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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a extracdo de compostos bioativos dos frutos de
Schinus terebinthifolius Raddi, espécie vegetal nativa do Brasil e que apresenta diversas
atividades bioldgicas de interesse medicinal. Além disso, os frutos desidratados da S.
terebinthifolius sao amplamente utilizados como especiaria culindria, conhecida como pimenta-
rosa. A énfase do estudo foi: na avaliacdo dos efeitos das varidveis operacionais da
hidrodestilagdo (Clevenger) e da extracdo com CO, supercritico sobre a qualidade dos produtos;
na andlise da influéncia da secagem sobre a qualidade da matéria-prima, sendo investigados
modelos matematicos, cldssicos e por Redes Neurais Artificiais (RNAs), para a previsio da
cinética de secagem; e também na andlise das atividades antiproliferativas dos extratos e do dleo
essencial frente a um painel de células tumorais humanas [glioma (U251), mama (MCF7), ovério
com fendtipo de resisténcia (NCI-ADR/RES), pulmao (NCI-H460), rim (786-0), préstata (PC-3),
ovério (OVCAR-3), célon (HT29) e leucemia (K562)]. De forma geral, os resultados revelaram
que o rendimento e a composi¢do quimica dos extratos e do 6leo essencial foram influenciados
pelos seguintes fatores: condicdes climdticas do local de coleta dos frutos; etapas de pré-
tratamento da matéria-prima (secagem); e tipo de processo e condi¢cdes operacionais utilizados nas
extragdes. Portanto, estes resultados confirmam a importincia da padronizacdo de insumos e
também do controle correto das condi¢des operacionais dos processos extrativos utilizados para a
obten¢do de um produto derivado de uma espécie vegetal. Na extracdo do 6leo essencial por
hidrodestilacdo, foram observadas condicdes 6timas (rendimento maior que 6,8%) utilizando
valores de razdo solido/dgua na faixa de 70 a 130 g/L. e tempo de extracdo entre 4,5 ¢ 8 h. A
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) revelou os seguintes
compostos majoritarios no Oleo essencial: J-3-careno, a-felandreno, limoneno, a-pineno,
germacreno D e cariofileno. Quanto a secagem dos frutos da S. ferebinthifolius, os resultados
revelaram que temperaturas na faixa de 40 a 55 °C asseguraram uma umidade adequada ao
produto (<10%), sem degradacdo da cor e perdas de compostos voldteis. Os resultados da
modelagem da cinética de secagem revelaram melhor desempenho dos modelos de Henderson e
Pabis, de Page, de Henderson (Dois termos) e do modelo via RNAs. Na extracio com CO,
supercritico, os resultados revelaram que o rendimento global e a composi¢do quimica dos
extratos foram influenciados pela pressdo e temperatura do CO, supercritico, principalmente
devido as alterages na massa especifica do CO, supercritico e na pressao de vapor dos solutos
presentes na matéria-prima. Para a definicdo das condi¢des Otimas da extragdo supercritica €
necessario conhecer a finalidade para a qual os extratos serdo utilizados. Por exemplo, se o
objetivo for obter um produto com alto teor de compostos volateis (como o 6leo essencial), dever-
se-4 utilizar os menores valores de massa especifica do CO, supercritico. Apesar do menor
rendimento nessas condi¢des operacionais, os produtos requerem processos de purificagdo menos
laboriosos, sendo uma vantagem quando comparados aos extratos supercriticos obtidos em altas
pressdes. Quanto a atividade antiproliferativa, os resultados revelaram atividade potente contra
cancer de rim em quase todos os produtos derivados dos frutos da S. terebinthifolius: dleo
essencial obtido nas condi¢cdes de maiores rendimentos [Total Growth Inhibition (TGI)=0,04
pg/mL]; e extratos supercriticos obtidos na faixa de 50 a 60 °C, independente da pressdo utilizada
(TGI<3,9 png/mL). Ademais, ¢ importante ressaltar que o extrato supercritico (200 bar e 50 °C)
apresentou atividades potentes para ovario com resisténcia (TGI=1,2 pg/mL), prostata (TGI=4
pg/mL), ovario (TGI=4,4 ug/mL) e glioma (TGI=3,9 pg/mL); e também que o dleo essencial
apresentou atividades potentes para todas as linhagens investigadas. Portanto, os resultados
sugerem que os compostos voldteis dos frutos da S. terebinthifolius, especialmente os
sesquiterpenos germacreno D e cariofileno, estdo envolvidos com as atividades antiproliferativas
destacadas anteriormente.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius Raddi. Pimenta-rosa. Hidrodestilacdo. Extragcdo
supercritica. Secagem. Volateis. Atividade antiproliferativa.



ABSTRACT

EXTRACTION OF COMPOUNDS FROM Schinus terebinthifolius Raddi FRUITS:
Conventional technologies and supercritical carbon dioxide extraction; effects of drying on raw
material quality; and antiproliferative activity in human tumor cell lines

Schinus terebinthifolius Raddi is an important fruit tree native to Brazil. Owing to its
medicinal properties, it has a great potential for commercial use. Moreover, the dried fruits of S.
terebinthifolius are widely used as a culinary spice known as pink pepper. The extraction of
bioactive compounds from S. terebinthifolius fruits is reported herein. Emphasis was placed on
elucidating the effects of operational conditions of hydrodistillation by Clevenger apparatus,
extraction with supercritical CO, (scCQO,), and drying of raw material. Classical models and
topologies of artificial neural networks (ANNs) for predicting the drying kinetics of S.
terebinthifolius fruits were investigated. Furthermore, the antiproliferative activity of its products
(essential oil and extracts) was investigated against a panel of human tumor cell lines [glioma
(U251), breast (MCF7), multidrug-resistant ovarian (NCI-ADR/RES), lung (NCI-H460), kidney
(786-0), prostate (PC-3), ovarian (OVCAR-3), colon (HT29), and leukemia (K562)]. The results
showed that the quantity and quality of products from S. ferebinthifolius fruits were influenced by
the following factors: climatic conditions of the collection site, drying conditions of raw material,
and types of extraction processes and their operating conditions. Therefore, these results show the
importance of standardizing raw material and controlling operating conditions of the extraction
processes employed to obtain a product from a plant species. The optimum conditions for
hydrodistillation (yield>6.8%) included a solid-to-water ratio of 70 to 130 g/L. and an extraction
time of 4.5 to 8 h. Gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) revealed the
following major compounds in the essential oil of S. terebinthifolius fruits: J-3-carene, a-
phellandrene, limonene, a-pinene, germacrene D, and caryophyllene. The drying of S.
terebinthifolius fruits at an air temperature ranging from 40 to 55 °C provided the best results:
adequate moisture (<10%) without dramatic degradation of color and essential oil. The modeling
by ANNs and the models of Page, Henderson and Pabis, and Henderson (Two terms) showed the
most suitable results. The global yield and chemical composition of the supercritical extracts were
influenced by the pressure and temperature of scCO,, mainly due to changes in its density and
solute vapor pressure. The definition of the optimal operating conditions for supercritical
extraction depends on the targeted application of the extracts. Accordingly, if the objective is to
obtain a product with a high content of volatile compounds (such as essential oils), a relatively
low scCO, density should be used; despite the lower yields, the extracts require relatively less
laborious purification processes, showing an advantage over the supercritical extraction
performed at a relatively higher scCO, density. Regarding antiproliferative activity, our results
revealed potent activity against kidney cancer in all products from S. terebinthifolius fruits:
essential oil obtained under optimized conditions [Total Growth Inhibition (TGI)=0.04 pg/mL]
and supercritical extracts obtained at a temperature range of 50 to 60 °C, irrespective of the
pressure used (TGI<3.9 pg/mL). Furthermore, the following antiproliferative activities were
highlighted: supercritical extract obtained at 200 bar and 50 °C showed potent activity against
multidrug-resistant ovarian (TGI=1.2 pg/mL), prostate (TGI=4 pg/mL), ovarian (TGI=4.4 pg/mL)
cancer cell lines and glioma (TGI=3.9 pg/mL) cell line; and the essential oil obtained under
optimized conditions showed potent activity for all cell lines investigated. These results suggest
that the volatile compounds extracted from S. terebinthifolius fruits, especially the sesquiterpenes
(caryophyllene and germacrene D), might be the active metabolites responsible for the above-
mentioned antiproliferative activities.

Keywords: Schinus terebinthifolius Raddi. Pink pepper. Hydrodistillation. Supercritical
extraction. Drying. Volatile compounds. Antiproliferative activity.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

Figura 2.1 — Aspectos morfoldgicos da S. terebinthifolius: (A) aspecto geral da drvore; (B)
casca do caule; (C) folhas; (D) inflorescéncia; (E) frutos ..........cccooevvieeeeiiiiieeeiieeeeeee. 29

Figura 2.2 — Frutos maduros de S. terebinthifolius ...............cccccocevevevieviecinecnienncneenneenne. 29

CAPITULO 3 - EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS DE Schinus
terebinthifolius Raddi POR HIDRODESTILACAO

Figura 3.1 — Localiza¢do do local de coleta dos frutos da S. terebinthifolius em Aracruz-ES

e et ettt ee et bt e et e bt et e e b et e ha e bt ea et e bt e e ab e e bt e e et e e bt e e e et e be e et e e ehe e e bt e ebeeeabeenhneenneenee 45
Figura 3.2 — Amostras dos frutos da S. ferebinthifolius (Lote A): a) bruta; b) classificada

e heeeateeheeeteeeheeeteeahteeteeeheeeateebee e et eheeeab e e b ee et e e ehee e bt e ebee et e e eht e e bt e ahteenbeesateenbeenee 46
Figura 3.3 — Exsicata da espécie vegetal Schinus terebinthifolius Raddi var. rhoifolius (Mart.)
Engl. (Herbario UEC, nmero 188116) .......cevvuiiiiiiiiieiiieeiieeeeeeeteeete et 47
Figura 3.4 — Desenho esquematico do sistema de extragdo de 6leo essencial com o aparelho
E CLEVEIZET ...ttt ettt et e et e et e e e bt e e et e e st e e sabeeesabeeenaee 48
Figura 3.5 — Representacdo grafica da distribuicdo das amostras na placa de 96
compartimentos utilizada no ensaio de atividade antiproliferativa ............cccceeeveecviennennen. 54
Figura 3.6 — Crescimento celular em func¢do da concentracdo da amostra testada ............. 56

Figura 3.7 — Perfil cromatografico por CCD do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius
(ensaios de 1 a 11, nas condi¢des operacionais da Tabela 3.2) ........cccecveevvviiniieenieennnenn. 57

Figura 3.8 — Cromatograma (CG-EM) e estrutura quimica dos monoterpenos majoritdrios do
6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius obtido nas condi¢des operacionais do ponto
central do planejamento experimental (ensaio 9 da Tabela 3.2) .......ccccevvvveviieiniieenieennnne. 59

Figura 3.9 — Espectro de massas para: (a) 0-3-careno; (b) proposto pela espectroteca NIST 05
C et heeeateeeteeeteesheeeteeatteeteeshteeteeheeeteeahteebeeahee et e e eheeeabeeabteeabeeehteebeeehteeabeenateenbeenee 59

Figura 3.10 — Diagramas de Pareto para as respostas: a) rendimento em base seca; b) teor de
0-3-careno N0 Ole0 ESSENCIAL ........ccuiviiiiiiiiiiiiiiiiiei et 61

Figura 3.11 — Respostas do processo de hidrodestilacdo em fun¢ao das condi¢cdes operacionais
de extracdo: a) rendimento em base seca, desvio padrdo de 0,2%; b) teor de monoterpenos
(4rea relativa), desvio padrao de 290. ........eeecueeeeiiiieriieeeiee ettt et 63

Figura 3.12 — Variagdo do teor de J-3-careno (drea relativa), desvio padrio de 0,7%, em
funcdo de diferentes periodos de extragdo utilizados na hidrodestilag@o........c...ccccceeeeneeee. 64



Figura 3.13 — Varia¢do do rendimento da extracdo (desvio padrdo de 0,2%) ao longo do
tempo, para uma razao solido/agua de 97,4 @/l .......coooviiriiiiiiiiiiieeee e 65

Figura 3.14 — Variacdo na composi¢do quimica do 6leo essencial ao longo do tempo de
extracdo: a) Perfil por CCD; b) Variacdo no teor de monoterpenos e sesquiterpenos por CG-
EM (4rea relativa € desvio padrao d€ 290).....cccueeevueeeriiiiniiieeeiieeeiieeeite et eeee e 66

Figura 3.15 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para o rendimento da
extragcdo, em base seca, em funcdo da razdo sélido/dgua e do tempo de extracio.............. 70

Figura 3.16 — Crescimento celular de cada linhagem celular, ap6s 48 horas de exposi¢cdo, em
funcdo de diferentes concentragdes de 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius......
© e eeeeheeteeseesteeteeseesteeteestesseeteesteteeteatteteenteastenteente st e bt enteeheebeenteeseenteenteeaeentenneans 71

CAPITULO 4 - INFLUENCIA DA SECAGEM SOBRE PARAMETROS
QUALITATIVOS DOS FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi

Figura 4.1 — Diagrama esquemadtico do secador de bandeja.........ccceeveevieriiieniceneenicnnnen. 79

Figura 4.2 — Topologias de RNAs utilizadas para a modelagem da cinética de secagem...
ettt ettt h bt a e a et et h e bt h e bt e h e a bbbt e bt bt eh e ea e ea b et e bt eh e ebeeh e ebt e st et et e naenaea 85

Figura 4.3 — Amostras in natura de frutos da S. terebinthifolius que foram classificadas: a)
LOte A D) LOE B oottt e e e et 87

Figura 4.4 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentracdes do
6leo essencial dos frutos de S. ferebinthifolius do Lote A (frutos in natura) apés 48 horas de
EXPOSICAD «.veeerienieeeiteetee et et e et e ettt et e st e et e st e bt e st e et e et e n e san e e n e e et e te e ean e e naeeenneenaneeanees 90

Figura 4.5 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fun¢@o das concentragdes do
6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius do Lote B (frutos in natura) apés 48 horas de
EXPOSICAO «.eeertenieeeiteeiee et et et e et e et e st e et e st et e st e et e et et san e e e ean e e e ae e et e e nneeeaneenaneeanees 91

Figura 4.6 — Diagrama de Pareto: a) conteido de umidade final em base seca (M,); b) tempo
final de SECAZEIM () woevvveeeiiieeiieeeiie ettt ettt e et e e e e et e e sataeesabeeesnbeeesebeeenans 93

Figura 4.7 — Resultados experimentais para os ensaios de 1 a 4 (Tabela 4.2): a) cinética de
secagem; b) taxas de SeCaAZEM (DR) ....coocuiiiriiiiiiiiiiiee ettt 94

Figura 4.8 — Resultados experimentais para os ensaios de 5 a 11 (Tabela 4.2): a) cinética de
secagem; b) taxas de SECAZEM (DR) ....coecuveeeuieeeiieeeieeeeieeeeieeesteeesereeeereesaeeesareesseeennsees 94

Figura 4.9 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para o conteido de umidade
em base umida (M*) em funcdo da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u)
© et eeeteeeeeeeeteeeeeeesseeeesesssseeesssseseessssseessssseseesssseeseesstesesesissteeeaisteeeeairteeeaaitreeeaanreraas 97

Figura 4.10 — Parametros adimensionais (em relacdo aos frutos in natura) em funcdo do
contelido de umidade em DASE SECA......c.uuiieeriiiiiieeiiiiee et e 99



Figura 4.11 — Diagramas de Pareto para os parametros de cor do sistema CIELAB: a) L*; b)
Figura 4.12 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para a diferenca total de cor
(4F) em fungdo da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (1) .......cccceeevueennenne 102

Figura 4.13 — Amostras de frutos de S. terebinthifolius: a) mercado; b) produto deste trabalho
(55 %0+ ettt ettt ettt b ettt sh e bttt e et naeen 103

Figura 4.14 — Diagramas de Pareto: a) rendimento de 6leo essencial; b) teor de monoterpenos
ettt ettt h e eh e h ettt h e bbbt e h e a et bt h e e bt e bt bt e h et e bbbt bt e bt en e et et e aenaen 105

Figura 4.15 — Valor relativo, em relagdo aos frutos in natura, para cada ensaio de secagem
(ensaios de 1 a 11 nas condi¢des operacionais da Tabela 4.2) ........ccccoevieevviiiniieinieennneen. 106

Figura 4.16 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para o teor de monoterpenos
(MC) no 6leo essencial em funcdo da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u)
© et eeetteeeeeeetteeeesessseeeesessssesessssseseesssseeessssteeeesssseeseessteteeenassteeeansteeeeanrreeeanrreeeaanreaaans 108

Figura 4.17 — Diagrama de Pareto para a difusividade efetiva..........ccccoecveriiinicnnienncnnen. 110

Figura 4.18 — Ajuste dos modelos classicos aos dados experimentais do Ensaio 3 (7=40,9 °C e
U=0,8T11/) ettt bbbttt b ettt et ettt 111

Figura 4.19 — Ajuste dos modelos classicos aos dados experimentais do ensaio 4 (7=69,1 °C e

Figura 4.21 — Ajuste do modelo neural da topologia A aos dados experimentais de verificacdao
(ENSATOS 3,4 € L1) et e e et e e e e e e et b e e e e e e e eeeaarraaaaaaaeaans 114

Figura 4.22 — Ajuste do modelo neural da topologia B aos dados experimentais de verificagdo
(ENSAI0S 3, 4 € 11) ciiiieiiieeiee ettt e e e e e e e e e e e e e e et raaaaeeeas 115

Figura 4.23 — Ajuste do modelo neural da topologia C aos dados experimentais de verificacdao
(ENSAIOS 3,4 € L1) ciiiieiiiiieie et e e et e e e e e e et b e e e e e e e eeeanrrraaaaaaeaeas 115

Figura 4.24 — Ajuste do modelo neural da topologia D aos dados experimentais de verificagdao
(ENSAI0S 3, 4 € 11) ciiiieiiieeiee ettt e e e e e e e e e e e e e e et raaaaeeeas 116

Figura 4.25 — Dados experimentais (verificacdo) versus dados preditos pelo modelo neural
(EOPOLOZIA C) ..ottt sttt e e et ea 117

Figura 4.26 — Ajuste do modelo de Henderson e Pabis e da RNA (topologia C) aos dados do
EIISAIO 3 .ottt ettt b e e a e e h e b e e b st b et e ae et sanens 118



CAPITULO 5 - EXTRACAO DE COMPOSTOS DOS FRUTOS DE Schinus
terebinthifolius Raddi UTILIZANDO CO, SUPERCRITICO

Figura 5.1 — Diagrama esquematico do sistema de extracdo com fluido supercritico ........ 125
Figura 5.2 — Diagrama esquematico do sistema de extrac@o tipo Soxhlet.........cc.ccceevuneennne 128

Figura 5.3 — Cinética de secagem dos frutos de S. terebinthifolius (Lote A) em estufa a 40 °C
© e eeeeteeteestesteeteeseesteestesstesseesteententeeteanteteenteaheenteente s eenteenteehe e bt enteeneenteentenaeenteeneens 130

Figura 5.4 — Amostras dos frutos da S. terebinthifolius (Lote A): a) antes da secagem; b) e
APOS @ SECAZECIIL ..c.vvveenireeeiiieeeitteesteeeaatteesateeesateeeasteeeasteesasbeeessseesnsseesasaeesnsaeesnsteessaeesaseeennses 131

Figura 5.5 — Faixas de diametro de particula (f;) presentes na amostra utilizada na extra¢do
SUPETCITEICA. 1 teentte et ettt e ettt ettt e e et e ettt e et e e st e e e eate e e st e e e st e e eabbeeeabbeeeabaeeeabaeenabeeenaneens 133

Figura 5.6 — Cinética da extragcdo supercritica para as condicdes operacionais de 100 bar e
D00 C e e st 135

Figura 5.7 — Amostras de extratos supercriticos (ensaios de 1 a 7, nas condi¢des operacionais
da Tabela 5.2), 6leo essencial (OE), extrato diclorometanico (ED) e extrato etandlico (EE)
dos frutos de S. 1ereDintRIfOLIUS .............coocueiiiiiiiiiieiieeee et 136

Figura 5.8 — Perfil cromatogréifico por CCD das amostras de extratos supercriticos (ensaios de
1 a7, nas condi¢des operacionais da Tabela 5.2), 6leo essencial (OE), extrato diclorometinico

(ED) e extrato etandlico (EE) ........ccovvvviiiiiiiiieeeiec e 137
Figura 5.9 — Cromatograma (CG-EM) da fracdo volétil do extrato supercritico obtido nas
condic¢des operacionais de 50 °C e 200 bar (ensaio 7 da Tabela 5.2) .....ccccceeveevciveeninennne. 139
Figura 5.10 — Curva analitica para o padrao de 0-3-Careno........cccccueeeureeriuveeniieeeriiieenieeenns 140

Figura 5.11 — Diagramas de Pareto para as respostas: a) rendimento global; b) teor méssico de
o o | (<) 1 Lo SRR 142

Figura 5.12 — Efeitos da massa especifica do CO, supercritico sobre as respostas do processo:
a) rendimento global; b) teor MAssicCo de 0-3-CareNO .........cccvuveeerieeeiiieeniieeeieeeiee e 143

Figura 5.13 — Efeitos da pressdao do CO, supercritico sobre as respostas do processo: a)
rendimento global; b) teor madssico de 0-3-Careno ..........cccceeveeriuieriieiienieeiie e 146

Figura 5.14 — Cinética da extracdo supercritica para os ensaios de 1 a 7 (massa de extrato
func@o da Massa e CO2)...uuiiiuiiiiiiieiiie et ettt e et e et e e e tae e s be e e e baeessseeeennes 147

Figura 5.15 — Cinética da extracdo supercritica para os ensaios de 1 a 7 (rendimento em
func@o do temMPO A€ EXLTACAD)....eeruureeriieiriiieeiee ettt ettt ettt e st e e st e s e e sabee e 147

Figura 5.16 — Cinética da extragdo supercritica para os ensaios de 1 a 7 (rendimento em
funcdo da razdo entre a massa de CO; e a massa seca da matéria-prima, S/F) ................... 148



Figura 5.17 — Cinética da extragcdo, com CO, supercritico, para os frutos da S. terebinthifolius:
a)100 bar € 55 °C; D) 80 bar € 35 “C ..oouviiiiiieieiieeeeeeeretee ettt 150

Figura 5.18 — Cinética de extracdo com CO; supercritico (50 °C, 300 bar e vazao de 4,0x107
kg/s) para o alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) ..............cccocoeeveencinneencnnnen. 150

Figura 5.19 — Variacdo na composi¢do quimica (CG-EM) ao longo do tempo de extracio para
o ensaio 3 (100 bar e 60 °C: a) variacao de terpenos (drea relativa); b) variacdo no teor
MASSICO A€ 0-3-CATEIIO ...veiieiuiiiieeeeiiiiee e ettt e e eeete e e e eetteeeeeetaeeeeeeataeeeeaaaseeeeeasseseeeessseeeaannsanaens 152

Figura 5.20 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentracdes de
doxorrubicina apds 48 horas de €XPOSICAO ...cuveeervieeriieeriieeeiteeeiteeeiee et sieeesbee e 155

Figura 5.21 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentragdes de
extrato obtido nas condi¢Oes operacionais do ensaio 1 (100 bar e 40 °C) ap6s 48 horas de
EXPOSICAO c.vvtteeuiiteeitee ettt e ettt e sttt e stteeeateeesabeeesateeeasteeeasbeeesbeeensteesnsaeeenbaeeensbeeeabaeeeabeeeenbeeeanes 156

Figura 5.22 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentracdes de
extrato obtido nas condi¢Oes operacionais do ensaio 2 (300 bar e 40 °C) ap6s 48 horas de
EXPOSICAO c.vttteeuiiteeitee ettt e ettt e ettt e etteeettteesabeeeaateeeasteeeasbeeesbeeensbee s baeeenbeeeentteeenbteeeabeeeenbeeennnes 157

Figura 5.23 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentragdes de
extrato obtido nas condi¢Oes operacionais do ensaio 3 (100 bar e 60 °C) apds 48 horas de
EXPOSICAO c.vtteeuiteeeitee ettt e ettt e sttt e stteeeatteesabeeeaatee e steeeasteeesbeesssbeeensbeeenbaeeensbeeeabaeeenbeeennbeeenanes 158

Figura 5.24 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentragdes de
extrato obtido nas condi¢des operacionais do ensaio 4 (300 bar e 60 °C) apds 48 horas de
EXPOSICAO «.eeeitteniieeiteeiee et et et ettt et e st e et e st e bt e st et e et e e st e e b e ean e e te e ean e e naneeaneeenneeanees 159

Figura 5.25 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentragdes de
extrato obtido nas condi¢des operacionais do ensaio 5 (200 bar e 50 °C) apds 48 horas de

EXPOSICAD .ttt e et et e et e et e et e st e et e st et e e st e e e e et e b st e n e ean e e te e eaneenaeeeeneenaneeanees 160

Figura 5.26 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentragdes de
extrato diclorometanico (ED) apds 48 horas de eXpOSICAO0 ......eeevveeeireeriieeniieeeieeenieeenees 161

Figura 5.27 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcdo das concentragdes de
extrato etandlico (EE) apds 48 horas de €XPOSICAO ........eeevierueeroieenieeniienieeieeneeereesee e 162
APENDICE A - Curvas de calibraciio

Figura A1 — Curva de calibracdo para a placa de orificio do secador de bandeja............... 176

Figura A2 — Curva de calibracdo para o termopar do sistema de controle do secador de
DANAETA. ..ottt enees 176



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

Tabela 2.1 — Alguns modelos cldssicos para a modelagem da cinética de secagem........... 38

CAPITULO 3 - EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS DE Schinus
terebinthifolius Raddi POR HIDRODESTILACAO

Tabela 3.1 — Niveis das varidveis independentes da hidrodestilacao ...........cceceeevieeinneennn. 49
Tabela 3.2 — Planejamento experimental para a hidrodestilagao............ccecveeviieeniieernneenne 50

Tabela 3.3 — Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas nos ensaios de atividade
antiproliferativa in vitro e suas densidades de INOCUlACAO .........ccevueieciiiniiniiiiniiiieieee. 53

Tabela 3.4 — Composicao quimica do 6leo essencial (CG-EM) dos frutos da S. terebinthifolius
para cada ensaio do planejamento experimental (ensaios de 1 a 11, nas condi¢des operacionais
daTabela 3.2) oo 58

Tabela 3.5 — Condi¢des operacionais da hidrodestilacdo, rendimento da extragdo e teor de
terpenos no 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius ............ccceeveveeviveenceeencneennnne. 60

Tabela 3.6 — Variacdo na composi¢do quimica (CG-EM) ao longo do tempo de extracdo para
a hidrodestilagdo realizada em uma razao solido/dgua de 97,4 g/L .......ccceevvveviieiennennnen. 67

Tabela 3.7 — ANOVA do modelo preditivo para o rendimento da extracdo (Equacdo 3.6)
ettt et h et h bt et h bt et h e b e h e h e b e he e h e e bt sasesa e b e eane s bt eaeeanens 69

Tabela 3.8 — ANOVA do modelo preditivo para o teor de J-3-careno (Equacdo 3.7)........
C et heeeateeeteeeteeeheeeteeehteeateeeheeenteeheeeteeahteebeeahee e bt e ehte e bt e ahteeabeeehteebeeenteeabeesaaeenbeennee 69

Tabela 3.9 — Concentragdo efetiva TGI (ug/mL) para cada amostra frente as linhagens
TESTAAAS ..eoutieiiiiiieii e st 72

CAPITULO 4 - INFLUENCIA DA SECAGEM SOBRE PARAMETROS
QUALITATIVOS DOS FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi

Tabela 4.1 — Parametros adimensionais para o cédlculo da vazao massica de ar ................. 80

Tabela 4.2 — Planejamento experimental para o estudo da secagem em camada delgada ..
ettt et a bt a bbbt et b bt e Rt h e et e h b eb e e bt e ae e bt e bt sasesa e b e eane s bt et e eanen 82

Tabela 4.3 — Caracterizagao fisica dos frutos in natura de S. terebinthifolius (Lotes A e B)
C et e heeeteeeteeeteesheesteestteeateesuteeteessteeateenhteeteeahteebeeaateebeeatteebeeehteebeeenteenbeesateenbeennes 88



Tabela 4.4 — Analise colorimétrica (sistema CIELAB) dos frutos in natura de S.

terebinthifolius (LoteS A € B) ..ottt e 88
Tabela 4.5 — Concentracdo efetiva TGI (ug/mL) para cada amostra (Lotes A ¢ B) frente as
lINhagens tESTAAAS ......eoutiriiiiiieiieee ettt 90
Tabela 4.6 — Condig¢des operacionais e respostas do processo de secagem ............cc...c...... 92

Tabela 4.7 — ANOVA para o modelo preditivo para o conteddo de umidade (Equacdo 4.19)
C ettt ettt et eh ettt eh bt ea e bt et ea e bt et e a e bt e a b e eh b e bt et e e bt e e bt e bt ea b e ebe et e eaeenbeetesatens 96

Tabela 4.8 — Parametros fisicos dos frutos de S. terebinthifolius (Lote B) ........ccccuuevnn.e.e. 98

Tabela 4.9 — Andlise colorimétrica (sistema CIELAB) dos frutos da S. terebinthifolius (secos
sob as condi¢des operacionais da Tabela 4.2) .......coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceen 100

Tabela 4.10 — ANOVA para o modelo preditivo para a diferenca de cor total (Equacdo 4.20)
ettt b bbbt et h bRt e bt et e h s e h e e e ae e b e e b sabesh e b e et e e sae e b e eanens 102

Tabela 4.11 — Composicao quimica (CG-EM) e rendimento do 6leo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius (Lote B), in natura e secos nas condi¢des operacionais da Tabela 4.2......

