Realizando-se mais
experimentos a diferentes concentracdes de pilocarpina hidroclorada/etanol/agua/CO, como
anti-solvente, poderiam ser geradas curvas similares as apresentadas na Figura V.56. Com
estes dados seria possivel determinar a interfase S-L-V em fungio da composigio, ja que
este ¢ obtido pela intersecdo das duas interfases L-V e S-L. Este comportamento de fases
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permite saber como uma fragdo molar de pilocarpina hidroclorada se comporta numa dada

temperatura e pressdo € também se € miscivel nessas condigdes.

~

12 r

<
L)

Pressao (MPa)

™
T

i A
290 3o a0 350
‘Temperatura ( K)

Figura V.56. Dados experimentais das interfases S-L e L-V (circulos vazios) e o equilibrio
das trés fases S-L-V (circulos preenchidos) a diferentes concentragdes, temperaturas e pressdes para
o0 sistema n-eicosano-etano (Peters, 1986).

Foi realizado o estudo de fracionamento usando CO,SC com o objetivo de extrair a
pilocarpina presente na matriz de folhas moidas de jaborandi, P. microphyllus. Extragdes
foram realizadas nas condi¢Ges de 25,5 MPa, 3432 Ke 1,2 g min” de diéxido de carbono,
usando agua para saturar as folhas de jaborandi moidas no segundo extrator. As quantidades
acumuladas de pilocarpina extraidas nestes experimentos foram extremamente pequenas
(tragos), sendo que a maior parte da pilocarpina ndo foi coletada nos separadores, mas
foram extraidas das células das folhas moidas, permanecendo no extrator. Isto foi
comprovado por andlises de CLAE dos extratos obtidos no separador e¢ do extrato que

permaneceu no extrator apos o processo de extragéo.

V.2.8. FRACIONAMENTO DA MANTEIGA DE CACAU

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados obtidos do fracionamento da manteiga
de cacau com CO; e etano supercriticos assim como a caracterizacio das fracGes de
manteiga de cacau obtidas durante o processo de fracionamento. Inicialmente sdo

apresentados e discutidos os resultados relativos a composicdo de acidos graxos,

169



Capitulo V: Resultados e Discussoes

composi¢do de triglicerideos, bem como o comportamento térmico durante a fusdo das

amostras.

A. Acidos graxos das fracdes obtidas do fracionamento da manteiga de cacau

Na Tabela V.7 apresentam-se os resultados obtidos das anélises por cromatografia
gasosa dos acidos graxos na manteiga de cacau inicial obtida da Cardill Ltda. (Bahia,

Brasil), os quais apresentam boa concordéncia com os dados da literatura.
As fracdes foram examinadas em termos de sua aparéncia visual. Todos os extratos

foram s6lidos a temperatura ambiente de cor amarelo claro, tipico da gordura de cacau.

Todas as amostras apresentaram também aroma agradavel.

Tabela V.7. Composicio dos acidos graxos da manteiga de cacau

N°de carbono  Ac. Graxo Manteiga de Manteiga de Manteiga de cacau®
cacau’ cacau’
C14:0 Miristico 0,1-0,3 0,18 0,1
C16:0 Palmitico 25,0-28,0 26,05 26,0
Cleé:1 Palmitoleico 0,4-0,7 0,46 0,3
C18:0 Estearico 33-37 32,61 34,4
C18:1 Oleico 31-35 32,86 34,8
C18:2 Linoleico 2-3,5 3,24 3,0
C18:3 Linolénico 0,2 0,16 0,2
C20:0 Araquidico 0,6-1,0 0,09 1,0
C22:0 Beénico 0,1 0,17 -
Saturados 66,4-60,6 59,36 61,7
Insaturados 33,6-39,4 40,63 38,3

TSilva (1988), *Saldafia (2001), *Salgado (1999)

A Tabela V.8 mostra as composi¢des dos acidos graxos em fragbes obtidas a uma

pressio de 24,8 MPa e uma temperatura de 323,2 K. As fra¢gdes foram obtidas usando 0,4
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kg de CO; (A), 0,25 kg de etano (B) e 0,74 kg de etano (C). A analise das duas fragbes (A)

e (B) obtidas usando dois fluidos supercriticos diferentes revela que estas frages contém os

acidos graxos até C20, nas mesmas proporgdes relativas encontradas na manteiga original.
Observa-se, porém nestas fraces a auséncia de acidos graxos C22. A fracio coletada com
0,74 kg do etano se distingue por uma composi¢io bastante diferenciada, principalmente por
conter maiores quantidades de acidos C20 e C22. A composigéo varia devido ao aumento
dos 4cidos graxos araquidico e behénico o que demostra que as ultimas fragbes sdo mais
ricas em compostos pesados, ocasionando a diminuicio de acidos graxos leves (4cido graxo
palmitico).

Tabela V.8. Composi¢go dos acidos graxos na manteiga do cacau (Saldafia, 2001)

N° de carbono  Manteiga de * COo, ** Etano + Etano
cacau’
C12:0 0,24 - 011 .
C14:0 0,18 0,13 0,14 0,07
Cl16:0 26,05 28,84 27,52 22,03
Cle:1 0,46 0,53 0,48 0,49
C18:0 32,61 31,91 32,77 29,96
C18:1 32.86 33,76 34,42 29,68
C18:2 3,24 3,71 3,30 3,28
C18:3 0,16 0,22 0,19 0,18
C18:4n-3 0,91 0,81 0,89 1,02
C20:0 0,09 0,07 - 5,06
C22:0 0,17 ] ] )
C22:5n-3 - - - 0,07
C22:6n-3 2,97 - 0,10 8,08
Saturades 59,36 60,96 60,57 57,15
Insaturados 40,63 39,03 3942 42,84

! Manteiga de cacau original, amostra 2 ( uso de 0,4 kg de CO; supercritico), amostra 3 (fra¢do
obtida com 0,25 kg de etano supercritico), amostra 4 (fragdo obtida com 0,74 kg de etano
supercritico). * Condicdes de 24,8MPa e 323,2 K
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B. Composicio de triglicerideos das fracdes obtidas do fracionamento da manteiga de
cacau

Na Tabela V.9 sdo apresentados os triglicerideos identificados na manteiga de cacau
extraidos com o solvente orgénico, éter de petroleo. Os triglicerideos (TGs) presentes em
cada fracio foram determinados conforme o procedimento descrito na segio IV.4.4. A
reprodutibilidade dos dados experimentais para as andlises, determinado através da

realizacdo de duplicatas foi de + 4%.

Tabela V.9. Composicdo de triglicerideos da manteiga de cacau extraida com solvente orginico

Triglicerideos Carbono Composicio (%)
Loisel et al. (1998) Este trabalho
PLiO C52 0,5 0,8
PLiP C50 1,6 2,6
000 C54 0,4 0,6
POO C52 2,8 4,5
PLiS C52 1,4 4,8
POP C50 17,0 18,5
SOO C54 34 6,0
POS C52 36,6 374
OOA C56 - 0,7
SOS C54 27,3 22,0
PSS C52 1,1 0,6
SOA C56 1,9 1,0

A Tabela V.10 mostra as quantidades de triglicerideos nas fragdes obtidas das
améndoas de cacau com etano supercritico. As fra¢cdes foram coletadas a diferentes
pressdes de 15,2, 24,8 e 28,3 MPa e temperaturas de 323,2 e 343,2 K. Nesta Tabela
verifica-se que as composi¢cdes dos TGs nas fragdes obtidas a diferentes temperaturas e
pressdes variaram aleatoriamente. Portanto, o etano supercritico mostrou pouca
seletividade para um determinado TG. Os resultados obtidos estdo em concordincia com as
observagdes de Rossi (1996) que verificou pouca seletividade do CO, em relagdo aos

triglicerideos presentes na manteiga de cacau.
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Neves (1996) englobou os triglicerideos do 6leo de manteiga de leite em varias
familias de acordo com o total de atomos de carbonos presentes nas cadeias carbdnicas dos
acidos graxos presentes nas moléculas. Esse autor separou os triglicerideos do 6leo de
manteiga em trés fracoes: leves, intermediarios e pesados utilizando CO,SC. Os trigliceridios
da manteiga de cacau distribuem-se em familias que englobam a faixa dos C50 a C56
(Tabela V.9). Verifica-se que as faixas de tamanho e massa molecular sdo bastante estreitas,
resultando em compostos de caracteristicas semelhantes, o que dificulta o seu

fracionamento.

Tabela V.10. Triglicerideos obtidos a partir de améndoas de cacau moido com etano supercritico a
diferentes pressdes e temperaturas.

TGs 248 MPa & 283 MPa & 248 MPa & 283 MPa &

3232K 3232 K 3432 K 3432 K
PLiO 0,74 0,84 0,44 0,56
PLiP 1,76 1,42 1,54 1,17
POO 0,42 0,56 0,44 0,29
PLiS 435 4,67 4,09 3,71
POP 19,84 20,51 19,64 19,98
SO0 5,27 5,72 4,63 4,22
POS 40,16 40,64 40,67 42,31
OO0A 0,35 0,32 0,38 0,32
SOS 26,77 24,47 26,39 26,97
PSS 0,33 0,84 0,25 0,47
SOA 0,1 0,1 1,53 .

Nas Figuras V.57 e V.58 mostram-se o percentual de triglicerideos presentes nas
fracbes da manteiga de cacau pura extraida com solventes supercriticos. Observa-se que os
triglicerideos variam aleatoriamente nas fragdes, tanto com CO, quanto com etano

supercritico.
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Observando a Figura V.57 pode-se afirmar que no inicio do processo de extraggo,
usando etano supercritico, o triglicerideo leve POP (C50) é mais facilmente extraido
enquanto que as Ultimas fragdes foram mais ricas em TG SOS (C54). Porém a diferenca da
ultima fragdio com respeito a primeira fragio destes dois TGs se mostra muito pequena. Arul
et al. (1987) e Neves (1996) relataram tendéncias mais claras e nitidas no caso do
fracionamento da gordura do leite e do 6leo de manteiga. Eles dividiram os triglicerideos em
trés grupos (leves, médios e pesados), mostrando a diminuicdo e aumento destes

triglicerideos como fungéo do tempo de extracgo.
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Figura V.57. Percentual dos TGs nas fragdes extraidas a 24,3 MPa e 323,2 K com CO,SC. Cada
fracdo foi obtida com 377 g de CO,.
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Figura V.58. Percentual dos TGs nas fragdes extraidas a 323,2 K com etano supercritico. Cada
fracdo foi obtida com 61,95g de etano.

C. Comportamento térmico das fracoes obtidas do fracionamento da manteiga de
cacau

As determinacdes do comportamento térmico das fracdes foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita na se¢do IV.4.5. As analises foram realizadas em
duplicatas e a reprodutibilidade experimental envolvida na determinagio da entalpia de
fusdo (AHgs) das fragoes foi de 5% e para a determinagio do percentual de sélidos foi de
10%.

A Tabela V.11 apresenta o conteudo de sélidos na manteiga de cacau extraida com
etano supercritico a 323,2 e 343,2 K e pressdes de 24,8 e 28,3 MPa. A Figura V.59 mostra
a curva de solidos da manteiga de cacau nas fragGes obtidas com CO, e etano supercritico a

24,8 MPa e 323,2 K. Na Tabela V.11 e Figura V.59, a analise do comportamento térmico a
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manteiga de cacau apresenta um alto indice de gordura solida (98-99%) a 10°C.
Aumentando-se a temperatura para 25°C, este valor decresce para 90-93%. Na faixa de
temperaturas de 25 a 35°C esta variagfio ¢ ainda maior (aproximadamente 60 a 70%). Esses
resultados demonstram que tanto a manteiga de cacau obtida por prensagem mecénica
quanto aquela obtida por extracdo com fluidos supercriticos apresentam percentuais de
solidos similares a temperatura de 10 e 25°C, sendo ambas manteigas totalmente fundidas a
temperatura maior que 36°C. Isto indica que a extragdo com fluidos supercriticos néo
modifica esta importante propricdade da manteiga de cacau visando uma posterior

utilizagdo em formulacGes e processamento de produtos como o chocolate.

De acordo com Leissner et al. (1993), o teor de gordura sdlida a temperaturas
inferiores a 25°C representa a dureza ou o cariter quebradico de uma gordura. Um dos
dados mais importantes € praticos utilizados industrialmente para avaliar a manteiga de
cacau e outras gorduras alternativas a manteiga de cacau € a diferenga no teor de sélidos da
gordura na faixa de 25 a 35°C, denominado de AS (25 a 35°C), ja que representa o perfil de

fusdio da gordura na boca, o qual estd associado diretamente & sensagiio de frio e ao

desprendimento de sabor (Luccas, 2001).

A presenca de sélidos em temperaturas superiores a 35°C ¢ uma caracteristica de
cera, que ¢ facilmente detectada durante a degustagfio. Assim para que uma gordura possa
ser usada na fabricagdo de chocolate para o consumo em climas tropicais ela deve ser dura e
quebradica a temperatura ambiente (alto valor de sélidos a 25°C), deve apresentar boas
propriedades de fusdo na boca (alto valor de AS, 25°C-35°C), além de ndo apresentar
residual ceroso (solidos acima de 35°C). A Tabela V.12 apresenta os valores das fragdes
obtidas da extracdo com etano supercritico, satisfatorios para as trés condicdes para uma
boa gordura de cacau: alta dureza a temperatura ambiente, boas propriedades de fusio e

valores baixos a temperaturas maiores que 35°C.
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Tabela V.11. Conteudo de so6lidos na manteiga de cacau extraida com prensa mecinica e com etano
supercritico a diferentes temperaturas e pressoes.

T (°C) Prensa mecinica! 24,8 MPa & 283 MPa & 248MPa& 283MPa&

3232 K* 3232 K’ 3432 K° 3432 K°
0 100 100 100 100 100
10 98,42 99,45 99,46 98,91 99,19
20 87,19 96,47 93,96 96,47 93,09
25 84,63 93,35 90,09 92,57 89,8
30 67,13 82,9 72,8 79,68 73,37
35 19,87 33,36 20,05 30,99 20,11
40 6,2 9,05 3,51 8,3 5,63

"Lucas (2001): extraida com prensa mecanica, ‘uso de 123,9 g etano supercritico e “uso de 247,8
g etano supercritico

Tabela V.12. Contetdo de sdlidos na manteiga de cacau extraida das améndoas de cacau moidas
com prensa mecénica e com etano supercritico, a diferentes temperaturas e pressdes.

Prensa 248MPa& 283MPa& 248MPa& 283MPa&

mecanica' 3232 K 3232 K 3432 K° 3432 K°
S (25°C) 84,63 93,35 90,09 92,57 89,8
AS (25°C- 64,76 59,99 70,04 61,58 69,69
35°C)
S (37,5°C) 6,2 9,05 3,51 8,3 5,63

'Lucas (2001): MCB-manteiga de cacau Brasileira extraida com prensa mecdnica, “uso de 123,9 g
etano supercritico e *uso de 247,8 g etano supercritico

Na Figura V.59 sio mostradas as curvas de sélidos da manteiga de cacau extraidas
com prensa mecanica (p.m) e fragdes extraidas com solventes supercriticos (CO, e etano) a
uma temperatura de 323,2 K e pressdo de 24,8 MPa. Em todos os casos, as fragSes de
manteiga de cacau apresentam percentuais de s6lidos similares em relagdo a manteiga de
cacau obtida por prensa mecénica, exceto na faixa de 10 a 26°C onde a manteiga de cacau
obtida com fluidos supercriticos apresenta um maior teor de solidos. Em chocolates este
valor maior representa uma boa dureza & temperatura ambiente, que ¢ uma grande
vantagem em regides de climas quentes (tropicais) ou em estacdes de verdo.
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Figura V.59. Curva de sélidos da manteiga de cacau pura por prensa e as fragdes obtidas
com CO, e etano supercritico a 24,8 MPa e 323,2 K. Cada fragio (Fr) de CO, foi obtida com 377 g
enquanto que com etano foi 61,9 g

No processo com prensa mecinica foi necessaria, também, a extra¢do com hexano
para uma recuperagdo total do dleo. Além disso, este processo tem uma influéncia negativa

devido ao uso de altas temperaturas, que poderiam degradar a manteiga de cacau.

As analises térmicas das fra¢Ges indicam que a pequena variago na composicdo das
fragdes de manteiga de cacau com respeito aos TGs da manteiga original, (Tabelas V.9 e
V.10) parece resultar numa pequena modificacdo do comportamento térmico destas fra¢Ges

(Tabela V.9).

A Tabela V.13 apresenta os resultados da anilise de entalpia com desvio médio
experimental de 5% de algumas fracdes selecionadas e coletadas durante a
extragdo/fracionamento a pressdes de 24,8 ¢ 28,3 MPa e temperaturas de 323,2 e 343,2 K
usando etano supercritico. Sabariah et al. (1998) num estudo das caracteristicas fisicas e

quimicas de varias gorduras mostraram que as manteigas de cacau substitutas (CBS)
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apresentam o maior valor de entalpia de fusdo (143,1 J/g), seguida pela manteiga de cacau
da Malaysia MCB (138,8 J/g), uma fracdo de gordura do leite HMF42 (97,1 J/g) e a
gordura do leite anhidra AMF (72,9 J/g). Eles atribuiram a variacdo do calor de fuséo do
HMF42 com respeito a AMF ao maior conteido de acidos graxos saturados que
insaturados. Em trabalhos prévios (Saldafia et al., 2002) foi observado que nfo ha uma
diferencia marcante entre os acidos graxos saturados e insaturados nas diferentes fragdes
coletadas apds a extragdo/fracionamento da manteiga de cacau das améndoas de cacau
moido (Tabela V.13).

Tabela V.13. Entalpia de fusdo correspondente ao fracionamento da manteiga de cacau usando etano
supercritico a diferentes pressdes e temperaturas.

Pressure (MPa) Temperature (K)

AHg,s (J/g)
24,8 323,2 125.8
24,8 343,2 117,
28,3 323,2 121.4
28,3 343,2 1188

Pelos resultados experimentais apresentados neste trabalho determinou-se que
utilizando fluidos supercriticos ou processos convencionais de extra¢do (prensa mecanica)
ndo sdo alteradas as caracteristicas da manteiga de cacau como por exemplo o teor de
acidos graxos, a composicéo de triglicerideos e a entalpia de fus@o. No caso da temperatura
de fusdo observou que as fragdes obtidas com fluidos supercriticos apresentam maior
conteido de solidos a temperaturas baixas, o que seria um pardmetro fisico-quimico
importante em climas tropicais durante o verdo pois este valor indica a dureza da manteiga

de cacau.

Na extracdo de cafeina de sementes moidas de guarana e chd mate foram usados
como solventes a agua e o cloroformio. As extragdes foram realizadas por 10 h usando 200
mL de solvente e 20g de amostra. No caso do guarand observou-se que 0s extratos aquosos

apresentaram, agucares e cafeina, enquanto que com o cloroférmio foram obtidos, cafeina e
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um material oleoso de cor laranja-escuro. No caso do mate o extrato obtido apresentou
uma grande quantidade de clorofila, bem como de cafeina. O cloroférmio extraiu
completamente o Oleo e a teobromina das améndoas de cacau moido. Todos os
experimentos foram realizados a uma temperatura de 60°C & pressdo atmosférica, usando

um aparelho soxhlet.
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CariTUuLO VI

MODELAGEM TERMODINAMICA

A modelagem termodindmica é importante na engenharia de processos
pois poderd fornecer informagdes - através de predigdes, interpolacdes e
extrapolagdes - sobre varigveis de interesse em condigbes onde dados
experimentais ndo estdo ou ndo podem estar disponiveis devido as diversas
limitagbes experimentais. Como se sabe, experimentos sdo dispendiosos e
demandam ensaios prolongados e onerosos. No caso de extra¢do de alcaldides
com fluidos supercriticos, é possivel estimar a solubilidade bem como
determinar sua varia¢do com a mudanga da pressdo e/ou a temperatura do

sistema.

Neste capitulo, é descrita uma modelagem termodindmica utilizada na
correlacGo de dados de equilibrio dos sistemas bindrios cafeina/CO-
supercritico, teofilina/CO; supercritico e teobromina/CO; supercritico que
considera a fase fluida como um gds comprimido. Para o desenvolvimento do
modelo, foi utilizada a equacdo de Peng-Robinson pela sua capacidade na
descri¢cdo do comportamento volumétrico a altas pressoes, combinada com
diferentes regras de misturas: de van der Waals, de Panagiotopoulos & Reid, e
de Mohamed & Holder. Para a utilizacdo desta equagdo, é necessdrio
conhecer as propriedades criticas do solvente e do soluto. Por ndo serem
disponiveis na literatura, as propriedades do soluto foram determinadas por
métodos de contribuicdo de grupos: Two, Joback, Somayajulu e Constantino &
Gani. Além disso foi determinado o fator acéntrico de Pitzer e a pressdo de
sublimagdo das metilxantinas. Outra forma de obter valores de solubilidade do
alcaldide no CO; supercritico é utilizar correla¢des baseadas na densidade,
como a proposta por Chrastil, e no fator de melhoramento, como propostas por

Reid e Schmitt (1985) e Li et al. (1991).
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VI1.1. SOLUBILIDADES DOS ALCALOIDES

Para correlacionar os dados de solubilidade do alcaldéide no CO, supercritico (y)
considerou-se o equilibrio termodindmico entre as fases solida e supercritica que estabelece
a igualdade das fugacidades nestas fases, para cada componente na mistura. Chega-se,

entdio, a seguinte expressdo para o célculo de ‘y’ (McHugh e Krukonis, 1987):

Pt @ ex j-‘-’fi dpP
i(n) T (TR P RT

i = (DiSCF.P [VL.1]

na qual P € a pressio de sublimagdo do s6lido puro numa dada temperatura, v €o

volume molar do solido puro, (bf“"(T,Pf“") ¢ o coeficiente de fugacidade do soélido nas
condigdes de T e P, e ¢iSCF'( T.P ) é o coeficiente de fugacidade do fluido supercritico.

Devido ao fato da pressiio de sublimagio do sélido ser muito pequena, assume-se que O
@™ ~1 e, desta forma, a integral pode ser calculada nos limites de pressdo de zero a

pressdo P. O volume do sélido € aproximadamente constante com a pressio, possibilitando,

entfio, integrar e reescrever a equacéo [V.1] como:

P.vos
sub 1
P; (T).exp( T )

(DiSCF . P [VI '2 ]

Y=

Para o célculo do coeficiente de fugacidade do alcaldide na fase supercritica, foi

usada a equac@o de Peng-Robinson (Peng & Robinson, 1976).

_( RT a(T) )
P’(V—b) i:V(V+b)+b(V—b)} [VI.3]

na qual V € o volume molar, ‘a’ é o pardmetro atrativo que leva em consideragio as
interagdes entre as espécies numa mistura e ‘b’ € o pardmetro que representa a corre¢éo do

volume, considerando as diferencas de tamanho entre as espécies numa mistura.
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As regras de mistura s3o necessarias para o célculo dos pardmetros ‘a’ e ‘b’ em
fun¢do de sua composi¢do (fragdes molares do soluto e do solvente), assim como a
interagdo entre as espécies. As regras de mistura fornecem a correcéo dos efeitos causados
pela presenca de cada espécie numa mistura, através de uma equacgdo de estado, nas
variaveis termodinimicas PVT. Nesta tese, trés regras de mistura foram testadas. O primeiro

modelo utiliza a regra de van der Waals, no qual os pardmetros, ‘a_’ e ‘b_’ sdo dados nas

equagdes [V1.4] e [VI.8]. Esta regra de mistura ¢ expressa como:

N N
a=>» > xxa, [V1.4]

i=1 j=1

a; = (1-k;)\fa, 3, [VL5]

na qual ‘a’ € o parametro energético da equagdo de estado, x; € a fragdo molar, e k; ¢ o

parametro de interac@o bindria que descreve o desvio da média geométrica dos componentes

puros ‘i’ € ‘j°. O valor de k;; pode ser estimado com uma regressdo ndo linear de dados de

equilibrio experimental (especificamente para interagdes bindrias entre componentes ‘i’ € ’j’

numa mistura). O pardmetro volumétrico ‘b’ € obtido da expressio:

N
b= ENZ D xxb; [VI.6]
T

b, =(1- nij)(b" ;b}) [VL7]

na qual m; representa o parimetro de ajuste do tamanho (obtida de dados de equilibrio

experimental). McHugh e Krukonis (1994) baseado nos dados experimentais afirmam que os

pardmetros k; € mapresentam valores absolutos menores que um; k;, geralmente,

[ikd
apresenta valores menores que 0,15, podendo ser negativo, o que indicaria a presenga de
interagbes quimicas especificas na mistura, como a ligago de hidrogénio; m;; pode ser
positivo ou negativo, sendo ambos pardmetros de ajuste empirico. Segundo McHugh e
Krukonis (1994) € necessdria a regressdo de mais dados experimentais para prever as

tendéncias destes parametros, principalmente deste ultimo.
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Uma equacdo cubica leva em conta as forgas de dispersdo entre os componentes da

mistura, e ndo as forgas quimicas. Peng e Robinson (1976) assumiram 7; = 0, o que reduz a

equagdo [VI.7] a:
N
b =3 inbi [VI'8]

k; e m; sdo usados quando os componentes na mistura binaria diferem
consideravelmente em estrutura, tamanho e polaridade, situagdo especificamente encontrada

na modelagem de processos de extragdo com fluidos supercriticos.

O segundo modelo usa a equagdio de Panagiotopoulos & Reid (1986), que ¢ uma

modificagio de Peng-Robinson e inclui um coeficiente de interagdo k. A regra baseia-se

nas intera¢Ges entre as moléculas ‘I’ e ‘j°, resultando em duas situacGes: uma onde as
moléculas ‘i’ estdo rodeadas por moléculas tipo ‘j° (dilui¢do infinita do componente ‘1’) e
outra onde a molécula ‘j° é completamente cercada por moléculas ‘i’. A interagdo i-j na
condi¢do termodindmica intermedidria de acordo de Panagiotopoulos & Reid ¢ dada pela

seguinte regra de mistura:
a; = Jaa, 1=k + (k; —k;)x | [V19]

Se k;=k;, a regra se reduz a sua forma original. Nas regras de mistura de
Panagiotopoulos k; e k; sdo pardmetros de interagdo binaria entre os componentes ‘i’ e

‘7, € sdo determinados por minimizagdo do erro entre os valores da pressdio experimental e

calculada.

O terceiro modelo considera a dependéncia da densidade nas regras de mistura,
proposta por Mohamed & Holder (1987). Esta regra foi inspirada pela sugestdo intuitiva em

relag@io a dependéncia das interagdes moleculares em funcdo da distincia entre as moléculas,
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a qual pode ser representada em funcdo da densidade da mistura. O termo binario foi

considerado como dependente da densidade pela relagéo:

k= o +By-p [VI.10]

e portanto, tem-se: a=a' —c—d/v, e,

a'=> Y xxfa.a [VL.11]
i J

c= Z ZXix}. a,.a;.0, [VI.12]
i J

d=> Y'xx,/a.2,B; [VI.13]

Com a dependéncia da densidade a equagdo chega a ser de quarta ordem em volume:

l_c-d
RT a—-c-9

P = b W (vab)b(v-b) vi-14]

A equacdo pode ser reduzida & equag@o original de Peng-Robinson quando

By =d =c=0, € para componentes puros quando o e B; desaparecem.

Os pardametros para todas as regras de mistura foram obtidos a partir da minimizagéo
da funcéo objetivo do desvio relativo médio entre a solubilidade calculada pelo modelo e a

solubilidade experimental, descrita na equacdo VI.15:

calculado experimental 2
1 Y —-Yi
F.O.=—.
i=1

N experimental

Y;

[VL.15]

na qual N € o numero de pontos experimentais.
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V1.2. CALCULO DE ALGUMAS PROPRIEDADES DAS METILXANTINAS
PARA A MODELAGEM DO SISTEMA SOLIDO/SCF

O célculo da solubilidade da metilxantina no CO, supercritico pode ser feito através
de uma equac@io de estado, sendo necesséria a predicdo de algumas das propriedades das
metilxantinas como a pressdo de sublimacdo, propriedades criticas e o fator acéntrico. A
seguir apresenta-se a determinagdo da pressdo de sublimagdo da cafeina, teofilina e

teobromina, respectivamente.

V1.2.1. DETERMINACAO DA PRESSAO DE SUBLIMACAO DAS
METILXANTINAS

A. PRESSAO DE SUBLIMACAO DA CAFEINA

As pressoes de sublimacéo da cafeina a 313,2; 323,2; 338,2; 343,2 e 353,2 K foram
calculadas anteriormente por Saldafia (1997) pela equago apresentada por Bothe &
Cammenga (1979) e sdo apresentadas na Tabela VL.1.

LogP*"(Pa) = (A/T)+B [VL16]

Tabela VI.1. Pressdo de sublimagéo da cafeina (Saldafia, 1997)

Temperatura (K) Pressio de sublimacéo (bar)

313,2 3,74 x 107
323,2 1,39x 10°®
338,2 8,66 x 10°
343,2 1,54 x 107
353,2 0,46 x 10
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B. PRESSAO DE SUBLIMACAO DAS DIMETILXANTINAS

Nio foram encontrados na literatura disponivel (Perry, 1999; CRC, 1991 ¢ Prausnitz
et al., 1986), dados de pressdo de sublimagdo para a teofilina. Li et al. (1991) apresentam
valores de pressdo de vapor para a teobromina para as temperaturas de 333,2, 353,2 e 363,2
K. Portanto, para a obtencdo das pressbes de sublimagio destas dimetilxantinas, foi
necessario realizar uma estimativa através de métodos preditivos. A literatura apresenta
muitas equagdes € correlagdes para estimar a pressdo de vapor. Em geral, o célculo da
pressio de vapor requer informagdo de pelo menos trés das seguintes propriedades:
temperatura critica, pressdo critica, calor de vaporizacdo e/ou algum dado de pressdo de

vapor a uma temperatura de referéncia.

Grain (1990) propds dois métodos para o célculo da pressdo de vapor: o primeiro
método € utilizado para o calculo da pressio de vapor de liquidos e t€m como base a
equacdo de Antoine, e o segundo método permite o calculo da pressdo de vapor de sélidos
baseado na correlagdo modificada de Watson. Esta correlagdo ¢ a mesma utilizada por Li et
al. (1991) para determinacdo da pressdo de sublimacdo da teobromina. Grain (1990)
apresenta as press0es de vapor calculadas usando ambos os métodos € as compara com
dados experimentais obtidos na literatura, conseguindo resultados satisfatorios. O segundo
método, usado para estimar a pressdo de sublimacdo de sdlidos, foi utilizada para compostos

como a anilina, o 4,6 dinitro-cresol, entre outros.

As equagdes que relacionam a pressio de vapor com a temperatura sdo comumente
desenvolvidas a partir da equacdo de Clausius-Clapeyron (Grain, 1990), que ¢ aplicada ao

equilibrio solido-vapor:

dinP”"  AH,
T zAZR;’z (VL.17)

sendo P"* a pressdo de vapor (ou, no caso, de sublimagio), AHy o calor de vaporizagio ou

sublimagdo, e AZ o fator de compressibilidade. De acordo com esta abordagem, considera-
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se que H, = Hqp uma boa estimativa. Se essa equacdo for integrada assumindo-se que
AHy/AZ ¢é independente da temperatura, resultados pouco precisos de pressdo de vapor
serdo obtidos. No caso de sélidos pouco volateis, a pressdo de vapor é muito baixa, entdo
s#o necessarios resultados que se encontrem, ao menos, na mesma ordem de magnitude do
valor real. Se a dependéncia da temperatura de AHy for adequadamente expressa, a
integragio dara melhores resultados. Uma correlagéo satisfatoria é a modificacdo proposta

por Watson em 1943:

1-7/T7.\"
(VL18)

AH, = AHp,| ——=%
14 Vb(l‘Tb/TC

em que T, é a temperatura de ebulicdo, T, ¢ a temperatura critica, ‘m’ ¢ uma constante e
AH,; é o calor de vaporizagcdo na temperatura de ebuligdo. O calor de vaporizagio na
temperatura de ebuli¢do ¢ calculado a partir da seguinte equagio de Fishtine em 1963:

Ay _ k (8,75+RInT,) (VL19)

b

Kr ¢é um valor tabelado, e leva em consideragdo os momentos de dipolo de moléculas
polares e apolares. A teofilina e a teobromina se encaixam na classificagio de compostos
nitrogenados, como amina tercidria. O valor tabelado de Kr para essa classificagdo é 1,01.

Na equagdo VI.18, a aproximac¢do T. = 3 Ty/2 pode ser usada, resultando em:
AH, ~AH,(3-2T,)" (VI1.20)

e Tpo = T/Tp. Com isso, a integragdo de VI.17, por partes, resulta em:

mPsz_ AHVb ((3—2]:017)”1

Tpb T,
— m-1 _ _ _ 2
AZ.KT, T +2m(3-2T,,) lnTp,,J 4m(m—1) 1[(3 27,)"? InT,dT,

1

(V.21)

Precisdio suficiente ¢ alcancada se o termo integral em VI.21 ¢é desprezado,

resultando na seguinte equagio:
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AH (3-2T, )"
nP" =~ 7 IZFF Hl— = a —-2m(3-2T, )™ lnprﬂ
b b yed

(V1.22)

Assume-se que AZp = 0,97. O valor de ‘m’ depende do estado fisico ¢ da
temperatura de interesse. Para todos os liquidos, m = 0,19. No caso de solidos como a

teobromina e a teofilina, os valores sio:

Top > 0,6; m= 0,36
0,6 > Ty >0,5;m=0,8

T, <0,5;m=1,19

B. 1. Caiculo da pressdo de sublimacdo da teobromina

Tomando-se em consideracdo a temperatura de ebuligio (750,8 K) dada por Li et al.
(1991) e utilizando as equagOes acima descritas por Grain (1990), calculam-se as pressdes

de sublimacdo a temperaturas de 313,2; 323.2; 338,2; 343,2 ¢ 353,2 K.

Para a temperatura de 313,2 K tem-se:

(1) K#=1,01 — valor apresentado por Grain (1990) para uma amina terciaria.
(2) To=T/Tv=0,42

(3) m=1,19 para m sélido.

(4) Daeq. VI.19:

é?—-"—”— =K. (8,75+ RIn7,)=1,01(8,75+1,987 In 750,8 K) = 22,125 cal/mol K

b

(5) Daeq. V1.22: Sabendo-se que AZb=0,97

nP" »

AZ,RT, T,

AH 3-2T )"
i Hl—( ») -2m(3—2pr)m“‘1nprH
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In P = 22,125/(0,97)(1,987)[1-(3-2x0,42)"'°/0,42 — 2x1,19 (3-2x0,42)""*" In 0,42]
P =1,69x 107 bar

Para a temperatura de 323,2 K e usando os mesmos pardmetros (1), (3) e (4). Tem-
se que a Tpb = 0,43. Usando (5) resulta a P = 7,812 x107" bar. A Tabela VI.2 mostra os

valores para as diversas temperaturas do sistema.
Os valores de pressio de sublimacdo relatados na Tabela VI.2 estdo em

concordancia com os valores apresentados por Li et al (1991) para temperaturas de 333,2;

353,2 ¢ 368,2 K (0,15x 10" 0,5 x 10" ¢ 0,57x 10®, respectivamente).

Tabela VL.2. Pressido de sublimacio da teobromina

Temperatura (K) Ton Pressio de sublimacio (bar)
313,2 0,42 1,69 x 1072
323,2 6,43 0,78 x 1072
338,2 0,45 1,30 x 10
3432 0,46 3,22x 10
353,2 0,47 1,59 x 107

B.2. Caiculo da pressdo de sublimagdo da teofilina

Nio foi encontrada a temperatura de ebuli¢do na literatura disponivel (Perry, 1999 e
CRC, 1991), a qual foi determinada pelo método de contribui¢do de grupos de Joback (Reid
et al, 1988), resultando em um valor de 737,2 K. As pressbes de sublimacdo foram
estimadas as temperaturas de 313,2; 323,2; 338,2; 343,2 e 353,2 K, utilizando as equagSes
descritas anteriormente para o caso da teobromina por Grain (1990).

Para a temperatura de 313,2 K temos:

(1) Da Tabela apresentada por Grain (1990) temos: K¢= 1,01
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2) Tye=T/Tv=0,42
3) m=1,19

(4) Daeq. VI.19:
AHy,

=K, (8,75+ RInT,)=1,01(8,75+1,987 In 737,21 K) = 22,089 cal/mol K

b

(6) Da eq. V1.22: Sabendo que AZb=0,97

AH B-2T,)"
mP¥ ~ — ;’r {[1— - R 2m(3-2T,)" ' InT,
b b po

In PP = 22,089/(0,97)(1,987)[1-(3-2x0,42)"°/0,42 — 2x1,19 (3-2x0,42)""*" In 0,42]
P =1,77x10" bar

Para a seguinte temperatura de 323,2 K e usando os mesmos parametros (1), (3) e

(4). Temos que a Tpb = 0,44. Usando (5) resulta a P = 3,46 x10™"2 bar. A Tabela V1.3

mostra os valores para as diversas temperaturas do sistema.

Tabela VL.3. Pressdo de sublimagfo da teofilina

Temperatura (K) Ton Pressio de sublimacdo (bar)
313,2 0,42 1,77 x 107
323,2 0,44 3,46 x 1012
338,2 0,46 4,89 x 10!
343,2 0,47 1,65x 107°
353,2 0,48 0,52 x 10°

A Tabela V1.4 apresenta as pressdes de sublimagdo para as trés metilxantinas

(cafeina, teofilina € teobromina).
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Tabela VI.4. Pressdo de sublimacio das metilxantinas (bar)

Temperatura (K) Cafeina (Saldaiia, 1997) Teofilina Teobromina
313,2 3,74x10° 1,77x 10" 1,69x 1073
323,2 1,39x 10 3,46 x 10712 0,78 x 102
338,2 8,66 x 10® 4,89 x 10! 1,30 x 10
343,2 1,54 x 107 1,65 x 107 3,22x 10"
353,2 0,46 x 10°® 0,52 x 10° 1,59 x 10

A pressdo de vapor tende a aumentar a medida que a temperatura de ebuli¢do
diminui. Isto € verificado nos compostos cafeina, teofilina e teobromina. Para as
temperaturas de ebuli¢do a ordem crescente € cafeina, teofilina e teobromina, enquanto que
para a pressdo de sublimagdo a ordem crescente resulta ser inversa (teobromina, teofilina e
cafeina). Estes valores encontrados estdo em concordéncia com a literatura (Liet al., 1991 ¢

Johannsen e Bruner, 1994).

V1.2.2. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES CRITICAS DAS
METILXANTINAS

Para estimar as propriedades criticas utilizaram-se quatro correlages disponiveis na
literatura: a correlagdo de Twu (1984), o método de contribui¢do de grupos de Joback (Reid
et al., 1988), o procedimento de estimativa de constantes criticas de Somayajulu (1989) e o

método de Constantinou & Gani (1994).

No método de Joback, Constantinou & Gani € no procedimento de Somayajulu, é
preciso conhecer a estrutura da molécula do composto (que € dividida em grupos) (Figura
I1.1), assim como o seu ponto de ebulicio (Tabela II.2). As propriedades criticas sdo
encontradas pela soma das ‘temperaturas criticas, pressdes criticas ou outras propriedades
dos grupos’. Por outro lado, a relagdo de Twu precisa da temperatura de ebulicdo mostrada

no capitulo II. Estas correla¢des sdo descritas a seguir:
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i) Primeira Correlacdo de Twu: Para o célculo das propriedades criticas utilizam-se

as seguintes expressdes (Twu, 1984):
* Para a Temperatura Critica: (Tc)
Tec = Tb (0,533272 + 0,191017 x 10° x Tb + 0,779681 x 107 x Tb*- 0,284376 x 10™"° Tb’
+0,959468 x 10°*/Tb")?
* Para o Volume Critico:(Vc)
Voe=[1-(0,419869-0,505839 x & -1,56436 x &- 9481,70 x &)1
* Para a Pressdo Critica:(Pc)

P°c = (3,83354+1,19629 &'7+34,8888 &+36,1952 &*+104,193 &*)’

i) Segunda Correlacdo de Twu: Esta correlagio tenta melhorar a precisdo

considerando pardmetros de ajuste (Twu, 1984).
Te = Te?[(1+2£0)/(1-2F) ]
Ve = Veo[(1+280)/(1-20)]

Pc = Pc® (Te/Te?)(VO0co/Ve)[(1+2£)/(1-26)T

iii) Modificacdo de Joback: Para estimar as propriedades criticas, com o método de

contribuicdo de grupos de Joback € necessario conhecer primeiro o nimero de atomos
envolvidos no composto, em seguida saber a separacio adequada dos grupos para a
quantificacio € soma de suas propriedades individuais que resultaram no total da
propriedade requerida, como mostrado na Tabela VI.6 (Reid et al., 1988). Para o caso
especifico da cafeina, Saldafia (1997) encontrou seis grupos, sendo que a molécula de

cafeina esta formada por 24 atomos: ny = 8+10+4+2 = 24
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Este método prediz também outras propriedades como a temperatura de ebuli¢go,
temperatura de fusdio, entalpia e outros. A temperatura critica, pressdo critica e volume
critico s30 expressas por:

* Temperatura Critica:(Tc)

Tc = Tb[0,584+0,965. AT - (XATY 1"
* Pressdo Critica:(Pc)

Pc = (0,113+0,0032 na- YAP)?
* Volume Critico:(Vc)

Vec=17,5+2AV

Para o calculo da temperatura de ebulicdo da teofilina usou-se a tabela de
contribuicdo de grupos de Joback e a formula seguinte: Tb = 198 + Tb. Em que Tb (K),
resultando para a teofilina Tb = 737,2 K.

Tabela VL5. Determinagéo das propriedades criticas da cafeina pelo método de Joback (Saldafia,

1997)

GRUPOS N° | Te Pc Ve 'Tb
-CH;(nfo anel) |3 0,0141 |-0,0012 65 23,58
-N- (anel) 3 0,013 0,0114 |29 52,82
>C=0 (anel) 2 0,0284 10,0028 |55 94,97
>C= (anel) 2 0,0143 10,0008 |32 31,01
=CH-(anel) 1 0,0082 10,0011 41 |26,73
-N= (anel) 1 0,0085 |0,0076 |34 |57,55
Total 0,1834 |0,0465 |531 |565,44

Nota. -N- (anel) foi usado como >NH- (anel)
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Tabela VL.6. Determinacdo das propriedades criticas da teofilina pelo método de Joback.

GRUPOS N°® | Tec Pc Ve |Thb
-CH;z(nao anel) |2 0,0141 -0,0012 |65 23,58
-N- (anel) 2 0,013 0,0114 29 52,82
>C=0 (anel) 2 0,0284 10,0028 |55 94,97
>C= (anel) 2 0,0143 10,0008 |32 |31,01
=CH-(anel) 1 0,0082 10,0011 |41 26,73
-N= (anel) 1 0,0085 10,0076 34 |57,55
>NH (ndo anel) |1 0,0295 10,0077 |35 |[50,17
Total 0,1834 10,0465 472 539,21

Nota. -N- (anel) foi usado como >NH- (anel)

Tabela VL.7. Determinacdo das propriedades criticas da teobromina pelo método de Joback.