C ettt te ettt ehe ettt eh e bt h e e bt et e e a e e eh e e bt e a e e bt et e eh b e bt e a bt e h e e eh e e beeh b e ehe e be e it e nbe e teeaeens 104
Tabela 4.12 — ANOVA para o modelo preditivo para o teor de monoterpenos (Equagio 4.22)
© eeeeeeMeeeeeseesteesteeseesteessesstesseetesstesseetesstenseeteasteteente et teteenteaaeeteenteeneeteentenseenteeneans 107
Tabela 4.13 — Parametros ajustdveis para todos os modelos cldssicos de secagem ............ 109
Tabela 4.14 — Critérios de validacdo para os modelos cldssicos de secagem ..................... 110

Tabela 4.15 — Resultados dos treinamentos das RNAs e da simulacdio com os dados de
VETITICAGAO ..ttt ettt st e se e et st e e s e e sne e et e e e eanees 113

CAPITULO 5 - EXTRACAO DE COMPOSTOS DOS FRUTOS DE Schinus
terebinthifolius Raddi UTILIZANDO CO, SUPERCRITICO

Tabela 5.1 — Niveis das varidveis da extracdo supercritica utilizados no planejamento fatorial
et bttt b et h bt et h bt e h e e b e a b sh e b e ae e bt e b sasesa e b e et e s bt ebeeanen 127

Tabela 5.2 — Planejamento fatorial completo para a extracao sUpercritica .............cceeveeenn. 127
Tabela 5.3 — Especificacoes das faixas de didmetro médio da particula e distribuicao
granulométrica obtida a partir do peneiramento de amostras representativas da matéria-prima

utilizada na eXtraga0 SUPETCITLICA ....vvveruveeeriiieeiiieeitee et e eieeeereeetreeeteeesbeeesaeeesaeeesnseeenns 132

Tabela 5.4 — Caracterizacao fisica do leito de extracdo sUpercritica. ...........ceeeuveereuveerneenne 134



Tabela 5.5 — Composicdo quimica (CG-EM) da fracdo volatil dos extratos supercriticos
(ensaios de 1 a 7), dleo essencial (OE) e extrato diclorometanico (ED).........ccccccvvveeeen..n. 138

Tabela 5.6 — Condi¢des operacionais da extracdo supercritica, rendimento global e teor
madssico de J-3-careno nos extratos supercriticos (ensaios de 1 a 7), 6leo essencial (OE),
extrato diclorometanico (ED) e extrato etandlico (EE) .........ccccccooovvviiiiiieiiiiiiiiicinineeeeee, 141
Tabela 5.7 — ANOV A do modelo preditivo para o rendimento global (Equacdo 5.6)........ 145
Tabela 5.8 — ANOVA do modelo preditivo para o teor de J-3-careno (Equagdo 5.7)........ 145
Tabela 5.9 — Concentragao efetiva TGI (ug/mL) para extratos supercriticos (ensaios de 1 a 5,

nas condicdes operacionais indicadas na Tabela 5.2), extrato diclorometanico (ED) e extrato
etandlico (EE) frente as linhagens investigadas ...........coovveeeiiieiiiieniieeniieeneeeeiee e 153



F, cal
F, tab
GIS()

M *

LISTA DE SIMBOLOS

Parametro ajustdvel do modelo de Henderson e Pabis

Area da tubulagio do secador

Parametro ajustavel do modelo de Henderson (Dois termos)

Area do orificio da placa de orificio do secador

Area da secdo transversal do vaso de secagem

Parametro ajustdvel do modelo de Henderson (Dois termos)
Absorbancia do controle de célula

Numero de carbonos do alcano imediatamente anterior a0 composto i
Crescimento celular

Difusividade efetiva

Abertura nominal da i-ésima peneira, pela qual a particula ficou retida
Diametro médio das particulas retidas na i-ésima peneira

Abertura nominal de uma peneira maior que a i-ésima peneira
Didmetro médio geométrico da particula

Diametro médio de Sauter
Diametro médio das particulas retidas na i-ésima peneira

Taxa de secagem

Erro de ajuste do modelo

Distribui¢do de Fischer calculada

Distribuicdo de Fischer tabelada

Concentragdo para inibir 50% do crescimento celular

Indice de retencdo linear do composto i

Constante de secagem

Parametro ajustavel do modelo de Page

Parametro ajustavel do modelo de Henderson (Dois termos)
Parametro ajustavel do modelo de Henderson (Dois termos)
Parametro ajustavel do modelo de Henderson e Pabis
Numero de experimentos realizados

Coordenadas do sistema CIELAB

Concentracdo para que ocorra 50% de morte celular

Conteuddo de umidade em base imida



3

mj

mar

Mieito
m,
M,
ny

MR

Numero de termos da série (modelo de difusio)
Contetido de umidade em base seca

Coeficiente adimensional para o calculo da vazao madssica de ar
Massa do ar de secagem

Teor de monoterpenos

Massa de extrato

Conteudo de umidade de equilibrio em base seca

Massa do material retido na i-ésima peneira

Massa do leito de particulas

Massa seca de matéria-prima utilizada durante a secagem
Massa de 6leo essencial

Conteudo de umidade inicial em base seca

Massa da particula

Umidade adimensional

Massa seca do solido

Massa timida do solido

Numero de pontos experimentais

Parametro ajustavel do modelo de Page

Pressdo barométrica local

Pressdo estética na linha de ar de secagem

Esfericidade da particula

Probabilidade de significancia (nivel descritivo do teste)
Vazao massica do ar de secagem

Coeficiente de correlagio

Constantes do modelo para o célculo da vazao massica de ar
Coeficiente de determinacio

Razao entre a massa de ar e massa seca de matéria-prima
Raiz do erro quadratico médio

Raio da particula

Desvio padrao

Razao entre a massa de solvente e a massa seca da matéria-prima
Temperatura

Tempo

Absorbancia das células no dia da adi¢ao das amostras

-]
[6]
[T]



le
TGI

tR,c
tR,c+1

IR

UR
VEr
Vi

VR
Wio0o

X7

Xi,mdximo
Xi,mz’nim()
Xo
i
Y2
Yi
y
4
Y,

Zi

Tempo final de secagem

Concentragdo para inibir 100% do crescimento celular

Média da absorbancia da amostra analisada

Tempo de retengao do alcano imediatamente anterior a g ;

Tempo de reten¢do do alcano imediatamente posterior a fg;

Tempo de retengcdo do composto i
Velocidade do ar de secagem no leito
Umidade relativa do ar de secagem

Valor medido a partir dos frutos in natura
Volume do leito de particulas

Volume total da particula

Valor relativo da variavel V

Peso de 1000 frutos

Soma das entradas dos neurdnios ocultos
Razdo sélido/agua codificada

Tempo de extragdo codificado

Fracdo méssica do material retido na i-ésima peneira
Variavel real

Maior valor real da varidvel

Menor valor real da varidvel

Rendimento global de extrato em base seca
Pressdo codificada do fluido supercritico

Temperatura codificada do fluido supercritico

Valor medido de uma variavel para o célculo do desvio padrao

Média dos valores medidos para o célculo do desvio padrdao

Rendimento de 6leo essencial em base seca
Resposta do processo

Variavel codificada



Simbolos gregos

Ah

a

Bo

B, B2
Bi1, P22
B2

7
AE

&

Eb

p
Phbuik
pPi
Pp
Pr

Queda de pressao na placa de orificio do secador

Coeficiente adimensional para o calculo da vazao madssica de ar
Coeficiente adimensional para o calculo da vazdo mdssica de ar
Coeficiente de interceptagao do modelo codificado
Coeficientes lineares do modelo codificado

Coeficientes quadraticos do modelo codificado

Coeficiente de interagao do modelo codificado

Fator de compressibilidade

Diferenca de cor total

Porosidade do leito de extragdo supercritica

Porosidade bulk do leito

Massa especifica do ar de secagem

Massa especifica do leito de particulas (ou bulk)

Massa especifica do leito de extragdo com fluido supercritico
Massa especifica aparente da particula

Massa especifica real da particula



SUMARIO

1 CONSIDERACOES INICIAIS .........ooomiiieieeeeeeeee et 25
LI INTRODUGAO . ........oiioeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e sen s 25
L2 OBIETIVOS ...ttt sttt sttt et sbe et s 26
1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO ..ottt 27
2 FUNDAMENTACAO TEORICA ..., 28
2.1 A Schinus terebinthifolius Raddi............cccoveieiiiiiiiiiiiiiii e 28
2.2 APLICACOES DOS FRUTOS DA S. terebinthifolits ............ccocoeeeeevevrrreeeererseeennnns 30
2.3 COMPOSTOS DOS FRUTOS DA S. terebinthifolits............cccoveeeeeeeneesieieeneenieennnns 32
2.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS DOS FRUTOS DA S. terebinthifolius .................... 33
2.5 SECAGEM ..ottt ettt sttt ettt sttt sttt 35
2.6 MODELAGEM DA CINETICA DE SECAGEM ........ccccoooviieieeoreeeeeeeeeerseseensnenn. 37
2.6.1 Cinética de secagem por modelos classicos ................ccccoevievieiiniinienieeceeee 38
2.6.2 Redes Neurais Artificiais ..............coocoiiiiiiiiiiieee e 40
2.7 PLANEJAMENTO FATORIAL ......coctiiiiiiiiteeeenesteeetee et 41

3 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS DE Schinus terebinthifolius
Raddi POR HIDRODESTILACAO: efeitos das varidveis operacionais; condi¢des 6timas; e

atividade antiproliferativa in vitro em células tumorais humanas...........cccocceevveeiienennen. 43
BAINTRODUGAO ..., 43
32 MATERIAL E METODOS ..........cocoooiioiioieeeeeoeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeaesee s, 45
3.2.1 MATERIA-PRIMA ........cooomimieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s sennes s 45
3.2.2 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL.........oooiveimeeeeeeeeeeseeeeeees e 47
3.2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A HIDRODESTILACAO............... 49
3.2.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS ........oooovuormreereeeeeiesieseeeeseeseseeeesses s 51
3.2.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA .......cooovvioiiieeeeeeeeseeeeeeeesseeeseees s 52
3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES ...........cooiiiiiiieeeeeeeeseeeeeeee e 57
3.3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL .........cc.cooovvrveeeeeeriereereeeeen. 57
3.3.2 EFEITOS DAS CONDICOES OPERACIONAIS DA HIDRODESTILACAO .......60
3.3.3 CINETICA DA HIDRODESTILACAO ........coooviveveeeeeeeeeseeeeeeee e 64
3.3.4 OTIMIZACAO DA HIDRODESTILACAO ......oooovieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 68

3.3.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DO OLEO ESSENCIAL ..........cccooovvnn..... 71



34 CONCLUSOES . ... e e e s et e s e s e et e s s s et e e s ses e s e e e n e 73

4 INFLUENCIA DA SECAGEM SOBRE PARAMETROS QUALITATIVOS DOS
FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi: efeitos sobre compostos volateis e producio

de pimenta-rosa; e modelagem da cinética de SEeCaAgeM ........c.eevvuieeriiieeniiieeniieeniieeriee e 74
ATINTRODUQGAO ...t 74
42 MATERIAL E METODOS ...t 75
4.2.1 MATERIA-PRIMA .......oootmiimieioeeeeeeeeeee e 75
4.2.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA .........ccooovevememeeeeeeeeeeeeesesen e, 75
4.2.2.1 Contettdo de umidade.................ccoooiiriiiiiiriiiiiiieieeeeeee e 76
4.2.2.2 Didmetro médio dos frutos ...............occoeiiriiiieiieieieeee e 77
4.2.2.3 Massa especifica e porosidade ...................cceoovieiiiiiiiiiiieiieece e 77
4.2.2.4 Analise colorimeétriCa..............cc.coouiiiiiiiiiiiiiieieeeee s 78
4.2.3 SECADOR ...ttt ettt sttt ettt sttt 79
4.2.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL . ......cocciiiiiieieeieeteie et 81
4.2.5 MODELAGEM DA CINETICA DE SECAGEM .......c.cocooomieeeieeeeeeeeeeseeseesnan. 83
4.2.5.1 Cinética de secagem por modelos classicos ...............cccooeveriiniiienieniiienienieeen, 83
4.2.5.2 Modelagem por Redes Neurais Artificiais ...............cccooveeniiiiniiiiniiiincs 84
4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES ..ot 87
4.3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA .........ooovivoemeieeeeeeeeeeeeeseseenean. 87
4.3.2 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA ..ottt 89
4.3.3 EFEITOS DAS CONDICOES DE SECAGEM.........ccoooiiviieieeeeeeeeeeeeeeeereeeeen, 92
4.3.3.1 Efeitos sobre o contetido de umidade.................cccooceeiiriiniininiinieeee, 92
4.3.3.2 Efeitos sobre a integridade dos frutos .................cc.ccooiiiiiiiiniiie, 97
4.3.3.3 Efeitos sobre a coloragao...............cccooieiiiriiiiiniiniiniieneeece e 99
4.3.3.4 Efeitos sobre compostos VOIALEIs .................cccceeriiiiiiiiiiiniieieecece e 103
4.3.4 MODELOS CLASSICOS DE SECAGEM ........cooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesses oo, 109
4.3.5 MODELOS POR REDES NEURAIS ARTIFICIAIS ......ccccooiiiiiieeieeeeeeeeeen 113
4.4 CONCLUSOES.........otitiitiiriietiies st 119

5 EXTRACAO DE COMPOSTOS DOS FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi
UTILIZANDO CO, SUPERCRITICO: efeitos das condicdes operacionais sobre
rendimento global, compostos voldteis, cinética de extracdo e atividade antiproliferativa em

CELULAS tUMOTAIS NUIMIANAS ....oeeeeeeeeeeeeee ettt et e e e e e ettt eeeeeeeeeeeaaasaaaeseeeeeeeannnas 121



STINTRODUQGAO ..o 121

52 MATERIAL E METODOS .........oooovioiieieeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeee s, 122
521 MATERIA-PRIMA .....c.oooviimoeieeeeeeeeeeeee e 122
5.2.1.1 GranulOmELTia .............oooviiiiiiiiiiiiiiieee et e e e 123
5.2.1.2 Massa especifica e Porosidade..................c..cccoeeeviiiiiiiiiciiccce e 124
5.2.2 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO ..........coovvmvmrmeeeereseerereeeseeseenene. 124
5.2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ........coovviuiiuiiieeeeeeeeseseeee e, 127
5.2.4 EXTRACOES CONVENCIONALIS ........ooovoiieeeeieeieeeeeeeeee s, 128
5.2.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS .......cooovmeeemieeeeeeeeeeeeeeseseeee e, 129
5.2.6 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA .......cooiviiieieeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeves s, 130
5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES .........coovoioiieeiieeeeeeeeeeeeee oo, 130
5.3.1 MATERIA-PRIMA .......oooviiimieeeeeeeeeeeee e 130
5.3.2 ENSAIOS PRELIMINARES ........ocoiviiiiiieeeeeieeeseeeeeeseeese s 134
5.3.3 COMPOSTOS VOLATEIS.......oooivieeeeeeeeeeeeseeeeseeeeeeesesss s sesses s 135
5.3.4 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS OPERACIONAIS ......coovvviieeeeeeeereesesenenn. 141
5.3.5 CINETICA DA EXTRACAO SUPERCRITICA ......coveueieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 146
5.3.6 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DOS EXTRATOS .....cccovovvvveererrereernnne. 152
5.4 CONCLUSOES...........ooooooeieeeeeeeeeeee e 162
6 CONSIDERACOES FINAIS ........ooomiimiiiiieeeeeeeeeee e 164
6.1 CONCLUSOES .......oviimeieeeeeeeeee ettt ne st ssens e 164
6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........ooviviveeieeeeeeeseeseeeeseseeeenenn. 166
REFERENCIAS ... ee e 167
APENDICE A — Curvas de calibragio ................coccoooovvrvvieeeeeeeeeeeseeeeesessessessenoen. 176

APENDICE B - Programa de treinamento e verificacio das RNAs no software
MATLAB®......ooiiiiii ettt 177



25

CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 INTRODUCAO

O Brasil tem uma das maiores biodiversidades do mundo, e isso o credencia como
uma fonte préspera de compostos bioativos de interesse comercial. Entre as diversas espécies
vegetais nativas do Brasil, a Schinus terebinthifolius Raddi (familia Anacardiaceae) se
destaca por apresentar um grande potencial para explora¢do e uso comercial em fungdo de
suas propriedades medicinais, cosméticas e alimenticias. Todas as partes da S. terebinthifolius
sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas patologias. Além disso, os
frutos desidratados sdo amplamente utilizados como especiaria culindria, conhecida como
pimenta-rosa, um dos condimentos mais sofisticados da culindria internacional (LORENZI;
MATOS, 2002; CARVALHO, M. et al., 2013; CARVALHO, R. et al., 2015).

Virios estudos investigaram as atividades bioldgicas de compostos obtidos a partir dos
frutos da S. terebinthifolius, destacando-se as suas atividades alelopédtica (BARBOSA et al.,
2007), antioxidante (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004), larvicida e
inseticida (SILVA, A. et al., 2010; KWEKA et al., 2011), cicatrizante (GONCALVES, 2012),
antifingica (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013) e antimicrobiana (COLE et al., 2014). Embora
esses estudos mostrem que os frutos da S. terebinthifolius sao uma fonte promissora de
compostos bioativos, poucos trabalhos investigaram sua atividade anticancer (BENDAOUD
et al., 2010; LIVIA, 2013). A utilizagdo de produtos naturais como recurso terapéutico para o
tratamento de cancer tem sido um importante caminho para a descoberta de drogas menos
toxicas, mais seletivas e eficazes, sendo que a S. terebinthifolius figura como fonte potencial
de metabdlitos ativos para o tratamento de alguns tipos de cancer (SALVI JUNIOR, 2013).

Diversos estudos realizaram a extracdo de compostos dos frutos da S. terebinthifolius.
Técnicas de extracdo como hidrodestilacdo (COLE et al., 2014), Soxhlet (JAIN et al., 1995),
maceragdo dinimica (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004) e extracio por
arraste a vapor (SARTORELLI et al., 2012) foram as mais investigadas, sendo que pouca
atencdo foi dada a anélise das condi¢des operacionais desses processos extrativos. Apesar da
simplicidade dos processos convencionais de extracdo, essas tecnologias apresentam uma
série de desvantagens, por exemplo: na hidrodestilaciao, o uso de temperaturas elevadas pode
degradar compostos termolabeis do Oleo essencial; e na extragdo em sistema Soxhlet e

maceracdo dinamica, o uso de solventes organicos pode contaminar o extrato € o meio
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ambiente com substancias toxicas. Por isso, como processo alternativo figura a extracdo com
fluido supercritico, sendo que, na literatura, poucos trabalhos investigaram a extracdo de
compostos dos frutos da S. terebinthifolius utilizando a tecnologia supercritica (LIVIA, 2013;
ANDRADE, 2015).

A aplicagdo da tecnologia supercritica € bastante vantajosa, pois permite, por exemplo:
a utilizacdo de solventes com pouca agressividade ao meio ambiente, como o didéxido de
carbono (gds ndo inflamdvel, inerte e de toxicidade reduzida); e a obten¢do de produtos de
alta qualidade e funcionalidade, pois é possivel a preservacdo de compostos termoldbeis em
funcdo do uso de temperaturas amenas durante a extracdo. Outra vantagem observada € a
facilidade na separacdo do solvente do produto final e também a alta seletividade, pois, ao
modificar a massa especifica do fluido supercritico, manipula-se o seu poder de solvatacao e,
assim, diferentes produtos sdo obtidos (BRUNNER, 1994; RIZVI, 1994;
MUKHOPADHYAY, 2000; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Na extracdo supercritica, a secagem da matéria-prima é uma etapa de pré-tratamento
fundamental para o processo, pois o alto conteido de umidade reduz o contato da matriz
sOlida com o fluido supercritico e atua como uma barreira para a difusdo do fluido, assim,
reduzindo os rendimentos da extracdo (SAHENA et al., 2009). Além de sua aplicacdo como
pré-tratamento, a secagem ¢ uma etapa indispensdvel no processamento da pimenta-rosa,
produzida a partir do beneficiamento dos frutos da S. terebinthifolius. Os frutos sdo secos para
inibir o crescimento microbiano e a a¢do enzimatica, dessa forma, evitando a deterioragdo do
produto. Entretanto, caso a secagem ndo seja realizada de forma adequada, alguns efeitos
desfavordveis sobre a matéria-prima sd@o observados, como perdas de compostos volateis e
degradacdo de pigmentos do produto (RAMASWAMY; MARCOTTE, 2006; FIGIEL et al.,
2010; KARAM et al., 2016). E vilido mencionar que, na literatura, ndo foram encontrados
trabalhos que tenham investigado a influéncia das condi¢Oes da secagem sobre a qualidade

dos frutos da S. terebinthifolius (cor, integridade, compostos volateis, etc.).

1.2 OBJETIVOS

Em consonancia com o exposto anteriormente, o presente trabalho teve como objetivo
geral realizar a extracdo de compostos bioativos dos frutos da S. terebinthifolius, com isso,

visando a sua utilizagdo como recurso terapéutico para o tratamento de alguns tipos de cancer.
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Para alcancar este objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram definidos:

a) avaliar os efeitos das condicdes operacionais da hidrodestilacdo, em aparelho
Clevenger, sobre a qualidade e quantidade do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius;

b) investigar a atividade antiproliferativa do dleo essencial frente a um painel de
linhagens de células tumorais humanas;

¢) avaliar a influéncia das condi¢gdes operacionais da secagem, em camada delgada,
sobre a qualidade dos frutos da S. terebinthifolius (integridade, cor, conteido de umidade e
compostos volateis);

d) determinar as cinéticas de secagem em diferentes temperaturas e velocidades do ar
de secagem;

e) verificar o ajuste de modelos matematicos, cldssicos e por Redes Neurais Artificiais,
para a previsao da cinética de secagem;

f) investigar a extracdo supercritica de compostos dos frutos de S. terebinthifolius,
utilizando CO, supercritico como solvente, com €nfase nos efeitos das condi¢des operacionais
da extracdo sobre rendimento global, compostos voldteis, cinética de extracdo e atividade

antiproliferativa frente a um painel de linhagens de células tumorais humanas.

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho estd estruturado em cinco capitulos, além deste, referente as
“Consideragdes Iniciais”. No Capitulo 2, apresenta-se a revisdo da literatura desenvolvida
sobre o tema estudado, abordando conceitos sobre a matéria-prima (frutos de S.
terebinthifolius) e detalhando as principais caracteristicas dos processos e ferramentas
matematicas utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho. No Capitulo 3, descreve-se
a extracdo de Oleo essencial realizada, sendo definidas as condi¢cdes Otimas para a
hidrodestilacdo, e, também, investigada a atividade antiproliferativa do 6leo essencial dos
frutos de S. terebinthifolius sobre células tumorais humanas. No Capitulo 4, explana-se
acerca da influéncia da secagem sobre parametros qualitativos dos frutos de S.
terebinthifolius, sendo investigados modelos matemdticos para a previsdo da cinética de
secagem. No Capitulo 5, expde-se a extracdo supercritica de compostos, utilizando CO,
supercritico como solvente, em que foram analisados os efeitos das varidveis operacionais da
extracdo, bem como a atividade antiproliferativa dos extratos obtidos. As conclusdes deste
trabalho e as sugestdes para trabalhos futuros sdo colocadas no Capitulo 6. Em seguida,

elencam-se as Referéncias e os Apéndices.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, apresenta-se a revisao da literatura sobre o tema estudado, abordando
os principais aspectos da S. terebinthifolius e detalhnando as principais caracteristicas dos
processos de extracdo solido-fluido e de secagem em camada delgada, que foram as principais
operacdes unitdrias utilizadas durante o desenvolvimento deste trabalho. Além disso, sdo
colocados aspectos importantes do planejamento fatorial de experimentos e das Redes Neurais

Artificiais (RNAs), que foram as principais ferramentas matemdticas utilizadas neste trabalho.

2.1 A Schinus terebinthifolius Raddi

A Schinus terebinthifolius Raddi é uma espécie vegetal nativa da América do Sul,
especialmente do Brasil, do Paraguai e da Argentina, que ndo tem qualquer parentesco com a
familia das pimentas. Na verdade, ela pertence a familia Anacardiaceae, sendo parente do
caju, da manga e do cajd-mirim (LORENZI; MATOS, 2002; DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004). No Brasil, a S. terebinthifolius é encontrada em grande
parte do seu territério, do nordeste ao sul do pais, sendo encontrada desde a planicie costeira
até altitudes de pouco mais de mil metros. As matas ciliares e terras Umidas sdo os ambientes
propicios para o seu estabelecimento e desenvolvimento. Popularmente, a S. terebinthifolius é
conhecida por diversos nomes, tais como aroeira-vermelha, pimenta-rosa, aroeirinha, aroeira,
aroeira-mansa, aroeira-da-praia, araguaraiba, corneiba, fruto-de-sabid, entre outros (BAGGIO,

1988; GOMES et al., 2005).

A espécie foi introduzida em diversos paises para fins ornamentais devido
principalmente ao seu aspecto (Figura 2.1), sendo uma arvore de pequeno a médio porte, com
folhas verdes e perenes e tronco tortuoso com casca grossa e fissurada. Além disso, € muito
recomendada para recuperacdo de dreas degradadas em virtude da sua caracteristica de

pioneirismo (MEDEIROS; ZANON, 1998; LORENZI, 2000).
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Figura 2.1 — Aspectos morfoldgicos da S. terebinthifolius: (A) aspecto geral da drvore; (B) casca do caule; (C)
folhas; (D) inflorescéncia; (E) frutos

r

Fonte: Adaptado de Salvi Junior (2013, p. 15).

Essa drvore possui como frutificagdo cachos com frutos do tipo drupa, de formato
esférico (com cerca de 5 mm de didmetro) e de coloragdo variando do rosa ao vermelho,
apresentando uma aparéncia lustrosa, conforme observado na Figura 2.2. Quando frescos e
bem-conservados, os frutos apresentam uma pelicula fina e delicada, de textura quebradica, e
que se transforma em uma espécie de “concha de papel” que envolve a semente. A semente €
unica, marrom-escura € mede cerca de 3 mm de didmetro, sendo que possui sabor levemente
adocicado e de pouca ardéncia. O periodo de frutificacdo acontece de janeiro a julho,
dependendo da regido de producdo (LORENZI, 2000; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ:;
SANTOS, 2004).

Figura 2.2 — Frutos maduros de S. terebinthifolius
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2.2 APLICACOES DOS FRUTOS DA S. terebinthifolius

Apesar de ser uma espécie de pouco cultivo agricola no Brasil, a S. terebinthifolius
apresenta grande potencial para exploracio e uso comercial por apresentar diversas atividades
bioldgicas de interesse medicinal e também da industria de cosméticos. A espécie foi inclusa
na primeira edi¢do da Farmacopeia Brasileira, em 1929, sendo que todas as suas partes (caule,
folhas, flores e frutos) sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas
patologias (CARVALHO, M. et al., 2013). Na culindria sdo utilizados principalmente os
frutos desidratados (pimenta-rosa), que sdo adocicados e aromdticos. A pimenta-rosa €&
considerada um condimento alimentar sofisticado por acrescentar sabores refinados aos pratos
da culindria internacional, sendo que sua demanda vem aumentando tanto no mercado
nacional quanto no internacional. No Brasil, o estado do Espirito Santo tem sido o maior
exportador da pimenta-rosa. Normalmente, os frutos sdo coletados de forma manual em
arvores nativas da regido, o que propicia uma alternativa de renda as familias de coletores
(GOMES et al., 2005; CARVALHO, R. et al, 2015; INSTITUTO CAPIXABA DE
PESQUISA, ASSISTENCIA TECNICA E EXTENSAO RURAL - INCAPER, 2016)

A producdo da pimenta-rosa, conquanto seja simples, atende a requisitos rigidos de
qualidade impostos pelo mercado externo. A aparéncia do produto precisa ser bonita
(vermelho brilhante) e os frutos ndo podem estar quebrados. No processo de beneficiamento
da pimenta-rosa, primeiramente, os frutos in natura da S. terebinthifolius passam por um
processo de pré-limpeza (retirada de ramos, folhas, materiais estranhos, etc.), seguido por uma
lavagem com 4gua potdavel em peneiras circulares. Os frutos classificados seguem, entdo, para
a etapa de secagem. Na empresa AgroRosa Importacdo e Exportacio LTDA, umas das
maiores produtoras de pimenta-rosa do Brasil, localizada na cidade de Sdo Mateus-ES, a
secagem € realizada em secadores do tipo tambor rotativo. Entretanto secadores de bandejas
também sao utilizados em industrias de menor produgdo. Apds a etapa de secagem, os frutos
secos passam por uma rigorosa etapa de classificacdo (manual ou mecanizada), em que
apenas os frutos vermelhos e inteiros sio selecionados para venda. Desse modo, grande parte
dos frutos € descartada (por inadequacdo de forma, cor, maturacdo, etc.), gerando uma
quantidade expressiva de residuo sélido que pode ser utilizado como matéria-prima para
extracdo de 6leos essenciais (GOMES et al., 2005; LAURIANO et al., 2005; NICOLINI,;
PUGET; MAZZA, 2009; CARVALHO, R. et al., 2015).
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Além do uso condimentar, a literatura apresenta diversos estudos que investigaram as
atividades bioldgicas de extratos e de 6leo essencial obtidos a partir dos frutos da S.
terebinthifolius, tais como a atividade antioxidante de seus extratos aquosos e alcodlicos
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004); a atividade alelopatica de seu 6leo
essencial sobre a germinacao e crescimento de Lactuca sativa e Cucumis sativus (BARBOSA
et al., 2007); a atividade larvicida do 6leo essencial em Stegomyia aegypti (SILVA, A. et al.,
2010); a atividade inseticida do Odleo essencial contra os vetores africanos da malaria
(KWEKA et al., 2011); o uso do 6leo essencial para cicatrizagdo de lesdes (GONCALVES,
2012); a atividade antifingica do O6leo essencial sobre Colletotrichum gloeosporioides
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013); e a atividade antibacteriana do 6leo essencial contra cepas
de origem hospitalar (COLE et al., 2014).

Apesar de diversos estudos indicarem que os frutos da S. terebinthifolius sao uma
fonte promissora de compostos bioativos, na literatura, poucos trabalhos investigaram sua
atividade antiproliferativa em células tumorais humanas (BENDAOUD et al., 2010; LIVIA,
2013). A atividade anticancer de 6leo essencial e de extratos das folhas da S. terebinthifolius
fol investigada por Salvi Junior (2013), sendo que o autor cita que a S. terebinthifolius figura
como fonte potencial de metabdlitos ativos para o tratamento de alguns tipos de cancer. Com
relacdo aos frutos da S. terebinthifolius, Livia (2013) investigou a atividade antiproliferativa
de extratos, obtidos com CO, supercritico, em linhagem de células K562 (leucemia mieloide
cronica agudizada) e Jurkat (leucemia aguda linfoblastica). Ademais, Bendaoud et al. (2010)
investigaram a atividade antiproliferativa do 6leo essencial dos frutos em cancer de mama
(MCEF-7). Os tltimos autores citam uma atividade promissora do 6leo essencial e sugerem que
0s sesquiterpenos sao os metabdlitos ativos responsdveis pela atividade antiproliferativa
observada. Ja Matsuo et al. (2011) relataram que o monoterpeno a-pineno, isolado a partir dos

frutos da S. terebinthifolius, foi muito eficaz no tratamento do melanoma metastético.

A utilizagdo de produtos naturais como recurso terapéutico para o tratamento de
cancer tem sido um importante caminho para a descoberta de drogas menos téxicas, mais
seletivas e eficazes. Com o aprimoramento da cultura de células, foi possivel, no final da
década de 1980, o desenvolvimento de diversas linhagens celulares oriundas de tumores
humanos, desse modo, possibilitando o desenvolvimento de uma metodologia para triagem in
vitro de novos compostos que inibam o crescimento de células cancerigenas (BOYD, 1989;
QUEIROZ et al., 1999). O National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos, um dos mais

importantes centros de estudos sobre o cancer, preconiza a utilizacdo de um painel de 60
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linhagens tumorais humanas (NCI60). Nesse protocolo, o crescimento celular é determinado
por espectrofotometria, utilizando-se o corante proteico sulforrodamina B (SRB), sendo que a
metodologia inclui a determinacio da densidade celular no momento de adi¢do das amostras,
o que possibilita o cdlculo da concentracdo que inibe totalmente o crescimento celular
(MONKS et al., 1991; CHABNER; ROBERTS, 2005; SHOEMAKER, 2006). Na literatura
nao foram encontrados estudos que tenham investigado a atividade antiproliferativa de
derivados dos frutos da S. terebinthifolius frente a um painel de células tumorais humanas,

assim, visando a triagem de atividades anticAncer que sejam promissoras.

2.3 COMPOSTOS DOS FRUTOS DA S. terebinthifolius

Os compostos voldteis, encontrados em teores € composi¢des varidveis nas partes da S.
terebinthifolius (caule, folhas, flores e frutos), sdo apontados como os principais responsaveis
por suas diversas atividades bioldgicas, sendo que os frutos apresentam maior quantidade de
0leo essencial quando comparados com as outras partes da S. terebinthifolius. O Oleo
essencial dos frutos € caracterizado por apresentar uma elevada concentragdo de
monoterpenos (d-3-careno, a-felandreno, f-felandreno, a-pineno e f-pineno) e um menor teor

de sesquiterpenos (cariofileno e germacreno D) (BARBOSA et al., 2007).

Virios estudos realizaram a extracdo de dleo essencial dos frutos da S. terebinthifolius,
tais como Cole (2008), que cita os majoritarios J-3-careno, limoneno, a-felandreno, a-pineno
e mirceno; Silva, A. et al. (2010), que citam os majoritdrios 0-3-careno, a-pineno, silvestreno,
germacreno D e f-mirceno; Aradjo (2010), que cita os majoritarios a-pineno, 0-3-careno, o-
felandreno, silvestreno, p-cimeno e cariofileno; Souza (2012), que cita os majoritarios o-
pineno, a-felandreno, J-3-careno, o-cimeno, limoneno e S-felandreno; e Dourado (2012), que
cita os compostos majoritdrios mirceno, germacreno D, J-cadineno, a-pineno e trans-f-
cariofileno. Essa variacdo observada nos compostos volateis pode ser explicada pela alta
complexidade quimica dos O&leos essenciais, pois sua composicdo quimica e,
consequentemente, suas atividades bioldgicas sdo influenciadas por diversos fatores, tais
como o local de colheita da matéria-prima e suas condi¢des climdticas; a variabilidade
genética (quimiotipo) da espécie vegetal; as etapas de pré-tratamento da matéria-prima

(moagem, secagem, etc.); o tipo de técnica de extracdo utilizado; e as condi¢cdes operacionais
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dos processos extrativos (BANDONI, 2003; CHAMORRO et al., 2012; KARAM et al,,
2016).

Além dos monoterpenos e sesquiterpenos, algumas atividades biolégicas dos frutos da
S. terebinthifolius sdo atribuidas a compostos de maior massa molecular presentes nos frutos,
tais como compostos fendlicos (apigenina, dcido eldgico e naringina) e carotenoides, sendo
estes compostos apontados como 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante dos
frutos da S. terebinthifolius (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004;
BERTOLDI, 2006; PAGANI et al., 2014).

2.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS DOS FRUTOS DA S. terebinthifolius

A operacdo unitiaria denominada extracdo € uma técnica de separacdo integrada no
conjunto das operacdes baseadas na transferéncia de massa. Consiste na separacdo de um ou
mais componentes (soluto) de uma mistura por meio de um solvente, sendo baseada nos
diferentes graus de solubilidade dos constituintes. A mistura que se pretende separar pela
extracdo pode ser sdlida (extracdo solido-fluido) ou liquida (extragdo liquido-liquido). Nos
processos de extracdo sélido-fluido, os componentes de uma fase sélida sdo separados pela
dissolucdo seletiva dos solutos presentes na matéria-prima por meio de um solvente
apropriado. O sélido deve estar finamente triturado, de modo que o solvente entre em contato
com todo ele. Usualmente, o componente desejavel € solivel no solvente, e o restante do
sOlido € insoluvel. O soluto deve, entdo, ser recuperado da solucdo do extrato (extrato e

solvente), em outra etapa de separacao (FOUST et al., 2008).

Na literatura, muitos trabalhos investigaram a extra¢ao de diversos compostos obtidos
a partir dos frutos da S. ferebinthifolius. Técnicas de extracdo como Soxhlet (JAIN et al.,
1995), maceragdo dinamica (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004),
hidrodestilacdo (COLE et al., 2014) e extracdo por arraste a vapor (SARTORELLI et al.,
2012) foram as mais investigadas, sendo que pouca atencdo foi dada a andlise das condi¢des
ideais desses processos extrativos. Apesar da simplicidade dessas tecnologias convencionais
de extracdo, esses processos apresentam uma série de desvantagens, por exemplo: na
hidrodestilacdo, o uso de temperaturas elevadas pode degradar compostos termolabeis do dleo
essencial; e, na extracdo em sistema Soxhlet e maceracdo dinamica, o uso de solventes

organicos pode contaminar o extrato € 0 meio ambiente com substancias toxicas. Desse modo,
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como processo alternativo, tem-se a extragdo com fluido supercritico. E vélido ressaltar que o
uso de solventes organicos e fluidos supercriticos também possibilita a extragdo de compostos

ndo volateis.

A aplicagdo da tecnologia supercritica € bastante vantajosa, pois permite a utilizacio
de solventes com pouca agressividade ao meio ambiente e a obtencdo de produtos de alta
qualidade e funcionalidade, sendo possivel a preservacdo de compostos termoldbeis em
funcdo do uso de temperaturas amenas durante a extracdo. Além disso, a alta seletividade da
extracdo supercritica é uma grande vantagem se comparada aos métodos tradicionais de
extracdo, pois, a0 modificar a massa especifica do fluido supercritico, manipula-se o seu
poder de solvatacdo e, assim, diferentes compostos podem ser extraidos. E vélido ressaltar
que a seletividade do fluido supercritico também pode ser modificada com a adi¢do de outros
compostos ao fluido, sendo estes conhecidos como cossolventes. Na extracdo supercritica, a
qualidade e a quantidade dos produtos obtidos dependem de vdrios fatores, como pressao,
temperatura e vazao do solvente; caracteristicas fisicas do leito de extracdo, como o tamanho
da particula e a porosidade do leito; caracteristicas do equipamento de extracdo; e também o
tempo operacional utilizado na extracio (BRUNNER, 1994; RIZVI, 1994;
MUKHOPADHYAY, 2000; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Entre os fluidos supercriticos mais utilizados, o diéxido de carbono (CO,) € a escolha
padrao para aplicacdo em processos envolvendo produtos naturais, principalmente por
apresentar as seguintes caracteristicas: ndo téxico; quimicamente inerte; baixo custo; ndo
inflamavel; e ndo apresenta risco de explosdo. Além disso, o CO, apresenta temperatura
critica amena (31,2 °C) e pressdo critica relativamente baixa (73,4 bar) quando comparado a
outros possiveis solventes, tais como a dgua, que também pode ser utilizada para a extracao de
compostos bioativos de produtos naturais. Outra vantagem da utilizacdo do CO; supercritico
como solvente € a facilidade na sua separacao do extrato, pois 0 CO;, € um gas a temperatura e
pressdao ambientes, sendo essa uma caracteristica interessante para produtos destinados a drea
de alimentos e farmacoldgica (BRUNNER, 1994; RIZVI, 1994; REVERCHON; DE
MARCO, 2006).

Os extratos de frutos da S. terebinthifolius, obtidos por extragdao com CO; supercritico,
sdo comercializados por algumas empresas especializadas em tecnologia supercritica, tais
como a Blue Marble Biomaterials (Estados Unidos), a Flavex® Naturextrakte GmbH
(Alemanha) e a Albert Vieille SAS (Franga). Ademais, Smith, Inomata e Peters (2013)

mencionam que o perfume Estée Lauder Pleasures, criado pela Firmenich (Suica), contém
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em sua formulacdo o extrato de pimenta-rosa, obtido por meio de CO, supercritico como
solvente. Até o momento, poucos trabalhos investigaram a extracdo de compostos dos frutos
da S. terebinthifolius utilizando a tecnologia supercritica (LIVIA, 2013; ANDRADE, 2015).
Livia (2013) realizou a extracdo de compostos bioativos dos frutos, utilizando CO,
supercritico como solvente, e avaliou a atividade citotéxica em células leucémicas. Andrade
et al. (2016) investigaram o processo de encapsulacdo de extrato supercritico dos frutos de S.
terebinthifolius utilizando a técnica de dispersao da solucdo melhorada por fluidos
supercriticos (técnica SEDS). O extrato foi obtido utilizando CO, como solvente nas

condic¢des de 300 bar e 60 °C.

Na extracdo com fluido supercritico, assim como em outros processos de extragcdo, a
moagem da matéria-prima € uma etapa de pré-tratamento fundamental para o processo, pois
garante menor resisténcia interna a transferéncia de massa. Além disso, as particulas menores
proporcionam maior drea de contato do sélido, de forma que isso ird garantir mais soluto em
contato direto com o solvente. Segundo Reverchon e de Marco (2006), as extracdes de
produtos naturais com fluido supercritico, geralmente, sio realizadas com particulas variando
de 0,25 a 2,0 mm. Outra etapa de pré-tratamento fundamental para a extracao supercritica € a
secagem da matéria-prima, pois o alto contetido de umidade reduz o contato da matriz sélida
com o fluido supercritico e atua como uma barreira para a difusao do fluido, assim, reduzindo
o rendimento da extracdo (SAHENA et al., 2009). Conforme Meireles (2003), as extragcdes de
produtos naturais com fluido supercritico geralmente sdo realizadas com matéria-prima com

conteddo de umidade, em base imida, menor que 10%.

2.5 SECAGEM

A secagem é um dos métodos mais antigos utilizados no pré-processamento de
produtos agricolas (frutas, legumes, graos, especiarias, etc.), uma vez que contribui para a
preservacdo das caracteristicas originais do produto por longos periodos de armazenamento.
Entretanto, caso as condi¢Oes operacionais da secagem ndo sejam controladas de forma
adequada, alguns efeitos desfavordveis sobre o produto processado sdo observados, como
mudancas indesejdveis na coloracdo e perdas de compostos voldteis da matéria-prima
(RAMASWAMY; MARCOTTE, 2006; FIGIEL et al., 2010; KARAM et al., 2016). Na

literatura, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas focalizando principalmente a avaliacao
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da influéncia da secagem sobre a qualidade de diversas matérias-primas, o que mostra a
importancia de estudos adicionais nessa area (BUCHAILLOT et al., 2009; FIGIEL et al.,
2010; SHAHHOSEINI et al., 2013; ROMDHANE et al., 2015).

Além de sua aplicagdo como etapa de pré-processamento na extragdo supercritica,
conforme citado anteriormente, a secagem € uma etapa indispensdvel no processamento da
pimenta-rosa, que é produzida a partir do beneficiamento dos frutos da S. ferebinthifolius. Os
frutos sdo secos para inibir o crescimento microbiano e a a¢do enzimatica, dessa maneira,
evitando a deteriora¢do do produto, bem como realgando o seu sabor e a sua aparéncia. Outra
vantagem € que a remocao de grande parte de 4gua contida no material torna o transporte e a
embalagem economicamente mais vantajosos. No entanto, se a secagem nao for realizada
adequadamente, a qualidade da pimenta-rosa é comprometida e também sua comercializacdo.
E vélido mencionar que na literatura ndo foram encontrados trabalhos que tenham investigado
a influéncia das condi¢des da secagem sobre a qualidade dos frutos da S. ferebinthifolius.
Silva, B. (2013) estudou o processo de secagem dos frutos com énfase no ajuste de modelos
matematicos para a previsdo da cinética de secagem. Por outro lado, ainda ndo foi relatado
trabalho cientifico sobre os efeitos de diferentes condi¢des operacionais da secagem sobre a

qualidade da pimenta-rosa (cor, integridade, compostos voléteis, etc.).

Na secagem, ocorrem simultaneamente dois fendmenos de transporte: o primeiro € a
transferéncia de energia (calor) das vizinhangas para a superficie do sélido, por convecg¢ado, o
que possibilita a evaporacdo da umidade superficial em uma temperatura inferior aquela de
ebulicdo do liquido na pressdo do sistema; o segundo mecanismo € a transferéncia de massa
(umidade) que ocorre na forma de liquido ou vapor no interior do sélido e na forma de vapor
a partir da superficie do solido (VAN’T LAND, 1991). Portanto, o processo de secagem em
leito fixo € afetado por vérios fatores, que dependem principalmente das propriedades do
sOlido processado e do meio secante, assim como das caracteristicas do secador utilizado.
Desse modo, as varidveis operacionais que, em principio, podem ter relevancia no
comportamento da secagem, em camada delgada, sdo aquelas relacionadas ao ar de secagem
(temperatura, velocidade e umidade relativa), aos sélidos (granulometria, conteido de

umidade inicial, porosidade, massa e espessura do leito) e a operacdo do processo (por

exemplo, o tempo de secagem) (TREYBAL, 1981; FOUST et al., 2008).
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2.6 MODELAGEM DA CINETICA DE SECAGEM

Na drea de secagem, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas dando énfase
principalmente a avalia¢do da cinética do processo, o que inclui também o desenvolvimento
de modelos matemadticos que visam a simulacdo do processo. A cinética de secagem esta
associada as mudancas do conteido de umidade do material e de sua temperatura ao longo do
tempo de secagem, sendo intimamente relacionada aos fendmenos de transferéncia de calor e
massa que ocorrem durante a secagem. De forma geral, a cinética de secagem apresenta trés
periodos caracteristicos, sdo eles o periodo inicial de secagem, o periodo de secagem a taxa
constante e o periodo de secagem a taxa decrescente (STRUMILLO; KUDRA, 1986).

A primeira etapa de secagem (periodo inicial de secagem) ocorre imediatamente apds
0 contato entre a amostra € 0 meio secante, em que a temperatura do sélido e a taxa de
secagem ajustam-se até atingir o equilibrio. No periodo de secagem a taxa constante, a
superficie exposta do sélido estd saturada de 4gua e o calor fornecido € totalmente usado para
a evaporacdo da 4gua livre presente na superficie do solido, sendo a dgua na superficie
substituida constantemente pelo liquido do interior do material, até atingir a umidade critica.
Neste momento, inicia-se o primeiro periodo de taxa decrescente, no qual a temperatura do
sOlido aumenta e a velocidade com que a dgua chega a superficie do s6lido € menor que a taxa
de evaporacdo da dgua na superficie. Assim, a difusdo de dgua no interior do sélido passa a
controlar o processo de secagem. No segundo periodo de taxa decrescente, jia ndo existe a
presenca de liquido saturado na superficie; e a evaporacdo ocorre a partir do interior do
solido. A secagem € finalizada quando € alcancado o conteido de umidade de equilibrio, que
¢ o menor conteido de umidade que o sélido pode atingir nas condicdes de temperatura e
umidade relativa do ar de secagem (STRUMILLO; KUDRA, 1986; FOUST et al., 2008).

Afzal e Abe (2000) citam que a modelagem matematica da cinética de secagem
baseia-se em trés categorias principais: modelos tedricos, que sdo baseados na teoria da
difusdo ou que relacionam equacgdes simultaneas de transferéncia de calor e massa; modelos
empiricos, que dependem apenas dos dados experimentais; ¢ modelos semiempiricos ou
semitedricos, que relacionam equagdes tedricas com ajustes empiricos. Lauriano et al. (2005)
referem que ainda ndo hd muitos estudos sobre a modelagem da cinética de secagem dos
frutos da S. terebinthifolius. Por isso, os autores iniciaram os estudos sobre a secagem dos
frutos da S. rerebinthifolius, sendo que os dados experimentais da secagem a 40 °C foram

simulados de forma precisa pelo Modelo a duas fases, entretanto, nas temperaturas de 50 °C
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e 60 °C o modelo ndo se ajustou adequadamente os dados da cinética de secagem. Portanto,
esses resultados indicam a necessidade de investigar outros modelos para a previsio da
cinética de secagem dos frutos da S. terebinthifolius. A seguir, tem-se a descricdo de alguns

modelos matematicos utilizados para a previs@o da cinética de secagem de diversos produtos.

2.6.1 Cinética de secagem por modelos classicos

Na Tabela 2.1 s@o apresentados alguns modelos matemadticos frequentemente

utilizados para descrever o comportamento dindmico da secagem de produtos naturais.

Tabela 2.1 — Alguns modelos clédssicos para a modelagem da cinética de secagem

Modelo Equacao
o MR:%i%ex —mZLD;ft
Difusio (CRANK, 1975) V] r, (2.1)
Henderson e Pabis (HENDERSON; PABIS, 1961) MR = a exp(-K, t) (2.2)
Lewis (LEWIS, 1921) MR = exp(-K t) (2.3)
Page (PAGE, 1949) MR = exp(-K; ") (24)
Dois termos (HENDERSON, 1974) MR = a; exp(-K> t)+b exp(-K; t) (2.5)

Legenda: r, € o raio dos frutos da S. terebinthifolius; D, é a difusividade efetiva; m é o nimero de termos da
série; t € o tempo; K € a constante de secagem; n, a, a;, b, K,, K;, K>, e K; sfo os pardmetros ajustdveis dos
modelos semiempiricos; e MR é a umidade adimensional (ou razdo de umidade) que é calculada conforme a

Equagdo 2.6.

MR = M-M, (2.6)
M, -

e

Em que M € o conteido de umidade do sélido em base seca, M, é o conteido de

umidade de equilibrio em base seca e M, é o conteudo de umidade inicial em base seca.
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O modelo tedrico de difusao (Equagdo 2.1) é fundamentado na transferéncia de massa,
sendo obtido a partir da solucdo analitica, apresentada por Crank (1975), para a segunda lei de
Fick. As seguintes hipéteses foram consideradas para a modelagem da cinética de secagem
dos frutos da S. terebinthifolius (SILVA, B., 2013): os frutos possuem geometria esférica, e o
fluxo massico de umidade ocorre somente na dire¢do radial; o encolhimento do material
durante a secagem é desprezivel; o periodo da taxa decrescente é o fator controlador do
processo de secagem, ou seja, hd resisténcia a transferéncia de massa apenas na fase sélida; as
condi¢cdes ambientais do processo sdao constantes; o conteido de umidade inicial do sélido
(t=0) esta distribuido uniformemente no seu interior; existem condi¢des de equilibrio na
superficie do sélido; e a difusividade efetiva € constante. J4 o modelo de Henderson e Pabis
(Equacao 2.2), apresentado na Tabela 2.1, € uma simplificagdo do modelo de difusdo, que foi
truncado no primeiro termo da série descrita pela Equacdo 2.1.

Em uma analogia do periodo de taxa decrescente de secagem com a lei de
resfriamento de Newton, Lewis (1921) sugeriu um modelo (Equacdo 2.3) que considera que a
resisténcia a transferéncia de massa se encontra apenas na superficie do material. Assim, o
autor assume que a taxa de secagem € proporcional ao teor de dgua livre do sélido, sendo que
normalmente a equagdo € conhecida como modelo exponencial de secagem. Com o objetivo
de melhorar o ajuste desse modelo aos dados experimentais, outros autores propuseram
modificagdes ao modelo de Lewis. Uma pequena modificacao foi realizada por Page (1949),
desenvolvendo um novo modelo para a descri¢do da cinética de secagem em camada delgada
(Equacao 2.4). A modificacao envolveu a adicdo de um termo exponencial (n) na varidvel
tempo.

Outro modelo semiempirico que apresenta ajustes satisfatorios aos dados de cinética
de secagem de produtos naturais € o modelo desenvolvido por Henderson (1974), também
conhecido como modelo de Dois termos. E vilido mencionar que, dos vdrios modelos
classicos de secagem investigados por Silva, Fileti e Taranto (2015), o modelo de Henderson
(Dois termos) foi o que melhor representou a cinética de secagem dos frutos da S.
terebinthifolius. Entretanto, deve-se investigar o ajuste desse modelo em outras condi¢des

operacionais de secagem.



40

2.6.2 Redes Neurais Artificiais

As Redes Neurais Artificiais (RNAs) surgiram como uma inspira¢do na estrutura
neural de organismos inteligentes. Essa ferramenta computacional foi criada como um modelo
de resolu¢do de problemas complexos por meio da simulagdo do cérebro humano, inclusive
em seu comportamento, ou seja, aprendendo, errando e fazendo descobertas (BABINI;

MARRANGHELLO, 2007).

Uma RNA € uma colecio massivamente paralela de pequenas unidades de
processamento, que computam determinadas funcdes matemadticas, cujas interligacdes
formam a maior parte da inteligéncia da RNA. Do ponto de vista fisico, as RNAs diferem
bastante das redes neurais bioldgicas, pois, em termos de escala, o cérebro é muito maior que
qualquer RNA. Ademais, as unidades utilizadas em uma RNA s3o mais simples que os
neurdnios bioldgicos e o processo de aprendizado do cérebro humano, ainda desconhecido, é
certamente muito diferente do comportamento das RNAs (BRAGA; CARVALHO;
LUDERMIR, 1998). Os autores citam ainda que as RNAs, uma subespecialidade da
Inteligéncia Artificial, sdo sem duvida uma “poderosa” ferramenta matematica nado
convencional, que pode ser aplicada para modelagem de processos. E uma abordagem
alternativa a forma fenomenoldgica de resolver problemas, principalmente para o ajuste nao
linear e multivaridvel de dados. A solucdo de problemas por meio de RNAs € bastante
atrativa, visto que a forma como esses sdo representados internamente pela RNA e o
paralelismo natural inerente a arquitetura das RNAs criam a possibilidade de um desempenho

superior ao dos modelos tradicionais.

O elevado nimero de trabalhos publicados que aplicaram as RNAs reflete a
potencialidade dessa ferramenta de modelagem empirica em diversos processos de engenharia
(HIMMELBLAU, 2008). Na area de secagem, as RNAs foram utilizadas, por exemplo: para
modelar o processo de secagem em leito fixo de tomate (MOVAGHARNEJAD; NIKZAD,
2007); na secagem de residuos sdlidos organicos (PERAZZINI; FREIRE; FREIRE, 2013); e
para a previsdo da cinética de secagem de folhas de hortela (COSTA et al., 2014). A aplicacio
das RNAs para a previsdo da cinética de secagem dos frutos da S. ferebinthifolius foi
investigada inicialmente por Silva, Fileti e Taranto (2015), sendo que uma RNA com trés
neurdnios de entrada (tempo, temperatura e velocidade do ar) apresentou os resultados mais

promissores. Entretanto outras topologias de RN As ainda devem ser investigadas.
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De forma geral, para que a modelagem via RNA seja bem-sucedida sdo necessarias as
seguintes andlises: definicdo das varidveis de entrada e saida do processo; obtencdo de um
banco de dados para treinamento e verificacdio da RNA; definicdo da arquitetura da RNA;
especificacdo da funcdo de ativacdo de cada neur6nio; estratégia de aprendizado; e verificagdo
da RNA. Durante uma simulacao utilizando uma RNA do tipo feedforward, o sinal percorre a
rede em uma unica direcdo, da entrada para a saida, sendo que os neurdnios de uma mesma
camada possuem as mesmas caracteristicas (fungdo de ativagdo) e nao sao conectados entre si.
Cada neur6nio passa seu dado valor para as conexdes que saem dele. Assim, cada conexao
transfere um sinal de um neurdnio a outro, por meio do “peso”, que pode ser “amplificado” ou
“diminuido” pela conexao. Cada neurdnio na camada seguinte recebe um valor, que € a soma
ponderada dos valores produzidos pelas conexdes que chegam até ele. Em cada neurdnio
artificial é realizada uma computacdo simples sobre esse valor, utilizando a funcdo de
ativacdo. O processo € repetido com os resultados sendo passados através de camadas

subsequentes de neurdnios, até que os neurdnios de saidas sejam atingidos e a resposta € entao

produzida (FILETI, 1995; FRANCISCO, 2000).

Na modelagem da cinética de secagam por RNAs, além da alta precisdo, outra
vantagem € a sua capacidade de prever o comportamento da cinética de secagem para uma
faixa operacional e ndo apenas para uma unica condi¢do experimental. Assim, as RNAs
podem ser utilizadas para a estimativa on-line de pardmetros de secagem (soft sensor) e
também para o controle dos processos de secadores industriais (KONI et al., 2010;

CUBILLOS et al., 2011; FREIRE et al., 2014).

2.7 PLANEJAMENTO FATORIAL

O alto desenvolvimento tecnoldgico nas industrias e a grande competitividade no
mercado tornam, a cada momento, mais dificil pensar em desenvolvimento de produtos e
processos sem a utilizacdo de planejamentos experimentais. Baseada nos fundamentos
estatisticos, esta metodologia é, sem duvida alguma, uma ferramenta de grande utilidade para
conhecer as condi¢des otimizadas de um processo, para o desenvolvimento da formulacao de
produtos dentro das especificagdes desejadas ou simplesmente para investigar os efeitos que

as varidveis independentes exercem nas saidas desejadas (RODRIGUES; IEMMA, 2009).
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De forma geral, para utilizar a técnica de planejamento fatorial de experimentos é
necessdria a realizacdo das seguintes etapas: definicio das varidveis independentes e
dependentes do processo e das faixas de estudo de cada uma delas; escolha do planejamento
adequado, que € funcdo direta do nimero de varidveis independentes envolvidas no estudo;
determinacdo da influéncia de uma ou mais varidveis independentes sobre as respostas do
processo; ajuste de modelos empiricos aos dados experimentais; andlise da qualidade de
ajuste do modelo por meio da Andlise de Variancia (ANOVA); construgdo das superficies de
resposta e das curvas de nivel para os modelos validados estatisticamente; e determinagao das

condig¢des operacionais 6timas pela andlise de superficie de resposta e curva de contorno.