GRUPOS N° Te Pc Ve |Tb
-CH;(ndo anel) |2 0,0141 [-0,0012 |65 23,58
-N- (anel) 2 0,013 0,0114 |29 152,82
>C=0 (anel) 2 0,0284 10,0028 |55 194,97
>C= (anel) 2 0,0143 10,0008 32 31,01
=CH-(anel) 1 0,0082 10,0011 41 (26,73
-N= (anel) 1 0,0085 10,0076 |34 57,55
>NH (ndo anel) |1 0,0295 10,0077 |35 50,17
Total 0,1858 | 0,044 472 | 539,21

Nota. -N- (anel) foi usado como >N- (anel)

iv) Método de Raam Somayajulu: Este método, ao igual que o método de

contribuicdo de grupos de Joback, apresenta uma extensa tabela de grupos funcionais
predizendo melhor as propriedades criticas de diversas fungdes (Somayajulu, 1989). Na
Tabela VI.9 apresentamos os grupos presentes na cafeina e seus respectivos valores

(Saldafia, 1997).
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Usando as féormulas apresentadas a seguir:
G¢= Tb/(Tc-Tb) = a; + b.N; ()

em que as constantes a; € b; sdo 1,242 e 0,138, respectivamente.
Para a Pressdo Critica:

G, = (M/Pc)'"? =2, + b, N, (b)

em que: a, = 0,339 e b, = 0,226

Tabela V1.8. Estimativa das propriedades criticas da cafeina pelo método de Somayajulu (Saldaiia,

1997)
Grupos N° | m, n, n,
-CH; 3 {1,000 |1,000 [1,000
>CO (anel) |2 |3,300 |1,540 |1,100
>C=(anel) |2 |0,542 |0,681 0,653
>N- (anel) 3 10,050 0,260 10,580

N=(geral) |1 (0,542 [0,355 10,580
—CH- (anel) |1 [0,542 |0,681 [0,672
Total 11,918 |9,258 |9,498

Tabela VL.9. Estimativa das propriedades criticas da teofilina pelo método de Somayajulu.

Grupos N° | m, n, n,
-CH; 2 11,000 |1,000 |1,000
>CO (anel) |2 [3,300 |1,540 |1,100
>C=(anel) |2 [0,542 |0,681 [0,653
>N-(anel) |2 0,050 0,260 |0,580
-N=(geral) {1 10,542 {0,355 }0,580
=CH- (anel) |1 [0,542 10,681 (0,672
-NH- (anel) |1 1,000 [0,26 0,58

Total 11,868 |8,258 |8,498
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Tabela VI.10. Estimativa das propriedades criticas da teobromina pelo método de Somayajulu.

Grupos N°® | g n, n,
-CH; 2 11,000 |1,000 {1,000
>CO (anel) |2 [3,300 1,540 |1,100
>C=(anel) |2 |0,542 [0,681 [0,653
>N- (anel) 2 10,050 10,260 {0,580
-N=(geral) |1 0,542 10,355 0,580
=CH- (anel) |1 |0,542 (0,681 0,672
-NH- (anel) |1 |1,000 |0,260 |0,580
Total 11,868 8,258 |8,498

v) Método de Constantinou & Gani: Este método preditivo ¢ muito usado para

estimar propriedades criticas (T., P, V.), sendo considerado de maior precisdo devido a
separacdo dos parametros em dois grupos, fornecendo mais informagdes sobre a estrutura

molecular da substincia (Constantinou e Gani, 1994).

As expressoes sdo:

fx)y= IZN:'C:‘ +W§Mij (A)

Na fung¢@o, o primeiro termo € de primeira ordem e o outro de Segunda ordem.

* Temperatura Critica: (Tc)

exp(r% ) =D Nt + > M, (a)
€O i j

* Pressdo Critica: (Pc)
-0,5
(Pc - Pc1) P = ZNipcli + ZMjpc2j (b)
i j

* Volume Critico: (Vc)
V.=V, = ZNchli + ZMchZj (©)
i i

197



Capitulo V: Resultados e Discussbes

* Ponto de Ebuli¢cdo Normal: (Tb)

T
exp( %) = ZNitbﬁ + Zthsz
i i

@

Tabela VI.11. Propriedades criticas encontradas para a cafeina pelo método de contribuigdo de
grupos de Constantinou e Gani (Saldafia, 1997)

Grupos de 1° Ordem Ne T, P, V. Ty
C=C 1 11,3764 0,002044 0,07618 1,8881
CHNH 1 7,2121 -0,000462 | 0,09165 1,5780
CH;N 1 7,6924 0,015874 0,12598 2,1647
CON(CHzs), 2 36,1403 0,040149 0,25031 7,6904
-CH; 2 1,6781 0,019904 0,07504 0,8894

Grupos de 2° Ordem N° T, P, V. Ty
5 membros 1 -0,6785 0,000424 -0,00866 0,1919
6 membros 1 0,8479 0,002257 0,01636 0,1957
C=0 2 2,9571 0,003818 -0,01966 0,5580
CH,; -oNH CHgic.1 1 2,1345 -0,005947 | -0,01380 0,2499

Tabela VI.12. Propriedades criticas encontradas para a teofilina pelo método de contribuicéo de

198

grupos de Constantinou e Gani.

Grupos de 1° Ordem | N° T. P, V. T,
c=C 1 11,3764 0,002044 0,07618 1,8881
CON(CH;), 2 36,1403 0,040149 0,25031 7,6904
-CH; 2 1,6781 0,019904 0,07504 0,8894
CHNH 1 7,2121 -0,000462 | 0,09165 1,5780
*CNCH, 1 20.3781 0,036133 0,15831 5.0525

Grupos de 2° Ordem Ne° T, P, V. T,

5 membros 1 -0,6785 0,000424 -0,00866 0,1919
6 membros 1 0,8479 0,002257 0,01636 0,1957
C=0 (ciclico) 2 2,9571 0,003818 -0,01966 0,5580
CH,;c -oNHCHgic.=1 2 2,1345 -0,005947 | -0,01380 0,2499
CHge-oNH;CHgic.—y

Te = 864,48K Pc = 33,34 bar Tb = 650,52 K
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Tabela VI.13. Propriedades criticas encontradas para a teobromina pelo método de contribuicio de
grupos de Constantinou e Gani

Grupos de 1° Ordem Ne° T, P, V. T,
C=C 1 11,3764 0,002044 0,07618 1,8881
CH;N 1 7.6924 0.015874 0.12598 2.1647
CON(CHs), 1 36,1403 0,040149 0,25031 7,6904
-CH; 1 1,6781 0,019904 0,07504 0,8894
CHNH 1 7,2121 -0,000462 | 0,09165 1,5780
*CONH, 1 65.1053 0.004266 0.14431 10.3428

Grupos de 2° Ordem Ne T, P, V. T,
5 membros 1 -0,6785 0,000424 -0,00866 0,1919
6 membros 1 0,8479 0,002257 0,01636 0,1957
C=0 (ciclico) 2 2,9571 0,003818 -0,01966 0,5580
CH,;. - oNH,CHic. 1 2,1345 -0,005947 | -0,01380 0,2499

Te = 887,23K Pc=47,93 bar Th=654 K

Tabela V1.14. Propriedades das purinas encontradas pelo uso do método de Constantinou e Gani

Propriedade |Cafeina (Saldaﬂa,(igg;; Teofilina Teobromina
Te (K) 840,00 864,48 887,23
Pc (bar) 39,22 33,34 47,93

Tb (K) 622,00 650,52 654,00

® 0,24 0,39 0,91

Os quatro métodos apresentam diferencas, sendo que a cafeina pode ser tratada
pelos 4 métodos enquanto que a teofilina e a teobromina apresentam problemas pela
presenga do mesmo nimero de 4tomos e mesma conformagfo, portanto, para este ultimo
caso ndo se recomendam os métodos de Joback (Reid et al, 1988) e o de Somayajulu

(1989).

Para a temperatura critica da cafeina, observa-se que a correlagdo de Joback, o
método de Somayajulu e o método de Constantinou & Gani apresentam valores mais

proximos. Para a pressdo critica, 0 método de Somayajulu, a 2° correlagdo de Twu e o
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método de Constantinou & Gani apresentam menor diferenga como pode ser observada na

Tabela VI.15.

Tabela VI.15. Propriedades criticas encontradas para a cafeina pelo uso de diferentes correlagdes
(Saldafia, 1997).

Propriedade | 1°Correlagiio | 2° Correlagio | Correlagio | Método de Método de
Critica de Twu de Twu de Joback | Somayajulu | Constantinou e
Gani
Tc (K) 777,63 912,63 863,69 845,82 840,00
Pc (bar) 10,69 28,29 48,69 32,85 39,22

No caso da teofilina s6 pode ser usado o método de Constantinou e Gani (1994) pela

falta da temperatura de ebulicdo. No entanto, os valores resultam ser muito menor aos
estimados pela 2° correlacdo de Twu e correlagdo de Joback. Para a Pc a 2° correlagdo de

Twu resulta ser mais coerente.

Tabela V1.16. Propriedades criticas encontradas para a teofilina pelo uso de diferentes correlagdes.

Propriedade | 1°Correlaciio | 2° Correlagio | Correlacio | Método de Método de
Critica de Twu de Twu de Joback | Semayajulu | Constantinou e
Gani
Te (K) 859,63 1016,99 1011,57 993,20 864,48
Pc (bar) 6,84 23,55 53,91 37,05 33,34

Para a teobromina observaram-se valores similares para a temperatura critica, usando

a 2° correlagdo de Twu e a correlagdo de Joback. Para a pressdo critica a 2° correlagdo de

Twu € mais coerente.

Tabela V1.17. Propriedades criticas encontradas para a teobromina pelo uso de diferentes

correlacoes.
Propriedade | 1°Correlacio | 2°Correlacio | Correlagio | Método de Meétodo de
Critica de Twu de Twu de Joback | Somayajulu | Constantinou e
Gani
Te (K) 869,35 1036,77 1030,22 1011,51 887,23
Pc (bar) 6,46 22,37 53,91 37,05 47,93
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V1.3. SISTEMA METILXANTINA PURA/CO, SUPERCRITICO USANDO A

EQUACAO CUBICA DE PENG-ROBINSON COM A REGRA DE
MISTURA DE VAN DER WAALS

A Figura VI.1 mostra as correlacbes dos dados de sistemas cafeina pura/CO,,
teofilina pura/CO, e teobromina pura/CO, supercritico, respectivamente, utilizando a
equagdo cubica de Peng-Robinson com a regra de mistura de van der Waals para

representar o comportamento volumétrico a diferentes temperaturas e pressges.

As regras de mistura sdo empregadas para predizer as propriedades termodindmicas
de uma mistura de componentes. Diferentes regras de mistura sfo usadas para diferentes
sistemas, considerando as peculiaridades de cada um, como por exemplo, interagdes

moleculares, que por sua vez podem ser dependentes da distancia entre as moléculas.

A solubilidade do alcaldoide no CO, supercritico foi calculada usando as
propriedades criticas preditas por cinco métodos propostos por diferentes pesquisadores
(Apéndice B). O método de contribuicdo de grupos de Constantinou e Gani (1994)
apresentaram bons resultados para o célculo das propriedades criticas das metilxantinas.
Este método apresentou concordancia com os dados de solubilidade experimental uma vez
que ele forneceu maior informac&o sobre a estrutura molecular da substéncia para o célculo
da propriedade. As propriedades criticas encontradas pelo método de contribuicdo de
grupos de Constantinou € Gani (1994) foi usado para os sistemas de cafeina/CO,,
teofilina/CO, e teobromina pura/CO,. A uma temperatura de 313,2 K, o desvio relativo
médio calculado pela equacdio [VI.14] e o pardmetro de interagdo binaria (k) foram de
14,2% ¢ -0,16; 12,9% e -0,31; e 15,0% e -0,14, respectivamente, para os sistemas

cafeina/CO,, teofilina/CO, e teobromina pura/CO,, respectivamente.
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Figura VI1. Ajuste dos dados experimentais dos sistemas: (A) cafeina pura/CO,, (B) teofilina

pura/CO,, e (C) teobromina pura/CO, supercritico, respectivamente, com a regra de mistura de van
der Waals a diferentes temperaturas e pressoes.
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Visando melhorar as correlagdes de solubilidade das metilxantinas no CO;
supercritico, subseqiientemente, foi utilizada a mesma equacéo cibica de Peng-Robinson

com a regra de mistura de Panagiotopoulos & Reid.

V1.4. SISTEMA METILXANTINA PURA/CO, SUPERCRITICO USANDO A

EQUACAO CUBICA DE PENG-ROBINSON COM A REGRA DE
MISTURA DE PANAGIOTOPOULOS & REID

Na Figura VI.2, os dados dos sistemas cafeina pura/CO,, teofilina pura/CO, e
teobromina pura/CO, supercritico foram correlacionados utilizando a mesma equagéo
cubica de Peng-Robinson com a regra de mistura de Panagiotopoulos & Reid. Observa-se
que os pontos experimentais melhoraram muito pouco em comparagfo a regra de mistura
de van der Waals (Figura VIL.1).

Para o sistema cafeina/CO, supercritico, as propriedades criticas foram calculadas
pelo método de Constantinou e Gani (1994), encontrando-se um erro quadratico de 13,3% e
parametros de intera¢do bindria (k) de -0,16 e (k;i) de 0,56 a 313,2 K. No sistema teofilina
pura/CO, as propriedades criticas foram encontradas pelo método de contribuicdo de
grupos de Constantinou e Gani (1994), resultando num desvio relativo médio de 12,9% e
pardmetros de interac@o bindria (k;) de -0,40 e (k;) de -0,31 a 313,2 K. Enquanto que para o
sistema teobromina pura/CO, as propriedades criticas foram calculadas pelo método de
contribuicdo de grupos de Constantinou e Gani (1994), com desvio relativo médio de 15%

e parametros de interag¢do binaria (ki) de 0,56 e (k;) de —0,14 a 313,2 K.
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Figura VIL.2. Ajuste dos dados experimentais dos sistemas binarios: (A) cafeina pura/CO,, (B)

teofilina pura/CO,, e (C) teobromina pura/CO, supercritico, com a regra de mistura de
Panagiotopoulos & Reid.
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Observa-se que os modelos para a metilxantina/CO, que usam tanto a regra de
mistura de van der Waals (Figura VI.1) como a regra de mistura de Panagiotopoulos &
Reid (Figuras VI.2) ndo correlacionaram de maneira efetiva os dados experimentais
obtidos. Visando a melhora do modelo foi usada uma terceira regra de mistura de
Mohamed e Holder (1987).

VI1.5. SISTEMA METILXANTINA PURA/CO, SUPERCRITICO USANDO A

EQUACAO DE QUARTA ORDEM COM A REGRA DE MISTURA DE
MOHAMED E HOLDER

Nas isotermas da Figura V1.3 para os sistemas cafeina pura/CO,, teofilina pura/CO,
e teobromina pura/CO, supercritico, observa-se que a curva ajustada tem melhor
concordincia a pressbes altas. Para pressdes baixas, o ajuste apresenta uma apreciavel
diferenca com os dados experimentais. Para o sistema cafeina/CO,, os dados
correlacionados pelo modelo de quarta ordem com a regra de mistura de Mohamed e
Holder e as propriedades criticas encontradas pelo método de Constantinou e Gani (1994)
apresentam um desvio relativo médio de 1,4%, com pardmetros de interag@o binaria de k;;
igual a -0,41 e m de 30,18 a 313,2 K. Os dados correlacionados do sistema teofilina/CO,
pelo modelo apresentam um desvio relativo médio de 0,34% com parametros de interagéo
binaria k; de -0,64 e n; de 38,69, utilizando-se as propriedades criticas pelo método de
Constantinou ¢ Gani (1994). Entretanto, o modelo teobromina pura/CO, a 313,2 K,
utilizando-se as propriedades criticas encontradas pelo método de Constantinou e Gani
(1994) apresenta um desvio relativo médio de 0,28%, com pardmetros de interagdo binaria
ki de -0,50 e my de 42,39. A diferenga do modelo em relagdio aos dados experimentais é

maior a temperaturas altas de 323,2; 338,2 ¢ 343,2 K.
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Figura VL.3. Correlagio das solubilidades dos sistemas binarios: (A) cafeina/CO,, (B)
teofilina/CO,, e (C) teobromina pura/CO, supercritica, utilizando as regras de mistura de Mohamed
& Holder.
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A porcentagem do desvio relativo médio obtido com o uso de equagdes cubicas e
regras de misturas de van der Waals (Peng & Robinson, 1976) e Panagiotopoulos & Reid
(1987) sdo comparados com as equagdes de quarta ordem usando as regras de misturas de
Mohamed & Holder (1987), para os sistemas cafeina pura/CO,, teofilina pura/CO, e
teobromina pura/CO, supercritico mostrados nas Tabelas VI.18, VL.19 e VIL.20,
respectivamente. Observa-se que o modelo de Peng-Robinson de quarta ordem apresenta
erros muito menores aos outros, sendo satisfatério para todos os sistemas de
metilxantina/CO,. Este modelo também correlacionou com éxito os dados de solubilidade
do colesterol puro em CO, e na mistura de CO,/etano supercritico (Saldafia et al., 1997;
1999).

Tabela VL.18. Sistema cafeina pura/CO, supercritico a 313,2 K usando as propriedades criticas de

Constantinou € Gani (1994).

Equacao Regras de Mistura Func3o objetivo (%)
Peng-Robinson Cubica van der Waals (Peng-Robinson, 1976) 14,2
Peng-Robinson Cubica Panagiotopoulos & Reid. (1987) 13,3
Peng-Robinson de Quarta Ordem Mohamed & Holder (1987) 1,4

Tabela V.19. Sistema teofilina pura/CO, supercritico a 313,2 K usando as propriedades criticas de

Constantinou e Gani (1994).

Equacio Regras de Mistura Funcio objetivo (%)
Peng-Robinson Ciibica van der Waals (Peng-Robinson, 1976) 1,62
Peng-Robinson Ciibica Panagiotopoulos & Reid. (1987) 1,62
Peng-Robinson de Quarta Ordem Mohamed & Holder (1987) 0,73
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Tabela V.20. Sistema teobromina pura/CO, supercritico a 313,2 K usando o método de
contribuicdo de grupos de Constantinou e Gani (1994).

Equacio Regras de Mistura Funciio objetivo (%)
Peng-Robinson Cibica van der Waals (Peng-Robinson, 1976) 15,02
Peng-Robinson Ciubica Panagiotopoulos & Reid. (1987) 15,00
Peng-Robinson de Quarta Ordem Mohamed & Holder (1987) 0,28

V1.6. CORRELACAO DE SOLUBILIDADES DE SOLUTOS EM FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Os modelos baseados na densidade para sistemas binarios sdo uma outra forma de

correlacionar dados experimentais. Li et al. (1992) e Gurdial et al. (1989) realizaram
comparagdes de modelos baseados na densidade na correlagdo de solubilidade de uma
ampla variedade de solutos orgénicos de diferentes polaridades em CO; supercritico. Neste

trabalho, serdo discutidas as aplicabilidades destes modelos baseados na densidade.

V1.6.1. Solubilidade usando a equacio de Chrastil: log ¢ vs log p

Baseado no ponto de vista de associagdo, Chrastil (1982) derivou uma relaco
logaritmica entre a concentragdo do soluto (c, g/L) e a densidade do fluido supercritico (p,

em g/L).

De acordo com o ponto de vista da associa¢do, num caso ideal, uma molécula de um
soluto A pode-se associar com k moléculas de solvente B, formando uma molécula
complexa de solvato ABy, a qual se encontra em equilibrio no seu meio. Por isso, a lei de

acdo de massas pode ser usada para calcular a concentragfo de equilibrio.
A+kB=ABx [VI.15]

208



Capitulo VI: Modelagem Termodindmica

K = [ABJ/([A] [B* [VL16]
In[AB]=In K+ In[A]+kIn[B] [VI.17]

em que [A] € a concentragdo do vapor molar do soluto, [B] € a concentragdo molar do gis e
[ABy] é a concentracdo molar do soluto no gés. K € a constante de equilibrio, a qual pode

ser representada como:

InK =[£‘.%m]+qs [VL18]

em que AHsow € o calor de solvatagiio e qs ¢ uma constante. Da equacgio aproximada de

Clausius-Clapeyron, a concentragdo de vapor do soluto [A] pode ser escrita como:

AH
In[4] = [ R;”) +q, [VL19]

em que AH,qp € o calor de vaporizagdo do soluto e qy € uma constante. Quando as unidades

da concentracdo e da densidade do gas sdo expressos em g/L, entdo:

[B]=pM,; [V1.20]

e [4B,]= [VI.21]

(M, +kM,)

em que ¢ € a concentracdo do soluto no gas (g/L), p € a densidade do gas (g/L), M; e M,
sdo as massas molares do solvente gasoso e do soluto, respectivamente. Desde que [A] €

muito menor que [ABy], combinando as equac¢Ges VI.18 a VI.21 temos V1.22:

c(g/L)=p' exp(—a]:er) [V1.22]

Esta equagio VI.22 relaciona a concentracdo do soluto diretamente 4 densidade do
solvente e inversamente a temperatura do sistema. Uma expressdo equivalente € derivada

por Gurdial et al. (1989) quando c € expresso como fragdo molar:

¢ (fragdo molar) = p**! (My/M)) exp (a/T-+b) [VI1.23]
ou
log ¢ = (k+1) log p + (log M/M,) + a/T +b) v [V1.24]
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em que:
a= (AHsolv + AI_:{vap)/R [VI.ZS]
b=In(M; +kM;) +gs+qg,—kInM,; [V1.26]

em que ‘a’ ¢ uma constante que depende do calor total de solvatagio. As constantes ‘a’ e

‘b’ podem ser determinadas das intersegdes das isotermas.