Virios estudos da literatura revelam a grande vantagem do uso da metodologia do
planejamento fatorial em relacdo ao uso da investigagdo de uma varidvel por vez. Esta
metodologia fornece informagdes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo que
envolve técnicas de tentativa e erro, sendo que hd vantagens incompardveis quanto ao nimero
de ensaios e qualidade na informacdo (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Desse modo, estudos
utilizando a metodologia do planejamento experimental fatorial sdo necessdrios para a
investigacdo dos processos de secagem e extracdo, pois utilizando um menor ndmero de
experimentos € possivel a exploragdo de um espago experimental maior, com melhor

qualidade nos resultados obtidos.
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CAPITULO 3

EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi
POR HIDRODESTILACAO: efeitos das varidveis operacionais; condi¢des Otimas; e

atividade antiproliferativa in vitro em células tumorais humanas

Neste capitulo, descreve-se a extragdo de d6leo essencial realizada, sendo definidas as
condi¢des 6timas para a hidrodestilagcdo, e, também, investigada a atividade antiproliferativa

do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius sobre células tumorais humanas.

3.1 INTRODUCAO

Os 6leos essenciais sd@o produtos naturais constituidos por uma complexa mistura de
compostos organicos volateis (monoterpenos, sesquiterpenos, dlcoois, ésteres, etc.) resultantes
do metabolismo secundério de uma espécie vegetal, sendo empregados como matéria-prima
em diferentes industrias, tais como na producdo de alimentos e bebidas, na industria
cosmética e farmacé€utica, na formulacdo de perfumes, entre outras. Conforme a espécie
vegetal, os dleos essenciais podem estar presentes em diferentes partes (folhas, flores, frutos,
sementes, caules e raizes), sendo produzidos e armazenados em diferentes estruturas, tais
como glandulas, células secretoras, tricomas, etc. (MUKHOPADHYAY, 2000; CHAMORRO
et al., 2012; ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). No caso da S. terebinthifolius, os seus frutos
apresentam maior quantidade de 6leo essencial quando comparados as suas outras partes,
sendo que o Oleo essencial dos frutos € caracterizado por apresentar uma elevada
concentracdo de monoterpenos, além de sesquiterpenos em menor quantidade (BARBOSA et
al., 2007; SANTOS et al., 2009; SILVA, A. et al., 2010; COLE et al., 2014).

Segundo a International Organization for Standardization (ISO, 1997), um O6leo
essencial é definido como o produto obtido, a partir de uma matéria-prima vegetal, por meio
de destilacdo com vapor, também chamada de destilacio por arraste a vapor. Assim, 0s
produtos obtidos sdo o 6leo essencial e o hidrolato (4gua condensada), que sdo condensados e
separados por decantacdo. No caso especifico de frutos citricos, o 6leo pode ser obtido a partir

de prensagem a frio. E vélido ressaltar que os extratos obtidos com o uso de solventes
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organicos e fluidos supercriticos ndo sdo definidos como 6leos essenciais, embora sejam
também extratos aromaticos.

O método mais utilizado para a extragdo de 6leo essencial € o arraste a vapor, pelo
qual o vapor d’agua passa através de um leito fixo de matéria-prima rica em 6leo essencial.
Em escala de laboratério, comumente, utiliza-se para a extracdo de 6leos essenciais 0 método
da hidrodestilacao, geralmente em aparelho Clevenger, no qual, diferentemente do método
de arraste a vapor, a matéria-prima fica em contato direto com a dgua. O principio de
funcionamento baseia-se no fato de que o 6leo essencial e a 4gua formam uma mistura de
liquidos imisciveis e, por isso, o ponto de ebulicdo dessa mistura € sempre menor do que o
ponto de ebulicdo de qualquer um dos componentes. Portanto, uma mistura de compostos de
alto ponto de ebuli¢do e dgua pode ser destilada a temperatura constante € menor que 100 °C,
que € o ponto de ebuli¢do da dgua em condi¢des de atmosfera padrao (GEANKOPLIS, 2003;
CONSTANTINO; SILVA; DONATE, 2004; MILOJEVIC et al., 2008; PALMA et al., 2013).

O processo de hidrodestilacdo é afetado por diversos fatores, tais como a razdo
sOlido/dgua; o tempo de extracdo; a taxa de hidrodestilacdo, que pode ser ajustada pela
poténcia de entrada da manta de aquecimento; a moagem da matéria-prima (tamanho de
particula); entre outros fatores (SOVOVA; ALEKSOVSKI, 2006; MILOJEVIC et al., 2008;
PENG; DON; TAHREL, 2012).

Apesar de diversos estudos avaliarem a composi¢do quimica do 6leo essencial dos
frutos da S. terebinthifolius e suas diversas atividades bioldgicas, pouca atencdo foi dada a
andlise das condic¢des operacionais do processo visando a sua otimizacdo. Essa informacao €
extremamente importante para a redu¢do de custos de produgdo, bem como para avaliar os
efeitos das condicdes operacionais sobre o desempenho da hidrodestilacdo. Por isso, o
objetivo deste estudo foi investigar a extragdo de Oleo essencial dos frutos da S.
terebinthifolius, com €nfase nas andlises das condi¢Oes operacionais da hidrodestilacdo e da
atividade antiproliferativa do éleo essencial. E vélido mencionar que, na literatura, ndo foram
encontrados estudos que tenham investigado a atividade antiproliferativa de derivados dos
frutos da S. terebinthifolius (6leo essencial ou extratos) frente a um painel de células tumorais

humanas, dessa forma, visando a triagem de atividades anticancer que sejam promissoras.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Atmosfera_padr%C3%A3o
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 MATERIA-PRIMA

Os frutos maduros da Schinus terebinthifolius Raddi foram coletados manualmente no
municipio de Aracruz, Espirito Santo, em junho de 2014 (Lote A). A Figura 3.1 ilustra a
localizacdo do local de coleta dos frutos, sendo que a regido apresenta as seguintes
coordenadas geogréficas: latitude sul 19°55'15"; longitude oeste 40°10'11"; e altitude de 32

metros.

Figura 3.1 — Localizagdo do local de coleta dos frutos da S. terebinthifolius em Aracruz-ES

Fonte: Google Earth (2014).
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Os frutos da S. terebinthifolius foram coletados de forma manual, por catadores locais,
em pontos aleatérios de arvores nativas da Mata Atlantica da regido. Apds a colheita, os frutos
foram separados de impurezas (folhas, galhos, pedras, etc.) com o auxilio de peneiras
metalicas de aberturas de 5,6 ¢ 4,0 mm (Granutest®), sendo que os frutos verdes foram
separados manualmente. A Figura 3.2 apresenta as amostras da matéria-prima “bruta” e apés
a retirada das impurezas (“classificada”), sendo que a matéria-prima “bruta” apresentou 83%
de frutos maduros, 13% de frutos verdes e 4% de impurezas. Todas as amostras foram
acondicionadas em embalagens pldsticas herméticas e mantidas em freezer a temperatura em

torno de -18 °C, até o inicio dos ensaios de extracao.

Figura 3.2 — Amostras dos frutos da S. terebinthifolius (Lote A): a) bruta; b) classificada
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Fonte: Acervo do autor.

Com o objetivo de identificar a espécie vegetal, foram coletados ramos com folhas e
frutos para a confeccdo de exsicatas a serem depositadas em herbario. Os ramos, de
aproximadamente 30 cm, foram colocados entre folhas de papel absorvente e o conjunto foi
prensado entre duas grades de madeira, sendo mantido ao sol para a secagem. A Figura 3.3
mostra a exsicata que representa a coleta dos frutos da S. ferebinthifolius em Aracruz-ES. A
identificagdo foi realizada pela bidloga Cintia Luiza da Silva Luz, sendo que uma amostra foi
depositada no herbério do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP (Herbario UEC, nimero
188116).
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Figura 3.3 — Exsicata da espécie vegetal Schinus terebinthifolius Raddi var. rhoifolius (Mart.) Engl. (Herbdrio

UEC, nimero 188116)
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Fonte: Acervo do autor.

3.2.2 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL

A extracdo de Oleo essencial dos frutos da S. terebinthifolius foi realizada por

hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger (Figura 3.4), de acordo com os procedimentos para

a extracdo de dleos essenciais em drogas aromaticas descritos na Farmacopeia Brasileira

(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2010).



48

Figura 3.4 — Desenho esquemadtico do sistema de extragdo de 6leo essencial com o aparelho de Clevenger

(A) Baldo de fundo redondo de 2 L;

(B) Manta de aquecimento de 2 L;

(C) Condensador;
D
(D) Reservatdrio de 6leo essencial e dgua;
E
t (E) Retorno da 4gua para o balao;
F

(F) Vélvula de separacio.
A
C B

Fonte: Acervo do autor.

Previamente a cada extracdo, os frutos congelados foram triturados em um
liquidificador industrial (Waring Commercial®, modelo 33BL79), por 2 minutos. Os frutos
triturados foram colocados em um baldo de fundo redondo de 2 L (A) juntamente com 1 L de
dgua destilada e pérolas de vidro. Em seguida, o baldo foi adaptado ao aparelho Clevenger,
sendo o sistema aquecido em manta de aquecimento de 2 L (B) (Fisaton®, modelo 203, 850
W) e mantido em ebulicdo (poténcia da manta no nivel 3) durante todo o processo de
extragdo. A agua e os compostos volateis dos frutos da S. ferebinthifolius foram vaporizados
e, em seguida, condensados (C) por meio do contato indireto com uma solu¢do aquosa de
etilenoglicol (-3 °C). No reservatério do aparelho Clevenger (D), o 6leo essencial ficou na
parte superior; € a d4gua na parte inferior, com a dgua retornando ao baldo pelo tubo de retorno
(E).

Ap6s a extracdo, o destilado (6leo essencial e dgua) foi recolhido e o aparelho de
Clevenger foi lavado com diclorometano anidro (Sigma-Aldrich®), por trés vezes, para
recuperar o Oleo essencial aderido a parede da vidraria. O produto da lavagem e o destilado
foram transferidos para um funil de separacdo, onde foram adicionados 30 mL de

diclorometano (por trés vezes). Em seguida, a fase aquosa foi descartada e a fase organica
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(6leo essencial e diclorometano) foi recolhida em erlenmeyer para a retirada da dgua residual.
Para tanto, o sulfato de s6dio anidro (Synth®) foi misturado em excesso a solugdo e, em
seguida, a mistura foi filtrada sobre papel para a retirada do sulfato de sédio. O filtrado foi
levado ao rotaevaporador (Buchi®, modelo B-490) a 40 °C e pressdo reduzida, para a remogao
do diclorometano. Em seguida, a massa do 6leo essencial foi determinada em uma balanca
analitica (SHIMADZU®, precisao de 0,0001 g) para o célculo do rendimento em base seca da

hidrodestilacdo (Y,), segundo a Equacdo 3.1.

Y, =2 100 3.1)
m

Ss

Em que m, é a massa do 6leo essencial e my é a massa seca da matéria-prima utilizada
na hidrodestilacdo. Apds os procedimentos de extracdo, o 6leo essencial foi colocado em

frasco de vidro e mantido em freezer (-18 °C) até o momento de sua utilizacao nas andlises.

3.2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A HIDRODESTILACAO

A metodologia do planejamento fatorial de experimentos foi utilizada para avaliar as
influéncias da razdo s6lido/agua (massa seca de matéria-prima/volume de dgua) e do tempo de
extracdo sobre o rendimento e a composicdo quimica do 6leo essencial dos frutos da S.
terebinthifolius (teor de terpenos). Na Tabela 3.1, estdo indicados os niveis das varidveis
independentes investigadas neste trabalho, sendo que os valores médximos € minimos foram
definidos de acordo com dados publicados na literatura para a hidrodestilagdo (JANTAN et
al., 2003; BARBOSA et al., 2007; MILOJEVIC et al., 2008; KWEKA et al., 2011; PENG;
DON; TAHREL, 2012; SARTORELLI et al., 2012; COLE et al., 2014).

Tabela 3.1 — Niveis das varidveis independentes da hidrodestilacao

Variavel Nivel
141 1 0 +1  +1,41

Razao sélido/agua (g/L) 17,71 41,05 97,40 153,7 177,1
Tempo de extragdo (h) 1,0 2,0 4,5 7,0 8,0

Fonte: Dados da pesquisa.
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A Tabela 3.2 apresenta a matriz do planejamento experimental, tendo sido

desenvolvido um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com 11 ensaios de

hidrodestilacdo, composto por um planejamento fatorial completo (2%, incluindo quatro

pontos axiais e trés repeticdes no ponto central.

Tabela 3.2 — Planejamento experimental para a hidrodestilagdo

Ensaio Razao sélido/agua (g/L)1 Tempo de extracao (h)’
1 41,05 (-1) 2,0 (-1)
2 153,7 (+1) 2,0 (-1)
3 41,05 (-1) 7,0 (+1)
4 153,7 (+1) 7,0 (+1)
5 17,71 (~1,41) 4,5 (0)

6 177,1 (+1,41) 4,5 (0)
7 97,40 (0) 1,0 (-1,41)
8 97,40 (0) 8,0 (+1,41)
9 97,40 (0) 4.5 (0)
10 97,40 (0) 4,5 (0)
11 97,40 (0) 4,5 (0)

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota:'Valores codificados entre parénteses.

Todos os ensaios apresentados na Tabela 3.2 foram realizados em duplicata e por

ordem aleatéria. Para investigar a cinética de extracdo do 6leo essencial, foram realizados

ensaios de hidrodestilacdo na razdo sélido/dgua de 97,4 g/L, ou seja, no mesmo valor utilizado

nos ensaios do ponto central do DCCR (Tabela 3.2). Para os experimentos cinéticos, foram

utilizados varios frascos para a coleta do 6leo essencial ao longo do tempo, sendo coletados

em intervalos de 20, 30 e 60 minutos até o final da extracdo (8 horas).

Os dados experimentais foram analisados com o auxilio do software STATISTICA®.

Inicialmente, os efeitos significativos das varidveis independentes do processo foram
calculados e com esses resultados foram determinados os coeficientes de regressdo (fo, S,

L1, B2, 22, B12) do modelo codificado (Equacdo 3.2).



51

Yi=Po+ fixi + ﬂ11x12 + foxz + ﬂzzxzz + froxix2 (3.2)

A Equacdo 3.2 é uma equagdo polinomial de segunda ordem que relaciona as respostas
do processo de extracdo (Y;) com as varidveis independentes que foram codificadas segundo a
Tabela 3.1: razdo soélido/dgua (x;) e tempo de extracao (xy).

Para verificar a qualidade de ajuste dos modelos, foi utilizada a Andlise de Variancia
(ANOVA). Em seguida, foram obtidas as superficies de resposta e curvas de nivel, sendo

utilizadas para a definicdo das condi¢des 6timas do processo de hidrodestilagao.

3.2.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS

A caracterizacdo quimica dos compostos volateis das amostras foi realizada por meio
da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). As andlises foram
realizadas em um cromatégrafo a géis (Agilent Technologies, modelo HP-6890) com
espectrometro de massas (Agilent Technologies, modelo HP-5975), operando com impacto de
elétrons de 70 eV e analisador quadrupolo linear. O gés de arraste utilizado foi o hélio, com
vazdo na coluna de 1 mL/min. A temperatura do injetor foi de 220 °C e a temperatura do
detector foi de 250 °C. A coluna capilar utilizada foi uma HP-5MS® (5% fenil e 95%
dimetilpolissiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm de espessura de filme) com programacao
linear de temperatura do forno de 60 a 240 °C e taxa de aquecimento de 3 °C/min (ADAMS,
2007). Previamente a cada analise cromatografica, amostras foram preparadas por meio da
dilui¢do de 10 mg do 6leo essencial em 1 mL de acetato de etila, sendo utilizada uma balanga
analitica de alta precisdo (SHIMADZU®, série AUW220D e precisio de 0,00001 g). Para
injecdo de amostras no sistema CG-EM, foi utilizado um injetor automatico que inseria no
sistema aliquotas de 1 pL de cada amostra com divisdo de fluxo de 30:1.

A identificacdo dos compostos foi efetuada mediante comparacido dos seus espectros
de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (NIST 05, Versao 2.0) e pela
comparacdo dos indices de retencdo obtidos experimentalmente com os valores tabelados
(ADAMS, 2007). O indice de retencdo linear foi calculado por meio da Equacdo 3.3 (VAN
DEN DOOL; KRATZ, 1963), sendo que foram utilizados os dados de tempo de retencao
observados para uma soluc¢do de n-alcanos (Cs—C5y) injetada no cromatégrafo, nas mesmas
condi¢des de operacdo usadas para a andlise cromatogrifica das amostras. A porcentagem
relativa obtida a partir da area do pico dos cromatogramas foi utilizada como um indicativo do

teor dos compostos volateis nas amostras (CHAMORRO et al., 2012).
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to:—lo.
IR, :(MH] 100 (3.3)
t R,c

R c+1 -t

Em que: IR; € o indice de reten¢do do composto i; g ; é tempo de retengdo do composto
i; tg . € 0 tempo de reten¢do do alcano imediatamente anterior a fg;; g +; € tempo de retencdo
do alcano imediatamente posterior a fx;; € ¢ € o nimero de carbonos do alcano imediatamente
anterior a0 composto i.

As amostras também foram monitoradas qualitativamente por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Foram utilizadas como fase estaciondria cromatoplacas de aluminio,
cobertas por uma fina camada de silica gel (Merck®, CCF-C/25, Silica gel 60). As andlises
foram desenvolvidas utilizando-se como fase moével um sistema de solventes (Merck®)
composto de hexano e acetato de etila, 85:15 (v/v). As amostras analisadas foram preparadas
por meio da diluicdo de 10 mg do 6leo essencial em 1 mL de acetato de etila. Um volume de
10 uL das solucdes de amostras foi aplicado com auxilio de uma microsseringa de 25 pL
(Hamilton®), em um ponto proximo ao extremo inferior da cromatoplaca. Para a andlise, a
cromatoplaca foi inserida em cuba de vidro contendo a fase modvel e, por efeito de
capilaridade, a fase moével atinge o topo da placa, sendo esta, entdo, retirada da cuba. Para a
deteccdo dos compostos, as cromatoplacas foram pulverizadas com solu¢do 4cida de
anisaldeido, seguido de aquecimento em estufa a 100 °C até a completa revelagdo dos

compostos.
3.2.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Neste trabalho, foi investigada a atividade antiproliferativa do 6leo essencial dos frutos
da S. terebinthifolius, obtido nas condi¢cdes operacionais da hidrodestilacdo que resultaram em
maiores rendimentos. Os experimentos foram realizados segundo o protocolo descrito por
Monks et al. (1991).

De forma geral, a atividade foi avaliada pela exposi¢c@o de células tumorais humanas a
diferentes concentracdes das amostras investigadas. A avaliagdo da atividade antiproliferativa
foi realizada em nove linhagens celulares tumorais humanas e uma linhagem celular ndo

tumoral, conforme apresentado na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas nos ensaios de
atividade antiproliferativa in vitro e suas densidades de inoculagdo

Linhagem celular LinhagAem- de Densidade Sellllar de inoculacao
referéncia (10" células/mL)

Ovidrio resistente’ NCI-ADR/RES 5,0
Coélon HT29 4,0
Mama MCF7 6,0
Ovdério OVCAR-3 7,0
Prostata PC-3 5,0
Rim 786-0 4,5
Pulmao NCI-H460 4,0
Glioma U251 4,0
Leucemia K562 6,0
Queratin(’)cito2 HaCaT 4,0

Fonte: Della Torre (2013, p.18).
Notas: ' Ovdrio com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos; > Linhagem celular ndo tumoral.

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho eram origindrias de neoplasias
humanas, provenientes de culturas mantidas pela Divisdo de Farmacologia e Toxicologia do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da
UNICAMP e que foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos. As
linhagens celulares se encontram acondicionadas em frascos de manuten¢do de 25 cm’® (T?)
com meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Gibco®) suplementado
com 5% (v/v) de soro fetal bovino (SFB/Gibco®) e 1% (v/v) de penicilina:estreptomicina
(1000 UI/mL:1000 pg/mL), e incubadas a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO,. As
amostras de 6leo essencial foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®) na
concentracdo de 0,1 g/mL. Para a adic¢do a cultura de células, esta solucdo-mae foi diluida em
meio de cultura RPMI com 5% de SFB e penicilina:estreptomicina (2 mg/L), para a
preparagdo das seguintes concentragdes: 0,25; 2,5; 25; e 250 pg/mL.

No inicio dos ensaios, em uma placa de 96 compartimentos (Figura 3.5), foram
inoculados 100 pL de suspensdo celular por compartimento da placa. Da mesma forma,

preparou-se uma placa controle (placa Ty) contendo todas as linhagens celulares utilizadas nos
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experimentos. As placas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C e em atmosfera umida

contendo 5% de COa,.

Figura 3.5 — Representacdo grafica da distribui¢do das amostras na placa de 96 compartimentos utilizada no
ensaio de atividade antiproliferativa
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Fonte: Della Torre (2013, p.19).

Ap6s 24 horas de incubacdo, as amostras diluidas do 6leo essencial (0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL) foram aplicadas a placa (100 pL/compartimento), exceto na 7T (placa controle),
de acordo com a Figura 3.5. Como controle positivo, utilizou-se 0 quimioterapico
doxorrubicina (cloridrato de doxorrubicina®, Europharma) nas concentragdes de 0,025; 0,25;
2,5 e 25 pg/mL (100 pL/compartimento) em triplicata. Em seguida, a placa foi incubada por
48 horas, a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO, e ambiente imido. No momento de adicao das
amostras, as células inoculadas na placa controle 7) foram fixadas com a adicdo de 50
puL/compartimento de 4cido tricloroacético (TCA) a 50% (Sigma-Aldrich®) para determinagdo
da quantidade de células presentes no momento em que as amostras foram aplicadas.

Apds 48 horas de tratamento, as células em que foram adicionadas as amostras
também foram fixadas com 50 pL/compartimento de TCA e incubadas por 1 hora e

temperatura de 4 °C. Apds esse periodo, as placas foram submetidas a quatro lavagens
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consecutivas com 4gua para a remoc¢do dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos
secundérios, sendo mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. Em seguida,
foram adicionados 50 pl/compartimento do corante proteico sulforrodamina B (SRB)
(Sigma—AldriCh®) a 0,4% (m/v) dissolvido em dcido acético a 1% (v/v). As placas foram
incubadas a temperatura ambiente, por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas por quatro
vezes consecutivas, com solu¢do de acido acético 1% (v/v), e, apds secagem completa a
temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150
uL/compartimento de Trizma Base (10 uM, pH 10,5) (Sigma-Aldrich®).

A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a
540 nm (Molecular Devices®, modelo VersaMax). As médias das absorbancias (7;) foram
calculadas descontando o valor de seus respectivos brancos, e o crescimento celular (%C) foi

determinado segundo as consideracOes descritas a seguir:
a) Se T; > C: a amostra estimulou o crescimento celular;

b) Se C > T; > Ty: a amostra apresenta atividade citostética (Equacgado 3.4);

%C=(T"_TOJ]00 (3.4)
C-T

)

c¢) Se T; < Ty: a amostra apresenta atividade citocida (Equacao 3.5);

%c{ ";TOJIOO (3.5)

0

Em que: 7; é média da absorbancia da amostra analisada; C é absorbancia do
controle de célula; e 7)) € a absorbancia das células no dia da adicdo das amostras. Com os
dados calculados de crescimento celular (%C), foram gerados graficos que relacionam esse

crescimento em fun¢do da concentragdo da amostra testada (Figura 3.6).
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Figura 3.6 — Crescimento celular em funcdo da concentracido da amostra testada
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Fonte: Salvi Junior (2013, p. 106).

Legenda:

Gls (growth inhibition of 50%): Concentrag@o para inibir 50% do crescimento celular;
TGI (total growth inhibition): Concentracdo para inibir 100% do crescimento celular;
LCso: (lethal concentration 50): Concentracdo para que ocorra 50% de morte celular.

Na Figura 3.6 os valores positivos (acima de zero e abaixo de 100%) representam
inibicdo do crescimento celular, enquanto que valores negativos (abaixo de zero) representam
morte celular, pois, neste caso, a quantidade de células (aferida pela absorbancia no final do
experimento) € menor do que a que iniciou o experimento (absorbancia em 7j) (MONKS et
al.,, 1991). As concentracdes efetivas Glsy (concentragdo para inibir 50% do crescimento
celular), TGI (concentragdo para inibir 100% do crescimento celular) e LCsy (concentracdo
para que ocorra 50% de morte celular) sdo pardmetros utilizados para mensurar a atividade
antiproliferativa. No presente trabalho optou-se pelo TGI que representa a concentracdo
necessdria para inibir totalmente o crescimento celular. O TGI foi calculado por regressao nao

linear, tipo sigmoidal, utilizando o software Origin 7.5%.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A Figura 3.7 apresenta o perfil por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos

produtos obtidos nos ensaios de hidrodestilagdo do planejamento experimental (Tabela 3.2).

Figura 3.7 — Perfil cromatografico por CCD do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius (ensaios de 1 a
11, nas condicdes operacionais da Tabela 3.2)

Hexano: Acetato de etila (85:15)

&9 & SmmoeOn

L;__ T — T — gt R I ASAHES TS SR 2

1 3 2 4 7 9 10 1 8 5 6

Fonte: Acervo do autor.
Nota: A fase movel utilizada foi o sistema hexano: acetato de etila (85: 15) e os compostos foram revelados
com solug¢do 4cida de anisaldeido.

Segundo Jork et al. (1990), a solucdo acida de anisaldeido, utilizada como revelador
neste trabalho, permite a revelacdo de terpenos em Oleos essenciais e extratos. Desse modo,
conforme observado na Figura 3.7, o perfil por CCD revelou a presenca de terpenos no éleo
essencial dos frutos da S. terebinthifolius. De forma geral, o perfil cromatografico em todos os
produtos foi semelhante, sendo observadas quatro bandas (grupos de compostos de
caracteristicas semelhantes). Estes resultados qualitativos sdo melhores discutidos por meio
dos resultados da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

(Tabela 3.4), que fornece dados quantitativos da composicdo quimica do 6leo essencial.
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Tabela 3.4 — Composi¢cdo quimica do Oleo essencial (CG-EM) dos frutos da S.
terebinthifolius para cada ensaio do planejamento experimental (ensaios de 1 a 11, nas
condig¢des operacionais da Tabela 3.2)

Area relativa (% )2

Composto IR} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

n.i’ - - - - - - - - 0,10 - - -

a-pineno 932 8,14 9,05 8,49 8,92 7,09 7,12 9,20 8,68 7,03 8,68 8,32
Sabineno 969 2,58 2,58 2,27 245 1,77 2,22 2,90 2,34 2,13 2,36 2,37
S-pineno 974 0,87 0,87 0,83 0,87 0,80 0,74 0,92 0,89 0,77 0,83 0,74
S-mirceno 988 3,18 3,19 2,96 3,05 3,19 2,99 3,26 3,05 3,06 3,06 3,11
a-felandreno 1002 1575 17,30 1632 16,73 1567 1632 17,01 1697 1626 1682 16,63
d-3-careno 1008 3505 36,73 33,99 3482 33,78 3461 3655 3491 34,07 3474 3537
a-terpineno 1014 0,21 - 0,20 0,23 0,19 - 0,22 0,24 0,18 0,21 0,23
o-cimeno 1022 1,06 0,94 0,87 0,80 1,19 0,84 1,20 0,89 0,88 0,91 0,92
LiII}oneno 1024 1552 1623 1503 1531 1532 1534 1632 1545 1522 1554 1537
n.i’ - - - - - - - - 0,22 - - -

Terpinoleno 1086 1,48 1,49 142 1,45 1,48 1,56 1,47 1,47 1,53 1,45 1,49
ni’ - 0,18 - - - 0,22 - - 0,25 - - -

d-elemeno 1335 0,60 0,52 0,69 0,61 0,68 0,72 0,46 0,58 0,73 0,61 0,60
ni’ - 0,73 0,66 0,66 0,67 0,67 0,79 0,62 0,59 0,75 0,66 0,66
ni’ - 0,77 0,60 0,71 0,62 0,55 0,89 0,64 0,52 0,88 0,61 0,55
ni’ - 0,61 0,53 0,67 0,70 0,76 0,74 0,37 0,75 0,67 0,73 0,83
Cariofileno 1417 2,75 2,53 2,99 2,76 3,28 3,31 241 2,69 3,32 2,78 2,94
a-himachaleno 1449 0,53 0,45 0,56 0,52 0,57 0,64 0,41 0,47 0,62 0,54 0,55
n.i} - 0,18 - - - 0,22 - - - 0,22 - -

germacreno D 1484 5,92 5,24 6,25 5,46 6,65 6,99 5,10 4,98 6,92 5,67 5,53
a-farneseno 1497 0,46 0,37 0,50 0,45 0,54 0,52 0,33 0,41 0,53 0,43 0,44
d-cadineno 1522 0,29 - 0,39 0,43 0,43 0,40 - 0,41 0,40 0,38 0,46
Elemol 1548 1,04 0,41 1,15 0,82 1,39 1,02 0,33 0,87 1,14 0,89 0,79
germacreno B 1559 0,44 0,33 0,49 0,42 0,54 0,51 0,30 0,38 0,52 0,43 0,41
y-eudesmol 1630 0,61 - 1,00 0,68 1,09 0,60 - 0,68 0,75 0,57 0,57
S-eudesmol 1650 0,26 - 0,41 0,35 0,45 0,32 - 0,33 0,40 0,31 0,32
a-eudesmol 1652 0,49 - 0,79 0,60 0,87 0,51 - 0,59 0,68 0,53 0,55
nil. - - - - - 0,27 - - - - - -

ni’ - 0,28 - 0,36 0,30 0,37 0,30 - 0,28 0,35 0,27 0,26

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas:

'Indice de retencio (ADAMS, 2007);

*Porcentagem relativa obtida a partir da drea do pico dos cromatogramas;
*Nio identificado.