A equagdo VI.24 sugere o grafico do log ¢ vs log p, que mostra linhas retas e quase
paralelas a diferentes temperaturas acima de uma faixa ampla de densidades. As Figuras
V1.4, VI.5 e V1.6 representam os sistemas cafeina/CO,, teofilina/CO, e teobromina/CQO,, a
inclinagdo (k+1) e suas interse¢des sdo reportadas nas Tabelas VI.21, V1.22 ¢ VI1.23. Pode-
se observar que a linearidade € boa para o sistema cafeina/CO, (com coeficiente de
regressdo de R > 0,97). Para o sistema teofilina/CO,, € ainda bom (R > 0,93) ¢ nfo tdo boa
para o sistema teobromina/CO, (R > 0,90). No entanto, o fato de que a inclinagdo das
isotermas de solubilidade do sistema cafeina/CO, diminuem com aumento da temperatura a
343,2 K indica que as constantes de associacdo k sfio fun¢io da temperatura como
indicados por Wells et al. (1990). Também se observa que existe uma maior associacio a
temperaturas menores na qual o pardmetro k ¢é maior. As linhas para os sistemas
teofilina/CO, e teobromina/CO, sdo quase paralelas e o valor de k é menor que o
apresentado pela cafeina/CO,, sugerindo que a teofilina e teobromina nfio se associam tio
bem como a cafeina com o CO; para formar um complexo de solvatagdo de cafeina com
CO,. Gurdial et al. (1989) encontrou que somente compostos de baixa polaridade
apresentam isotermas de solubilidade paralelas e lineares. Portanto, 2 medida que a
polaridade do soluto aumenta, as linhas sdo menos paralelas. Os momentos de dipolo da
cafeina, teofilina e teobromina s3o aproximadamente 3,83; 3,13 e 3,11 Debye,

respectivamente, indicando que suas polaridades sfo grandes.
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Tabela VL.21. Constantes de associagio k e intersegéo para a cafeina/CO, determinado pela

equagdo V1.24.
Temperatura (K) Inclinacdo (k+1) Intersecao R (coef de regressio)
313,2 5,55 -19,70 0,97
323,2 4,01 -15,10 0,98
3432 4,49 -16,10 0,97

Tabela V1.22. Constantes de associacdo k e intersecdo para a teofilina no CO, determinado pela
equacdo V1.24.

Temperatura (K) Inclinacio (k+1) Intersecio R (coef. de regressio)

313,2 3,97 -17,30 0,96
323,2 2,25 \ -12,15 0,93
328,2 1,45 -9,70 0,96
343,2 1,27 -9,10 0,96

Tabela VL.23. Constantes de associacdio k e interseg@o para a teobromina/CQO, determinado pela

equacdo VI1.24.
Temperatura (K) Inclinacdo (k+1) Intersec¢io R (coef. de regressio)
313,2 4,62 -19,70 0,96
323,2 2,79 -14,15 0,90
328,2 2,22 -12,30 0,92
343,2 2,24 -12,22 0,93
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Figura VI.4. Correlacdo log-log para a solubilidade da cafeina no CO, com a densidade.
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Figura VL5. Correlacéo log-log para a solubilidade da teofilina no CO, com a densidade.
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Figura VL.6. Correlagio log-log para a solubilidade da teobromina no CO, com a densidade.

Observou-se que os parametros k e as constantes do termo exponencial da equagdo
V1.22 ndo podem ser generalizados para as diferentes condigdes, ja que a equagdo ndo se
ajusta bem a faixa toda de temperatura. Optou-se, entdio, em obté-la na forma de
temperatura constante. Simplificando o termo da equacdio VI.22, e considerando a

concentragdo, C, como a solubilidade, S, dentro da exponencial tem-se:
S = p" exp(4) [V1.27]

na qual A é o pardmetro que depende apenas da temperatura. Pelos graficos log p versus
log S é possivel determinar os parametros k € A como mostrados nas Tabelas VI.24, V1.25

e V1.26, em funcdo da temperatura.

Tabela V1.24. Pardmetros da equagdo de Chrastil em funcéo da temperatura para a cafeina.

Temperatura (K) k A R?
313,2 6,68 -38,89 0,98
323,2 5,08 -38,32 0,99
343,2 5,59 -37,48 0,98
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Tabela VI.25. Pardmetros da equagio de Chrastil em funcio da temperatura para a teofilina.

Temperatura (K) k A R?
313,2 5,09 -26,73 0,98
3232 3,36 -26,29 0,97
3382 2,12 -25,60 0,99
3432 1,93 -25,31 0,99

Tabela VL.26. Parametros da equacdo de Chrastil em func¢do da temperatura para a teobromina.

Temperatura (K) k A R?
313.,2 5,77 -1,29 0,97
323,2 4,02 -1,52 0,94
338.2 3,35 -1,97 0,96
343,2 3,35 -2,14 0,97
3532 2,98 -2,52 0,99

As Figuras V1.7, V1.8 e V1.9 mostram o ajuste dos dados da solubilidade da cafeina,

teofilina e teobromina pura, respectivamente.
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Figura VL.7. Solubilidade da cafeina pura pela equagdo de Chrastil com dados experimentais
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Figura VL8. Correlagio das solubilidades no sistema binério (teofilina/CO,) utilizando a equagdo
de Chrastil.
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Figura VL.9. Correlacio das solubilidades no sistema binario (teobromina/CO,) utilizando a
equacdo de Chrastil.

Foram plotados também o pardmetro k em fungfio da temperatura e A em fungfo do
inverso da temperatura, tanto para a cafeina (Figura V1.10), quanto para as dimetilxantinas,
teobromina (Figura VI.11) e teofilina (Figura V1.12). Este procedimento foi adotado para
obter um melhor ajuste aos dados de solubilidade, introduzindo modificagGes na equag&o

original de Chrastil (eq. VI1.22), onde T e A nio sdo fungdes de temperatura.
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Figura VI1.10. Relagio entre os pardmetros k vs T e A vs 1/T para a cafeina/CO, utilizando a
equacao de Chrastil.
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Figura VIL.11. Relagio entre os parametros k vs T e A vs 1/T para a teofilina/CO, utilizando a
equacdo de Chrastil.
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Figura VI.12. Relagdo entre os pardmetros k vs T e A vs 1/T para a teobromina/CO, utilizando a
equacdo de Chrastil.
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Com esta abordagem, espera-se que o ajuste melhore com relagdo ao ajuste da
equagdo original de Chrastil (eq. VI.22). Esta equacdo de Chrastil pode também ser
modificada numa segunda abordagem, considerando o pardmetro k uma fungfo quadratica
da temperatura que depende da densidade, como no termo que depende da pressdo de

vapor. A equagéo resulta:
(01T2+51T‘*Cl) _a._z_. ?_2_.
S=p ex T + T +c, [VI.28]

onde S € a solubilidade do soluto no fluido, dado em g soluto/L solucio, p € a densidade do
fluido dado em g/L, T € a temperatura do sistema em K, os pardmetros a;, by ¢, a3, by e ¢
sdo determinados por ajuste da equacdo aos dados experimentais de solubilidade. Numa
segunda abordagem foi considerado o pardmetro k uma fungdo quadritica com a

temperatura e o parametro A uma fun¢fo quadrética do inverso da temperatura tem:

k=a,T*+b; T+c; [V1.29]
[
A=a,/T*+by/T+c, [V1.30]

Os parametros a;, by, ¢1, a3, b, € ¢, foram ajustados através dos pardmetros k ¢ A
obtidos fazendo o ajuste para a solubilidade das metilxantinas em todas as condi¢Ges de

temperatura e pressdo. Com esta abordagem o ajuste melhorou em relagdo ao ajuste da

equagdo original de Chrastil.

V1.7. Log E vs correlaciio da p

Outra abordagem sugerida por Li et al. (1992) pode ser usada em fun¢do do fator de

melhoramento e da densidade. A partir da seguinte equacdo:

Vi = (P’: )E [VI.31]
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Esta equagdo pode ser rescrita da seguinte forma:

V2
)
P

Desta equacdo, o fator de melhoramento pode ser considerado como uma propor¢éo

o [VI.32]

da solubilidade de equilibrio observada (y;) com respeito & solubilidade ideal no gas
(y=P*°/P). Os fatores de melhoramento para a cafeina, teofilina ¢ teobromina no CO; a
diferentes pressdes e temperaturas estdo mostrados nas Tabelas V1.27, V1.28 e VL.29, onde
a pressdo de sublimagéo para a cafeina foi calculada de acordo com a equagdo de Bothe e

Cammenga (1979) e para a teofilina e teobromina pelo método de Watson (1982).

Uma correlacdo puramente empirica de log E vs p ¢ dada por Reid e Schmitt (1985)
e esta baseada na observagdo do grafico de log E vs densidade do solvente puro, os que
mostram tendéncias lineares e paralelas. A correlagdo € dada por:

log E=ap;+ B+ 0 (T-Tep) [VI1.33]

na qual o e P representam a inclinagdio e a interse¢do a uma temperatura de referéncia
T=Twr € ¢ € uma constante isotérmica que pode ser determinada do grafico log E vs

temperatura a uma densidade de solvente reduzida determinada.
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Tabela VL.27. Fator de melhoramento para o sistema cafeina/CO,

Temperatura Pressdo (bar) Densidade (g/L) Fracio molar x 10™ Fator de
(129) melhoramento

313,2 13,8 740,70 1,562 5,80E+06
15,2 791,04 2,012 8,23E+06

16,6 800,00 2,457 1,10E+07

17,9 815,89 2,725 1,31E+07

19,3 840,77 2,893 1,50E+07

20,7 845,01 3,163 1,76E+07

22,1 857,24 3,537 2,10E+07

23,4 873,70 3,871 2,44E+07

323,2 13,8 629,71 1,269 1,26E+06
15,2 649,10 1,706 1,87E+06

16,6 715,13 2,233 2,68E+06

17,9 750,21 2,621 3,39E+06

19,3 775,53 2,988 4,16E+06

20,7 785,31 3,418 5,11E+06

22,1 806,02 3,752 5,99E+06

23,4 826,70 4,085 6,90E+06

343,2 13,8 447,72 0,576 5,20E+04
15,2 490,20 0,903 8.98E+04

16,6 536,67 1,449 1,57E+05

17,9 598,71 1,987 2,33E+05

19,3 610,00 3,152 3,98E+05

20,7 660,78 3,783 5,12E+05

22,1 692,80 4,288 6,20E+05

23,4 724,76 4,637 7,10E+05
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Tabela VL.28. Fator de melhoramento para o sistema teofilina/CO,

Temperatura  Pressdo (bar) Densidade (g/L) Fracio molar x 10° Fator de
x melhoramento

313,2 14 740,70 0,1363 1,08E+09
16 791,04 0,1555 1,41 E+09

18 815,89 0,183 1,86 E+09

20 840,77 0,2115 2,39 E+09

22 857,24 0,2345 2,91 E+09

24 873,70 0,257 3,48 E+09

323,2 14 629,71 0,148 5,99E+07
16 715,13 0,171 7,.91E+07

18 750,21 0,195 1,01E+08

20 785,31 0,224 1,29E+08

22 806,02 0,246 1,56E+08

24 826,70 0,275 1,91E+08

338,2 14 487,28 0,167 4,78E+06
16 580,35 0,1935 6,33E+06

18 636,72 0,224 8,25E+06

20 693,11 0,2555 1,04E+07

22 722,09 0,286 1,29E+07

24 751,02 0,313 1,54E+07

343,2 14 447,72 0,1847 1,STE+06
16 536,67 0,2115 2,05E+06

18 598,71 0,2545 2,78E+06

20 660,78 0,277 3,36E+06

22 692,80 0,3093 4,12E+06

24 724,76 0,345 5,02E+06
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Tabela VL.29. Fator de melhoramento para o sistema teobromina/CO,

Temperatura Pressdo (bar) Densidade (g/L) Fracio molar x 10°¢ Fator de
(XK) melhoramento

313,2 14 740,70 0,43 3,56E+08

16 791,04 0,51 4,83E+08

18 815,89 0,61 6,50E+08

20 840,77 0,7 8,28E+08

22 857,24 0,82 1,07E+09

24 873,70 0,91 1,29E+09

323,2 14 629,71 0,49 8,79E+07

16 715,13 0,57 1,17E+08

18 750,21 0,67 1,55E+08

20 785,31 0,78 2,00E+08

22 806,02 0,93 2,62E+08

24 826,70 1,06 3,26E+08

3382 14 487,28 0,53 5,71E+06

16 580,35 0,65 8,00E+06

18 636,72 0,77 1,07E+07

20 693,11 0,98 1,51E+07

22 722,09 1,18 2,00E+07

24 751,02 1,43 2,64E+07

343,2 14 447,72 0,59 2,57TE+06

16 536,67 0,76 3,78E+06

18 598,71 0,85 4,75E+06

20 660,78 1,25 7,76E+06

22 692,80 1,45 9,91E+06

24 724,76 1,76 1,31E+07
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Na Figura VI.13, sdo mostrados os grafico de log E vs densidade do solvente para o
sistema cafeina/CO,, no qual os dados regredidos sfio tomados para p > 447 (g/L). Pode ser
visto que as isotermas de solubilidades a 313,2; 323,2 e 343,2 K sfo quase paralelas. No

entanto, alguns desvios ocorrem como mostrados nesta Figura.
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Figura V1.13. Correlagdo semi-log para a solubilidade do fator de melhoramento da cafeina no CO;,
com os dados de densidade, a partir de densidades do solvente de 447 g/L.

Os graficos para o sistema teobromina/CO, sdo mostrados na Figura V1.14. Pode ser
observado que a solubilidade das isotermas a 313,2 € 323,2 K s#o quase paralelas assim
como as isotermas a 328,2 ¢ 343,2 K, as quais se desviam das anteriores. As observagdes
empiricas de Schmitt ¢ Reid (1985) sdo limitadas ndio s6 a poucas substincias organicas ndo
polares mas também a uma pequena faixa de temperatura e densidade de solvente. Eles nfio
correlacionam satisfatoriamente esses solutos os quais apresentam uma polaridade alta ou

uma faixa ampla de temperaturas e densidades.
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Figura VI.14. Correlacdo semi-log para a solubilidade do fator de melhoramento da teofilina no
CO, com os dados de densidade, a partir de densidade do solvente de 447 g/L.

Se log c¢ vs densidade é plotado para o sistema binario teobromina/CO,, um

conjunto de linhas paralelas podem também ser obtidas (Figura VI.32). Este

comportamento ¢ muito similar ao apresentado para o sistema teofilina/CO, mais n#o para

o sistema cafeina/CO,. Isto indica que a aplicabilidade de uma correlagdo puramente

empirica semi-log depende do sistema selecionado.
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Figura VI.15. Correlagio semi-log para a solubilidade do fator de melhoramento da teobromina no
CO, com os dados de densidade, a partir de densidade de 447 g/L.
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CarituLo VII

CoNCLUSOES E RECOMENDACOES

VII1.1. CONCLUSOES

> Pelos dados experimentais obtidos nesta tese de Doutorado, dos sistemas binarios:
cafeina/CO; supercritico, teobromina/CQO, supercritico e teofilina/CO, supercritico,
podemos concluir que as solubilidades da cafeina no diéxido de carbono supercritico
sdo maiores que as da teofilina e sio aproximadamente duas ordens de magnitude
maiores que as da teobromina. De acordo com a literatura, o comportamento ideal
das metilxantinas em liquidos a 25°C indica que a cafeina é mais solivel que a
teofilina € ambas sdo uma ordem de magnitude mais soluveis que a teobromina. Este
comportamento € qualitativamente similar ao observado no didxido de carbono
supercritico € pode ser explicado analisando-se as diferencas das estruturas quimicas
destas metilxantinas e a formagfio de pontes de hidrogénio entre as moléculas de

teobromina e teofilina.

» Na extragfo e fracionamento das metilxantinas (cafeina, teofilina e teobromina), a
partir dos produtos naturais (folhas de cha mate, sementes de guarana e améndoas de
cacau), usando fluidos supercriticos foram obtidos novos dados, podendo ser
utilizados como base para desenvolvimentos de modelos teéricos termodindmicos,
cinéticos e de transferéncia de massa, assim como para o desenvolvimento industrial
de processos de extragdo destes produtos. Estes dados experimentais também
constituem uma base s6lida para estudos de implementagéo de plantas industriais, ja
que na metodologia comercial, as extragdes sdo realizadas somente pelo método

convencional usando solventes orgénicos.
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Conforme encontrado na literatura, as curvas de extracio de metilxantinas de
diferentes produtos naturais manifestaram a existéncia de trés regides distintas: a

primeira, dependente da solubilidade termodindmica, a segunda intermedidria e a

terceira controlada pela difusdo.

Uma extraco completa do alcaléide demanda um custo muito alto devido a baixa
velocidade de extracdo nos ultimos estagios por razdes de esgotamento do soluto

livre na superficie e limitagdes de transferéncia de massa pelas resisténcias internas

na matriz da planta.

As solubilidades de metilxantinas em sistemas bindrios de CO,/metilxantina foram
maiores que as solubilidades encontradas durante a extragdo de metilxantinas dos
produtos naturais, demonstrando a dificuldade do uso de dados bindrios para
predizer o comportamento de multicomponentes, mesmo para o produto moido.
Estas diferencas nos valores de solubilidade podem ser atribuidas a possiveis

interagdes dos componentes encontrados na matriz natural.

As influéncias da temperatura na extragdo das metilxantinas dos produtos naturais
foram significativas, pois nestes sistemas o aumento na pressio de vapor da
cafeina/teobromina (devido ao aumento na temperatura) compensa o decréscimo na
solubilidade causada pela redu¢do na densidade do fluido supercritico quando se

aumenta a temperatura.

O comportamento retrégrado foi observado tanto em sistemas bindrios como na

extragdo de alcaldides de produtos naturais.

A extracdo de metilxantinas e manteiga de cacau de produtos naturais revelaram as
grandes influéncias da pressdo devido as mudancas relativamente grandes de

compressibilidade do solvente nas condi¢des investigadas neste estudo.

Na extragdo de metilxantinas de matrizes de plantas naturais se considerarmos o

intervalo de tempo de extragdo completa, a menos que a extragdo esteja limitada pela
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regifio controlada pela solubilidade, o uso de vazbes menores representa uma
vantagem pela diminui¢do no consumo de CO,. Uma possivel explicagio deste
comportamento € que uma fracio limitada do solvente supercritico difunde-se na
estrutura celular da matriz moida dissolvendo o alcaldide, enquanto que o excesso de
solvente simplesmente passa por entre a matriz moida. Este resultado também indica
que a resisténcia a transferéncia de massa externa nio controla o processo de

extracdo ja que a velocidade do solvente ndo exerce efeito na velocidade de

transferéncia.

O uso de pequenas quantidades do co-solvente polar etanol melhora o processo de
extracdo de alcaldides com fluidos supercriticos significativamente devido ao

aumento no rendimento e/ou redugdo da pressdo.

A seletividade por um dos compostos numa matriz complexa usando CO,SC foi
observado. As velocidades de extragdo foram maiores para um dos componentes até
uma determinada fracdo enquanto que a outra fragio foi mais concentrada no outro
componente. As fragdes obtidas nos tltimos estagios chegaram a ser mais ricas em
outros compostos provando ser uma forma interessante de separagdo de

metilxantinas em fracGes com diferentes concentrages.

Na extracdo de 6leos e gorduras, o etano mostrou-se um solvente mais eficiente que
o COa,. Esta diferenca na extrag¢do usando diéxido de carbono e etano supercritico
pode ser atribuida as forcas intermoleculares. Em escala industrial, no entanto, a

escolha do solvente deve levar em consideragéo o elevado prego do etano em relagéo

ao C02

De acordo com os resultados experimentais apresentados neste trabalho determinou-
se que a utilizagéio de fluidos supercriticos ou processos convencionais de extragio
(prensa mecénica) ndo altera as caracteristicas da manteiga de cacau extraida e
fracionada como, por exemplo, o teor de 4acidos graxos, a composicdo de
triglicerideos e a entalpia de fusdo. Porém, observou-se nas fragdes obtidas com

fluidos supercriticos um maior conteido de sélidos a temperaturas baixas, o que
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constitui um parametro fisico-quimico interessante em climas tropicais, pois reflete a

dureza da manteiga de cacau.

Usando o método convencional de extragdio com solventes orgénicos foi possivel
extrair e identificar a pilocarpina e a isopilocarpina nas folhas moidas de jaborandi,
enquanto que usando fluidos supercriticos tais como CO, e fluoroférmio puro ndo
foi possivel extrair a pilocarpina pela sua insolubilidade nestes fluidos supercriticos.
O uso da técnica de anti-solventes com fluidos supercriticos para a extragdo da
pilocarpina hidroclorada apresentou bons resultados na cristalizagdo da pilocarpina,
sendo  necessario o estudo do sistema quaterndrio:  pilocarpina

hidroclorada/dlcool/agua e didxido de carbono como anti-solvente.

Foi estimada a solubilidade do alcaléide no fluido supercritico usando equacgdes de
estado e correlagbes em fungdo da densidade e o fator de melhoramento. A escolha
da abordagem a ser utilizada depende do sistema a ser estudado, bem como da

estimacdo das propriedades termodindmicas do soluto e do solvente.
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VII1.2. RECOMENDACOES

» Realizar estudos com sistemas modelos: terndrios e quaternarios para se aproximar
aos sistemas complexos. Sistemas ternarios formados por cafeina / teobromina /
CO,SC, cafeina / teofilina / CO,SC, teofilina / teobromina / CO,SC e sistemas
quaternarios formados por cafeina/teofilina/teobromina/CO,SC.

» Realizar estudos mais completos de efeitos da matriz no processo de extragdo de

alcaloides das diferentes plantas vegetais, considerando sua implicagdio no aspecto

econdémico do processo.

» Usar o etanol como co-solvente em diferentes concentragdes bem como o uso de
outros co-solventes como o iso-propanol e butanol para melhorar a eficiéncia do
processo de extra¢do de metilxantinas a partir de produtos naturais.

» Recomenda-se também o estudo e a analise de todos 0os componentes presentes no

extrato obtido apds o fracionamento usando fluidos supercriticos para avaliar a

seletividade.

» Realizar andlise sensorial dos extratos obtidos apds a extragdo de alcaldides dos
produtos naturais usando fluidos supercriticos, garantindo a aceitagfio do produto no

mercado.

» Realizar analises econdmicas para apreciar a probabilidade de instalar uma planta de
extracdo de alcaldides a partir de produtos naturais do Brasil j4 que este € um Pais

com vastos recursos naturais.