De acordo com os dados da Tabela 3.4, a analise por CG-EM permitiu a detecc¢io de
30 compostos no Oleo essencial dos frutos da S. terebinthifolius, sendo que 21 desses
compostos foram identificados, o que representa, em média, 97% da composi¢do quimica do
6leo essencial. Os compostos majoritdrios do 6leo essencial foram o 0-3-careno (33,78%-
36,73%), o-felandreno (15,67%-17,30%), limoneno (15,03%-16,32%), a-pineno (7,03%-
9,20%) e germacreno D (4,98%-6,99%). De forma geral, esses cinco compostos
correspondem a mais de 80% da composicdo quimica do 6leo essencial. A Figura 3.8
apresenta o cromatograma do 6leo essencial obtido nas condi¢des operacionais do ponto
central do planejamento experimental (ensaio 9 da Tabela 3.2), indicando os monoterpenos
majoritarios presentes no 6leo essencial. Ja a Figura 3.9 apresenta o espectro de massas € a
estrutura quimica do 0-3-careno, componente majoritario do 6leo essencial dos frutos de S.

terebinthifolius.
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Figura 3.8 — Cromatograma (CG-EM) e estrutura quimica dos monoterpenos majoritdrios do 6leo essencial dos
frutos da S. terebinthifolius obtido nas condi¢des operacionais do ponto central do planejamento experimental
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 3.9 — Espectro de massas para: (a) J-3-careno; (b) proposto pela espectroteca NIST 05
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Além dos monoterpenos citados anteriormente (d-3-careno, a-felandreno, limoneno e
o-pineno), € valido destacar os compostos germacreno D e cariofileno, que foram os
sesquiterpenos majoritarios encontrados no 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius.
Ademais, é importante mencionar que os monoterpenos e sesquiterpenos encontrados neste
trabalho foram semelhantes, com ligeiras variagdes, aos resultados relatados na literatura para
o 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius, por exemplo, nos trabalhos de: Barbosa et al.
(2007), que citam os compostos majoritarios o-3-careno, a-felandreno, S-felandreno, a-
pineno, cariofileno e germacreno D; e Cole et al. (2014), que citam os majoritdrios 0J-3-
careno, limoneno, o-felandreno, a-pineno e -cariofileno. As variagdes observadas na
composi¢do quimica do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius podem ser devidas a
diversos fatores, tais como o local de colheita dos frutos e suas condi¢des climdticas; a
variabilidade genética (quimiotipo) da S. terebinthifolius; as etapas de pré-tratamento dos
frutos (moagem, secagem, etc.); o tipo de técnica de extracdo utilizado (hidrodestilacdo ou
arraste a vapor); além das condi¢des operacionais utilizadas nos processos extrativos

(BANDONI, 2003; CHAMORRO et al., 2012; KARAM et al., 2016).
3.3.2 EFEITOS DAS CONDICOES OPERACIONAIS DA HIDRODESTILACAO

Na Tabela 3.5, sdo apresentados os resultados de rendimento da extracdo e teores de
monoterpenos e sesquiterpenos no 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius, obtido em

cada ensaio do DCCR.

Tabela 3.5 — Condigdes operacionais da hidrodestilagdo, rendimento da extragado e teor de
terpenos no dleo essencial dos frutos da S. terebinthifolius

Razao Tempo de  Rendimento Teor de Teor de
Ensaio  sélido/agua extracao da extracio  Monoterpenos Sesquiterpenos

(g/L) (h) (%) (%)’ (%)’
1 41,05 2,0 5,39 84,01 15,99
2 153,7 2,0 5,83 88,38 11,62
3 41,05 7,0 6,48 82,39 17,61
4 153,7 7,0 6,59 84,61 15,39
5 17,71 4,5 5,60 80,70 19,30
6 177,1 4,5 5,91 81,74 18,26
7 97,40 1,0 6,03 89,04 10,96
8 97,40 8,0 6,74 85,47 14,53
9 97,40 4,5 6,67 81,11 18,89
10 97,40 4,5 6,71 84,59 15,41
11 97,40 4,5 7,02 84,54 15,46

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: 'Porcentagem relativa obtida a partir da drea do pico do cromatograma.
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Segundo o indicado na Tabela 3.5, o rendimento da extracao variou de 5,39% (41,05
g/L e 2 horas de extracdo) a 7,02% (97,4 g/L e 4,5 h), com um desvio padrao de 0,2%. O teor
de monoterpenos no 6leo essencial variou de 80,70% (17,7 g/L e 4,5 h) a 89,04% (97,4 g/L e
1 h), com um desvio padrio de 2%. J4 para os sesquiterpenos, o teor variou entre 10,96%
(97,4 g/lLe 1 h) e 19,30% (17,7 g/L e 4,5 h), com um desvio padrdao de 2%. Estes resultados
indicam que o rendimento e a qualidade do dleo essencial dos frutos da S. ferebinthifolius
dependem das condi¢des operacionais do processo de hidrodestilacdo. Assim, os efeitos
padronizados da razdo sélido/dgua e do tempo de extragdo sobre o rendimento da extracio
(Figura 3.10a) e o teor de ¢d-3-careno no 6leo essencial (Figura 3.10b) sdo mostrados nos

diagramas de Pareto da Figura 3.10.

Figura 3.10 — Diagramas de Pareto para as respostas: a) rendimento em base seca; b) teor de J-3-careno no 6leo

essencial.
Razio solido/agua (Q)S 584 Tempo de extracio (L)E Is.s.i
Tempo de extracio (L) lsss Razio solido/agua (L) ’ 2,67
Tempo de extracio (Q)~ 2n Tempo de extragio (Q)[ 267
Razio solido/agua (L) k.ss Razio solido/agua (Q) 19
:
X2 :! 909 &1.\2 -0.871
a) Efeito padronizado (tea) b) Efeito padronizado (tea)

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 3.10, a razdo solido/dgua e o tempo de extracio
apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre o rendimento e a composicao
quimica do 6leo essencial. Esses efeitos estdo de acordo com os resultados descritos por
Milojevic et al. (2008), na extragdo de 6leo essencial de frutos de Juniperus communis L.; e
também por Peng, Don e Tahrel (2012), que otimizaram a extracdo de dleo essencial de
rizomas de Zingiber Cassumunar. Vale mencionar que, na literatura, ndo foram encontrados
estudos que tenham abordado a influéncia das condi¢des operacionais da hidrodestilagao

sobre a qualidade e a quantidade do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius.
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Os efeitos positivos da razio s6lido/dgua sobre as respostas (Figura 3.10) indicam que
um aumento dessa varidvel, do nivel mais baixo para o mais alto, ocasiona um aumento no
teor de 0-3-careno, bem como no rendimento da extracdo. O efeito sobre o teor de d-3-careno
estd de acordo com o esperado, pois, na hidrodestilacdo, uma maior quantidade de dgua (o que
ocorre em menores valores de razdo sélido/dgua) facilita a extracdo de maior nimero de
compostos, o que, consequentemente, diminui o teor de J-3-careno. Por exemplo, no ensaio 1
(41,05 g/L e 2 h) foram extraidos 27 compostos volateis (Tabela 3.4), enquanto que no ensaio
2 (153,7 g/L e 2 h) apenas 19 compostos foram extraidos e, por conseguinte, um maior teor
de o0-3-careno foi observado. De acordo com Milojevic et al. (2008), taxas de extracdo
elevadas sdo observadas em menores valores de razdo sélido/dgua, provavelmente, devido ao
maior contato entre as particulas da matéria-prima e a dgua, assim, tornando o 6leo essencial
mais acessivel para a destilacdo.

Ao ter como base o efeito da razao sélido/adgua sobre o teor de J-3-careno, esperava-se
que uma diminui¢do na razdo sdlido/dgua acarretaria aumento do rendimento devido a
extracdo de um maior nimero de compostos. De fato, conforme a Tabela 3.5, essa tendéncia
foi observada quando se utilizou 4,5 horas de extracdo (ensaios 6 € 9), uma vez que a
diminuicdo da razdo solido/dgua de 177,1 g/L para 97,4 g/L resultou num aumento do
rendimento de extracdo de 5,91% para 6,67%. Em contrapartida, nos ensaios 5 e 9, o aumento
da razdo solido/dgua de 17,7 g/L para 97,4 g/L (em 4,5 horas de extracdo) resultou em um
aumento no rendimento da extra¢do de 5,60% para 6,67%. Assim, estes resultados indicam
que baixos valores de razdo solido/agua (17,7 g/L e 41,05 g/L) acarretam diminui¢do do
rendimento da extra¢do, provavelmente, devido as perdas intrinsecas de 6leo essencial durante
a hidrodestilacao, bem como durante os procedimentos de separacdo do 6leo essencial da
agua.

Segundo a American Spice Trade Association - ASTA (1968 apud CHARLES;
SIMON, 1990; EHLERT et al., 2006), para a quantificacdo do rendimento de 6leo essencial,
de forma precisa, é recomendado utilizar no minimo 75 g da matéria-prima seca, o que
diminui as perdas intrinsecas dos procedimentos experimentais da hidrodestilagcdo. Portanto, a
perda do 6leo essencial com o aumento da quantidade de dgua pode ser devido ao produto
aderido a parede das vidrarias ou até mesmo pode ser atribuida a hidrélise dos constituintes do
6leo essencial na presenca de uma maior quantidade de dgua (MILOJEVIC et al., 2008).

Para melhor visualizacdo dos efeitos da razdo sélido/dgua discutidos anteriormente, na
Figura 3.11, sdo apresentados o rendimento e o teor de monoterpenos no 6leo essencial em

funcdo das condi¢des experimentais do planejamento utilizado neste trabalho (Tabela 3.2).
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Figura 3.11 — Respostas do processo de hidrodestilacao em fun¢do das condi¢des operacionais de extragdo:
a) rendimento em base seca, desvio padrao de 0,2%; b) teor de monoterpenos (drea relativa), desvio padrao

de 2%.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 3.11, os efeitos da razdo sélido/dgua foram mais
evidentes quando se utilizou os menores periodos de extracdo (2 horas), o que indica que o
efeito do tempo de extracao € mais pronunciado do que o efeito da razdo s6lido/dgua. Assim,

de acordo com os diagramas de Pareto da Figura 3.10, o tempo de extracao apresentou efeitos



64

estatisticamente significativos sobre o rendimento da extracdo e também sobre o teor de J-3-
careno. Como esperado, estes resultados indicam que um aumento no tempo de extraciao
ocasiona um aumento no rendimento do Oleo essencial. Em contraste, foi observado um
decréscimo no teor de 0-3-careno, quando se utilizou os maiores tempos de hidrodestilagao,

como se pode visualizar na Figura 3.12.

Figura 3.12 — Variagdo do teor de J-3-careno (area relativa), desvio padrdo de 0,7%, em fun¢do de diferentes
periodos de extracdo utilizados na hidrodestilagao

ES
=

[*5)
=]

,,
(=]
*—

[¥%)

™
(=%
. ==

[¥%)
LA

[F5)
ey

Teor de 6-3-careno (")

[F%)
[¥¥)

i] 1 2 3 4 5 6 7
Tempo de extracio (h)

=]
=]

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: Os ensaios foram realizados utilizando uma razao sélido/dgua de 97,4 g/L.

Conforme observado na Figura 3.11b, a mesma tendéncia foi observada para os
monoterpenos, ou seja, deu-se um decréscimo no teor de monoterpenos com o aumento do
tempo de extracdo. Estes resultados podem ser explicados pela extracdo de um maior nimero
de compostos ao longo do tempo. Por exemplo, no ensaio 7, em que se utilizou um tempo de
extracdo de 1 hora (97,4 g/L), 20 compostos foram extraidos (Tabela 3.4). Por sua vez,
quando se utilizou 8 horas de extracdo (ensaio 8), foram observados 28 compostos no 6leo
essencial. Obviamente, os compostos adicionais que foram extraidos em tempos mais longos
de extragdo reduziram as porcentagens relativas dos compostos mais leves, como os
monoterpenos. Esses componentes extraidos em tempos de extracdo mais longos, tais como
sesquiterpenos, sdo particularmente menos volateis que os monoterpenos. Os efeitos do tempo
de extracdo estdo em completa concordancia com os resultados relatados por Chatzopoulou e

Katsiotis (1995), na extracao de 6leo essencial de frutos de Juniperus communis.
3.3.3 CINETICA DA HIDRODESTILACAO

Na Figura 3.13, € apresentada a cinética da hidrodestilagdo em uma razao sélido/dgua

de 97,4 g/L. Lembrando que essa razdo foi a mesma utilizada no ponto central do
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planejamento experimental (Tabela 3.5), sendo vdlido ressaltar que tal condi¢do apresentou

um dos maiores rendimentos de extracao.

Figura 3.13 — Varia¢ao do rendimento da extracao (desvio padrdo de 0,2%) ao longo do tempo, para uma razao

s6lido/dgua de 97,4 g/L.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Pela Figura 3.13, é possivel perceber que a cinética da extracdo apresentou um
comportamento tipico de processos de hidrodestilagdo, com dois periodos caracteristicos
(MILOJEVIC et al.,, 2008; PENG; DON; TAHREL, 2012). Durante a fase inicial da
hidrodestilacdo (denominada de fast oil distillation), grande quantidade de 6leo essencial foi
extraida em um tempo muito curto. Por exemplo, em 20 minutos de extracio (primeiro ponto
da curva indicada na Figura 3.13), aproximadamente, 70% da massa total do 6leo essencial
foram obtidos. Nesse periodo, provavelmente, ocorreu a extracao do soluto de facil acesso, ou
seja, o produto contido na superficie externa das particulas devido a ruptura das células
durante o processo de moagem (o termo ‘“célula” ¢ usado aqui para designar uma cavidade
que contém o Oleo essencial, € ndo no sentido biolégico da palavra). Na udltima fase da
hidrodestilacdo (designada por slow oil distillation), provavelmente, ocorreu a difusdo do 6leo
essencial (presente nos reservatorios intactos) do interior das particulas para a superficie
delas, sendo seguida pela destilacdo do 6leo essencial na superficie. Assim, nesta etapa final
da extragao, todo o dleo essencial foi retirado do interior das particulas, e a hidrodestilagao foi
controlada pela difusdo do 6leo essencial no interior do sélido.

A definicdo do tempo ideal para a hidrodestilacdo depende da finalidade para a qual o
6leo essencial serd utilizado. Assim, como se pode ver na Figura 3.13, se o objetivo for a
obtencdo de maiores rendimentos, periodos de extracdo na faixa de 2,5 a 4,5 horas sao

suficientes para garantir a exaustdo da matéria-prima: no tempo de 2,5 horas de extracdo,
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aproximadamente, 95% da massa total do 6leo essencial foram obtidos; e, no tempo de 4,5
horas de extracdo, foram obtidos em torno de 99% da massa final do 6leo essencial. Portanto,
em termos econdmicos, recomenda-se utilizar um tempo de extra¢do préximo de 2,5 horas,
pois ird garantir um menor consumo de energia e ainda altos rendimentos de 6leo essencial.
Por outro lado, se o objetivo for a extracdo de maior quantidade de sesquiterpenos, periodos
mais longos de extracdo sdo recomendados para a hidrodestilagdo, conforme observado na
Figura 3.14, que ilustra os perfis cromatograficos (CCD e CG-EM) do 6leo essencial obtido

ao longo do tempo de extracdo, utilizando uma razao sélido/dgua de 97,4 g/L.

Figura 3.14 — Variagdo na composi¢do quimica do dleo essencial ao longo do tempo de extracdo: a) Perfil por
CCD; b) Variagdo no teor de monoterpenos e sesquiterpenos por CG-EM (érea relativa e desvio padrao de 2%)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Notas:

- 9 é o ensaio do ponto central indicado na Tabela 3.5 (97,4 g/L e 4,5 h);

- O ensaio cinético foi realizado utilizando uma razdo sélido/dgua de 97,4 g/L (periodos de 20 min a 480 min);

- A fase mével utilizada na CCD foi o sistema hexano:acetato de etila (85:15) e os compostos foram revelados
com solugdo 4cida de anisaldeido.

Conforme observado na Figura 3.14a, os perfis por CCD apresentaram, de forma
geral, quatro bandas em todos os produtos obtidos ao longo do tempo de extracdo. Entretanto
foram observadas diferencas significativas entre os perfis ao longo do processo de
hidrodestilacdo. Estes resultados qualitativos sao melhores discutidos por meio dos resultados
da CG-EM (Tabela 3.6), que fornece dados quantitativos da composi¢do quimica do dleo

essencial ao longo do tempo de extragao.
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Tabela 3.6 — Varia¢do na composicio quimica (CG-EM) ao longo do tempo de extracio para
a hidrodestilagdo realizada em uma razao sélido/dgua de 97,4 g/L.

Area relativa (% )2

Composto IR 20min 40min 60min 90min 150 min 210 min 270 min 480 min
a-pineno 932 981 5,27 4,28 5,11 2,71 1,61 0,52 0,14
Sabineno 969 3,03 1,27 0,65 0,46 0,18 - - -
S-pineno 974 0,91 0,58 0,46 0,48 0,30 0,23 - -
S-mirceno 988 341 2,60 2,06 1,78 1,08 0,57 0,25 -
a-felandreno 1002 17,68 14,83 11,83 1048 6,46 3,48 1,60 0,12
5-3-careno 1008 3826 3142 2583 24,12 15,69 9,08 4,32 0,28
a-terpineno 1014 0,20 0,26 0,29 0,27 0,19 - - -
o-cimeno 1022 1,33 0,85 0,63 0,48 0,31 0,25 0,20 -
Limoneno 1024 1691 14,52 11,57 9,73 6,15 3,24 1,60 0,27
y-terpineno 1054 - 0,33 0,37 0,34 0,27 0,17 - -
Terpinoleno 1086 1,51 1,65 1,40 1,13 0,80 0,44 0,25 -
ni’ - - 0,59 0,69 0,40 0,24 - - 0,15
ni’ - - - - - - - - 0,15
ni’ - - - - - - - - 0,17
ni’ - - - - - - 0,34 0,38 0,29
5-elemeno 1335 0,28 1,27 1,80 1,78 1,99 1,49 1,20 1,10
Cariofileno 1417 1,77 5,07 6,86 6,90 7,59 6,65 5,76 4,94
ni’ - - - - - 0,36 0,34 - 0,31
a-himachaleno 1449 0,29 1,03 1,56 1,67 2,01 1,90 1,65 1,40
a-humuleno 1452 - 0,35 0,55 0,57 0,70 0,59 0,52 0,43
y-muuroleno 1478 - - 0,31 0,54 1,14 1,52 1,38 1,16
germacreno D 1484 343 1129 1479 14,02 13,02 8,89 6,23 5,43
ni’ - - - - - 0,50 0,57 0,51 0,41
a-farneseno 1497 - 0,81 1,28 1,53 1,95 1,91 1,71 1,53
a-muuroleno 1500 - - - 0,28 0,57 0,73 0,77 0,68
d-amorfeno 1511 - - - - 0,53 0,57 0,53 0,45
y-cadineno 1513 - - - 0,28 0,58 0,76 0,80 0,75
d-cadineno 1522 - 0,55 1,19 1,60 2,70 3,37 3,46 2,90
ni’ - - - - - - 0,27 0,29 0,25
ni’ - - - - - - 0,18 0,21 0,19
Elemol 1548 - 0,80 2,04 3,09 5,82 7,99 8,63 5,55
germacreno B 1559 - 0,79 1,30 1,43 1,79 1,71 1,49 1,06
ni’ - - - - 0,27 0,44 0,56 0,49 -
y-eudesmol 1630 - - 0,96 1,88 5,03 9,51 13,85 19,58
ni’ - - - - 0,40 1,08 2,00 2,69 2,76
S-eudesmol 1650 - - 0,51 1,05 2,94 5,71 8,01 10,36
a-eudesmol 1652 - - 0,78 1,59 4,36 8,48 12,05 16,13
ni’ - - - - - - - 0,48 0,50
n.i’ - - - - - - - 0,37 0,73

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas:

'Indice de reten¢io (ADAMS, 2007);

*Porcentagem relativa obtida a partir da drea do pico dos cromatogramas;
?Nao identificado.



68

De acordo com a Tabela 3.6, durante a hidrodestilacdo, cada classe de terpenos
apresentou a sua propria cinética de extracdo. De forma geral, o teor de monoterpenos
diminuiu com o tempo de extragdo e, consequentemente, o teor de sesquiterpenos aumentou
ao longo do tempo de extracdo (Figura 3.14b). Essa mesma tendéncia foi citada por Barbosa
et al. (2007), que também investigaram a cinética da hidrodestilacdo dos frutos da S.
terebinthifolius. Os autores referem que, em geral, os monoterpenos foram quase que
completamente extraidos durante os primeiros 20 minutos da hidrodestilacao, o que indica a
influéncia da volatilidade dos compostos durante o processo de hidrodestilacdo. De acordo
com Chatzopoulou e Katsiotis (1995), durante a fase inicial da hidrodestilagao, compostos
como os monoterpenos sdo destilados rapidamente devido a sua volatilidade relativamente
elevada. Outra hipdtese que pode explicar a variacdo quimica dos terpenos, durante a
hidrodestilacdo, sugere que os sesquiterpenos € os monoterpenos estdo localizados em
diferentes estruturas de armazenamento, conforme citado por Mettal et al. (1988). Assim, o
soluto de fécil acesso € composto majoritariamente por monoterpenos, enquanto o soluto de
dificil acesso € composto por sesquiterpenos. No entanto estudos especificos sdo necessarios

para identificar uma relagdo definitiva entre esses fendmenos.

3.3.4 OTIMIZACAO DA HIDRODESTILACAO

Mediante os dados experimentais indicados na Tabela 3.5 e com o auxilio do software
STATISTICA®, foi avaliado o ajuste de modelos matematicos (Equacdo 3.2) para o
rendimento da extracdo (Equacdo 3.6) e também para o teor de J-3-careno no 6leo essencial
(Equacdo 3.7) em funcdo da razdo sdlido/dgua (x;) e do tempo de extracdo (x,), varidveis

codificadas segundo a Tabela 3.1.

Y, = 6,80 +0,124x; — 0,522x,” + 0,357x, — 0,207x,” (3.6)

Teor de d-3-careno = 34,52 + 0,4605x; — 0,6612x, + 0,6125x, (3.7)
Para avaliar a qualidade de ajuste dos modelos codificados, nas Tabelas 3.7 e 3.8 sdo

apresentados os resultados da Andlise de Variancia (ANOVA) para os modelos, sendo que os

valores apresentados foram gerados pela tabela ANOVA do software STATISTICA®.
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Tabela 3.7 — ANOVA do modelo preditivo para o rendimento da extracao (Equagdo 3.6)

Fontes de Somade Grausde Quadrado

2
Variacao Quadrados Liberdade  Médio Fea Fia R
Regressao 2,70 4 0,674

21,1 4 4
Residuos 0,192 6 0,0319 ’ 3 0,93
Falta de ajuste 0,118 4 0,0296
0,805 19,2 -
Erro puro 0,0734 2 0,0367 ’ ?
Total 2,89 10 - - - -

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda:

F ., Distribuicdo de Fischer (calculada).
F.;: Distribui¢do de Fischer (tabelada).
R”: Coeficiente de determinagdo.

Tabela 3.8 — ANOVA do modelo preditivo para o teor de d-3-careno (Equagao 3.7)

Fontes de Somade Grausde Quadrado F F R?
Variacao Quadrados Liberdade Médio cal tab
Regressao 7,51 3 2,50
Residuos 1,64 7 0,235 10,7 4,35 0.821
Falta de ajuste 0,797 5 0,159
0,377 19,3 -
Erro puro 0,845 2 0,423 ’ %
Total 9,16 10 - - - -

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda:

F.;: Distribuicdo de Fischer (calculada).
F.;: Distribui¢do de Fischer (tabelada).
R”: Coeficiente de determinagdo.

Segundo os resultados assinalados nas Tabelas 3.7 e 3.8, observa-se que apenas o
modelo que descreve o rendimento da extracdo (Equagdo 3.6) pode ser considerado valido,
pois, de acordo com a Tabela 3.7, verifica-se que: o coeficiente de determinacao (R?) é maior
que 0,9; o F,, da regressdo em relacdo aos residuos € superior ao Fy,; € 0 Fy da falta de
ajuste em relacdo ao erro puro € inferior ao Fy,. Desse modo, ao ajustar aos dados
experimentais da hidrodestilacdo, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos, com isso,
satisfazendo os requisitos para a constru¢do da superficie de resposta e curva de nivel (Figura

3.15).
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Figura 3.15 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para o rendimento da extragdo, em base seca,
em fun¢do da razdo s6lido/dgua e do tempo de extragdao

~

>
»

7n & 70 974 130 184 1771

Razdo sélido/agua (g/L)

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com o ilustrado pela Figura 3.15 e ja relatado anteriormente, o rendimento
do 6leo essencial depende das condicdes operacionais da hidrodestilagdo. Como j4 discutido,
um aumento no tempo da extracdo acarretou no aumento do rendimento devido a extracdo de
maior nimero de compostos ao longo do tempo de extracdo. Ja para a razdo sélido/dgua,
foram observados dois efeitos opostos: na faixa de 177,1 a 97,4 g/L. deu-se um aumento no
rendimento com a diminuic¢ao da razao sélido/dgua, devido a extracdo de um maior nimero de
compostos; ja na faixa de 17,1 g/L até aproximadamente 97,4 g/L observou-se diminui¢do no
rendimento com a diminui¢dio da razdo sdlido/dgua, provavelmente, devido as perdas
intrinsecas de 6leo essencial durante a hidrodestilacdo. Essa mesma tendéncia do efeito da
razdo solido/agua foi encontrada por Peng, Don e Tahrel (2012), que realizaram a otimizacao
da extragdo de 6leo essencial de rizomas de Zingiber Cassumunar.

A definicdo das condi¢des 6timas para a hidrodestilagdo depende da finalidade para a
qual o 6leo essencial serd utilizado. Portanto, tendo como base a Figura 3.15, se o objetivo for
a exaustdo da matéria-prima, as seguintes condi¢des deverdo ser utilizadas na hidrodestilagao
(Y, > 6,8%): razdo sélido/agua de 70 a 130 g/L; e tempo de extragio de 4,5 a 8 horas. E valido
ressaltar que, em termos de consumo de energia, recomenda-se utilizar o tempo minimo de

extracdo. Ademais, € interessante mencionar que a faixa de razdo sélido/dgua definida como
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ideal estd de acordo com os valores recomendados pela Farmacopeia Brasileira para a

extragdo de dleos essenciais em drogas aromadticas (ANVISA, 2010).

3.3.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DO OLEO ESSENCIAL

O produto obtido nas condi¢des operacionais da hidrodestilacdo que resultaram nos
maiores rendimentos de extracdo (com a completa exaustdo da matéria-prima) foi utilizado
para investigar a atividade antiproliferativa dos compostos volateis dos frutos da S.
terebinthifolius. Assim, na Figura 3.16, sdo apresentados os resultados dos ensaios de
atividade antiproliferativa in vitro do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius obtido nas

condi¢Oes experimentais do ponto central do DCCR (97,4 g/L e 4,5 horas de extra¢do).

Figura 3.16 — Crescimento celular de cada linhagem celular, apds 48 horas de exposicdo, em funcdo de
diferentes concentracdes de 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius

- U251: glioma
¥~ MCF7:mama
4 NCI/ADR-RES :ovério com resisténcia
766-0:rim
- NCI-H460:puimio
§ PC-3:prostata
@ OVCAR-3:0virio
HT29 :cdlon
& K-562:leucema
-9 HaCaT :queratinocito

Crescimento Celular (26)

mmq_mm
10° 10° 10025 125 w2 20

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme se pode visualizar na Figura 3.16, o dleo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius apresentou o seguinte perfil de atividade antiproliferativa: pouca inibicao do
crescimento celular para mama e c6lon na concentragdo de 0,25 pg/mL; atividade citostatica e
seletiva para queratinécito (0,25 pg/mL e 2,5 pg/mL) e na concentragdo de 2,5 pg/mL para
c6lon e mama; e atividade citocida e seletiva na concentracdo de 0,25 pg/mL para glioma,

ovdrio com resisténcia, rim, pulmao, prdstata, ovério e leucemia.
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As concentracdes efetivas TGI (concentracdo para inibir 100% do crescimento
celular), para cada linhagem celular, estdo indicadas na Tabela 3.9; lembrando que esse

parametro foi utilizado neste trabalho para mensurar a atividade antiproliferativa.