» Formular um modelo matemadtico na extragdo de metilxantinas, considerando
aspectos de transferéncia de massa, estudos dos efeitos dos pardmetros cinéticos
(vazdo do solvente) e estrutura das matrizes em estudo para modelagem cinética das

curvas de extragdo com o objetivo de obter dados para o desenvolvimento de um

processo em escala industrial.
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APENDICE A

Resultados das anilises por cromatografia liquida de alta eficiéncia da pilocarpina
hidroclorada e dos produtos de sua degradacéo

Para realizar a andlise dos extratos obtidos ap0s a extragdo supercritica foi
necessdrio estabelecer o método correto de identificagdo qualitativa e quantitativa da

pilocarpina hidroclorada pura, assim como de seus produtos de degradagfio (isopilocarpina,

4cido pilocérpico e 4cido isopilocarpico).

Foram testadas algumas colunas mencionadas na literatura para analise de

pilocarpina. As colunas, porém apresentaram defeitos como baixa eficiéncia e ma
resolugdo. Dentre as vérias colunas testadas, escolheu-se trabalhar com a coluna descrita no
item II1.5, e nas condigdes especificadas nesse item. Pois houve muita discrepancia com o
que diz respeito ao comprimento de onda usado, pH da fase mével e a coluna

cromatografica.

Na Figura A.l mostra-se os cromatogramas dos padrdes das amostras: A-
pilocarpina hidroclorada adquirida da Sigma (USA) e, B- pilocarpina hidroclorada doada
pela Diosynth (Netherlands). O tempo de retengfo (tr) em ambos produtos de pilocarpina
hidroclorada foi de 29 min. O cromatograma da amostra padrio C- isopilocarpina

hidroclorada doada pela Diosynth apresenta um tempo de retengéo de 26,5 minutos.

Visando investigar uma possivel degradacdo da pilocarpina foi realizada uma
analise por CLAE da solugéo de pilocarpina hidroclorada em etanol conforme mostrado na
Figura A.2. Neste cromatograma observa-se que nio houve nenhuma degradagfio na

solucdio apds trés semanas de preparo, a temperatura de 21°C.
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Figura A.1. (a) Cromatograma do padrio Sigma de pilocarpina hidroclorada diluida em 4gua, (b)
Cromatograma do padréo Diosynth de pilocarpina hidroclorada, e (c) Cromatograma do padréo
Diosynth de isopilocarpina hidroclorada
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Figura A.2. Cromatograma da solugc@o de pilocarpina hidroclorada em etanol (=29 min)
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Na Figura A.3 mostramos o cromatograma obtido ap6s causar uma converséo da
pilocarpina hidroclorada a 4cido pilocarpico hidroclorado, usando 0,1 N de NaOH aquoso.
Neste cromatograma aparece sO uma conversio inicial, mas cabe destacar que foi obtida a

conversdo total a 4cido pilocarpico, e a0 mesmo tempo houve a apari¢do de tragos de acido

isopilocarpico.

A ordem de eluicio e os tempos de retengfio estio em concordancia com os da
literatura (acido isopilocarpico-45 min, acido pilocarpico-40 min, pilocarpina-29 min e
isopilocarpina-26,5 min), sendo que a resolucdo e a eficiéncia obtidas foram melhores que
os da literatura (Fan et al., 1996).

] 4'-‘1
: \Vi'@
4572072530 35 40 45 50

Figura A.3. Cromatograma da conversdo de pilocarpina hidroclorada a acido pilocarpico
hidroclorado (=29 min e tz=40 min).

Também foi realizada a andlise da solugdo oftalmologica colirio (coléide), contendo
2% pilocarpina para avaliar a integridade desta solugdo comercial na forma de
medicamento. Por este cromatograma verificamos que esta solugdo contém, conforme

especificado na bula, apenas pilocarpina (Figura A.4).
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Figura A.4. Cromatograiia da solucao ottalmologica do colirio
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APENDICE B

UsO DE DIFERENTES PROPRIEDADES CRITICAS ESTIMADAS E REGRAS
DE MISTURAS NO SISTEMA DIMETILXANTINA/CO,SC

B.1. SISTEMA TEOFILINA/CO,SC UTILIZANDO AS DIFERENTES
PROPRIEDADES CRITICAS ESTIMADAS

B.1.1. Paraaisoterma a 313,2 K

1,0E-05 -
g I W e d DA
€ 1,0E06 + - LT
39 E .-
P 1 ¢ 3132 K- exp.
S | - 3132 K-i
% 1,0E-07 S 3132 K - iii
3 ------- 3132 K-iv
S I R 3132 K-v
190E‘08 ' k i I I [
12 14 16 18 20 22 24 26

Pressio (MPa)

Figura B.1. Usando a Regra de van der Waalsa 313,2 K
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B.2. SISTEMA TEOBROMINA/CO,SC UTILIZANDO AS DIFERENTES
PROPRIEDADES CRITICAS ESTIMADAS

B.2.1. Para a isoterma a 313,2 K
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Figura B.4. Usando a Regra de van der Waalsa 313,2 K
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Figura B.5. Usando a Regra de Panagiotopoulos e Reid a 313,2 K
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for food products, in the recovery of cocoa butter from Theobmma cacae cocea beans. Cantinuos extractions
were performed using a high pressure apparatus. Extractions were first performed using processed cocoa but-
ter to assess and compare the extraction efficiencies of CO, and ethane. These extractions were carried out at
3232 K, pressures of 15.2 and 24. 8MPa, and CO; and ethanc ﬁow réics of 1.3 and 0.9 gmm respectively

rate of 0.9 gmin™". The results revealed a pronounced effect: of prcssum on t.hc extractmn yield at all tempera-
tures investigated. Extraction curves showed a retrograde behavior for the two temperatures in the whole pressure
range. Thls behawor suggests a range of possxbxlmes for the extracuon of cocoa butter from cocoa beans. Cocoa

erides represent the major part of cocoa butter (97-98%) with three main fattv acids: palmmc €16y
stearic (C18); and oleic fatty acid (C18:1):'With the oleic fatty acid always sterified in the central posi-
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three main symmetric triglycerides POP (palmitic—oleic—palmitic), POSt (paluﬁﬁc«oleic~st¢?xﬁc),,StOSt
( steaﬁCvoleic—stearic) Of all the ingredients present in chocolate none has more influence o’i‘f‘itsphysical

butter in chocolate processing, a mixture of butters from dxfferem origins is oeneralty used” ‘It is possible
to achievea desxred consxstency by blendmg hard and soft cocoa butters. This blendmg can also avoid the

were also used [4, 5]

High quality cocoa butter used n food, cosmetic and pham:aceuucal mdusmes are obtained by me-
chanical press and expeller and solvent extraction with hexane. Increasing awareness of health and

safety hazards associated with the use of orgamic solvents, due to-ifs passible comtamination of ex-
tracted pmducts has placed new demands on the food industry to: dcvclop ficw and cican technologies

butter,. e

Roselius et al. [14] presented a patent on the eﬁicxent extmcnon of cocoa butter from cocoa beans with
CO, inthe pressure range from 25 to 35 MPa at tempem.tures between 318 and 333K However McHugh

temperature and pressure. Li and Hartland [16] reponed on thc extraction of cocoa butter at 15 MPa and
333.2 K and showed the potential for the laxge scz!e utifization of carbon dioxide in the extraction of
cocoa butter from cocoa beans. .

Ethane has similar characteristics to CO,, bcmgmore cfficient in the extraction of lipids but its potential
application is not yet fully explored [17,18}. Recent data on butter oil solubilify in supercritical fluids
rcvealed a much higher soluhxhty in ethanc as: comparcd to that in CQ» [18]. Ethane (Tc = 305.15K,

combmed with the higher solubﬂmcs of vcgegab]e fats in cthanc makes it an attractive solvent for the
extraction and fractionation of these fats. The main objective of this work is to provide specific and com-

parative experimental data on the use of supercritical CO- and ethane in the extracuon and fractionation
of cocoa butter from cocoa bcam
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72 2. Materials and methods

73 2.1. Materials

74 Cocoa butter and cocoa beans were donated by Cardill Ltda (Bahia, Brazil). The coéoa beans content
75 of cocoa butter was estimated to be 50 wt.% as obtained using soxhlet extraction. Pure ethanol alcohol,

ine, 99.9%

76 99% purity, was obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis-Missouri, USA). CO»:and
77 purty, were obtained from the White Martins Gases Industrials S.A. (Campinas, Erazil){ s

2.2. Experimental apparatus

a1 al ‘;{20] and Mohamed i al
ent pumps (Thermal Sep-

Fig. 1. Experimental apparatus: A, CO, Lyhnder CV, chcck \ahe F. filter; PI. pressure indicator: B, pump: C, chiller; SV,
shut-off vaive; SH, safety head: TC, temiperature controller: E, extracter: D, farnace: T1, thermocouple: MV, micro-metering
valve; HT. heating tape; K, separator vessel: IB, ice bath; IM, ice/methanol bath; CF, carbon adsorption filter: FM, flow meter.
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freezing of solvents or solid solute precipitation follomng depressunzauon Pressure in; both extrac-

+0.5°C.

2.3. Cocoa butter extraction and fractionation

extractor (supercritical fluid saturated with cocoa butter) were depressunzed through the MV which was
properly heated to prevent solvent fteezmg and pluggmg with ptecxpntatesd sold solute The precnpxtated

through the gas ﬂow meter} >

2.4. Extraction and fractionation of cocoa butter from eocoa beans

In order to exp!o:e the capacity of ethane inthe extr;i:tion and fractionation of cocoa butter from cocoa

of press processed cocoa butter. In these e)q)eﬁ'rhcuts, butter fractions were collected at time intervals
characterized by the passage of cach 124 g of cxhzr'ﬁé'ilifbuOh the extractor. In total, 7 fractions of butter

125 <.
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A gas chromatography, Perkin-Elmer: ngma BB with an ionization flame detector and a capillary
Silar lOC column (l()% ciano propllsxloxanc in chromosorb W) of 30mm x 0.25 mm lD x 0.1 pm of
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carrier gas (N2) flow rate was kept at 25 mlmm*‘ Before the analysis, samples were treatcd aceordmg
to the Hartman and Lago method [21] for T methyl sterification.

3. Results and discussion

presented in Table 1. As shown, the fatty acxd content was very similar to that obtamed by Sllva {22} and
Salgado 231 Pt

butter obtained when using supercritical CO—; at 323.2K and the pressures of
data reported represent average values of two mdependcnt expcnments withids

however, are reported to be of little pracncal use due to the loss of selectmty for the fat components in

relation to other extractable components in cocoa butter [15].

The solubility of cocoa butter in supercritical CO; at 323.2 K and fhe pressures of 15 and 24.8 MPa, as
obtained from the emcnon curves, were found tobe 0.43 and 0.60 wt.%, respectxvely These values arein

Table 1

Fatty acid composition of cocoa butter and of selected fractions collected dunng fracnonanon with supercritical fluids at 24.8 MPa
and 323.2K

No. of carbon Fatty acid Cocoa COCOd 3 IBE A B C
butter [22] butter [23] cocoa butter

C12:0 ~¥ Lauric B S 024 - 0.1l -
Cl4:0 Myristic 0.1-03 w018 0.13 0.14 0.07
C160 Palmitic 250-280 26.05 2884 27.52 22.03
Ci6l Palmitoleic 0.4-0.7 0.46 9.53 048 0.49
C180 Stearic 33-37 3261 3191 3277 29.96
Ci8:1 Oleic 31-35 32.86 33.76 34.42 29.68
C18:2 _ Linoleic 2-35 3.24 3.7 330 3.28
C18:3 - Linolenic 0.2 0.16 022 0.19 0.18
C184n-3 - YParnaric 091 881 0.89 1.02
C20:0 Arachic 0.6-1.0 009 0.07 - 5.06
220 Bcehenic o1 L 017 . : -
C22:5n-3 b - - - 0.07
C22:6n-3 2.97 0.10 8.08
Saturated 66.4-60.6: ... 61.7 59.36 60.96 60.57 57.15

Unsaturated 336-394 383 40.63 39.03 39.42 42.84
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cthane, respectlvely At the higher pressure of 24. 8 MPa; cxtxact_mn yxelds of 7 and 100%, were obtained
with a solvent quantity of 1.2kgof ethane and COZ, rmépecﬁvelyf’ These higher extraction yields obtained

Mohamed et al. [18] for butter oil extraction using supercmxcal COZ and ethane. It is important to observe
that all the cocoa butter was extracted using ethane as the solvent, a result that cannot be confirmed from
the results obtained in this work for the case when COQ was: émployed From these exttaction curves, the

0.6 and 14%, respectively.
With these superior extraction eﬂicxencxes, obtamed for the press processed cocoa butter/ethane model

system, the extraction and fractionation of cocoa butter from cocoa beans was carried out and limited to
the use ofethane as the supercnuca.l sol\«ent Cocoa butter extracnon yields obtamed using supercnt:cai

same quantity of solvent extraction yields: of 9 62 and 72% were obtamed at 152, . 24. 8 and 28.3 MPa,
respectively. While an increase; in pressure resulted in an increase in extraction” yleld as expected duc
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Fig. 4. Cocoa butter fractionation and ext:amioﬂ fram cocoa beans at pressures of 15.2, 24 8 and 28.3 MPa and temperatares of
323.2 and 343.2K. :
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to resultant increase in solvent density, ithe;pgpﬁo&ional increase is much smaller in the second pressure
range (24.8-28.3 MPa) due to the smaller dénsity increase as compared to that in the 15.2-24.8 MPa

in Fig. 5. Friedrich et al. [6] reported similar behavior for the extraction of oil from soybeans using
supercritical CO; at 3232 and 333.2K and pressures up to 41.4 MPa. The same behavior was observed
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by Li and Hartland [16] when working with the model system cocoa butter/supercritical CO» at pressures
of 15-30 MPa and temperatures of313.2 and 333 2K. Thls behavior was also observed by Fnednch and

Table 1 presents the mults of fatty acid analysis of some selected fractions collected when extraction and
fracuanahcm were carried out at 2 pressure of 24.8MPaand a temperature of 323 2K using supercmxcal

in this work on the fractionation of cocoa butter are preliminary exampim tn xﬂustrate the fractionation
process taking place. Work is currently continuing to define in greater detml this potential fractionation
through a full triglyceride analysis of all the fractions collected. '

Thts simple smgle stage extracn(mfﬁacuonauon isa ciear mdxcéuon of !bc technologtcal poss:bxh-

fractionation and subsequent blending.

4. Conclusions

Extraction yields of cocoa butter obtained with supercritical ‘tthane as the solvent were an order of
magnitude higher than those obtained when using carbon dioxide. Large pressure and temperature effects
on the extraction of cocoa butter from cocoa beans with supercritical ethane were observed. Retrograde
behav'mr was obsenred in the whole pressure range fér the two' tempmnnes consideted in this work.
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Abstract

Experimental data on the reduction of the caffeine content of guarana seeds with water-saturated supercritical
carbon dioxide were obtained in order to provide information on the ability of supercritical fluids for the
decaffeination of widely consumed caffeine-rich natural products. The extraction was performed using a semi-contin-
uous flow high-pressure micro-extraction apparatus at 40 and 70 °C and pressures of 100, 200 and 400 bar. Carbon
dioxide flow rates of 5.7 and 9.4 g min—! were used. The extraction curves obtained showed the existence of
thermodynamic solubility dependent, intermediate and diffusion controlled regions. Extraction at 400 bar and 70 °C
using water-saturated supercritical carbon dioxide at a flow rate of 5.7 g min —! allowed the removal of almost 98%
of the initial caffeine content in wet ground guarana seeds, in a period of 240 min. When extractions were performed
at lower pressures or temperatures, additional time and larger amounts of carbon dioxide were necessary to achieve
the same yield. Increasing carbon dioxide flow rate did not present any economic advantage unless the extraction was
limited to the thermodynamic solubility region. For total extraction of caffeine, the ise of low flow rates resulted in
a similar final product yield but at a much lower solvent consumption. A retrograde behavior for the extraction of
caffeine from guarand seeds was also observed at 100 bar for the 40 and 70 °C isotherms. © 2002 Elsevier Science
B.V. All rights reserved.

Keywords: Caffeine; Guarana seeds; Supercritical extraction

1. Introduction

Guarand is a Brazilian native plant, with seeds
being the only part suitable for human consump-
tion. Most of the guarana seeds produced are

* Corresponding author. Tel.: + 55-19-7883-932; fax: + 55-

19-788-3931 used in concentrates and soft drinks and as ingre-
E-mail address: mohamed@feq.unicamp.br (R.S. Mo- dients of a variety of pharmaceutical products.
hamed). Guarana seeds are the richest source of caffeine
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[1,2] as, on dry basis, caffeine contents generally
range from 3 to 6 wt% [3]. Guaranid has been
shown to be an aphrodisiac and also a stimulant
that acts on the cardiovascular and nervous sys-
tem, with most of these properties attributed to its
rich caffeine content [4].

In Brazil, these seeds are toasted, ground and
mixed with water to form a paste that is molded
into different configurations (rods and sticks)
commonly sold as handy crafts to tourists and
used by South American Indians in special rituals.
The toasted seeds can also be ground into a
powder that is added to syrups as an essence and
to water to form consumable drinks. In many
parts of the world, the guarand is sold as a
medicinal plant and as a natural product.

Decaffeination of guarana seeds is an attractive
process for producing caffeine, a valuable sub-
stance for pharmaceutical applications, as well as
for the production of decaffeinated guarana. Sim-
ilar to coffee decaffeination, caffeine removal
from guarana seeds could be performed using
organic solvents such as dimethylchloride or wa-
ter [5]. The use of chemical solvents brings with it
the risk of toxic residue in the extracted products
and the requirement of several hours for a com-
plete extraction [5]. Water is an excellent but a
non-selective solvent for caffeine. Extraction of
guarand seeds with water leads to dissolution and
subsequent loss of other valuable components
from the final extracted product such as tannins
and polyphenols (catechins and epicatechins). The
low criticdl temperature (31 °C), non-toxicity and
low cost have long rendered supercritical carbon
dioxide a suitable solvent for food products [6-9].
Data on the solubility of caffeine in supercritical
carbon dioxide have been reported by Ebeling and
Frank {10}, Lentz et al. [11], Johannsen and Brun-
ner [12] and Saldafa et al. [13]. Lentz et al. [11]
was the only one among these authors to also
report data on the solubility of caffeine in super-
critical CO, saturated with water. Supercritical
CO, has also been successfully employed for the
removal of caffeine from coffee beans [7,14]. As
observed with coffee beans, water can act as a
valuable co-solvent leading to a substantially im-
proved extraction yield [1,2,14]. Grinding of seeds
results in a larger solvent-solute contact area and

thereby an improved mass transfer during extrac-
tion. Shells would also need to be removed to
lower resistance to mass transfer.

There is no patent on the use of supercritical
carbon dioxide as a solvent for caffeine extraction
from guarana seeds. The open literature contains
only the limited data of Mehr et al. [1] who
reported extractions for pressures of 137.4-274.7
bar and temperatures of 35, 45 and 55 °C. No
data were encountered for higher temperatures,
pressures or flow rates. Expanding the operating
conditions is indispensable for the better under-
standing of the extraction process, control and
optimization which are fundamental to any scale-
up project.

The main objective of this work was to provide
experimental data on the extractability of caffeine
from guarana seeds using water-saturated super-
critical carbon dioxide at wider ranges of thermo-
dynamic conditions and carbon dioxide flow rates
than reported in the literature.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Supercritical CO,, 99.95% in purity, was pur-
chased from KWD (Bad Honningen, Germany).
Guarana fruits were obtained in dried form from
EMBRAPA (Manaus, Brazil). The seeds and
shells removed from the fruits were kept in sepa-
rate and sealed plastic bags until ground in a mill
immediately before use. For all experiments,
ground seed particles with sizes ranging from
0.630 pm to 1 mm, as measured using known size
sieves were used. The ground seeds were moist-
ened to achieve a 40% water content on dry
weight basis. Caffeine, 99.9% in purity, was pur-
chased from  Aldrich-Chemie  (Steinheim,
Germany).

2.2. Experimental apparatus

The supercritical fluid extraction (SFE) plant
(Fig. 1) purchased from Applied Separation Inc.
(Allentown-PA) is designed for pressures and tem-
peratures up to 690 bar and 250 °C, respectively.
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This microextraction apparatus allows simple and
efficient extractions at supercritical conditions
with flexibility to operate in either a dynamic
(continuous flow) or static (where supercritical
carbon dioxide is pressurized in a sealed extrac-
tion vessel for a specific period of time) modes.
The plant consists of mainly three modules: an
oven, a pump and a control and collection mod-
ule. The oven module has four extraction columns
with a capacity of 50 cm? for each column. The
pump module is equipped with a compressed air-
driven pump with a constant flow capacity of 100
ml min ! of liquid carbon dioxide or 50 standard
1 min~ ! of expanded gas. The collection module is
formed of glass vials of 25 ml, sealed with caps
and septa for the recovery of extracted products,
and provided with micrometering valves and a
flowmeter (Allentown, PA). Pressure and temper-
ature are monitored and controlled in the three

T T TR TR

modules to +0.5 °C and + 3 bar, respectively.
The carbon dioxide flow rate is controlled to
+0.47 g min~ .