Tabela 3.9 — Concentracao efetiva TGI (ug/mL) para cada amostra
frente as linhagens testadas

Linhagens celulares Doxorrubicina® Oleo.
essencial
U251 (glioma) 2,58 0,13
MCF7 (mama) 1,47 5,36
NCI-ADR/RES (ovario resistente) 2,35 0,02
786-0 (rim) 1,41 0,04
NCI-H460 (pulmao) 0,34 0,17
PC-3 (préstata) 1,93 0,08
HT29 (célon) 25 5,75
K562 (leucemia) 2,7 0,08
HaCaT (quelr:':ltinc’)cito)l 0,29 4,48

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: ' Linhagem ndo tumoral humana; * Controle positivo.

Segundo Fouche et al. (2008), a atividade antiproliferativa pode ser classificada em
quatro categorias: inativa (TGI>50 pg/mL); atividade fraca (15 pug/mL<TGI<50 pg/mL);
atividade moderada (6,25 pg/mL<TGI<15 pg/mL); e atividade potente (TGI<6,25 ug/mL).
Assim, como exposto na Tabela 3.9, o 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius revelou
atividade classificada como potente para todas as linhagens celulares investigadas. Os
resultados mais promissores foram contra cancer de rim (TGI=0,04 pg/mL), ovéario com
fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos (TGI=0,02 pg/mL), prostata (TGI=0,08 pg/mL) e
leucemia (TGI=0,08 pg/mL). Portanto, estes resultados indicam que os compostos volateis
dos frutos da S. terebinthifolius sdo os metabolitos ativos responsdveis pela atividade
antiproliferativa previamente destacada.

Especificamente para o cincer de mama, a atividade foi classificada como potente
(TGI=5,36 pg/mL), o que estd de acordo com os resultados de Bendaoud et al. (2010), que
citam uma atividade antiproliferativa promissora (citotoxicidade) do 6leo essencial dos frutos
de S. terebinthifolius em uma linhagem de cancer de mama (MCF-7). Esses autores sugeriram
que os sesquiterpenos podem ser os metabdlitos ativos responsdveis pela atividade
antiproliferativa. De fato, os efeitos citotéxicos dos sesquiterpenos foram previamente

descritos em vdrias linhagens de células tumorais humanas (AHMED et al., 2004; SIBANDA
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et al., 2004; LEGAULT; PICHETTE, 2007; LOIZZO et al., 2008; HONG et al., 2014). No
entanto estudos adicionais sdo necessdrios para estabelecer uma relacao definitiva entre esses

compostos e a atividade antiproliferativa do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius.

3.4 CONCLUSOES

A metodologia de superficie de resposta, tendo como base um planejamento fatorial
de experimentos, permitiu estabelecer as condi¢des ideais do processo de hidrodestilacao dos
frutos da S. terebinthifolius, para as condi¢des operacionais analisadas neste trabalho. Essa
informacao é extremamente importante para reduzir os custos de producdo, bem como para
avaliar os efeitos das condi¢Oes operacionais da hidrodestilacdo sobre a qualidade do dleo
essencial. Os resultados revelaram que o rendimento e a qualidade do 6leo essencial dos
frutos de S. rerebinthifolius foram influenciados tanto pela razdo s6lido/dgua como pelo tempo
da extracdo. A cinética da extracdo apresentou um comportamento tipico de processos de
hidrodestilacdo, isto €, exibiu um periodo inicial de destilacio, denominado fast oil
distillation, seguido do periodo final conhecido como slow oil distillation, em que a difusdo
do ¢6leo essencial no interior das particulas foi o mecanismo controlador do processo da
extracdo. Para a defini¢do das condicdes 6timas para a hidrodestilacdo, € necessario conhecer
a finalidade para a qual o dleo essencial serd utilizado. Por exemplo, se o objetivo for a
obtencdo de maiores rendimentos, a hidrodestilacio deverd ser realizada nas seguintes
condi¢des Otimas: razdo sélido/dgua de 70 a 130 g/L; e tempo de 4,5 a 8 horas de extragao,
sendo que, em termos de consumo de energia, recomenda-se utilizar o tempo minimo de
extracao.

O oleo essencial dos frutos de S. terebinthifolius, obtido nas condi¢des de maiores
rendimentos, apresentou atividade antiproliferativa classificada como potente para todas as
linhagens celulares investigadas, sendo observados resultados mais promissores contra cancer
de rim, ovdrio com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos, prostata e leucemia.
Portanto, estes resultados assinalam que os compostos volateis dos frutos da S.
terebinthifolius sdo compostos bioativos com potencial interesse farmacolégico para o
tratamento de alguns tipos de cancer. Os compostos majoritarios no 6leo essencial foram o o-
3-careno, a-felandreno, limoneno, a-pineno, germacreno D e cariofileno. Sugere-se, para
trabalhos futuros, o fracionamento do o6leo essencial para o melhor entendimento dos

compostos quimicos responsaveis por cada atividade antiproliferativa.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DA SECAGEM SOBRE PARAMETROS QUALITATIVOS DOS
FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi: efeitos sobre compostos voléteis e producao

de pimenta-rosa; e modelagem da cinética de secagem

Neste capitulo, explana-se acerca da influéncia da secagem sobre parametros
qualitativos dos frutos de S. terebinthifolius, sendo investigados modelos matematicos para a

previsdo da cinética de secagem.

4.1 INTRODUCAO

Assim como a escolha do processo de extracdo e de suas condi¢des operacionais ideais
afetam a producdo de dleo essencial, o monitoramento da qualidade da matéria-prima também
¢ fundamental para garantir a qualidade do produto, pois a sua composi¢do quimica e,
consequentemente, suas atividades bioldgicas sdo influenciadas por etapas de pré-tratamento,
tais como a moagem e a secagem. A secagem ainda € o método mais utilizado para a
preservacdo de produtos agricolas (frutas, legumes, graos, especiarias, etc.), uma vez que esse
processo contribui para a preservacdo das caracteristicas originais do produto por longos
periodos de armazenamento. Entretanto, caso as condi¢Oes operacionais da secagem nao
sejam controladas de forma adequada, alguns efeitos desfavordveis sobre a matéria-prima
processada sdo observados, como mudancas indesejdveis na coloracdo do produto e perdas de
compostos voliteis (RAMASWAMY; MARCOTTE, 2006; FIGIEL et al., 2010; KARAM et
al., 2016). Por essa razdo, € importante estabelecer a padronizacdo de metodologias de
processamento como forma de melhorar a qualidade da matéria-prima, o que € fundamental
para a eficdcia da cadeia produtiva da industria de 6leos essenciais.

Além de seu uso visando a preservacdo de principios ativos, a secagem da matéria-
prima € uma etapa de pré-tratamento fundamental para o processo de extracdo com fluido
supercritico. Assim, matérias-primas contendo mais de 10% de umidade, em base umida,
requerem um processo de secagem antes da extragdo com fluido supercritico (MEIRELES,
2003), pois o alto conteido de umidade reduz o contato da matriz sélida com o solvente,
atuando como uma barreira para a difusdo do fluido na amostra, o que pode reduzir o
rendimento da extracdo (SAHENA et al, 2009). Outra aplicacio da secagem € no

beneficiamento dos frutos da S. ferebinthifolius para a producdo de pimenta-rosa, em que a



75

secagem € uma etapa indispensavel. A producido da pimenta-rosa, embora simples, atende a
requisitos rigidos de qualidade impostos pelo mercado externo. A secagem tem como
finalidade aumentar a vida de prateleira e agregar valor aos frutos, realcando o sabor e a
aparéncia do produto. Também a remoc¢do de grande parte da d4gua contida no material torna o
transporte e a embalagem economicamente mais vantajosos. No entanto, se a secagem nao for
realizada adequadamente, a qualidade da pimenta-rosa é comprometida, bem como sua
comercializacao.

Em consonancia com o exposto anteriormente, o objetivo deste trabalho foi investigar
a influéncia da secagem sobre aspectos qualitativos dos frutos da S. terebinthifolius, com isso,
visando tanto a preservagdo dos principios ativos dos 6leos voldteis como a produgdo da
especiaria pimenta-rosa. Ademais, modelos matemdaticos foram ajustados aos dados
experimentais da cinética de secagem, em camada delgada, intencionando a simulacdo do
processo, bem como avaliar os fendmenos envolvidos durante a secagem dos frutos da S.

terebinthifolius.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 MATERIA-PRIMA

Para a realizacdo deste estudo, um segundo lote de frutos da S. terebinthifolius foi
coletado em maio de 2015 (Lote B), no municipio de Aracruz, Espirito Santo. Foi realizada
uma classificacdo manual da matéria-prima, sendo separadas impurezas (folhas, galhos, etc.) e
também os frutos que se apresentavam danificados e verdes. As amostras foram
acondicionadas em embalagens plasticas herméticas e mantidas em freezer (-18 °C) até o

inicio dos ensaios.

4.2.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

O conhecimento de parametros fisicos de sistemas particulados é fundamental no
projeto, na modelagem e na otimizacao de muitas operacdes de processamento de alimentos,
tais como a secagem. Embora uma quantidade considerdvel de dados sobre propriedades
importantes para muitos produtos agricolas ja tenha sido relatada na literatura, vale a pena
mencionar que nenhum estudo detalhado sobre as propriedades fisicas dos frutos da S.

terebinthifolius foi relatado até o momento. Desse modo, para a caracterizacio fisica dos
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frutos (frescos e secos), os seguintes parametros foram determinados: conteido de umidade;
diametro médio; massa especifica; porosidade; “peso” de 1000 frutos; e coloracdo da matéria-
prima (Sistema CIELAB). Para estimar o erro padrao, associado a cada medida, calculou-se o
desvio padrdo (S) (Equagdo 4.1), que mede o grau de dispersdao dos valores em relagdo ao

valor médio (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

{ _
Z(yi - )7)2
i1

= 4.1)

Em que y; € o valor medido da variavel, y € a média dos valores medidos e / € nimero

de experimentos realizados. Os métodos empregados na medida de cada pardmetro fisico sdo

descritos a seguir.
4.2.2.1 Contetiido de umidade

Neste trabalho, o conteido de umidade em base seca (M) e contetido de umidade em
base umida (M*) foram determinados para analisar a umidade dos frutos de S. terebinthifolius.

Esses parametros estio relacionados por meio da Equacgdo 4.2.

M *
M = 4.2
— M * (4.2)
O conteudo de umidade em base seca foi determinado por meio da Equacgao 4.3.
m U B mSS
M =——" 4.3)
mA

Em que my, € a massa umida de sélido e m,, é a massa seca de s6lido. A massa seca foi
determinada pelo método de estufa a vacuo, no qual as amostras foram mantidas em estufa a
vacuo (Quimis®, Q819V2), a temperatura de 70 °C e durante 24 horas (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2000; INSTITUTO ADOLFO LUTZ -
TAL, 2008). Essas condicOes levaram a massas constantes, sendo que este método €

fundamentado na perda de umidade e volateis. Logo apds a secagem, o material foi retirado



77

da estufa e colocado em um dessecador, contendo silica gel, até esfriar. Em seguida, a massa

da amostra foi determinada em balancga analitica (SHIMADZU® AUY?220, precisao de 0,0001
g)-

4.2.2.2 Diametro médio dos frutos

Para determinar a granulometria dos frutos da S. terebinthifolius, amostras
representativas foram classificadas de acordo com a série padrdo de peneiras Tyler de 1/4" a
7 mesh (Granutest®). O peneiramento foi realizado utilizando um agitador de peneiras
(Bertel®, modelo 302) em frequéncia mdxima e por um tempo de 20 minutos. As massas
retidas em cada peneira foram determinadas em uma balanca semianalitica (SHIMADZU®,
precisdo de 0,01 g). O didmetro médio de Sauter (d,s) foi calculado para representar o

tamanho médio dos frutos, calculado segundo a Equacgdo 4.4.

dy =73 (44)
3

Em que x; é fracdo massica do material retido na i-ésima peneira e D; € o didmetro

médio das particulas retidas na i-ésima peneira, calculado conforme a Equacao 4.5.

Em que: d; € abertura nominal da i-ésima peneira, pela qual a particula ficou retida; e
d;.; € abertura nominal de uma peneira maior que a i-ésima peneira, pela qual a particula

passou.

4.2.2.3 Massa especifica e porosidade

A massa especifica aparente de um fruto (p,) foi determinada pela razdo entre a

massa (m,) e o volume total (aparente) da particula (V,), conforme a Equacao 4.6.

Py =" (4.6)
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A massa da particula (m,) foi determinada a partir das medidas de peso de 1000 frutos
(Wi000), que foi determinado conforme o método descrito pela International Seed Testing
Association (ISTA, 2008) e pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2009). Assim, a massa de 1000 frutos foi determinada em uma balanca analitica
(SHIMADZU® AUY220, precisdo de 0,0001 g). Considerando os frutos da S. terebinthifolius
como esferas (## = 1), o volume aparente de um fruto foi calculado (Equacdo 4.7) em funcdo

do didmetro médio de Sauter.

d
y = 4.7)

A massa especifica bulk (pp,i) foi determinada a partir das medidas de massa (m;) e

volume (V;) de amostras dos frutos de S. terebinthifolius, conforme a Equacdo 4.8.

P _m 4.8
bulk v (4.8)

Para esta andlise, uma quantidade conhecida de frutos foi colocada em uma proveta de
2 L, sendo o material acomodado de tal forma que ndo ficasse compactado. Em seguida, foi
realizada a leitura do volume pela escala graduada da proveta. A massa foi determinada por
meio de uma balanga semianalitica (SHIMADZU®, precisao de 0,01 g). A porosidade bulk

do leito (g5) foi determinada por meio da Equacao 4.9.

g, = 1 Lo 4.9)
pp

4.2.2.4 Analise colorimétrica

A cor dos frutos da S. terebinthifolius foi analisada segundo o sistema CIELAB, com o
auxilio de um colorimetro manual (Hunter Lab® Mini Scan XE, Modelo 4510-L). Assim, os
parametros de cor foram expressos pelas seguintes coordenadas: L* que mede a variacdo da
luminosidade entre o preto e o branco (L*=0 para preto e L*=100 para branco); a* que mede a
tonalidade vermelha/verde (+a*=vermelho e -a*=verde); e b* que mede a tonalidade

amarela/azul (+b*=amarelo e -b*=azul). O colorimetro foi previamente calibrado com placas
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padrao de ceramica das cores branca e preta. Para a medi¢do dos parametros de cor, foi
utilizado como referéncia o iluminante D65 e angulo de observacdo de 10°. A partir das
coordenadas L*, a* e b* foi determinada a diferenca de cor total (4F), calculada conforme a
Equacao 4.10, que permite avaliar a alteracdo de cor total do produto em relacio a uma

amostra padrao.

AE = J(L*—L,*F +(a*—a,* +(b*-b,*) (4.10)

Em que Lo*, ap*, bp* sdo os valores da amostra adotada como referéncia para avaliar

as diferencas de cor.
4.2.3 SECADOR

A secagem dos frutos da S. terebinthifolius foi realizada em um secador convectivo de
bandejas com fluxo de ar ascendente (Figura 4.1). O equipamento estd instalado no
Laboratorio de Fluidodindmica e Secagem (LFS), da Faculdade de Engenharia Quimica

(FEQ) da UNICAMP, e fo1 gentilmente cedido para a realizacao deste trabalho.

Figura 4.1 — Diagrama esquemdtico do secador de bandeja

1
1) Soprador radial 5) Sistema de aquecimento
2) Valvula manual 6) Controle de temperatura
3) Pressiao estatica na linha 7) Vaso de secagem

4) Placa de orificio

Fonte: Adaptado de Cavalcante (2003, p. 54).
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O secador (Figura 4.1) foi alimentado com ar, a temperatura ambiente, por um
soprador radial (1) do tipo CRE-02, com motor de 0,75 cv e acoplado a um filtro e
atenuador. O ajuste da vazao de ar no sistema foi realizado por uma valvula manual (2). No
secador, o ar escoou pela tubulagdo e passou por um ponto de tomada de pressao estatica
na linha (3), acoplado a um manémetro diferencial de tubo em “U” (5), que utiliza dgua
como fluido manométrico e possui um dos lados abertos para a pressdo atmosférica. Em
seguida, o ar passou por uma placa de orificio (4), com 20 mm de didmetro de orificio e
acoplada a um mandmetro diferencial de tubo em “U”, que, também, utiliza 4gua como fluido
manométrico. As duas tomadas de pressdo forneceram dados que foram utilizados para
determinar a vazdo madssica de ar no equipamento (Q). Desse modo, a vazao madssica de ar,

em kg/min, foi calculada por meio da Equacdo 4.11 (OWER; PANKHURST, 1977).

1 P
=R,.y.a.A - Ah- 4.11
Q=R,y 2\/]_%2 XT (4.11)

Em que Ah € a queda de pressdo na placa de orificio (em cmH»0O), T € temperatura do
ar a montante da placa de orificio e P € a pressao barométrica local. Se os valores obtidos para
a temperatura e a altura barométrica sdo dados em °C e mmHg, respectivamente, entio:
R;=0,0573 e R,=273. No ensaio de calibracdo da placa de orificio, a temperatura média do ar
na entrada da placa e a pressdo barométrica local eram, respectivamente, 27 °C e 718 mmHg.

A tubulag@o do secador possuia um diametro de 3,175 cm; e a placa de orificio, uma
abertura com didmetro de 2 cm. Desse modo, A;=7,92 cm’e Ar=3,14 cmz, sendo A; a area da
tubulacdo e A, a drea do orificio da placa. Logo, na Tabela 4.1, sdo apresentados os

parametros adimensionais.

Tabela 4.1 — Parametros adimensionais para o cédlculo da vazao mdssica de ar

Parametros Equaciio Valor
Adimensionais
mj AA; 0,40
¢ 0,5959+0,0312m,"” —0,184m,” 0,60

0,3041+0,0876m, —0,1166m, * +0,4089m,’ 0,35

Fonte: Ower e Pankhurst (1977).

Na Equacgdo 4.11, y € o fator de compressibilidade, que foi calculado com o auxilio da

Equacdo 4.12.
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(4.12)

Em que P; é a pressdo estdtica na linha de ar, em cmH,O, obtida por meio de um
ponto localizado a montante da placa de orificio. No ensaio de calibracdo da placa de orificio,
aumentou-se gradativamente a vazdo de ar por meio da abertura da vélvula, e a cada valor
escolhido eram lidas as respectivas quedas de pressao na placa de orificio e a pressdo estética
na linha, além da temperatura do ar a montante da placa de orificio. Dessa maneira, foi obtida
a curva de calibracdo (vazdo madssica do ar em fun¢do da queda de pressd@o na placa de
orificio) para a placa de orificio do secador de bandeja (Apéndice A). A velocidade do ar de

secagem (u) foi calculada por meio da Equacgdo 4.13.

U=—-o- (4.13)
A.p

Em que A; € a drea da secdo transversal do vaso de secagem (aproximadamente 0,02
mz) e p € massa especifica do ar de secagem. O sistema de aquecimento de ar (6) do secador
estd situado logo apds a placa de orificio e é constituido de quatro resisténcias elétricas
ligadas a um sistema de controle de temperatura (7). Este sistema € formado por um
controlador (N1200-485, Novus) conectado a um indicador digital de temperatura (termopar
tipo T) posicionado antes da bandeja. O vaso de secagem (8) do equipamento, com abertura
na parte superior, é constituido de um tubo cilindrico com fundo e topo conicos, feito de
chapa de ferro. Possui 70 cm de altura e 16 cm de didmetro interno. O vaso contém trés
aberturas com portas, por onde se colocam as bandejas, sendo que neste trabalho apenas a
bandeja do meio foi utilizada. A bandeja metalica (9) utilizada foi construida em tela de

arame de malha fina e tem aproximadamente 7,2 cm de didmetro interno e 2 cm de altura.
4.2.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

De forma geral, o procedimento experimental consistiu em duas etapas: na primeira
etapa, executou-se a secagem dos frutos da S. ferebinthifolius; e, na segunda etapa, foi
realizada a caracterizacao fisica e também a extracdo de compostos voldteis do produto seco.
Desse modo, para estudar a influéncia da temperatura e da velocidade do ar de secagem sobre

a qualidade dos frutos, foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
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com 11 experimentos (Tabela 4.2). Os ensaios foram realizados em ordem aleatdria, sendo
que os dados experimentais foram analisados com o auxilio do software STATISTICA®,

utilizando um nivel de significancia fixa de 5%.

Tabela 4.2 — Planejamento experimental para o estudo da
secagem em camada delgada

Ensaio Temperatura do ar Velocidade do ar
ok (m/s)"
1 40,9 (1) 0,39 (-1)
2 69,1 (+1) 0,39 (-1)
3 40,9 (1) 0,81 (+1)
4 69,1 (+1) 0,81 (+1)
5 35,0 (-1,41) 0,60 (0)
6 75,0 (+1,41) 0,60 (0)
7 55,0 (0) 0,30 (-1,41)
8 55,0 (0) 0,90 (+1,41)
9 55,0 (0) 0,60 (0)
10 55,0 (0) 0,60 (0)
11 55,0 (0) 0,60 (0)

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Valores codificados entre parénteses.

Os ensaios de secagem foram realizados no secador convectivo de bandeja descrito na
Secdo 4.2.3 deste trabalho. Inicialmente, o soprador do equipamento (1) foi ligado, e a
velocidade do ar foi ajustada por meio da vélvula manual do sistema (2). Em seguida, as
resisténcias elétricas (6) foram ligadas e a temperatura do ar de secagem foi ajustada no
controlador de temperatura (7). Apds a estabilizagdo do sistema, a umidade relativa do ar de
secagem na entrada da bandeja foi medida com um termo-higrometro (Ummi®), e assim foi
durante todo o processo de secagem. Para a preparacdo do leito de secagem, os frutos in
natura foram distribuidos uniformemente na bandeja (espessura do leito de 1 cm) e a massa
do conjunto (bandeja + amostra) foi determinada em uma balanca analitica (ADA®, modelo
210L e precisao de 0,0001 g). Em seguida, a bandeja foi colocada dentro do secador por meio
da abertura do vaso de secagem, e o processo de secagem foi iniciado (tempo zero) com o ar
fluindo de forma ascendente através do leito fixo de frutos. Em cada um dos experimentos de
secagem (Tabela 4.2), foi analisada a cinética do processo, coletando dados de massa em
tempos fixados previamente até o equilibrio. Os resultados foram registrados em intervalos de

5 minutos até as duas primeiras horas do processo, depois, a cada 10 minutos, até atingir
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quatro horas do processo; e, a cada 15 minutos, até que as variacdes da massa das amostras
fossem insignificantes.

Ao final do processo de secagem, realizou-se a caracterizagdo fisica dos frutos secos
mediante os seguintes pardmetros: conteido de umidade; didmetro médio; massa especifica;
porosidade; peso de 1000 frutos; e coloracdo (Sistema CIELAB). A extracdo do 6leo essencial
dos frutos secos foi realizada por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, conforme o método
descrito na Secdo 3.2.2 deste trabalho (razio sélido/dgua de 97,4 g/L e 4,5 horas de extragdo).
Para a caracterizacdo quimica dos compostos voldteis foi utilizada a Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). As andlises foram realizadas em um
cromatografo a gas (Agilent Technologies, modelo HP-6890) com espectrometro de massas
(Agilent Technologies, modelo HP-5975). As condi¢des operacionais da CG-EM sdo as

mesmas descritas na Sec¢ao 3.2.4 deste trabalho.

4.2.5 MODELAGEM DA CINETICA DE SECAGEM

Os dados experimentais da cinética de secagem, para todas as condi¢des estudadas
(Tabela 4.2), foram ajustados a varios modelos matemaéticos, sendo realizada a comparacgado de
modelos cldssicos de secagem com modelos fundamentados nas Redes Neurais Artificiais

(RNAs).

4.2.5.1 Cinética de secagem por modelos classicos

Os modelos cldssicos de secagem (Equacdes de 2.1 a 2.5 da Tabela 2.1) foram
ajustados com o auxilio do software STATISTICA®. A estimativa dos parametros dos
modelos foi realizada pela minimizacdo da funcdo objetivo (soma dos quadrados dos
residuos), sendo utilizado o método de otimizacao de Quasi-Newton.

A validacdo dos modelos foi realizada mediante a andlise de graficos de dispersdo
(dados experimentais versus dados preditos pelo modelo): quando os dados se apresentavam
na forma de uma reta coincidente com a diagonal, em que o coeficiente linear se aproximava
de zero; e o coeficiente angular e o coeficiente de determinacdo (R?) eram préximos de 1,0, o
modelo foi considerado adequado. Esses parametros, juntamente com a Raiz do Erro Médio
Quadratico (RMSE), calculada conforme a Equacdo 4.14, foram utilizados para definir os

modelos mais adequados para prever a cinética de secagem dos frutos da S. terebinthifolius.
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(4.14)

N
2 . o) z -
Em que Zei ¢ o somatdrio do erro ao quadrado; e N € o nimero de pontos
i=1

experimentais da cinética de secagem. Para uma melhor visualizacdo do ajuste do modelo,

também foi calculado o valor do erro de ajuste (e; = valor e —valoryedir)-
4.2.5.2 Modelagem por Redes Neurais Artificiais

Neste trabalho, vérias topologias de RNAs foram investigadas para a previsio da
cinética de secagem dos frutos de S. terebinthifolius. Para que a modelagem por RNAs seja
eficiente, € necessdrio utilizar um banco de dados que garanta um mapeamento para qualquer
par entrada/saida que seja introduzido na RNA e que faca parte de seu dominio. Nesse
sentido, o uso do planejamento de experimentos permitiu a exploragdo de um espaco
experimental amplo, com a utilizagdo de poucos experimentos de secagem. Assim, a partir
dos ensaios indicados na Tabela 4.2, foi organizado um banco de dados constituido por oito
experimentos, que foram utilizados na etapa de treinamento das RNAs (1, 2, 5,6, 7, 8,9 e
10), e por trés experimentos que foram utilizados na etapa de verificacdo/validacdo dos
modelos (3, 4 e 11). Os conjuntos de treinamento e verificacdo das RNAs foram expandidos
usando interpolacdo de dados por spline ciibica com o auxilio do software MATLAB®. Esta
etapa foi realizada com o objetivo de obter dados em intervalos iguais de tempo (5 em 5
minutos). Inicialmente, o banco de dados possuia 600 vetores, mas, ap0s a interpolacdo, esse
numero passou para 1118 vetores: 818 para o treinamento e 300 para a verificacdo das RNAs.

O banco de dados também foi normalizado, procurando-se, dessa maneira, eliminar
eventuais problemas relacionados as diferentes magnitudes dos dados. Para cada varidvel,
foram assumidos os valores +1 para o seu maior valor real (X u4ximo) € -1 para o seu menor
valor real (X; mimimo). Assim, para a transformacgdo dos valores reais em valores codificados, foi
determinada a Equacgdo 4.15, que relaciona as varidveis codificadas (z;) com as varidveis reais

(X0).

Xi B Xi minimo
z,=2 : oy (4.15)
X

i,mdximo i,minimo
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Essa normalizacdo foi realizada no MATLAB®, utilizando o comando premnmx. Os
dados de saida da RNA foram desnormalizados utilizando a Equacdo 4.16, sendo que, no

MATLAB®, foi utilizado o comando postmnmx.

X o —X. o )(z +1
X' — ( ,maximo ,minimo ) ( Zl ) + X

i i,minimo
2

(4.16)

Para determinar a melhor arquitetura da RNA, vdrias topologias comumente aplicadas
a modelagem de secagem foram investigadas e suas performances de previsdo foram
avaliadas. O ndmero de neurdnios de entrada e saida depende das varidveis dependentes e
independentes do processo, respectivamente. Assim, trés e quatro neuronios na camada de
entrada foram investigados. A Figura 4.2 mostra as caracteristicas dos quatro modelos neurais

investigados neste trabalho (topologias A, B, C e D).

Figura 4.2 — Topologias de RNAs utilizadas para a modelagem da cinética de secagem

_ & . L
t _ (.‘—» \ MR _’.'—"‘{ "—’ , MR

- &
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& D

Fonte: Acervo do autor.
Legenda: UR: umidade relativa; T: temperatura; u: velocidade do ar de secagem; #: tempo; MR: umidade
adimensional; RM: massa de ar de secagem/massa seca de matéria-prima.

Conforme observado na Figura 4.2, em todas as topologias, a temperatura (7) e a

velocidade do ar de secagem (u) foram utilizadas como entrada da RNA, sendo que a
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topologia A apresentou também a umidade relativa do ar de secagem (UR) como entrada da
RNA. Veja-se, também, que, nas topologias A e B, o tempo (¢) foi utilizado como uma das
entradas da RNA, em pertinéncia ao relatado nos trabalhos de Movagharnejad e Nikzad
(2007), Ceylan (2008), Topuz (2010), Singh e Pandei (2011), Balbay, Sahin e Karabatak
(2011), Perazzini, Freire e Freire (2013) e Silva, Fileti e Taranto (2015). Nas topologias C e
D, o tempo nio foi utilizado como entrada da RNA: na topologia C, o tempo foi substituido
pelo conteddo de umidade em um momento antes da saida prevista pela rede, como utilizado
na RNA desenvolvida por Kaminski, Tomczak e Strumill (1998); e, na topologia D, o tempo
foi substituido pela razdo entre a massa de ar de secagem (m,,) € a massa seca de matéria-

prima utilizada na secagem (1), de acordo com a Equacdo 4.17.