Caffeine contents of guarana seeds were
quantified by HPLC using a Shimadzu LC-6A
chromatograph (Kyoto, Japan) and a C18 column
(4.6 x 250 mm, 5 pm) ODS-Inertsil (Steinheim,
Germany). Isocratic solvents composed of 40% of
methanol in 0.5% of acetic acid in water were
used at a flow rate of 1 ml min—! [9]. Caffeine
was identified by a UV detector, purchased from
LKB Bromma (Kyoto, Japan), at 280 nm and
quantities were determined using a Chromjet inte-
grator purchased from Spectra-Physics (Kyoto,
Japan). Pure caffeine standards used for the quan-
tification were purchased from Aldrich-Chemie
(Steinheim, Germany). Two chromatograms for
each sample were made and the results were re-
producible to within 6%.
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Fig. 1. Microextraction plant. MV(1): micrometrical valves, EC(1): extraction columns, GV(1): glass vials, R(1): Rotameters.
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2.3. Experimental procedure

In this work, data were obtained at pressures of
100, 200 and 400 bar, temperatures of 40 and
70 °C and carbon dioxide flow rates of 5.7 and
9.4 g min~'. For each experiment, one of the
extraction columns was packed with 3 g (or 5 g)
of ground guaranad seeds (saturated with water
until reaching a water content of 40%), mixed
with 30 g of glass spheres (3 mm in diameter).
Glass wool was placed at the two ends of the
column to avoid any possible carry over of solid
material. In another extraction column, located
upstream of the column with guarana seeds, 40 ml
of distilled water were placed to allow the saturat-
ing of the incoming carbon dioxide. When the
desired extraction temperature, as controlled by
the oven, was reached in both columns, carbon
dioxide  was pumped to the water-containing
column and subsequently to the extraction
column until reaching the desired extraction pres-
sure. Once equilibrium is reached, the mixture
carbon dioxide/solute was allowed, to flow to the
micrometering valve where the separation/precipi-
tation of the desired solute occurred. Following
each experiment, the transfer lines from the outlet
valve to the micrometering valve were cleaned
with hot water and alcohol to ensure the total
collection of all extracted material.

The caffeine content in the dry ground seeds
was 4.82 wt.%, as measured by HPLC, which
amounted to 144.6 and 241 mg of total caffeine in
the 3 and 5 g samples of dry guarand seeds,
respectively.

3. Results and discussions

In order to assess the reproducibility of experi-
mental data obtained with this apparatus, two
independent extractions were performed for each
one of the set of conditions: 400 bar, 70 °C and
5.7 ¢ min ~ ! and 100 bar, 70 °C and 5.7 g min—".
The cumulative amounts of caffeine extracted in
these independent experiments for each set of
conditions were found to agree to within + 5%,
which was considered a good and acceptable
reproducibility.
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Fig. 2. Amounts of caffeine extracted with water saturated
CO, at 400 bar, 40 and 70 °C from wet ground guarana seeds:
(@) 5 g sample and a flow rate of 9.4 g min~—'; (b) 3 g sample
and a flow rate of 5.7 g min ~1. Initial caffeine content is 48 g
caffeine/kg guarand seeds.

In Fig. 2(a), extraction curves for a 5 g sample
of wet ground guarana seeds, at 400 bar and a
flow rate of 9.4 g min = ! obtained at 40 and 70 °C
were presented. The quantity of caffeine extracted
increased with increase in temperature for both
flow rates. The data indicated that for an extrac-
tion period of 180 min at 70 °C and 400 bar,
which corresponds to the use of 335.8 kg CO,/kg
guarana, the cumulative caffeine extracted
amounted to 37.8 g caffeine/kg guarana (79% of
the initial caffeine content in the original sample),
compared to the cumulative amount of 274 g
caffeine/kg guaranid (57% of the initial caffeine)
obtained at 40 °C and the same pressure, flow
rate and extraction time period. For these sys-
tems, the increase in .vapor pressure of caffeine
(due to an increase in temperature) appeared to
compensate for the decrease in solubility caused
by the decrease in supercritical fluid density at the
higher temperature.

High caffeine removal rates were obtained in
the early stages of the extraction with rates, di-
minishing at later stages, as shown by changes in
the inclination of the extraction curve. This be-
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havior is similar to extraction curves encountered
in the literature when other ground natural prod-
ucts were extracted [7,13,15,16]. Extraction curves
clearly show the three distinct regions identified
earlier by Hedrick et al. [17}: solubility dependent,
intermediate and diffusion controlled regions. The
first region, dominated by thermodynamic solubil-
ity, was observed in the first 90 min (up to an
accumulated solvent ratio of 167.9 kg CO,/kg of
guarand) for the curve at 40 °C where 25.6 g
caffeine/kg guarana (53.3% of caffeine in the orig-
inal seeds) was extracted. At 70 °C, this same
region was observed to prevail in the first 60 min
(with the use of up to 111.9 kg of CO,/kg
guarana), during which 35.9 g caffeine/kg guarana
(74.7% of caffeine in the original seeds) was ex-
tracted. After these time periods, extraction was
controlied by the wet ground guarana seeds inter-
nal as well as external caffeine diffusion. The
experimental solubilities of caffeine in water-satu-
rated supercritical carbon dioxide as obtained
from the linear portions of the extraction curves
at 400 bar and temperatures of 40 and 70 °C were
found to be 3.7 x 10~° and 9 x 10>, respec-
tively. This temperature effect is qualitatively sim-
ilar to that observed through solubility
calculations in humid CO,/caffeine systems using
the correlation proposed by Lentz et al [11],
through which one estimates, caffeine solubilities
of 3.79 x 10~ * and 7.39 x 10 ~* at 400 bar and 40
and 70 °C, respectively. The solubility values of
caffeine in water-saturated supercritical CO, ob-
tained from the extraction curves of guarand
seeds, are about an order of magnitude lower
than those predicted using the correlation pro-
posed by Lentz et al. [11] for the binary system
caffeine/water-saturated supercritical CO,. This
result is consistent with those pointed out in the
extraction of f-carotene from carrots using super-
critical CO, and N,O [18], extraction of caffeine
from coffee beans using supercritical CO, [8,13},
extraction of caffeine from maté tea leaves using
supercritical CO, [9] and extraction of oil from
fennel seeds using supercritical carbon dioxide
[19]. Furthermore, similar qualitative trends were
observed when comparing solubilities in binary
and ternary systems, with one to two order of
magnitude differences observed when comparing

solubility values in binary and quaternary systems
[20]. This discrepancy in solubility values could be
attributed to possible component interactions
present in naturally occurring mixtures and
demonstrates the difficulty in using binary data to
predict the extraction of substances from natural
and complex structures.

Mehr et al. [1] reported solubility data for
caffeine in water-saturated carbon dioxide that
ranged from 7.6 x 107> to 4.6 x 10~* for the
narrow temperature and pressures ranges of 35—
55 °C and 137-275 bar, as obtained from extrac-
tion experiments using wet ground guarani seeds
(0.26 mm). These values are much higher than the
values obtained from the extraction curves in this
work, which ranged from 1.4 x 10~ 7to 1 x 10~*
for the temperatures of 40 and 70 °C and pres-
sures of 100, 200 and 400 bar. While our solubil-
ity data were obtained from the extraction curves
in the whole solubility-dominated region (which
corresponds to extraction times that could reach
90 min), Mehr et al. [1] report that their equi-
librium data were obtained at much shorter times
(15 min). While theoretically, this difference in
procedure should not make any difference in re-
ported solubility data, experimental uncertainties
would minimized at longer extraction time peri-
ods. Discrepancies in reported solubility values
could be attributed to many reasons including
solvent purity, experimental methods used, sam-
ple origin and composition of key components in
the sample, solvent saturation, and entrainment
problems. As pointed_earlier, our data are also
consistent with the observations made with regard
to the differences often observed when comparing
binary and multicomponent systems.

The temperature effect found with the 5 g sam-
ple was also observed when the smaller initial
quantity of wet ground guarana seeds of 3 g (Fig.
2(b)) was used. In this_case, 31.7 g caffeine/kg of
guarana seeds were extracted at 70 °C, 400 bar
and using 55.9 kg of CO,/kg guarana. The quan-
tity extracted reached 46.6 g caffeine/kg guarana
(97% of the initial caffeine) in 210 min of extrac-
tion (which corresponds to the use of 391.8 kg of
CO,/kg guarand). In contrast, a maximum of
60.2% of caffeine in the seeds (29.01 g caffeine/kg
guarana) was obtained at the lower temperature
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of 40 °C. At 70 °C, it was also possible to extract
98% of initial caffeine (47.2 g caffeine/kg guarand)
in a period of 240 min (corresponding to the use
of 447.8 kg of CO,/kg guarand).

In Fig. 2(b), the solubility-dominated regions
ended after a 60 and 30 min periods of extraction
(111.9 and 55.9 kg of CO,/kg guarana) at 40 and
70 °C, respectively. The caffeine quantities ex-
tracted in this region were about 43% (20.6 g
caffeine/kg guarana) and 66% (31.7 g caffeine/kg
guarand) for the extraction temperatures of 40
and 70 °C, respectively. These values were similar
to those obtained in Fig. 2(a) for the 5 g sample
using a flow rate of 9.4 g min~! and therefore
were, as expected, independent of the initial
amounts of wet ground guarana seeds.

Fig. 3(a—b) shows the effect of the flow rate
when using the same initial quantity of guarana
seeds (5 g) and operating at a pressure of 400 bar
at the two different extraction temperatures of 40
and 70 °C. In the first 120 min (corresponding to
the use of 134.3 and 223.9 kg CO,/kg guarana for
the flow rates of 5.7 and 9.4 g min~', respec-
tively), cumulative amounts of extracted caffeine
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Fig. 3. Fractional and cumulative amounts of caffeine re-
moved from a 5 g of guarana seeds with CO, at flow rates of
5.7 and 9.4 g min ', 400 bar and extraction temperatures of:
(a) 40 °; and (b) 70 °C.

at 40 °C and 400 bar were slightly higher for the
larger CO, flow rate but not proportional to the
increase in the quantity of carbon dioxide, partic-
ularly in the solubility controlled region (Fig.
3(a)). Extraction curves at 70 °C showed, how-
ever, a much higher increase in the extracted
quantity of caffeine with increase of flow rate
(Fig. 3(b)). In the thermodynamic solubility con-
trolled region (for the first 30 min which corre-
sponds to the use of 33.6 and 55.9 kg CO,/kg
guarana for the flow rates of 5.7 and 9.4 g min—!,
respectively), this increase was almost propor-
tional to the increase in quantity of carbon diox-
ide, as would be expected. This proportional
increase in extracted caffeine was observed to
diminish at higher extraction times as we get
closer to the removal of all extractable caffeine
from guarana seeds. In fact, following an extrac-
tion period of 60 min, the use of a higher flow
rate (9.4 g min '), which amounted to the use of
111.9 kg CO,/kg guarand, resulted in the extrac-
tion of 36 g caffeine/kg guarana (74.6% of the
original caffeine in the seeds). When using the
lower flow rate (5.7 g min—"!) for the same time
period which amounted to the use of 67.1 kg of
CO,/kg guarana, 56% of the original caffeine in
seeds was extracted (27 g caffeine/kg guarana).
After a 150 min extraction period; we- extracted
37.8 and 34.2 g caffeine/kg guarani (78.4 and
71% of initial caffeine), using the high and low
flow rate limits, which corresponded to the use of
279.9 and 167.9 kg CO,/kg guarana seeds, respec-
tively. One can thus conclude that when consider-
ing the whole extraction time interval, and unless
extraction was limited to the solubility controlled
region, the advantage of using the lower fiow rate
limit and thereby lower CO, consumption was
quite evident. This result is similar to that ob-
tained earlier by Oazer et al. [21] for the extrac-
tion of essential oil components from mint leaves.
A possible explanation is that there is a limited
fraction of the supercritical solvent that could
diffuse into the cellular structure of the guarana
seeds and dissolve the caffeine. The amount of
solvent that is in excess to what is needed to
penetrate the cellular structure of the seeds simply
bypasses the extractable seeds. This result also
indicates that external mass transfer resistance is
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Fig. 4. Cumulative caffeine extracted from 3 g of guarana
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temperatures of: (a) 40 °C; and (b)70 °C.

not controlling as solvent velocity has no effect on
the transfer rate. This phenomena was also math-
ematically modeled by Serpil et al. [22]. With this
result in mind, all subsequent experiments were
carried out with a CO, flow rate of 5.7 g min—"

Fig. 4(a) showed the effect of pressure on the
removal of caffeine from the solid matrix of wet
ground guaranad seeds when extracted at 40 °C.
For the first 60 min (111.9 kg CO,/kg guarana),
extraction.at 40 °C and 5.7g min~! resulted in
obtaining 0.9, 4.2, and 43% of the initial caffeine
(0.4, 2 and 20.7 g caffeine/kg guarand) at extrac-
tion pressures of 100, 200 and 400 bar, respec-
tively. For a period of 180 min of extraction time
(corresponding to the use of 335.8 kg CO,/kg
guarana), the amounts extracted were 1.1, 28.4
and 49.4% which corresponds to 0.5, 13.7 and
23.8 g caffeine/kg guarana, at 100, 200 and 400
bar, respectively. Fig. 4(b) showed once more the
influence of pressure during the process of extrac-
tion. The quantity of caffeine extracted increased
with incréase in pressure with this effect being
more pronounced at this temperature of 70 than
at 40 °C (Fig. 4(a)). In this case, extraction at 400
bar resulted in the removal of ~ 73 and 96% of

the caffeine in the original seeds (35.2 and 46.1 g
caffeine/kg guarand) in the first 60 and 180 min of
operation (using 111.9 and 335.8 kg CO,/kg
guarand), respectively. Similar behavior occurred
at an extraction pressure of 200 bar, where 29 and
60% of the initial caffeine contents, the equivalent
to 14 and 28.7 g caffeine/kg guarana, were re-
moved following 60 and 180 min periods of con-
tinuous extraction. For these same extraction time
periods, only 0.17 and 0.26% of the original caf-
feine in seeds (0.08 and 0.12 g caffeine/kg
guarana) were removed at 100 bar. This observed
influence of pressure on the amounts of caffeine
extracted is consistent with the solubility values of
1.11 x 10-5, 527 x10-* and 7.39x 10—* ob-
tained from Lentz et al. [11] correlation and the
values of 0.14 x 10~%, 2.7 x 107 and 10 x 1073
obtained from our extraction curves for caffeine
in wet CO, at 70 °C and pressures of 100, 200
and 400 bar, respectively. The increment in solu-
bility is much more pronounced when increasing
pressure from 100 to 200 bar than when increas-
ing pressures from 200 to 400 bar, in agreement
with results observed in Fig. 4(a).

Caffeine extraction from guarana seeds using
water-saturated carbon dioxide at 100 bar for the
two extraction temperatures of 40 and 70 °C,
shown in Fig. 5, clearly revealed a higher quantity
of extracted caffeine at the lower temperature.
This is the retrograde behavior commonly en-
countered in supercritical extraction systems. Spe-
cifically for caffeine, this behavior is similar to
that observed for the caffeine/CO, binary system
[13,23] at pressures below 190 bar, with normal
behavior manifested at higher pressures. Similar
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Fig. 5. Retrograde behavior observed during caffeine extrac-
tion from 3 g of guarand seeds at 100 bar, 40 and 70 °C and
CO, flow rate of 5.7 g min—".
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tendencies for the extraction curves of caffeine
from guarand seeds with supercritical carbon
dioxide were shown by Mehr et al. [1] at pressures
below 172 bar.

4. Conclusions

It was possible, in a period of 240 min (447.8 kg
CO,/kg guarana) to successfully extract 98% of
initial caffeine content in wet ground guarana
seeds at 400 bar and 70 °C using water-saturated
supercritical carbon dioxide at a flow rate of 5.7 g
min ~ !. Extractions at lower pressures or tempera-
tures required additional time and larger amounts
of carbon dioxide to achieve the same yield.

In close agreement with literature for the ex-
traction” of -other solids; extraction curves showed
the existence of three regions: thermodynamic sol-
ubility dependent; intermediate and diffusion con=
trolled regions.

The pressure and temperature showed large
influence on the extraction of caffeine from wet
ground guarana seeds as expected from literature
solubility data for caffeine in moist carbon diox-
ide. No advantage in extraction yield was ob-
served when increasing carbon dioxide flow rate
unless the extraction was limited to the thermody-
namic solubility region. For total extraction, us-
ing low flow rates leads to similar final product
yield at lower solvent consumption. The extrac-
tion time will, however, be longer in the solubility
region for a lower flow rate. A retrograde behav-
ior of caffeine extraction from guarani seeds was
observed for the 40-70 °C isotherms when oper-
ating at a pressure of 100 bar. This is similar to
the behavior observed in the binary system caf-
feine/supercritical carbon dioxide at pressures <
190 bar. Extractions at pressures of 200 and 400
bar showed normal behavior.
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Abstract - Methylxanthines are alkaloids found in natural products such as tea, coffee and guarand. These
alkaloids are commonly used in cola drinks and pharmaceutical products due principally to their stimulant and
diuretic effects on the human organism. In this work, cxperimental data on the supercritical CO, extraction of
caffeine, theophylline and theobromine from herbal maté tea, a beverage traditionally consumed by the
gauchos of southern Brazil, the Argentine, Paraguay and Uruguay, were obtained using high pressure
extraction equipment that allows adequate control of temperature and pressure. The continuous
extraction/fractionation of maté tea leaves, Ilex paraguariensis in natura using carbon dioxide was carried out
at 313.2 and 343.2 K and pressures of 13.8 and 25.5 MPa. Extraction/fractiofiation curves revealed the large
influence of temperature and pressure on extraction yicld. CO, was also found to show a higher selectivity for
caffeine than for theophylline and theobromine.

Keywords: Supercritical extraction, Ilex paraguariensis, caffeine, theobromine, theophylline.

INTRODUCTION soft drinks and pharmaceutical products (Maz

and Carvalho, 1991).
Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine), theophylline Maté, llex paraguariensis, is a native pl:
theobromine  (3,7- South America, whose taxoi
chemical composition and other charact
properties are shown in Table 1. A bey

components of maté tea leaves (Suzuki and Waller,
1988; Clifford and Ramirez, 1990; Saldafia et al.,
1999), coffee beans (Brunner, 1984; Saldafia, 1997),
guarand seeds (Mehr et al., 1996) and cocoa nuts (Li
and Hartland, 1992). In the human organism, these
alkaloids stimulate the central nervous, muscular and
circular systems (James, 1991). Decaffeination of
natural products is economically attractive as it
results in higher value decaffeinated products and
caffeine, a valuable by-product commonly used in

prepared by the infusion of dry maté
leaves is traditionally consumed by ga
of southern Brazil, the Argentine, Par
and Uruguay (Alikaridis, 1987; Tormen, 199
careful inspection of the chemical constituents
Ilex species (Table 1) demonstrates the reasc
the current and successful use of
natural product as a stimulant, an antirheu
and a diuretic. Nevertheless, a high intal
maté tea provoke irritability and loss of sleej
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Table 1: Taxonomy, chemical composition and other characteristics of
Ilex paraguariensis (Alikaridis, 1987; Mazzafera, 1994)

Taxonomy

Other characteristics

Division: Anthophyta

Type/Subtype: Magnoliopsida/Rosidae
Order: Celastrales

Family: Aquifoliaceae

Gender: llex

Specie: paraguariensis, paraguayiensis

Common names: yerba maté, maté, erva maté,
Paraguay Cayi, Paraguai Tca. South Amcrican Holly

Consumed part: leaves and some barks
Color: green

Taste: astringent and sour

Humidity
- in natura: 50-60%

- commercial: 8-10%

Chemical composition/quantity (100 g)

Alkaloids (mg kg™)

Protein: 10.89
Carbohydrate: 12.04
Starch: 4.55
Glucosc: 3.84

Fiber: 16.96

Theophylline: 142+6°, 768+3"
Theobromine: 340+7%, 209+5"
Caffeinc: 5371+161°, 837542517

“ old leaves, " new leaves from branches with fruit

and even may cause cerebral depression, nervous
tremors and numbness. Several laboratory studies
(Wang et al.. 1994: Inagake et al., 1995; Hasegawa
et al., 1995: Katiyar et al., 1995) have also shown
that polyphenols found in this tea can inhibit the
formation and growth of tumors.

Caffeine can be removed from maté tea leaves
using organic solvents (dimethyl chloride) or water
(Saldana, 1997). However, the use of chemical
solvents involves the risk of leaving toxic residues in
the products extracted while the use of water results
in a nonselective extraction and the loss of valuable
flavor components (Mazzafera and Carvalho, 1991).
Carbon dioxide, which has a low critical temperature
(31°C) and is nontoxic and relatively inexpensive,
has become a universally attractive alternative
solvent in the extraction of natural products
(McHugh and Krukonis, 1994; Saldana, 1997).

While there are many patents for the use of
supercritical CO, as a solvent to extract caffeine
from coffee beans and Camelia sinensis tea leaves
(Brunner, 1984; Peker et al., 1992; McHugh and
Krukonis, 1994; Saldafia et al., 1997), little is known

about the extraction of methylxanthines from maté
tea, llex paraguariensis (Saldana et al., 1999). The
objective of this work was to obtain extensive
experimental data on the extraction/fractionation of
methylxanthines  (caffeine,  theophylline and
theobromine) from maté tea, /lex paraguariensis in
natura using supercritical COs.

EXPERIMENTAL SECTION
Materials i

Caffeine, theobromine and theophylline, 99%
purity, were purchased from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, USA). The supercritical fluid, dry carbon
dioxide, 99.9% purity was supplied in the liquid
phase by White Martins Industrials Gases S.A
(Campinas, Brazil). Maté, Illex paraguariensis tea
leaves, in natura were obtained from the
Experimental Campus of the Department of Plant
Physiology Biology Institute (UNICAMP-
Campinas, Brazil).
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METHODS USA), that had been designed for worki

pressures up to 37 MPa at 200 °C (Figure 1)

(a) Sample Preparation and Analysis apparatus is the same as that used earlier by Ne
\al. (1996) and Saldafa et al. (1999). The

Prior to extraction, whole maté tea leaf samples components of this apparatus include positive
were separated and classified by hand (4.5cm x displacement pumps for solvent delivery,
9cm). Moisture content of the samples was pressure extraction vessels and three separator

determined by drying at 80°C for 24 h. in series. Flow rates and accumulated gas vo

Compositions of the methylxanthines in the passing through the apparatus were controllec

extracted products were determined using a micrometering valves from Autoclave Eng

reversed-phase - High - Performance Liquid (Erie, PA, USA) and measured with a flow con
Chromatography apparatus (Shimadzu, Japan) with measuring device from EG&G Instrument
UV monitor set at 280 nm and a Nucleosil Cg Technology (Phoenix, AR, USA). Heating

column (Supelco, 4 x 150 mm, 5 um). The isocratic were used to maintain constant temperature in
solvent used was a solution of 40% methanol in in order to prevent freezing of solvents or

0.5% aqueous acetic acid. A flow rate of ImL min’ solute precipitation following depressurizatiol

was employed. in the extraction section. Pressure in both extr:

was monitored with a digital transducer systerr

(b) Experimental Apparatus a precision of = 0.03 MPa from Heise Series

' RTS, Dresser Industries (Stratford, CT, [

The experimental apparatus used was a Extractor temperatures were controlled to wit

semicontinuous-flow, high-pressure system 0.5 °C.

purchased from Autoclave Engineers (Erie, PA,
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Figure 1: Experimental Apparatus. BH(1-2) - solvent, BH(3-4) co-solvent, G(1-2-3-4) - pressure indicator,
2-3-4) - pumps, F(1-2-3-4) - filters, Microm.V .- micrometrical valve, CV(1-2-3-4-5-6-7-8) - valves,
TC(1-2-3-4-5-6-7) - thermocouples, Extractor 2 - extractor with stirring and a window,
Separ.—Separator flasks, Amst.-sample, FM-Flow measurement.
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(¢) Determination of Caffeine, Theophylline and
Carbon
Dioxide Extraction From Maté Tea Leaves In

Theobromine During Supercritical

Natura

In a typical experiment, liquid CO, was pumped
into the maté tea leaf sample (22.5g with 60%
moisture content) in extractor El until the specified
extraction pressure was reached at the specified
temperature. After a three-hour period to reach
equilibrium, the saturated supercritical fluid was
maintained
constant in the extractor and a precipitated fraction
was collected in the tarred separator flasks placed in
a cooling bath maintained at 0 °C by carbon dioxide
passing through the apparatus. Collected samples
were weighed and analyzed for methylxanthines
using HPLC. The three separator flasks were
replaced at specified time intervals as fractions were
the
apparatus were cleaned with chloroform at the end

depressurized whilst pressure  was

collected. Tubings and valves throughout

of each experiment to assure good quantification.

M.D.A. Saldafia, R.S. Mohamed and P. Mazzafera

Calibration Curves

To analyze the extracts obtained after
fractionation, it was necessary to establish
calibration curves for five standard concentrations
(0.0001; 0.001; 0.01; 0.1 and 0.2 mg mL"). This
interval covers the entire concentration range found
in the extracted samples to be analyzed. Figure 2a
shows the retention times (tgr) for theobromine,
theophylline and caffeine at approximately 3.5, 4.3
and 6 minutes, using a mobile phase 40% methanol
in water and Figure 2b shows their chemical
structures. The shorter retention times obtained for
theobromine can be attributed to the better
interaction between the mobile phase and
theobromine as a result of the hydrogen radical in
position | and the two methyl radicals in positions 3
and 7, in comparison to the caffeine molecule which
has three methyl radicals in positions 1. 3 and 7
(Figure 2b). Baltassa et al. (1984) used the same
mobile phase methanol-water (40-60 v/v) and
obtained peaks at approximately 4, 4.7 and 6 min for

theobromine, theophylline and caffeine,
RESULTS AND DISCUSSION respectively.
W
3,963
'\ 4. :ﬁzo
500- ‘ 6.072
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Figure 2a: Chromatogram of standard mixture of methylxanthines by HPLC
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Extraction of Caffeine, Theobromine and
Theophylline From Maté Tea Leaves Using
Supercritical CO»

Results for the fractionation of maté tea leaves in
natura, performed at 13.8 and 25.5 MPa and 313.2
and 343.2 K are shown in Figure 3, where the
extraction rate of methylxanthines at a lower
temperature and pressure (313.2 K and 13.8 MPa)
was found to be almost constant (as shown by the
approximately linear behavior). Under these
conditions, extraction was controlled by solubility
effects with no evidence of mass transfer limitations.
The low extraction velocity and yield required the
use of 3.74 kg of CO, to obtain 25.22 mg of caffeine.
Extraction/fractionation at 343.2 K and 25.5 MPa
presented higher rates of caffeine removal in the first
ten fractions. The extraction rates, however.
decreased as the cumulative amounts of CO,
increased as shown by the changes in the slope of
the extraction curve. The total amount of caffeine
extracted at 343.2 K and 25.5 MPa is approximately
2.7 times the amount obtained at 313.2 K and 13.8
MPa.

The three extraction regions, solubility,
intermediate and diffusion-controlled, which were
first identified by Hedrick et al. (1992), were evident
for extractions at 343.2 K and 25.5 MPa (Figure 3).
The region dominated by solubility effects was
observed for the first 10 fractions. The intermediate
region was identified by the eleventh to sixteenth
fraction, while the diffusion-controlled extraction
was represented by fractions numbered 17 to 40.
When the 16" fraction was collected, 84.5% of the
caffeine had been extracted. The total quantity of
caffeine obtained from the 9g of whole leaves of dry
maté tea was 67.27 mg.

A qualitatively similar behavior was obser
the extraction of theobromine and theopt
during the fractionation of maté tea leaves in i
under these very same conditions (Figures 4 a
When comparing the extraction curves in Figt
4 and 5, we observe that the last fractions
richest in theobromine and theophylline
increased with the cumulative amount of
showing it to be an interesting scheme fc
separation of the three methylxanthines, obt
fractions with varying concentrations of cai
theobromine and theophylline. The selectiv
CO, for caffeine, compared to those for theobr
and theophylline, is also very evident.

At 13.8 MPa and 313.2 K, the extraction ve
and yield were very low, requiring the use of 3.
of CO, to obtain merely 0.69 mg of theobr
(Figure 4). At 343:2 K and 25.5 MPa, 70.4%
theobromine had been extracted when the
fraction was collected. The total quantit
theobromine obtained from the 9g of whole lea
dry maté tea was 2.33 mg, which was approxin
3.4 times the amount of theobromine extraci
13.8 MPa and 313.2 K.

Supercritical carbon dioxide extraction of
tea leaves at 343.2 K and 25.5 MPa resulted !
removal of approximately 4.6 times the amot
theophylline  obtained under the extr:
conditions of 313.2 K and 13.8 MPa (Figure 5).

The total quantity of methylxanthines obtair
25.5 MPa and 343.2 K from the 9g of whole 1
of dry maté tea were 67.27, 2.33 and 027 r
caffeine, theobromine and theophy
respectively. These quantities amount to 74
258.9 and 30 mg of caffeine, theobromine
theophylline per kg of dry maté tea, respect
The corresponding values reported by Mazz
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(1994) and shown in Table 1 for new leaves from
branches with fruit are 83754251, 768+3 and 209+5
mg of caffeine, theobromine and theophylline per kg
of dry maté tea leaves.

Figure 6 shows a comparison between the results
of caffeine extraction from two different matrixes of
llex paraguariensis: in natura, whole maté leaves
(this work) and ground commercial maté tea (10g,
10% humidity), reported earlier by Saldafa et al.
(1999). The two samples contain the same amount
of dry material (9g) with two different moisture
contents (10% and 60%). The results shown in
Figure 6 clearly reveal that the higher caffeine
extraction rate for ground commercial maté tea at the
early stages of extraction, as expected due to the
absence of mass transfer resistance and plant matrix
interference with the extraction, is determined

mainly by solubility effects. Figure 6 also shows that
higher amounts of caffeine were extracted from
whole leaves, which could possibly be attributed to
the higher moisture content of the whole leaf
sample.

The binary solubilitites, 2047.6, 14.13, 7.15 mg
of caffeine, theophylline and theobromine per kg
CO,, respectively (Saldana et al., 1999), are
substantially greater than those obtained during
extraction at 25.5 MPa and 343.2 K of whole maté
tea leaves (48.46. 1.51 and 0.14 mg of caffeine,
theobromine and theophylline per kg CO,,
respectively). This can be attributed to several
factors, including mass transfer limitations caused
by the plant matrix, and points to the difficulty of
using binary data to predict the behavior of complex
plant systems.

Caffeine

- 313.2K,13.8 MPa|
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9 343.2 K, 25.5 MPa
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Figure 3: Caffeine extraction curve for the fractionation of maté tea leaves
in natura at a CO, flow rate of 1.2-1.8 g min’'
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Figure 6: Extraction curves obtained for the fractionation of maté tea at 343.2 K,
25.5MPa and 1.2-1.8 g min™' CO, flow

CONCLUSIONS

(a) Using carbon dioxide, it was possible to extract
caffeine, theobromine and theophylline from maté
tea, Ilex paraguariensis in natura.

(b) Extractable material was fractionated into several
fractions of varying concentrations of
methylxanthines.

(c) Extraction curves revealed the existence of three
regions: solubility, intermediate and diffusion-
controlled, in agreement with the literature.

(d) Rates of extraction from ground material were
higher than those from whole leaves observed due to
the absence of mass transfer resistance and the
interference of the plant matrix.

(e) The higher moisture content of the extracted
material resulted in improved total removal of
caffeine.

() Solubilities in COy/methylxanthine binary
systems were greater than those found during the\
extraction of maté tea leaves, illustrating the
difficulty of using binary data to predict complex
natural product systems.
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content in dairy products. The removal of lipids
and cholesterol from animal fat using liquid
solvents has also been reported [9,10].

Extraction with supercritical carbon dioxide
requires higher investment but can be highly selec-
tive, without leaving objectionable residues or the
risk of thermal degradation, and thus can be
suitable for dairy products. The solubility of cho-
lesterol in supercritical carbon dioxide has been
intensively investigated [11-13]. Reduction in cho-
lesterol content using supercritical CO, extraction
was also reported for dehydrated meat and chicken
samples [14] and dried and liquid eggs [15,16].
The possibility of producing low-cholesterol milk
fat, while maintaining the original color and flavor
in the extracted product, with the use of supercriti-
cal CO, has been presented [13,17-22].

Processes currently utilized or suggested for the
fractionation of butter oil include melt crystalliza-
tion [23,24], molecular distillation [25], short-path
distillation [26], vacuum distillation [27], complex-
ation with B-cyclodextrins [28,29] and extraction
with supercritical carbon dioxide. The fraction-
ation of milk fat and the concentration of flavor
from anhydrous milk fat were recently presented
[13,19,21,30,31]. Rizvi and Bhaskar [19] presented
a comparison between these methods and con-
cluded that milk fat fractions produced with super-
critical CO, have distinct and different physical
and-chemical properties fromthose obtained by
other methods.

Supercritical CO, extraction was successfully
coupled to adsorption on silica gel or alumina to
efficiently reduce cholesterol content in butter oil
fractions and maximize oil yield [17,20-22]. The
low solubilities of milk fat and cholesterol in
supercritical CO, have, however, made it necessary
for excessive amounts of carbon dioxide to be used
(about 200 g of CO, to extract 1 g of butter oil at
40°C and 17.2 MPa according to Neves et al. [20]
and Mohamed et al. [22]). Large solvent require-
ments are a major drawback in large scale separa-
tion processes due to higher capital and
operating costs.

Recent data on cholesterol solubility in super-
critical fluids [32] revealed cholesterol solubilities
in ethane that are approximately two orders of
magnitude higher than in CO,. Ethane and CO,

are acceptable solvents for food products and have
nearly equal critical temperatures. Despite its
higher cost, ethane has a lower critical pressure
than CO, and should, therefore, be explored in
the reduction of cholesterol content of milk fat.
The higher cost of ethane as compared to CO;
would need to be compensated for by a lower
ethane consumption (due to the higher cholesterol
and milk fat solubilities) and lower operating costs

~ due to lower operating pressures.

In this work, we explore the potential applica-
tion of supercritical ethane and alumina in the
reduction of cholesterol content of dairy products
through the continuous extraction of butter oil
and enhanced cholesterol removal with adsorption
on alumina.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Butter oil was donated by Nestlé (Sdo José do
Rio Pardo, SP, Brazil). The cholesterol content of
the butter oil was 2.2 mg/g of oil. Ethane (99.9%
purity) was obtained from White Martins
(Campinas, Brazil). The alumina was an ALCOA
CG-20 obtained from ALCOA (S3o Jose dos
Campos, Brazil). -

2.2. Experimental apparatus

The experimental apparatus used was a semi-
continuous flow, high-pressure system purchased
from Autoclave Engineers (Erie, PA, USA), and
designed for working pressures up to 37 MPa
(370 bar) at 200°C (Fig. 1). This apparatus is the
one used earlier by Neves et al. [20] and Mohamed
etal. [22]. The major components of this apparatus
include positive liquid displacement pumps for
solvent delivery, high-pressure extraction vessels
(equipped with a window that allows visual obser-
vation of the phases in equilibrium), and two
separator flasks in series. Flow rates and accumu-
lated gas volumes passing through the apparatus
were controlled with micrometering valves
(Autoclave Engineers, Erie, PA, USA) and mea-
sured with a flow computer measuring device
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Fig. 1. Experimental apparatus: A, ethane cylinder: B, pump: C. chiller: CV. check valve; D, heating jacket: El, simple extractor;
E2, extractor with window:; F, line filter; FM, flow meter: HT. heating tape: IV, isolation valve: K. separator flasks in cooling bath
at 0°C: MV, micrometering valve; P1, pressure indicator; TC. temperature controller; T, thermocouples.

(EG&G Instrument Flow Technology, Phoenix,
AR, USA). Heating tapes were used to maintain
constant temperature in the extraction section and
in valves in order to prevent freezing of solvents
or solid solute precipitation following depressur-
ization. Pressures in both extractors were moni-
tored with a digital transducer system, Heise Series
901A RTS (Dresser Industries, Stratford, CT,
USA) with a precision of +0.05 MPa. Extractor
temperatures were controlled to +£0.5°C.

Cholesterol contents of extracted butter oil frac-
tions were obtained by gas chromatography
following the standard AOAC method [33]. The
chromatograph was a Varian model Star 3400 CX,
with a flame ionization detector and a capillary
column of 30 m x0.25 mm ID x 0.1 pm of film of
DB-5. Column temperature was programmed from
150°C to 325°C at 20°C/min and injector temper-
ature was kept at 150°C.

2.3. Experimental procedure

In a typical experiment for the extraction of
butter oil, liquid ethane was pumped into the
butter oil sample placed in extractor E2 until the
specified extraction pressure was reached at the
specified temperature. Extractor E2, equipped with
an observation window, allowed the identification
of the butter oil and supercritical solvent-rich
phases and thereby the correct determination of

the vapor-liquid phase behavior and proper sam-
pling of the supercritical phase. After a 2 h period
to reach equilibrium, the oil saturated supercritical
fluid was depressurized through the heated
micrometering valve whilst pressure was main-
tained constant in the extractor. The effluents of
the heated valve (low pressure ethane, now in
gaseous state, and condensed butter oil) were
continuously passed to the tarred flasks, placed in
a cooling bath maintained at 0°C, for the recovery
of precipitated butter oil. For solubility measure-
ment at certain extraction temperature and pres-
sure. an oil fraction was collected in the cooled
and tarred separator flasks, when 134 g of ethane
had passed through the apparatus. Coliected oil
was weighed and analyzed for cholesterol content
using gas chromatography. The total amount of
ethane used was recorded by the gas flow meter.
Ethane flow rates of 2.5 to 4.0 g/min were used
in all experiments reported in this work. These
flow rates were similar to those reported in the
literature [21,22,34] and are much lower than the
170 g/min limit calculated from the maximum
space velocity of 2.0/min suggested in the literature
[35] in order to avoid mass transfer limitations in
supercritical extraction systems. Furthermore,
experiments were also repeated at different flow
rates (1.3 to 7 g/min). The variation in flow rate
was found to have no effect on the measured
solubilities, thereby confirming the achievement of
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equilibrium solubility. A glass wool plug in the
exit of the extractor was used to prevent any carry-
over of butter oil droplets.

In the fractionation experiments, the separator
flasks were replaced at certain time intervals. A
butter oil fraction was collected for each 245.5¢
of ethane passing the extractor until aimost all
butter oil in the extractor was eventually recovered.
12 fractions were collected at an extraction temper-
ature of 40°C and a pressure of 13.8 MPa and
another six fractions at corresponding cumulative
ethane mass were obtained at 40°C and 17.2 MPa.

In order to explore the potential removal of
cholesterol from milk fat by selective adsorption
on alumina, data on the supercritical extraction of
butter oil and adsorption of cholesterol were
obtained at 40°C and 17.2 MPa and the flow rates
specified earlier. The butter oil extraction experi-
ments, described above, were repeated with the
effluents from extractor E2 passed over alumina
placed in extractor El. Experiments were con-
ducted using two different amounts of alumina: 50
and 100 g, and the fractions collected at the same
intervals were weighed and analyzed for choles-
terol content.

3. Results and discussion

The solubility behavior of butter oil in supercrit-
ical ethane at 40, 55, and 70° C is shown in Fig. 2.
Solubilities were measured in two independent
experiments and average values were reported. The
data were reproducible to within +4%. The solu-
bility increased with density for each isotherm in
the entire pressure range investigated. Depending
on the pressure and temperature of the system,
butter oil solubilities in ethane are about one to
two orders of magnitude higher than observed by
Mohamed et al. [22] when using carbon dioxide
as the solvent.

Cholesterol contents in extracted butter oil frac-
tions, shown in Fig. 3, are found to be a function
of density and temperature and reach values two
to three times those in the initial butter oil. These
cholesterol contents were about 50% higher than
those found in fractions extracted with supercriti-

i
—_—

—f— go0¢
- —@— ssoc =/
~il-

700¢ 7
/
/
/

)i

100 ;
+

el

. ; / ‘J
o /,; /

i 1 ] 1 1 1 1 1 i
200 250 300 350 400 45
Density (kg m-3 )

"'\h:\‘\\ .

Solubility of butter oil (mg/g)

prpnd

Fig. 2. Solubility of butter oil in supercritical ethane at 40, 55,
and 70°C and different pressures using 2.5-4.0 g/min of ethane.
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Fig. 3. Cholesterol content in butter oil extracts obtained at 40,
55, and 70°C and different pressures.

cal CO, with the same butter oil and under the
same conditions [22].

From these butter oil and cholesterol solubility
profiles (Figs. 2 and 3), it became clear that the
separation of butter oil into fractions with different
cholesterol contents and triglyceride compositions
could be carried out for any particular set of
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thermodynamic conditions. Extraction at 70°C,
for example, maximizes cholesterol and minimizes
lipids removal and consequently results in a choles-
terol-reduced butter oil product as a raffinate. This
was the option adopted in many earlier studies on
the fractionation of butter oil using supercritical
fluids [17,18]. At40°C and high densities (approxi-
mately 380 to 420 kg/m’), however, we maximize
oil extraction while minimizing cholesterol
removal, resulting in the production of fractions
with lower cholesterol and higher triglyceride
contents, as extracts. This presents new and interes-
ting possibilities in the use of supercritical fluids
for the extraction of dairy products and was the
option chosen in this work for the production of
low-cholesterol and varying triglyceride fractions.

Fractional and cumulative yields during extrac-
tion of butter oil with supercritical ethane at 40°C
and pressures of 13.8 and 17.2 MPa (densities of
376 and 391 kg/m>. respectively), are shown in
Fig. 4. As noted earlier (Section 2), a fraction was
collected for each 2455g of ethane passing
through the extractor. The data show an approxi-
mately linear increase in oil yield with increase in
the amount of ethane used. except at the late
stages of the extraction. The steeper curve obtained
for the 17.2 MPa is consistent with the higher
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Fig. 4. Cumulative mass of oil removed during extraction at
13.8 and 17.2 MPa. 40°C. 2.5-4.0 g/min of ethane as a function
of cumulative mass of ethane.

solubilities at this pressure (Fig. 3). At an extrac-
tion temperature of 40°C, the amount of ethane
necessary to extract a certain amount of butter oil
at 17.2 MPa was less than half of that needed to
recover the same quantity of butter oil at
13.8 MPa. A similar conclusion can be drawn with
regard to extraction times for these two pressures.

For the extraction conditions of 17.2 MPa and
40°C, less than 2 kg of ethane was necessary for
the recovery of all the oil in the extractor (Fig. 4).
When using supercritical CO, as the solvent at the
same pressure, more than 20 kg of solvent was
reported to be necessary for the complete removal
of the same amount of oil in the extractor [22].
This result is consistent with the observed higher
solubilities of butter oil in ethane as compared to
those in CQO,. and in practice results in much
shorter extraction times with supercritical ethane.
Moreover, the extensive studies by Singh and Rizvi
[36] and Rizvi and Bhaskar [19] on the scale-up,
design and economic analysis of supercritical
carbon dioxide fractionation of milk fat revealed
a favorable economic viability for the continuous
countercurrent operation. An economic evaluation
of a plant processing 10000 tons/year. with a
desired return of 20% was estimated to have a
5year payback. With estimated ethane price
approximately twice that of carbon dioxide [37].
the economic viabihty is clearly much more pro-
nounced when considering the much lower solvent
and pressure requirements of processing milk fat
with supercritical ethane.

Cholesterol contents of these collected oil frac-
tions (Fig.4) are shown in Fig. 5. Fractions
obtained at the early stages were found to have a
higher cholesterol content than the original oil. As
extraction proceeded, the remaining oil became
poorer in cholesterol and butter oil fractions
obtained at late stages showed lower cholesterol
contents than the original oil. Due to the higher
cholesterol solubilities at 17.2 MPa, cholesterol
contents in fractions obtained at early stages of
the extraction were found to be higher than those
in corresponding fractions obtained at the lower
pressure of 13.8 MPa. Cholesterol contents of the
oil in the extractor during fractionation as a func-
tion of the amount of ethane used are shown in
Fig. 6. The data, obtained through a mass balance
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was found more pronounced during the fraction-
ation at 17.2 MPa, as expected from the higher
cholesterol solubilities at this pressure in compari-
son to those at 13.8 MPa (Fig. 3).