= 4.17)

mleito

A massa do ar de secagem foi calculada a partir dos dados de vazdo méssica do ar de
secagem e do tempo de secagem. Em todas as modelagens, a varidvel de saida de interesse foi
a umidade adimensional (MR) dos frutos da S. terebinthifolius, calculada conforme a Equagao
2.6. Para realizar as modelagens e simulacdes, foi utilizado como ferramenta computacional o
software MATLAB® (Neural Network Toolbox). No Apéndice B, encontra-se o programa
desenvolvido, que, de forma geral, apresenta as seguintes etapas: carregamento do banco de
dados; normalizacdo dos dados; divisdo dos dados (treinamento e verificagdo); definicdo da
arquitetura da RNA; treinamento; e verificacio da RNA. Em todas as modelagens
investigadas, foi utilizada uma RNA do tipo feedforward (newff no software MATLAB®),
formada por trés camadas: uma camada de entrada; uma camada oculta; e uma camada de
saida. A funcdo de ativagdo utilizada no neurdnio da camada de saida foi a funcdo linear
(purelin no software MATLAB®). Na camada oculta, a func¢do de ativagdo dos neurdnios foi

a funcido tangente hiperbdlica (tansig no MATLAB®), calculada segundo a Equagdo 4.18.

|
I+e*

F(X) g, = (4.18)

Em que x € a soma das entradas dos neurdnios ocultos. Para a etapa de treinamento das
RNAs, foi utilizado o algoritmo de treinamento de Levenberg-Marquartdt com regulariza¢do
bayesiana (fungdo trainbr no sofrware MATLAB®). Em cada topologia de RNA, o nimero

de neurdnios da camada oculta foi determinado buscando-se um ajuste eficaz do modelo
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neural aos dados de verificagdo. Desse modo, durante as modelagens, o nimero de neurdnios
ocultos foi aumentado e, para cada nimero fixo de neurdnios, foram realizados varios
treinamentos até encontrar o melhor ajuste da RNA aos dados de verificagdo. Apds a etapa de
treinamento, foi realizada a etapa de verificacdo da rede (validacdo), sendo apresentados
novos dados de entrada, obtendo-se, assim, por simulacdo, os dados de saida desejados. O
valor determinado pelo modelo neural foi entdo comparado ao valor real por meio da anélise
dos graficos de dispersdo (dados experimentais de verificacdo versus dados preditos pelo
modelo neural). O valor de RMSE para cada modelagem foi calculada conforme a Equagdo

4.14, tanto para a etapa de treinamento como para a etapa de verificacdo das RNAs.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

Como citado anteriormente, um segundo lote de frutos da S. terebinthifolius (Lote B)
foi coletado para a realizacao deste estudo: o lote coletado em 2015 apresentou 50% de frutos
maduros, 46% de frutos verdes e 4% de impurezas (folhas, galhos, etc.). Lembrando que o
Lote A, coletado em 2014, apresentou 83% de frutos maduros, 13% de frutos verdes e 4% de
impurezas. Esses resultados podem ser visualizados na Figura 4.3, que ilustra as amostras in

natura dos dois lotes que foram classificados.

Figura 4.3 — Amostras in natura de frutos da S. terebinthifolius que foram classificadas: a) Lote A; b) Lote B

b)

Fonte: Acervo do autor.
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Na Figura 4.3, verificam-se diferencas significativas entre os dois lotes coletados no
mesmo local (Aracruz-ES), porém em datas diferentes (2014 e 2015), principalmente em
relacdo ao grau de maturacdo dos frutos. Para melhor discussdo dessas diferencas, nas Tabelas
4.3 e 4.4, sao expostos os resultados da caracterizacdo fisica dos dois lotes coletados para o

desenvolvimento deste trabalho.

Tabela 4.3 — Caracterizacao fisica dos frutos in natura de S. terebinthifolius (Lotes A e B)

1 Pk, Wzogo 4 Pr 6
Amostra M (-) (g/em”) (2 dps (cm)”  (g/em’) & (-)

Lote A 0,694+0,009 0,413+0,01 38,0+0,8 0,470+0,004 0,70+£0,05 0,41+0,04
Lote B 1,62+0,02  0,543+0,02 54,6+0,9 0,496+0,003 0,85+0,08 0,36+0,06

Lauriano et al.
(2005) 0,442 - - 0,465 0,32 0,33

Silva, Fileti e
Taranto (2015) 0,512 0,306 - 0,470 0,56 0,46

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Contetido de umidade em base seca; "Massa especifica bulk; 3Peso de 1000 frutos; ‘Diametro médio
dos frutos; SMassa especifica aparente de um fruto; ®Porosidade bulk.

Tabela 4.4 — Analise colorimétrica (sistema CIELAB) dos frutos in
natura de S. terebinthifolius (Lotes A e B)

Amostra L* a* b* AE!

Lote A 23,57+0,9 25,331 16,57+0,4 -

Lote B 22.91+1 12,08+2 19,74+0,7 13,70+£1

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: 'Em relacdo ao Lote A.

Nas Tabelas 4.3 e 4.4, pode-se perceber que todas as medidas apresentaram
repetibilidade, isso indicado pelos baixos valores do desvio padrdo. Ao comparar os
resultados deste trabalho com os valores determinados por Lauriano et al. (2005) e Silva,
Fileti e Taranto (2015), sdo observados desvios significativos, principalmente para as massas
especificas. Esses desvios sdo devidos a influéncia do conteido de umidade de diferentes
amostras de frutos de S. terebinthifolius, resultado de diferentes condi¢cdes ambientais e de

cultivo, local de coleta, etapas de pré-tratamento da matéria-prima, entre outros fatores.
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Na Tabela 4.3, conforme citado anteriormente, sdo observadas diferencas
significativas entre os dois lotes coletados neste trabalho, principalmente em relagdo ao
conteddo de umidade: o Lote B apresentou um contetido de umidade em base seca de 1,62; e
o Lote A, um valor de 0,69. Essa diferenca na umidade da matéria-prima impactou nas outras
caracteristicas fisicas dos frutos da S. terebinthifolius. Com relagcdo a coloracdo dos frutos da
S. terebinthifolius, na Tabela 4.4, é possivel detectar que o Lote B apresentou frutos com
coloragao avermelhada (a* e b* positivos) e de baixa luminosidade (L* baixo), como
esperado para essa espécie vegetal. Porém, quando comparado ao Lote A, evidenciou-se uma
diferenca de cor total (AE) de 13,70. Este resultado foi devido, principalmente, as diferencas
observadas no parametro a*, que mede a tonalidade vermelha/verde. O Lote A apresentou um
valor médio do parimetro a* mais que o dobro do valor do Lote B, o que indica uma
coloragdo mais avermelhada para o Lote A devido ao seu maior grau de maturacdo. Vale
mencionar que, na literatura, ndo foram encontrados estudos que determinassem a coloracao
de frutos da S. terebinthifolius.

As diferengas observadas entre lotes coletados no mesmo local (Aracruz- ES), porém
em datas distintas, podem ter sido causadas pelas mudancas climéticas ocorridas na regido de
producdo dos frutos da S. terebinthifolius. Segundo a Secretaria de Estado da Agricultura,
Abastecimento, Aquicultura e Pesca (SEAG, 2016), do final de 2014 até 2016, o estado do
Espirito Santo enfrentou uma das maiores secas de sua histéria. Por causa dessa estiagem, a
producdo agricola do estado foi afetada, o que inclui também a produgdo de frutos da S.

terebinthifolius.

4.3.2 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Além das distintas caracteristicas fisicas, a utilizacdo de diferentes lotes pode resultar
em diferentes atividades bioldgicas devido a variagdo quimica do 6leo essencial. Nas Figuras
4.4 e 4.5, sao apresentados os resultados da atividade antiproliferativa in vitro do 6leo
essencial obtido com os diferentes lotes in natura (Lotes A e B) dos frutos da S.
terebinthifolius.

Os valores de TGI calculados para essas amostras estdo dispostos na Tabela 4.5. Os
experimentos de atividade antiproliferativa in vitro foram realizados segundo a metodologia

descrita na Secdo 3.2.5 deste trabalho.



Tabela 4.5 — Concentracao efetiva TGI (ug/mL) para cada amostra (Lotes A e
B) frente as linhagens testadas

Linhagens celulares

Lote A LoteB

U251 (glioma)

MCF7 (mama)

NCI-ADR/RES (ovario com

resisténcia)

786-0 (rim)

NCI-H460 (pulmao)

PC-3 (prostata)

HT29 (c6élon)

K562 (leucemia)

HaCaT (queratinécito)’

Doxorrubicina®

2,58 0,13
1,47 5,36
2,35 0,02
1,41 0,04
0,34 0,17
1,93 0,08
25 5,75
2,7 0,08
0,29 4,48

8,86

13,58

28,72

19,17
13,32
5,64
68,05
10,21

6,37

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Linhagem celular ndo tumoral; > Controle positivo.

Figura 4.4 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fung@o das concentra¢des do 6leo essencial dos

frutos de S. terebinthifolius do Lote A (frutos in natura) apds 48 horas de exposicao
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 4.5 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fun¢@o das concentracdes do 6leo essencial dos
frutos de S. terebinthifolius do Lote B (frutos in natura) apds 48 horas de exposi¢ao
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados apresentados nas Figuras 4.4 e 4.5 e Tabela 4.5 revelaram uma melhor
atividade para o 6leo essencial obtido a partir dos frutos do Lote A. De acordo com o TGI
(Tabela 4.5), o dleo essencial do Lote A apresentou uma melhor atividade para leucemia
(TGI=0,08 pg/mL), cancer de rim (TGI=0,04 pg/mL), ovéario com fenotipo de resisténcia a
multiplos farmacos (TGI=0,02 pg/mL) e prostata (TGI=0,08 pg/mL). Em contrapartida, o
6leo essencial do Lote B exerceu atividade potente apenas contra cancer de prdstata
(TGI=5,64 pg/mL), porém com atividade menos potente que a observada para o 6leo
essencial do Lote A.

Portanto, estes resultados apontam que o Oleo essencial dos frutos da S.
terebinthifolius, obtidos de diferentes lotes, apresentaram variacdes na atividade
antiproliferativa de acordo com a composicdo quimica do mesmo (descrita na Secdo 4.3.3.4).
Assim, estes resultados mostram a importancia do controle da qualidade da matéria-prima,
pois a qualidade de um produto agricola depende diretamente das condi¢cdes ambientais da
regido de producdo, além de fatores como localizacdo geografica, fatores ecoldgicos,

variabilidade genética, entre outros fatores.
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4.3.3 EFEITOS DAS CONDICOES DE SECAGEM

Neste trabalho, a influéncia da secagem sobre aspectos qualitativos dos frutos da S.
terebinthifolius foi investigada visando tanto a preservacdo de compostos voldteis como a
producdo da pimenta-rosa. A qualidade do produto foi mensurada principalmente pelo
contelido de umidade, integridade, cor e compostos voldteis. Nas proximas secdes deste
trabalho, os efeitos das condi¢cdes operacionais da secagem sobre esses pardmetros sao

discutidos detalhadamente.

4.3.3.1 Efeitos sobre o conteido de umidade

Na Tabela 4.6, sdo descritas as condi¢des operacionais dos experimentos de secagem

e, também, as respostas analisadas ao final do processo de secagem em camada delgada.

Tabela 4.6 — Condicdes operacionais e respostas do processo de secagem

Ensaio UR (%) M,(-)? M*, (%) M,(-)® M* (%)’ t,*(min)

1 22 1,62 61,8 0,103 9,34 690
2 6 1,62 61,8 0,0378 3,64 270
3 23 1,62 61,8 0,118 10,5 705
4 7 1,63 62,0 0,0528 5,01 300
5 31 1,62 61,8 0,157 13,6 840
6 5 1,64 62,1 0,0216 2,12 240
7 11 1,64 62,1 0,0574 5,43 495
8 13 1,64 62,1 0,0778 7,22 510
9 12 1,63 62,0 0,0586 5,54 495
10 13 1,62 61,8 0,0684 6,40 510
11 13 1,62 61,8 0,0854 1,87 480

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas: 'Umidade relativa do ar de secagem; 2Contetido de umidade inicial dos frutos (M: conteudo
de umidade em base seca; M*: conteido de umidade em base umida); 3Conteddo de umidade final
dos frutos; 4Tempo final de secagem.

z

Como j4 mencionado neste trabalho, a secagem € uma etapa primordial no
processamento da pimenta-rosa, sendo realizada para evitar o crescimento microbiano e a
acdo enzimdtica. Assim, o conteido de umidade € um ponto critico que deve ser monitorado a
fim de evitar a degradac@o do produto, sendo recomendado um contetido de umidade o mais

baixo possivel (M* < 12%) (BRASIL, 2005). Como exposto na Tabela 4.6, inicialmente, os
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frutos da S. terebinthifolius apresentavam conteido de umidade, em base dmida, variando
entre 61,8% a 62,1%. Apds a secagem, o contelido de umidade variou de 2,1% (75 °C e 0,6
m/s) a 13,6% (35 °C e 0,6 m/s). Desse modo, verificou-se que a secagem realizada a
temperatura de 35 °C resultou em um produto com conteido de umidade acima de 12%,
sendo observado também que para esta temperatura foi necessiario um elevado tempo de
secagem, 0 que, em termos econdmicos, ¢ uma desvantagem.

Como observado na Tabela 4.6, o tempo final de secagem (tempo para alcancar a
umidade de equilibrio) variou de 4 horas (75 °C e 0,6 m/s) a 14 horas (35 °C e 0,6 m/s).
Assim, estes resultados mostram que o aumento da temperatura de 35 °C para 75 °C, e a
consequente diminui¢do da umidade relativa do ar de secagem de 31% para 5%, reduziu a
umidade final dos frutos (contetido de umidade de equilibrio), bem como o tempo necessario
para a secagem devido ao aumento das taxas de secagem. Assim, os efeitos padronizados das
condic¢des operacionais da secagem em camada delgada sobre o contetido de umidade em base
seca, e, também, sobre o tempo final da secagem, sdo exibidos nos diagramas de Pareto da

Figura 4.6.

Figura 4.6 — Diagrama de Pareto: a) contetido de umidade final em base seca (M,); b) tempo final de secagem

()
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Efeito padronizado (1) Efeito padronizado (t-2)

a) b)

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: T: temperatura; u: velocidade do ar de secagem.

Conforme observado na Figura 4.6, apenas a temperatura do ar de secagem apresentou
efeitos significativos (negativo) sobre as respostas analisadas, com um nivel de confianca de
95%. Estes resultados indicam que o aumento da temperatura resultou em frutos com menor
conteddo de umidade, como ja esperado. Além disso, o aumento da temperatura resultou em
menor tempo de secagem devido ao aumento das taxas de secagem a elevadas temperaturas.
Esses efeitos podem ser observados também nas curvas da cinética de secagem nas Figuras

4.7e4.8.



94

Figura 4.7 — Resultados experimentais para os ensaios de 1 a 4 (Tabela 4.2): a) cinética de secagem; b) taxas de
secagem (DR)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: M: conteddo de umidade em base seca; t: tempo; T: temperatura; u: velocidade do ar de secagem.

Figura 4.8 — Resultados experimentais para os ensaios de 5 a 11 (Tabela 4.2): a) cinética de secagem; b) taxas de

secagem (DR)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: M: contetido de umidade em base seca; t: tempo; 7' temperatura; u: velocidade do ar de secagem.
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Como ilustram as Figuras 4.7 e 4.8, nas temperaturas mais elevadas, evidenciaram-se
as maiores taxas de secagem, o que possibilitou que a umidade de equilibrio do sélido fosse
alcancada mais rapidamente. Além disto, ao final da secagem, foram obtidos frutos com
menor conteido de umidade em funcdo da baixa umidade relativa do ar de secagem a altas
temperaturas. O aumento da taxa de secagem estd relacionado ao aumento da difusividade da
umidade a temperaturas mais elevadas, assim, promovendo maior € mais rdpida remocao de
dgua no soélido. Desse modo, o aumento da temperatura proporcionou um aumento na
quantidade de calor transferida para o leito, assim, aumentando a taxa de evaporacdo de dgua
na superficie e também a velocidade com que a umidade do interior da amostra migra para a
superficie. E interessante mencionar que, na secagem dos frutos da S. terebinthifolius, o que
estd sendo analisado é um conjunto de frutos (leito fixo), e ndo apenas um fruto, sendo que o
transporte de umidade, além de ocorrer no interior do fruto, dd-se nos intersticios entre os
frutos até alcancar a superficie do leito de secagem.

De acordo com o observado nas Figuras 4.7 e 4.8, a velocidade do ar de secagem
apresentou pouca influéncia em comparacdo ao grande efeito da temperatura do ar de
secagem sobre a reduc@o da umidade dos frutos da S. ferebinthifolius. Durante os periodos
iniciais da secagem, quando os frutos tinham alto conteido de umidade, maiores taxas de
secagem foram observadas nas maiores velocidades do ar de secagem. Porém, a medida que o
processo de secagem foi sendo realizado, o efeito da velocidade do ar ndo foi mais
significativo, pois, provavelmente, a resisténcia interna a transferéncia de massa foi o fator
controlador do processo de secagem.

Com relagdo aos periodos caracteristicos da secagem, nas curvas apresentadas nas
Figuras 4.7 e 4.8, € observado apenas o periodo de taxa decrescente de secagem. Desse modo,
a transferéncia de massa foi controlada pela difusdo da umidade no interior do fruto, que é
uma caracteristica comum na secagem de produtos agricolas. Tal comportamento €
consistente com a literatura publicada anteriormente sobre a secagem dos frutos de S.
terebinthifolius (SILVA; FILETI; TARANTO, 2015) e também com outros frutos e sementes
(JAYAS; SOKHANSANJ, 1989; ARAL; BESE, 2016; PANDIAN; RAJKUMAR, 2016).
Este comportamento pode ser atribuido ao fato de que nos alimentos as moléculas de dgua
tendem a ser firmemente mantidas pelo sélido (MAZZA; LEMAGUER, 1980).

Na Figura 4.8, é possivel observar a repetibilidade dos dados experimentais de
secagem no ponto central do planejamento (ensaios 9, 10 e 11). Assim, foi observado que
tanto as curvas da cinética como as curvas da taxa de secagem se sobrepuseram ou

apresentaram comportamentos proximos, dessa maneira, convalidando os dados
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experimentais. Lembrando que o desvio padrdo médio relacionado a medida de conteido de
umidade em base seca € 0,02.

A partir dos dados experimentais apresentados na Tabela 4.6 e com o auxilio do
software STATISTICA®, foi avaliado o ajuste de um modelo matemético para o contetddo de
umidade dos frutos da S. ferebinthifolius (Equacdo 4.19) em fun¢do da temperatura do ar de

secagem (7), varidvel codificada segundo a Tabela 4.2.

M#=6,48-3,43T+0,675T° (4.19)
Para avaliar a qualidade de ajuste do modelo, na Tabela 4.7 sdo apresentados os

resultados da Anélise de Variancia (ANOVA) para o modelo, sendo que os valores indicados

foram gerados pela tabela ANOVA do software STATISTICA®.

Tabela 4.7 — ANOVA para o modelo preditivo para o conteido de umidade (Equacdo
4.19)

Somade Grausde Quadrados

son.t N (Ee Quadrados Liberdade Médios Fea Fia
ariacio
Regressao 96,83 2 48,42
Residuos 9,271 8 1,159 4178 4455
Falta de ajuste 6,495 6 1,082
0,7797 19,33
Erro puro 2,776 2 1,388
Total 106,1 10 - - -

R=0,9553

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda:

F ., Distribui¢do de Fischer calculada.
F . Distribuigdo de Fischer tabelada.
R: Coeficiente de correlacdo.

Mediante a anélise dos resultados da Tabela 4.7, € possivel inferir que 0 modelo pode
ser considerado vdlido devido as seguintes andlises: o F.,; da regressdo em relagdo aos
residuos € superior ao Fy; 0 Fy da falta de ajuste em relagdo ao erro puro € inferior ao Fi,p; €
o coeficiente de correlacdo é maior que 0,9. Portanto, ao ajustar aos dados experimentais, o
modelo pode ser utilizado para fins preditivos, com isso, satisfazendo os requisitos para a

construcdo da superficie de resposta e da curva de nivel (Figura 4.9).
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Figura 4.9 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para o conteddo de umidade em base imida (M*)
em fun¢do da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u)

Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 4.9, € possivel verificar novamente que temperatura do ar de secagem foi a
varidvel mais influente na secagem dos frutos da S. terebinthifolius. Conforme abordado
anteriormente, para a preservacdo de produtos naturais, recomenda-se um contetido de
umidade, em base imida, igual ou menor a 12% (BRASIL, 2005). Assim, como ilustrado na
Figura 4.9, temperaturas do ar de secagem entre 40 °C e 75 °C devem ser utilizadas para
garantir uma umidade adequada ao produto (M*<12%). Entretanto essa faixa de temperatura
deve ser investigada no tocante a outros parametros de qualidade, como a integridade, a
coloragdo do produto e a perda de compostos voldteis durante a secagem a temperaturas

elevadas.

4.3.3.2 Efeitos sobre a integridade dos frutos

Na Tabela 4.8, sdo apresentados os resultados dos parametros fisicos dos frutos da S.
terebinthifolius determinados apds o processo de secagem (ensaios de 1 a 11 nas condi¢des de

secagem indicadas na Tabela 4.2).
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Tabela 4.8 — Parametros fisicos dos frutos de S. terebinthifolius (Lote B)

Ensaio Pou (glem®)' Wigp (8)°  dps (mm)*  p, (g/em’)* & (-)°
1 0,277 27,06 4,92 0,433 0,360
2 0,260 25,00 4,92 0,401 0,351
3 0,280 27,11 491 0,438 0,362
4 0,259 25,01 4,90 0,407 0,364
5 0,299 29,30 4,96 0,460 0,350
6 0,252 25,31 4,96 0,397 0,365
7 0,263 24,82 4,90 0,403 0,348
8 0,260 25,30 4,96 0,395 0,342
9 0,269 25,42 4,92 0,407 0,339
10 0,259 24,04 4,90 0,391 0,337
11 0,269 25,43 4,92 0,407 0,339

Frutos in natura 0,543 54,57 4,96 0,852 0,358

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Massa especifica bulk; 2Peso de 1000 frutos; *Diametro médio dos frutos; “Massa
especifica aparente de um fruto; *Porosidade bulk.

Os resultados apresentados na Tabela 4.8 indicam que os frutos foram mantidos
inteiros (sem cascas quebradas) em todas as condi¢des de secagem investigadas neste
trabalho, pois o didmetro médio dos frutos (d,s) e a porosidade do leito de secagem (&) ndo
revelaram mudancas significativas apds o processo de secagem. De fato, isso foi possivel
verificar visualmente apds a secagem, sendo que ndo foi observado encolhimento do material.
Lembrando que, na producdo de pimenta-rosa, a integridade dos frutos € um dos parametros
de qualidade fundamentais para a aceitabilidade comercial do produto. Nesse sentido, o que
permitiu assegurar a integridade dos frutos foi a utilizacdo do secador de bandeja (leito fixo).
E € valido mencionar que, nos ensaios preliminares deste estudo, foi investigada a utilizagao
de um secador em leito de jorro. Porém os resultados mostraram que os frutos ndo suportaram
0o movimento continuo e circular desse tipo de leito, uma vez que foi observada grande
quantidade de frutos quebrados ao final da secagem. Ademais, € interessante mencionar que,
na inddstria, a secagem dos frutos da S. terebinthifolius comumente é realizada em secadores
de tambor rotativo e de bandejas.

Diferentemente do didmetro dos frutos, um aumento da temperatura de secagem
resultou em diminui¢do nas massas especificas (aparente e bulk) e no peso de 1000 frutos,
conforme observado na Tabela 4.8. Esses efeitos sdo decorrentes, principalmente, da

influéncia do conteddo de umidade dos frutos da S. terebinthifolius (Figura 4.10).
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Figura 4.10 — Parametros adimensionais (em relagc@o aos frutos in natura) em fungdo do contetido de umidade
em base seca
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: M: conteido de umidade em base seca; py,: massa especifica bulk; Wpg: peso de 1000 frutos; p),:
massa especifica aparente de um fruto.

Na Figura 4.10, ilustra-se a dependéncia ndo linear dos parametros fisicos com o
conteddo de umidade dos frutos de S. terebinthifolius. Além do conteido de umidade e a
integridade dos frutos da S. ferebinthifolius, o monitoramento de parametros como coloracao
e compostos voldteis € fundamental para assegurar a qualidade do produto. Nas proximas

secoes deste trabalho, os efeitos da secagem sobre tais parametros sdo discutidos

detalhadamente.
4.3.3.3 Efeitos sobre a coloraciao

Na producdo de pimenta-rosa, a aparéncia € um dos critérios de qualidade mais
importantes e que influencia fortemente na aceitabilidade comercial do produto. A pimenta-
rosa deve apresentar uma coloracdo vermelha e brilhante, e ndo pode ter frutos com cascas
quebradas. Na Tabela 4.9, sdo apresentados os resultados da analise colorimétrica dos frutos

da S. terebinthifolius, que foram secos sob as condicdes operacionais listadas na Tabela 4.2.
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Tabela 4.9 — Analise colorimétrica (sistema CIELAB) dos frutos da S.
terebinthifolius (secos sob as condi¢cdes operacionais da Tabela 4.2)

Ensaio L* a* b* AE
1 25,72 34,17 22,45 3,16
2 2390 2697 1642 6,91
3 26,52 32,65 21,62 1,41
4 24770 27,95 18,04 5,01
5 26,41 32,19 21,03 0,698
6 21,12 26,61 17,43 8,19
7 26,50 30,91 19,00 1,74
8 26,49 30,90 19,04 1,72
9 25,83 32,01 20,24 0,773
10 26,16 31,53 19,89 0,781
11 25,23 30,77 18,41 2,68

Pimenta-rosa comercial 26,59 31,94 20,40 -

Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo os dados da Tabela 4.9, os frutos secos tinham cor vermelha-escura (L* baixo
e a* positivo), como esperado para pimenta-rosa. A cor da pimenta-rosa pode ser devida aos
carotenoides formados no fruto de S. terebinthifolius durante a maturacdo: Pagani et al. (2014)
relataram a concentragdo de carotenoides na pimenta-rosa de 27,5 pg/g. Além disso, a
coloragdo pode ser devido a presenga de compostos fendlicos, tais como a flavona apigenina
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004). No entanto estudos especificos sdo
necessdrios para determinar a relagdo definitiva entre esses compostos e a cor dos frutos da S.
terebinthifolius. Conforme observado na Tabela 4.9, o parametro L* variou de 26,52 (40,9 °C
e 0,81 m/s) a 21,12 (75 °C e 0,6 m/s), com isso, indicando menor luminosidade com aumento
da temperatura de secagem. O parametro a* variou de 34,17 (40,9 °C e 0,39 m/s) a 26,61 (75
°C e 0,6 m/s); e o parametro b* variou de 22,45 (40,9 °C e 0,39 m/s) a 16,42 (69,1 °C e 0,39
m/s), o que indica uma colora¢do mais avermelhada para as menores temperaturas. Os efeitos
padronizados da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u) sobre os pardmetros

colorimétricos sdo mostrados nos diagramas de Pareto (Figura 4.11).
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Figura 4.11 — Diagramas de Pareto para os parAmetros de cor do sistema CIELAB: a) L*; b) a*; ¢) b*

TIL) st e 52
T(Q) 3,17 T(Q) 2,91 Txu 1,22
w@ 130 Txu 142 ult)| o298
ufL) 0,773 u(@’ 060 u(Q) 0,284
Txu 0,002 ull) 025 TQ) 0,035
Efeito pud‘::iulh( ) Lfﬂﬁﬁadronbadﬂlml Efeito pad:’::sindm,,,)
a) b) ¢)

Fonte: Dados da pesquisa.

Como ilustrado na Figura 4.11, a temperatura do ar de secagem exerceu efeitos
estatisticamente significativos (negativos) sobre todos os parametros de cor, com um nivel de
confianga de 95%. Assim, estes dados indicam que, a temperaturas elevadas, ocorre a
degradacdo de pigmentos dos frutos da S. terebinthifolius. Estes resultados podem ser em
consequéncia as reacdes de escurecimento ndo enzimatico ou, também, devido a degradacao
dos carotenoides e compostos fendlicos a altas temperaturas. Na literatura, ndo foram
encontrados trabalhos relacionados com a degradacao de cor dos frutos da S. terebinthifolius.
Entretanto € interessante citar que, para o pimentao-vermelho, Lee et al. (1991) relataram que
o escurecimento do produto se dd em virtude da reacdo de Maillard. J4 Klieber (2000), cita
que os carotenoides sdo vulnerdveis aos efeitos do calor, da luz e do oxigénio do ar de
secagem. De acordo com Malchev et al. (1982), a taxa de degradacdo dos carotenoides
aumenta a medida que a temperatura de secagem aumenta. Ademais, altas temperaturas
podem resultar na degradacdo de compostos fendlicos (MOURE et al., 2001; BERTOLDI,
2006). No entanto estudos especificos sdo necessarios para identificar a relacdo definitiva
entre esses fendmenos e a degradacdo da coloracao dos frutos da S. terebinthifolius.