The cumulative amounts of butter oil recovered
during the continuous supercritical ethane extrac-
tion and in the combined supercritical extraction/
adsorption process at 40°C and 17.2 MPa are
shown in Fig. 7. The difference in the cumulative
amounts of butter oil in the two processes indicated
the quantity of oil retained by the alumina, which
amounted to a maximum of about 12 to 16% of
the original oil for the 50 and 100 g alumina
charges in the extractor, respectively (Fig. 7). The
amounts of butter oil extracted during the fraction-
ation process and their cholesterol contents were
found to be reproducible to +2 and +12%,
respectively.

Fig. 8 shows the cholesterol contents of oil
fractions obtained in the combined extraction/
adsorption process at 40°C and 17.2 MPa using
the two different quantities of alumina as adsor-
bent. For the butter oil sample placed in the
extractor, the cholesterol content was reduced from
2.2 to less than 0.1 mg/g of oil. While further work
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Fig. 6. Cholesterol content in residual butter oil (fraction that
remains in extractor) during fractionation at 13.8 and 17.2 MPa,
40°C and 2.5-4.0 g/min of ethane as a function of mass of
ethane used.

around the extractor, show a decline in the choles-
terol content of the residual oil due to the selective
removal of cholesterol in the extracted fractions
(Fig. 5). This reduction in the cholesterol content
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Fig. 7. Fractional and cumulative mass of butter oil obtained
during extraction and extraction/alumina adsorption opera-
tions at 17.2 MPa, 40°C and 2.5-4.0 g/min of ethane as a func-
tion of cumulative mass of ethane used.
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would need to be carried out to better define the
thermodynamic and kinetic aspects of the adsorp-
tion of cholesterol in the presence of a supercritical
fluid, it is clear (Fig. 8) that the use of alumina as
an adsorbent resulted in a drastic reduction of the
cholesterol concentration in recovered oil frac-
tions. Changing the amount of alumina from 350
to 100 g resulted in little gain in cholesterol
removal efficiency. Similar reductions in choles-
terol content were reported by Mohamed et al.
[22] using supercritical CO, and adsorption on
alumina and by Shishikura et al. [17] using super-
critical CO,-and adsorption on activated carbon.
Mohamed et al. [22] employing the same apparatus
and using supercritical CO, extraction alone and
supercritical CO, extraction followed by adsorp-
tion on alumina reported the separation of butter
oil into fractions represented by an arbitrary tri-
glyceride grouping. These fractions were labeled
light-richer (C,s—~C3e). intermediate (C;35—Cye) and
heavy-richer (C,s~Cs,). Triglyceride distributions
in fractions obtained with supercritical CO, extrac-
tion alone remained practically unaltered following
cholesterol adsorption on alumina. While triglycer-
ide distributions in extracted fractions obtained in
this work using supercritical ethane were not deter-

mined, it is not unreasonable to expect that they
also remain unaltered following cholesterol
adsorption on alumina.

This single-stage fractionation is a clear indica-
tion of the technological possibilities in the use of
an efficient multi-stage supercritical ethane extrac-
tion coupled with adsorption for the production
of low-cholesterol butter oil fractions.

4. Conclusions

Supercritical ethane was found to be an effective
solvent in the extraction and fractionation of
butter oil., showing higher ability than carbon
dioxide to dissolve cholesterol and butter oil. The
higher solubilities of butter oil in ethane result in
solvent requirements that were an order of magni-
tude smaller than needed when using supercritical
CO, for the extraction of the same amount of oil
at the same temperature and pressure. Using a
combined supercritical ethane extraction/adsorp-
tion on alumina process, it was possible to reduce
cholesterol content of butter oil to 3% of that in
the original oil, at a much lower solvent consump-
tion than with carbon dioxide. The combined
process allows the extraction of butter oil and
production of low-cholesterol fractions, opening
thereby a wide range of technological possibilities
for the formulation of milk fat with desirable
nutritional and marketable properties.
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Extraction of Purine Alkaloids from Maté (Ilex paraguariensis)

Using Supercritical CO;

Marleny D. A. Saldana,” Rahoma S. Mohamed,*! Martin G. Baer,’ and Paulo Mazzafera*

Faculty of Chermical Engineering and Institute of Biology, State University of Campinas, C.P. 6066,
CEP 13083-970, Campinas, SP, Brazil

Experimental data for the supercritical CO; extraction of purine alkaloids (caffeine, theobromine,
and theophylline) from ground herbal maté tea (Ilex paraguaryensis) using a high-pressure apparatus
are presented. Caffeine, theophylline, and theobromine were identified in the extracted fractions
using HPLC. Results indicated a much higher CO; selectivity for caffeine in comparison with those
for theophylline and theobromine. Solubilities of pure compounds in carbon dioxide were also
determined at 313.2, 323.2, 338.2, and 343.2 K, and pressures ranging from 14 to 24 MPa. Caffeine
solubility exhibited a retrograde behavior with temperature while theophylline and theobromine
manifested a normal behavior at conditions explored in this study. Solubilities in binary COg/purine
alkaloid model systems were much higher than those obtained during extraction of maté tea,
demonstrating the difficulty of using binary data in predicting complex multicomponent behavior.

Keywords: Supercritical fractionation; maté tea; caffeine; theophylline; theobromine; methylxan-

thines

INTRODUCTION

Maté, Ilex paraguaryensis, a member of the denomi-
nated “holly” plants, is a native plant of South America.
Most of the maté produced is locally consumed, with
Argentina being the largest producer and consumer
(Alikaridis, 1987; Tormen, 1995).

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine), theophylline (1,3-
dimethylxanthine), and theobromine (3,7-dimethylxan-
thine), whose chemical structures are shown in Figure
1, are natural components of maté tea leaves, coffee,
guaran4, and cocoa beans (Baltassa et al., 1984; Suzuki
and Waller, 1988). For the human body, these alkaloids
act as stimulants of the central nervous, muscle, and
circular systems (James, 1991).

Decaffeination of natural beans and leaves can be
economically attractive in obtaining a decaffeinated
product and caffeine, a valuable byproduct commonly
used in cola drinks and pharmaceutical products (Maz-
zafera and Carvalho, 1991). Maté tea is a beverage that
is prepared by the infusion of green dried maté leaves
and traditionally consumed by the Gauchos of South
America, residing in Argentina, southern Brazil, Para-
guay, and Uruguay (Tormen, 1995). Estimates of caf-
feine intake due to maté tea consumption exceed by far
intakes recorded in the literature from other beverages
containing this alkaloid (Mazzafera, 1997). Similar to
coffee decaffeination, caffeine removal of maté leaves
could be performed using organic solvents (dimethyl
chloride) or water (Saldana, 1997). However, chemical
solvents bring with them a risk of toxic residue in the
extracted products, and the use of water results in a
nonselective extraction with a consequent loss of valu-
able fiavor components (Mazzafera and Carvalho, 1991).
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Figure 1. Purine alkaloids chemical structures.

C. Theobromine

The low critical temperature (31 °C), nontoxicity, anc
low cost have rendered supercritical carbon dioxide
more suitable solvent for food products (McHugh anc
Krukonis, 1994; Saldana, 1997).

While there are various patents on the use of super
critical CO; as a solvent for caffeine extraction fromx
coffee beans and tea leaves (Saldafia et al., 1997; Peke:
et al., 1992; Brunner, 1984; McHugh and Krukonis
1994), very little is known about the extraction of othe:
important methylxanthine constituents of pharmaceuti
cal value and pronounced physiological effects, such as
theophylline and theobromine. Data on the solubility
of these purine alkaloids in supercritical fluids is rathe:
scarce in the open literature. The works of Johannser
and Brunner (1994) and Li et al. (1991) on binar
methylxanthine/CO; systems were the only ones en
countered.

The main objective of this work was to obtain experi
mental information on the extractability of the meth
ylxanthines: caffeine, theophylline, and theobromin
from ground herbal maté tea leaves, using supercritica
CO:. Individual solubilities of pure methylxanthines i1
model supercritical carbon dioxide/methylxanthine sys
tems were also measured at various temperatures an
pressures and compared to those in complex maté
carbon dioxide systems.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Caffeine, theophylline, and theobromine, 999
purity, were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis

10.1021/f981369z CCC: $18.00 © 1399 American Chemical Society
Published on Web 08/27/1999
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Figure 2. Experimental apparatus: (A) CO:; cylinder, (B) pump, (C) chiller, (CV) check valve, (D) heating jacket, (E1) sii
extractor, (E2) extractor with window, (F) line filter, (FM) flow meter, (HT) heating tape, (IV) isolation valve, (K) separator fl
in cooling bath at 0 °C, (MV) micrometering valve, (P1) pressure indicator, (TC) temperature controller, and (T) thermocou;

MO). Carbon dioxide, bone dry, 99.9% purity, was donated by
White Martins (Campinas, SP, Brazil). Maté tea leaves,
produced by Ximango Erva-Maté Ltda. (Ilépolis, Rio Grande
do Sul, Brazil) was purchased in a local market. This product,
ready for maté infusion, is compesed of dry and coarsely
ground leaves.

Sample Preparation and Analysis. Before the extraction,
samples of maté tea leaves (30 g) were granulometrically
classified using standardized sieves. The sample was separated
in fractions as a function of particle size. Moisture content of
the sample was determined by drying at 105 °C for 24 h.
Compositions of methylxanthines in extracted products were
determined by HPLC (Shimadzu, Japan) with a Nucleosil Cis
column (Supelco, 4 x 150 mm, 5 um), using 20% methanol
(HPLC grade) in 0.5% aqueous acetic acid as isocratic solvent.
The flow rate was 1 mL min~, and the compounds eluting
from the column were detected with a UV monitor set at 280
nm. The peak areas registered by a recorder/integrator were
compared with those obtained with pure standards.

Experimental Apparatus. The experimental apparatus
used was a semicontinuous-flow high-pressure system pur-
chased from Autoclave Engineers (Erie, PA), and designed for
working pressures up to 37 MPa (370 bar) at 200 °C (Figure
2). This apparatus is the same one used earlier by Neves et
al. (1996). The major components of the apparatus include
positive liquid displacement pumps for solvent delivery, high-
pressure extraction vessels, and three separator flasks in
series. Flow rates and accumulated gas volumes passing
through the apparatus were controlled with micrometering
valves from Autoclave Engineers (Erie, PA) and measured with
a flow computer measuring device from EG&G Instrument
Flow Technology (Phoenix, AR). Heating tapes were used to
maintain constant temperature in the extraction section and
in valves to prevent freezing of solvents or solid solute
precipitation following depressurization. Pressure in both
extractors were monitored with a digital transducer system,
Heise Series 901A RTS, acquired from Dresser Industries
{Stratford, CT) with a precision of = 0.03 MPa (x 0.3 bar).
Extractor temperatures were controlled to = 0.5 °C.

Pure Methylxanthines Solubility Measurements. The
solubilities of caffeine, theophylline, and theobromine in
supercritical carbon dioxide as a function of temperature and
pressure were first determined. These are binary model
systems that could provide information essential for the
comprehension and thermodynamic modeling of the complex
multicomponent real system, e.g., maté leaves/carbon dioxide.
To measure the pure alkaloid solubility in supercritical CO,
each methylxzanthine (12 g) was mixed with glass beads (4 mm
in diameter) and placed in extractor E1. Liquid CO2 was slowly
delivered into the extractor until the extraction pressure at
the specified temperature was reached. Following a 2~3 h
period to reach equilibrium, the heated micrometering valve
was slowly opened while pressure was maintained constant
in the extractor. CO; flow rates of 0.9~1.2 g min~! were used
in all experiments reported in this work. These flow rates were

similar to those reported in the literature (Mohamed ei
1998; Jimmy Yun et al., 1991) and are much lower than
maximum space velocity of 2.0 min~?! suggested in the lit
ture (Fillipi, 1982) in order to avoid mass transfer limitat
in supercritical extraction systems. Furthermore, experim
were also repeated at different flow rates (0.5—2.5 g mis
The variation in flow rate was found to have no effect on
measured solubilities and thereby confirming achieveme:
equilibrium solubility. Glass wool plug in the. exit of
extractor was used to prevent any carry-over of methyl
thine particles. The effluent of the heated valve (low-pres:
€O, now in gaseous state; and precipitated methylxanth
were introduced into the cooled and tarred flasks for
recovery of precipitated methylxanthines. The second and t|
flasks contained deionized water to ensure complete recos
of all precipitated alkaloid. At the end of each experiment,
tubing located down stream of the micrometering valve -
washed with hot water, added to the contents of the sec
and third flasks, and the whole sample was analyzed for
alkaloid by HPLC. The total amount of CO; used was recor
by the gas flow meter.

Extraction of Methyixanthines from Maté Tea Lean
In a typical experiment liquid CO, was pumped into
ground maté leaves sample (10 g, 10% moisture content
extractor E1 until the specified extraction pressure 1
reached at the specified temperature. After a 3-h perioc
reach equilibrium, the saturated supercritical fluid was
pressurized while pressure was maintained constant in
extractor and a precipitated fraction was collected in the tar
separator flasks placed in a cooling bath maintained at 0
Collected samples were weighed and analyzed for puri
using HPLC. The three separator flasks were replaced
intervals and extracted fractions were collected for each 6
g of carbon dioxide passing through the extractor for the £
7 h. Subsequently, fractions were collected for each 369.2
CO; passing through the extractor. A total of 14 fractions w
continuously collected during the extraction carried out at 2
MPz and 343.2 K. Tubings and valves throughout the .
paratus were cleaned with chloroform at the end of e:
experiment.

RESULTS AND DISCUSSION

The granumetrically classified sample was separat
in four fractions as a function of particle size. In tl
work, a finely divided fraction with an average diamei
of 0.046 mm and a moisture content of 10% was us
in all experiments.

Pure Methylxanthines Solubility Measuremen:
To verify the reliability of equilibrium data obtain
with our apparatus, caffeine solubility was obtained
313.2 K (Figure 3a) and compared to those reported
Johannsen and Brunner (1994). Good agreement L
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Figure 3. Caffeine (a), theophylline (b), and theobromine (c)
solubilities at different pressures and temperatures.

tween our data and reported values was observed. New
data at 323.2 and 343.2 K were also obtained (Figure
3a). Under these conditions, caffeine solubility exhibited
a retrograde behavior (a decrease in solubility with
increase in temperature) at pressures lower than 19
MPa. These results were in qualitative agreement with
those obtained by Stahl and Schilz (1979). At pressures
above 19 MPa, the normal behavior of increase in
solubility with increase in temperature was observed.
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Solubilities of pure theophylline and theobromine in
supercritical CO; at 313.2, 323.2, 338.2, and 343.2 K
and pressures from 14 to 24 MPa were also obtained
(Figure 3, parts b and c¢). All experimental data reported
were average values of four independent experiments
with a standard deviation of +-6%. The solubilities of
theophylline and theobromine were found to be much
lower than those of caffeine and increased with pressure
at all temperatures investigated. For these systems, the
increase in vapor pressure due to increase in temper-
ature appeared to compensate for the decrease in
solubility caused by the reduction in supereritical fluid
density.

Pure theobromine solubilities at 338.2 K were found
to be in close agreement with the values reported by Li
et al. (1991), using a similar dynamic extraction method
but lower than those reported by Johannsen and Brun-
ner (1994), who employed a static method. Data at other
temperatures represented new contributions to the
literature.

Johannsen and Brunner (1994) pointed out that
dynamic methods often tend to underestimate equilib-
rium solubilities due to nonachievement of equilibrium
conditions. Due to the very low solvent flow rates used
and the good agreement between measured caffeine
solubilities and those reported by Johannsen and Brun-
ner (1994) using the static methods, it is unreasonable
to believe that equilibrium conditions were closely
approached in this work. Because of the low solubilities
of theophylline and theobromine, reported values would
be sensitive to the method of measurement, sample
collection, and analysis.

When comparing parts a—c of Figure 3, we may
conclude that solubilities of caffeine in supercritical
carbon dioxide are much higher than those of theophyl-
line and are about 2 orders of magnitude higher than
those for theobromine. As pointed out by Martin et al.
(1981), the ideal behavior of these methylxanthines in
liquids, at 25 °C is such that caffeine is more soluble
than theophylline and both being an order of magnitude
more soluble than theobromine. This behavior is quali-
tatively similar to that observed in supercritical carbon
dioxide. A possible explanation of this behavior can be
found in the differences of the chemical structures of
these methyxanthines (Figure 1). We see that the
difference in structure between the three methyxan-
thines is that caffeine has three methyl groups while
theophylline and theobromine have two methyl groups
and one hydrogen attached. As pointed out by Li et al.
(1991), the presence of a hydrogen atom (an electron
acceptor), and the negative atoms: ring nitrogen and
carbonyl oxygen, allows the formation of hydrogen
bonding between theobromine as well as theophylline
molecules. The effects of these additional cohesive forces
are macroscopically manifested in the higher melting
temperatures, 547 and 621 K, and enthalpies, 7097 and
9819 cal mol~? for theophylline and theobromine, re-
spectively as compared to caffeine (512 K and 5044 cal
mol~1) and ultimately the lower observed solubilities of
theophylline and theobromine in supercritical carbon
dioxide in comparison with those of caffeine. The dif-
ferences in melting temperature and enthalpies and
ultimately in solubility between theophylline and theo-
bromine in supercritical carbon dioxide is attributed to
the greater extent of hydrogen bonding in theobromine
due to the localization of the hydrogen between the two
carbonyl oxygen atoms.
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Figure 4. Caffeine (a) and theobromine and theophylline (b)
extraction curves during fractionation of maté tea at 343.2 K
and 25.5 MPa and COz flow 0f 0.9—1.2 g min~3.

Extraction of Methylxanthines from Maté Tea
Leaves. A supercritical extraction curve for maté tea
at 343.2 K and 25.5 MPa, representing the cumulative
amounts of extracted caffeine as a function of cumula-
tive amounts of carbon dioxide used, is shown in Figure
4a. High caffeine removal rates were obtained in the
early stages of the extraction. Extraction rates, at later
stages, diminished with time as shown by changes in
the inclination of extraction curve. A similar qualitative
behavior was observed for theophylline and theobromine
extraction as shown in Figure 4b. These extraction
curves clearly show three distinct regions: solubility
dependent, intermediate, and diffusion controlled, as
defined by the three distinct inclinations in the curve.
This is in qualitative agreement with the behavior
pointed out by Hedrick et al. (1992).

An examination of Figure 4a,b reveals the higher
selectivities of CO; for caffeine followed by theobromine
and theophylline. The cumulative amounts of methyl-
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xanthines extracted from 9 g of dry ground mat
using a cumulative amount of 2.95 kg of carbon di
at 343 K and 25.5 MPa were 38.77, 3.13, and 0.4
of caffeine, theobromine, and theophylline, respect
These amounted to 4308, 348, and 47 mg of cafl
theobromine and theophylline, per kg of dry mat¢
respectively. Considering that different maté I
were used, these values are in good accordance wit
values of 5371, 340, and 142 mg kg™! reporte
Mazzafera (1994).

After about 7 h of extraction, 94, 68, and 57
extracted caffeine, theobromine and theophyllir
plant matrix, respectively, had been recovered. B:
11th fraction, 99.9% of caffeine, 96% of theobromine
95% of theophylline had been removed. Fraction
tained at the late stages became richer in theobro
and theophylline and could provide an interesting
for the separation of extractable methylxanthines
fractions of varying concentrations.

It is important to observe that supercritical CO, «
effectively remove this moisture during the extrac
given sufficient time. For the flow rates, tempere
and pressure conditions used in this experiment, a
sis of maté tea at the end of the extraction showed
only 3.6% of moisture was removed in the first 7 h v
94% of caffeine had already been extracted (Figure
Furthermore, when 99.4% of caffeine, 82.7% of 1
bromine, and 80.8% of theophylline are extracted
moisture content is reduced by only 10% of its orij
value. Peker et al. (1992) also showed that concentr:
histories at small times showed little difference:
tween experiments performed with dry CO; and
midified supercritical CO,.

Another interesting observation is with respect t«
solubility of methylxanthines in model binary dio:
methylxanthine systems as compared to amount
methylxanthines extracted in carbon and carbon dio
maté tea systems at the same conditions (343.2 K
25.5 MPa). The binary solubilities of 2047.6, 14.13,
7.15 mg of caffeine, theophylline, and theobromine
kilogram of CO3, respectively, are substantially hi
than the amounts obtained during the extractio
maté tea (94.1, 0.13, and 4.44 mg of caffeine, theor
line, and theobromine per kilogram of CO,, respecti
in the solubility-dependent region, as obtained using
linear part of the extraction curves). This coul(
attributed to component interactions and possible
solvent effects in naturally occurring mixtures
demonstrates the difficulty in using binary dat
predict the extraction of these substances from nat
and complex structures.

Finally, as suggested by one of the reviewers of
work, it is important not to ignore the role of mois
in substantially improving the efficiency of caff
extraction and decreasing the extraction time. I
however, equally important to recognize that soal
the ground mate leaves in water before the extrac
would lead to the loss of caffeine, chlorophyll, and o
water-soluble substances from the extracted produ«
caffeine is not the product of interest but rather
decaffeinated product that is of interest as it is in
majority of cases, the quality of this decaffein:
product would be compromised if the operation is car
out with maté tea soaked in water.
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CONCLUSIONS

Solubilities of caffeine in supercritical carbon dioxide
are about 2 orders of magnitude higher than those of
theobromine and theophylline.

After 7 h of extraction at 343.2 K and 25.5 MPa and
a COs flow rate of 0.9—1.2 g min~* 94, 68 and 57% of
all extractable caffeine, theobromine and theophylline
were successfully removed from maté tea.

Amounts of pure methylxanthines dissolved in su-
percritical CO3 were found to be much higher than those
obtained during the extraction of ground maté tea, in
the solubility-dependent region, demonstrating the dif-
ficulty of using pure-component solubility data in pre-
dicting the extraction of these substances from natural
products.
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