A partir dos dados experimentais apresentados na Tabela 4.9 e com o auxilio do
software STATISTICA®, foi avaliado o ajuste de um modelo codificado para a diferenca de

cor total (4E) em func¢do da temperatura do ar de secagem (7), conforme a Equacao 4.20.
AE =1,80 +2,24T+1,65T° (4.20)

Para avaliar a qualidade de ajuste do modelo, na Tabela 4.10 sdo apresentados os

resultados da ANOVA.
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Tabela 4.10 — ANOVA para o modelo preditivo para a diferenca de cor total
(Equacao 4.20)

Somade Grausde Quadrados

€on.t N (Ee Quadrados Liberdade Mdédios Fea Fa
ariacdo

Regressao 57,13 2 28,56

Residuos 10,20 8 1,275 22,40 4,459
Falta de ajuste 7,785 6 1,298

1 1
Erro puro 2,414 2 1,207 075 9,33
Total 67,33 10 - - -

R=0,9211

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda:

F .. Distribuicdo de Fischer calculada.
F.;: Distribui¢do de Fischer tabelada.
R: Coeficiente de correlaco.

De acordo com os resultados da Tabela 4.10, € possivel inferir que o modelo pode ser
considerado vélido devido as seguintes andlises: o F,,; da regressdo em relacao aos residuos €
superior ao Fy;; o F, da falta de ajuste em relacdo ao erro puro € inferior ao Fyy; € 0
coeficiente de correlacgio é maior que 0,9. Por conseguinte, ao ajustar aos dados
experimentais, o0 modelo pode ser utilizado para fins preditivos, dessa maneira, satisfazendo

0s requisitos para a constru¢do da superficie de resposta e curva de nivel (Figura 4.12).

Figura 4.12 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para a diferenca total de cor (4E) em funcao da
temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Como se visualiza na Figura 4.12, quando a coloracdio do produto obtido neste
trabalho foi comparada aos valores levantados a partir de uma amostra de pimenta-rosa
comercial, recomenda-se que a secagem seja realizada em temperaturas na faixa de 35 °C a
55°C. Na Figura 4.13, é apresentada uma amostra de pimenta-rosa comercial e uma do

produto obtido neste trabalho, a temperatura de secagem de 55 °C.

Figura 4.13 — Amostras de frutos de S. ferebinthifolius: a) mercado; b) produto deste trabalho (55 °C)

i

12

Fonte: Acervo do autor.

Conforme observado na Figura 4.13, a temperatura médxima de 55 °C assegurou
coloragdo adequada ao produto (0,77 <A4E <2,68), sendo obtido também um conteddo de
umidade adequado (M*<12%). E vilido citar que essa temperatura maxima de secagem é
proxima da temperatura de 60 °C citada por Carvalho, R. et al. (2015), na secagem de frutos
de S. terebinthifolius para a produ¢do de pimenta-rosa. Entretanto, se o objetivo for a extracio
de compostos voléteis, dever-se-a investigar se essas condicdes de secagem sdo adequadas

para evitar perdas desses compostos durante a operacdo de secagem.
4.3.3.4 Efeitos sobre compostos volateis
Na Tabela 4.11, sdo exibidos os resultados da Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM) do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius do Lote

B (in natura e secos nas condi¢des de secagem da Tabela 4.2).
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Tabela 4.11 — Composicao quimica (CG-EM) e rendimento do 6leo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius (Lote B), in natura e secos nas condi¢des operacionais da Tabela 4.2

Area relativa (% )4
Composto IR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 FF

a-pineno 932 3,65 352 5,12 284 487 149 515 3,61 372 506 286 5,36
Sabineno 969 2,24 2,14 1,89 1,78 2,20 128 232 203 1,52 212 1,50 2,45
S-mirceno 988 12,14 1090 11,61 11,03 12,16 8,12 11,03 11,73 11,21 11,66 1091 12,75
a-felandreno 1002 18,48 17,84 1635 16,59 19,64 1426 1931 18,69 1734 1761 17,16 2046
d-3-careno 1008 1841 1681 1837 16,08 18,60 13,67 17,54 17,00 1743 17,82 17,04 19,14
n.i? - - - - - 0,38 - - - - - 0,39 -
o-cimeno 1022 1,36 0,68 2,04 1,21 090 069 066 083 126 1,09 1,09 0,73
Limoneno 1024 17,77 1630 1742 1649 1791 1519 16,75 1743 17,12 1590 17,37 18,28
n.i? - - - - - 0,46 - - - 0,53 - 0,54 -
Terpinoleno 1086 1,38 1,26 1,19 1,29 1,33 1,35 124 133 1,32 120 144 1,31
ni’ - 0,68 - 074 061 074 058 052 062 1,00 064 1,04 0,68
n.i? - - - - - - 0,61 - - - - - -
Cariofileno 1417 4,50 472 427 520 399 583 408 471 466 452 542 3,73
germacreno D 1484 8,04 8,91 7,13 9,19 683 1090 732 834 647 191 8,17 6,25
n.i - - - - - - 0,71 - - - - - -
d-cadineno 1522 0,93 1,05 1,10 1,33 1,01 1,45 1,03 1,19 1,65 1,34 1,78 0,94
Elemol 1548 1,38 1,83 1,02 1,82 1,05 652 350 158 1,37 1,55 2,67 0,90
germacreno B 1559 0,64 0,75 - 079 057 099 066 0,72 - 0,67 0,76 -
y-eudesmol 1630 4,01 570 583 597 339 607 348 494 577 490 427 3,29
S-eudesmol 1650 1,19 1,75 1,54 1,85 096 2723 1,29 1,47 1,74 1,60 1,38 0,90
a-eudesmol 1652 2,42 3,06 328 380 203 315 247 267 362 319 238 1,96
n.i} - - - - - - 1,27 - - - - - -
n.i? - - 0,79 - - - - - - - - - -
n.i? - 0,81 1,24 1,09 140 098 281 1,64 1,12 1,59 1,21 1,83 0,86
ni’ - - 0,65 - 0,73 - 0,85 - - 0,68 - - -
Monoterpenos

(%)* 76,1 69,5 747 619 792 566 745 733 724 731 714 81,2

Rendimento
(%)° 5,24 487 548 438 538 466 552 564 467 533 490 5,56

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Tndice de retencdo (ADAMS, 2007); 2 Frutos in natura (sem o processo de secagem); *Nio identificado;
*Porcentagem relativa obtida a partir da drea do pico dos cromatogramas; *Calculado conforme a Equago 3.1.

Segundo os dados apresentados na Tabela 4.11, a andlise por CG-EM permitiu a
deteccao de 25 componentes no 6leo essencial dos frutos da S. ferebinthifolius (Lote B),
sendo que 16 compostos foram identificados, o que corresponde a aproximadamente 98% da
composi¢ao quimica do dleo essencial. Os compostos majoritirios do 6leo essencial foram o
o-felandreno (14,26%-20,46%), 6-3-careno (13,67%-19,14%), limoneno (15,19%-18,28%), f-
mirceno (8,12%-12,75%) e germacreno D (6,25%-10,90%). De forma geral, esses cinco
componentes majoritarios correspondem a mais de 80% da composi¢do quimica do 6leo
essencial. Como citado no Capitulo 3 deste trabalho (Tabela 3.4), os principais componentes
identificados no 6leo essencial dos frutos de S. ferebinthifolius do Lote A foram o J-3-careno,
o-felandreno, limoneno, a-pineno e germacreno D. Portanto, comparando com o 6leo
essencial dos frutos do Lote B, foram observadas diferencas significativas na composicao
quimica: enquanto no Lote A, o composto majoritdrio foi o J-3-careno (33,78%-36,73%), no
Lote B, foram encontrados trés compostos majoritarios com composicdo semelhantes (a-

felandreno, 0-3-careno e limoneno). Além disso, o Lote B tinha, como um dos compostos
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majoritarios, o f-mirceno (8,12%-12,75%), sendo que, no Lote A, esse composto indicou uma
composi¢do menor (2,96%-3,26%). Cole (2008), Silva, A. et al. (2010) e Dourado (2012),
também, citam o f-mirceno como um dos compostos majoritarios no 6leo essencial dos frutos
da S. terebinthifolius.

Como referido em precedéncia, essa variabilidade observada na composi¢do quimica
do dleo essencial obtido de lotes coletados no mesmo local (Aracruz, Espirito Santo), porém
em datas distintas (2014 e 2015), pode ter sido causada pelas mudangas climaticas ocorridas
na regido de produgdo dos frutos da S. terebinthifolius, dessa maneira, afetando a produgao
dos metabdlitos secundarios dos frutos. Conforme ja mencionado, do final de 2014 até 2016,
o estado do Espirito Santo enfrentou uma das maiores secas de sua historia. Por causa dessa
estiagem, a producdo agricola do estado foi afetada, o que inclui a produgdo dos frutos de S.
terebinthifolius (SEAG, 2016). Portanto, estes resultados evidenciam a importincia da
padronizacdo de insumos para a obten¢do de produto derivado de uma espécie vegetal, com o
estabelecimento de parametros importantes que atendam aos pré-requisitos de seguranca,
eficacia e reprodutibilidade.

Na Figura 4.14, sdo apresentados os diagramas de Pareto que descrevem os efeitos
padronizados da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u) sobre o rendimento e

teor de monoterpenos do 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius.

Figura 4.14 — Diagramas de Pareto: a) rendimento de 6leo essencial; b) teor de monoterpenos

(L), 29 T(L) 5,2
u(Q)| 18 T(@) 1,48
Txul 1,2 u(Q) 0,84
T(Q)| -0,393 wL) 054
L) 0,093 Txu|  -0027
p=0.08 p=0,05

Efeito padronizado(t )

a) b)

Efeito padronizado(t,,)
Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 4.14, vé-se que a velocidade do ar de secagem nao exerceu efeitos sobre o
teor de monoterpenos do 6leo essencial. Em contrapartida, a temperatura do ar de secagem
apresentou efeitos estatisticamente significativos (negativos), com um nivel de confianga de

95%, sobre o teor de monoterpenos e rendimento do Oleo essencial dos frutos da S.
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terebinthifolius. Estes dados indicam que um aumento na temperatura do ar de secagem
reflete em uma diminui¢cdo no rendimento de 6leo essencial e também no seu teor de
monoterpenos. Tais resultados, provavelmente, estdo relacionados com a volatilizacdo de
alguns compostos do O6leo essencial durante o processo de secagem dos frutos da S.
terebinthifolius. Pinheiro (2015) refere que o arraste de componentes organicos por vapor,
durante processos de secagem, € baseado na operacdo de destilacdo por arraste a vapor
(quando uma mistura de dois liquidos imisciveis € destilada). Por isso, levanta-se a hipdtese
de que, durante a secagem, ocorra a liberacdo de compostos organicos presentes no leito de
secagem por arraste a vapor. De fato, Figiel et al. (2010) observaram que, durante a secagem,
as perdas de compostos volateis foram fortemente associadas a quantidade de dgua que estava
sendo evaporada do sélido.

Na Figura 4.15, sdo apresentados o rendimento da extracdo e o teor de monoterpenos

que foram adimensionalisados em relacdo aos frutos in natura (sem o processo de secagem),

segundo a Equacgdo 4.21.
V
VR = — (4.21)
VFF

Em que VR é o valor relativo da varidvel V (rendimento da extracdo e teor de

monoterpenos) € Vgr € o valor medido a partir dos frutos in natura.

Figura 4.15 — Valor relativo, em relacao aos frutos in natura, para cada ensaio de secagem (ensaios
de 1 a 11 nas condi¢des operacionais da Tabela 4.2)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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De acordo com o que ilustra a Figura 4.15, as condi¢bes operacionais do processo de
secagem podem ser avaliadas como 6timas quando tal rendimento relativo aproximar-se de 1.
Logo, o rendimento e o teor de monoterpenos estavam pertos da unidade quando a secagem
foi realizada a temperaturas mais amenas (ensaios 1, 3 ¢ 5). Em contraste, as temperaturas
mais elevadas (ensaios 2, 4 e 6) provocaram perdas no rendimento de extracdo e de
monoterpenos ao comparar com os valores obtidos a partir dos frutos in natura. Portanto,
estes dados mostram que o aumento da temperatura pode ter reduzido o rendimento de
extracdo e o teor de monoterpenos no 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius.

Mediante os dados experimentais apresentados na Tabela 4.11 e com o auxilio do
software STATISTICA®, foi avaliado o ajuste de um modelo matemadtico para o teor de

monoterpenos (MC) no 6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius (Equagdo 4.22).
MC =73,3-5,67T-2,23T° (4.22)

Para avaliar a qualidade de ajuste do modelo codificado, na Tabela 4.12 sdo

apresentados os resultados da ANOVA.

Tabela 4.12 — ANOVA para o modelo preditivo para o teor de monoterpenos
(Equaciao 4.22)

Somade Grausde Quadrados

Fon.t N (Ee Quadrados Liberdade Médios Fea Fua
Variacao
Regressdo 283,0 2 144,0
Residuos 56,83 8 7,104 20,27 4,459
Falta de ajuste 55,37 6 9,228
12,64 19,33
Erro puro 1,460 2 0,7300
Total 344.8 10 - - -

R=0,9139

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda:

F .2 Distribuicdo de Fischer calculada.
F.: Distribui¢@o de Fischer tabelada.
R*: Coeficiente de correlagio.

Segundo os resultados da Tabela 4.12, observa-se que o modelo pode ser considerado
vdlido devido as seguintes andlises: o F, da regressdo em relacdo aos residuos é superior ao
Fip; 0 Fey da falta de ajuste em relacdo ao erro puro € inferior ao Fy,;; € o coeficiente de

correlacdo € maior que 0,9. Portanto, ao ajustar aos dados experimentais, o modelo pode ser
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utilizado para fins preditivos, dessa forma, satisfazendo os requisitos para a constru¢do da

superficie de resposta e curva de nivel (Figura 4.16).

Figura 4.16 — Superficie de resposta (a) e Curva de contorno (b) para o teor de monoterpenos (MC) no 6leo
essencial em fung@o da temperatura (7) e da velocidade do ar de secagem (u)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 4.16, para minimizar a perda de compostos volateis
durante a secagem dos frutos da S. terebinthifolius, recomenda-se que a secagem seja
realizada nos niveis mais baixos de temperatura do ar de secagem. Para essa finalidade, como
mostrado na Figura 4.16, temperaturas do ar de secagem na faixa de 35 °C a 55 °C sdo
recomendadas. Assim, nessas condi¢cdes, serd obtido um produto com alto teor de
monoterpenos (>70%). Entretanto, se o objetivo da secagem dos frutos da S. ferebinthifolius
for a producdo da especiaria pimenta-rosa, outra faixa de operacio deverd ser definida. Para
tanto, como base nos dados exibidos nas Figuras 4.9 (contetido de umidade) e 4.12 (cor),
temperaturas do ar de secagem na faixa de 40 °C a 55 °C sao recomendadas para a secagem.
Assim, tais condi¢cdes fornecem um contetido de umidade adequado (M*<12%) e sem
degradacdo elevada da coloracdo e do 6leo essencial dos frutos da S. ferebinthifolius.

Como mencionado anteriormente, a temperatura maxima de 55 °C estd proxima da
temperatura de 60 °C, referida por Carvalho, R. et al. (2015) para a produ¢do de pimenta-rosa.
Por sua vez, Karam et al. (2016) citam que temperaturas na faixa de 55 °C a 60 °C sdo
consideradas adequadas para a secagem de frutas e vegetais, pois asseguram a qualidade do

produto (coloragdo, principios ativos, etc.) com um tempo de secagem relativamente baixo.
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4.3.4 MODELOS CLASSICOS DE SECAGEM

Na Tabela 4.13, sdo apresentados os valores dos parametros ajustdveis de todos os
modelos classicos (Tabela 2.1) que foram ajustados aos dados experimentais da cinética de

secagem dos frutos da S. terebinthifolius, nas condi¢des operacionais indicadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.13 — Parametros ajustdveis para todos os modelos cldssicos de secagem

Difusdo’ Lewis Page Henderson e Pabis Henderson (Dois termos)
Ensaio Def K KI n (-) Ka a (-) K2 ap (-) K3 b (-)
10, em’ 107, 107 107, (10”.min™") (10”.min™)
min™) min?) | min”) min™)

1 5,069 6,251 5,972 1,009 6,158 0,9885 6,158 0,4939 6,158 0,4945
2 17,57 23,25 10,72 1,196 25,32 1,092 25,32 0,4963 25,32 0,5957
3 5,403 6,555 12,11 0,8785 5,855 0,9192 5,855 0,4650 5,854 0,4542
4 17,82 23,35 18,79 1,055 23,90 1,023 23,90 0,5117 23,90 0,5117
5 3,676 4,441 6,047 0,9433 4,194 0,9581 4,194 0,5062 4,192 0,4518
6 18,99 25,05 15,90 1,117 26,43 1,057 26,43 0,5283 26,43 0,5283
7 8,670 11,09 7,130 1,097 11,50 1,032 11,50 0,5164 11,50 0,5159
8 9,890 12,53 17,77 0,9217 11,78 0,9486 13,93 0,2596 11,12 0,6912
9 10,87 13,91 15,92 0,9692 13,48 0,9725 13,48 0,4863 13,48 0,4862
10 10,09 12,86 15,07 0,9642 12,43 0,9708 12,42 0,4854 12,43 0,4854
11 11,29 14,47 16,53 0,9693 14,08 0,9763 14,08 0,4805 14,08 0,4958

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: 'Modelo truncado no segundo termo da série.

De acordo com os dados da Tabela 4.13, de forma geral, os parametros dos modelos
variaram em func¢do das condi¢des operacionais da secagem, principalmente da temperatura
do ar de secagem. Por exemplo, para o modelo de Lewis, o maior valor da constante de
secagem (K) foi proximo de 2,5x10 min”', observado na maior temperatura investigada
(75°C), e o menor valor foi de 4,44x107 min'l, observado no menor nivel de temperatura
investigado (35 °C). Estes resultados indicam a dependéncia da constante de secagem com a
temperatura. Na Tabela 4.13, observa-se, também, que os valores do parametro K, do modelo
de Henderson e Pabis sdo muito préximos da constante de secagem do modelo de Lewis, pois
o valor do parametro a do modelo de Henderson e Pabis é proximo da unidade. E, ainda, os
valores dos parametros K> e K3 do modelo de Henderson (Dois termos) também sdo préximos
aos valores da constante de secagem.

Assim como observado para a constante de secagem do modelo de Lewis, na Tabela
4.13 também € observada a dependéncia da difusividade efetiva (D.s) com a temperatura do ar
de secagem: o maior valor da difusividade efetiva foi proximo de 1,9x10™ cm*/min, revelado
na maior temperatura investigada (75 °C); e o menor valor foi de 3,7)(10'5 cmz/min, observado
no menor nivel de temperatura investigado (35 °C). Desse modo, os valores estimados para a

difusividade efetiva apresentaram resultados esperados em relacdo a sua dependéncia com a
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temperatura, conforme o diagrama de Pareto da Figura 4.17, que descreve o efeito

padronizado da temperatura do ar de secagem sobre a difusividade efetiva.

Figura 4.17 — Diagrama de Pareto para a difusividade efetiva

Temperatura (L)
Temperatura (Q) 1,200055
Velocidade(Q) * 1,00621

Velocidade (L) 8240503

p= 05

Efeito padronizado (1)

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 4.17, apenas a temperatura do ar de secagem exerceu
efeito significativo (positivo) sobre a difusividade, em nivel de confianga de 95%. Assim, o
aumento na temperatura acarretou aumento da difusividade da umidade e, como
consequéncia, altas taxas de secagem foram observadas, assim, menores tempos de secagem
foram necessarios para alcancar o conteddo de umidade de equilibrio. Na Tabela 4.14, sdo
assinalados os resultados dos desempenhos de todos os modelos cldssicos de secagem

utilizados para simular a cinética de secagem dos frutos da S. terebinthifolius.

Tabela 4.14 — Critérios de validacao para os modelos classicos de secagem

Modelo R’ Equacao da Reta (y=ax+b)1 RMSE (-)2*
Difusdo 0,9814 y =0,8487x + 0,0375 0,062
Lewis 0,9966 y =0,9897x - 0,0002 0,027
Page 0,9986 y =0,9977x - 0,0023 0,011
Henderson e Pabis 0,9987 y = 1,0084x - 0,0046 0,011
Henderson (Dois termos) 00,9987 y = 1,0085x - 0,0047 0,011

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Dados experimentais versus os dados preditos pelo modelo; *Raiz do Erro Médio

Quadritico.

Dos dados da Tabela 4.14, é possivel detectar que, de forma geral, todos os modelos
foram adequados para a descricdo da cinética de secagem dos frutos da S. terebinthifolius,
pois, nos graficos de dispersdo (dados experimentais versus os dados preditos pelo modelo),

foi verificado que os dados se apresentam na forma de uma reta coincidente com a diagonal e
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os valores de R* foram proximos da unidade. Entretanto os resultados mostraram melhor
desempenho dos modelos semiempiricos de Henderson (Dois termos), de Page e de Pabis e
Henderson, sendo que para esses modelos os valores da Raiz do Erro Médio Quadratico
(RMSE), que indica a precisdo do modelo, foram menores que o desvio padrdo da umidade
adimensional (0,019). Os modelos de Lewis e de Difusdo foram os que obtiveram os piores
ajustes aos dados experimentais, provavelmente, devido ao fato de esses modelos
apresentarem apenas um parametro ajustavel (difusividade efetiva para o modelo de difusao e
constante de secagem para o modelo de Lewis). Ademais, foi observado um desempenho
superior do modelo de Lewis em relagdo ao modelo de Difusdo. Provavelmente, isso ocorreu
devido ao modelo de Difusdo apresentar muitas consideracdes tedricas e suposi¢cdes que, na
pratica, ndo se aplicam. Lembrando que o modelo de Difusdo utilizado neste trabalho foi
obtido por meio da solugdo analitica da segunda lei de Fick, que foi truncada no segundo
termo, sendo que este modelo ndo representa adequadamente materiais com alto contetido de
umidade, como € o caso dos frutos de S. terebinthifolius. Nas Figuras 4.18 a 4.20, sdo
apresentados os ajustes dos modelos cladssicos aos dados dos ensaios 3, 4 e 11, ensaios

utilizados para a validacao das RNAs.

Figura 4.18 — Ajuste dos modelos cldssicos aos dados experimentais do Ensaio 3 (7=40,9 °C e u=0,81m/s)
10 @ Dados experimentais

\ we  Difusdo
09 o — Lewis
e @ ®  Page
Henderson e Pabis
0 wm== Henderson

0.6

MR

0.1

0.0
0 100 200 300 400 300 GO0 700 800

Tempo (min)
Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.
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Figura 4.19 — Ajuste dos modelos cldssicos aos dados experimentais do ensaio 4 (7=69,1 °C e u=0,81m/s)
1.0

A @ Dados experimentais
0o |8 me  Difusdo
—= Lewis
0.8 B Page
Henderson e Pabis
0.7 === Henderson

MR

0.0
] 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)
Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.

Figura 4.20 — Ajuste dos modelos cldssicos aos dados experimentais do ensaio 11 (7=55 °C e u=0,6m/s)
1.0
@ Dados experimentais

0o ¢ mmm Difusio
8‘ — Lewis
0.8 ’ (] Page
. Henderson e Pabis
0.
=== Henderson
g 0.6
E 03
0.4
0.3

0.0
0 100 200 300 400 S00 GO0

Tempo (min)

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.
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Conforme observado nas Figuras de 4.18 a 4.20 e citado anteriormente, os modelos
semiempiricos de Henderson (Dois termos), de Page e de Henderson e Pabis alcancaram os
melhores resultados no ajuste aos dados experimentais. Assim, os resultados mostram que
esses modelos representaram bem o comportamento ndo linear da cinética de secagem dos
frutos da S. terebinthifolius, nas condi¢des operacionais analisadas neste trabalho. Estes
resultados podem estar relacionados ao maior nimero de pardmetros ajustidveis desses
modelos. Por exemplo, o0 modelo de Henderson (Dois termos) estabeleceu um bom ajuste aos
dados experimentais, sendo que esse modelo possui quatro parametros ajustdveis. Todavia é
de inferir que modelos com apenas dois parametros, como os modelos de Page e de
Henderson e Pabis, também, apresentaram ajuste adequado aos dados experimentais, sendo

que, em termos praticos, esses modelos sdo mais simples para o uso.

4.3.5 MODELOS POR REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

Na Tabela 4.15, indicam-se as configuragdes e os desempenhos de todas as topologias

de RNAs investigadas neste trabalho.

Tabela 4.15 — Resultados dos treinamentos das RNAs e da simulagdo com os dados de

verificacdo
Treinamento Verificacao

Parametros Iteracdes RMSE (-)'| R? Equacioda RMSE (-)!
Topologia® originais/ Reta (y=ax+b)

Parametros

efetivos

A (4x4x1) 251223 196 0,025 0,995 y=0,99x-0,0014  0,0165
B (3x4x1) 21/ 19,3 681 0,030 0,996 y=0,98x-0,0002  0,0161
C (3x3x1) 16/ 14,4 508 0,011 0,999  y=1,00x-9.10° 0,0064
D (3x3x1) 16/ 14,3 154 0,051 0,992 y=0,87x+0,0013  0,0549

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas:

'Raiz do Erro Médio Quadratico;

*Dados experimentais versus os dados preditos pelo modelo;

3 (neur6nios de entrada X neurdnios ocultos x neurdnios de saida).
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De acordo com os dados da Tabela 4.15, os resultados das topologias A e B foram
bem similares, o que indica que a umidade relativa do ar de secagem (UR), que foi utilizada
como neur6nio de entrada na topologia A, ndo apresentou influéncia significativa na
qualidade da modelagem por RNAs da cinética de secagem dos frutos da S. terebinthifolius,
nas condi¢des investigadas neste trabalho (5% a 31%). Por conseguinte, essa varidvel nao foi
utilizada como neurdnio de entrada nas topologias C e D.

Na Tabela 4.15, pode-se observar que, de forma geral, todas as topologias foram
adequadas para a descricd@o da cinética de secagem, pois, nos graficos de dispersio, verifica-se
que os dados se apresentaram na forma de uma reta coincidente com a diagonal e os valores
de R? foram proximos da unidade. E, ainda, os valores da Raiz do Erro Médio Quadrético
(RMSE), que indica a precisdo do modelo, foram menores que o desvio padrao da umidade
adimensional (0,019), sendo que a unica excecdo foi para a topologia D, que teve um RMSE
maior. Estes resultados podem ser visualizados nas Figuras de 4.21 a 4.24, que mostram os

ajustes dos modelos neurais aos dados de verificacdo (ensaios 3,4 e 11).

Figura 4.21 — Ajuste do modelo neural da topologia A aos dados experimentais de verificagdo (ensaios 3,4 e 11)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.



115

Figura 4.22 — Ajuste do modelo neural da topologia B aos dados experimentais de verificacdo (ensaios 3,4 e 11)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.

Figura 4.23 — Ajuste do modelo neural da topologia C aos dados experimentais de verificagdo (ensaios 3,4 e 11)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.
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Figura 4.24 — Ajuste do modelo neural da topologia D aos dados experimentais de verificacdo (ensaios 3,4 e 11)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional..

Conforme observado na Figura 4.24 e nos dados da Tabela 4.15, a topologia D
apresentou os piores critérios de qualidade no ajuste aos dados experimentais, pois a precisao
da modelagem (RMSE) foi proxima de 0,055, valor esse superior ao desvio padrdo da
umidade adimensional (0,019). Em contrapartida, conforme observado na Figura 4.23, a
topologia C foi a mais adequada no ajuste aos dados experimentais, entre todas as modelagens
investigadas, pois a saida desejada (dados pontuais) € muito proxima da saida da rede neural
(linha continua). Bem como listado na Tabela 4.15, a modelagem assinalou uma precisdao
(RMSE) proxima de 0,0064, ou seja, menor que o desvio padrdao médio. Na Figura 4.25, sdo
apresentados todos os dados experimentais versus os dados preditos pelo modelo neural da

topologia C.
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Figura 4.25 — Dados experimentais (verificagdo) versus dados preditos pelo modelo neural (topologia C)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.

Na Figura 4.25, aponta-se que o valor de R? foi 0,9993 (aproximadamente um), o
coeficiente linear foi de -9 x 107 (préximo de zero) e coeficiente angular foi de 0,9974
(proximo de um). Assim, como ji citado, o ajuste desta topologia de RNA foi o mais
adequado no ajuste aos dados experimentais entre todos os modelos investigados, pois os
dados estdo na diagonal; e o modelo neural proposto conseguiu uma boa medida de
desempenho de previsdo, com 99,93% de certeza. Os ajustes da topologia C e do modelo
semiempirico de Henderson e Pabis aos dados de verificacdo (ensaio 3) sdo mostrados na

Figura 4.26.



118

Figura 4.26 — Ajuste do modelo de Henderson e Pabis e da RNA (topologia C) aos dados do ensaio 3
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MR: umidade adimensional.

Conforme observado na Figura 4.26, o modelo de Henderson e Pabis e o modelo
neural da topologia C ajustaram-se de forma efetiva aos dados experimentais da cinética de
secagem. Entretanto o modelo neural apresentou precisdo um pouco superior ao modelo de
Henderson e Pabis. E importante ressaltar que, apesar das varias qualidades das RNAs na
modelagem de processos de secagem, uma desvantagem observada nos modelos neurais foi a
falta de conhecimento fenomenoldgico que este tipo de abordagem proporcionou, pois 0s
parametros das RNAs nao possuem significado fisico do processo. Assim como os modelos
empiricos e semiempiricos tradicionais. Todavia foi observado, ainda, que, além da alta
precisdo, uma vantagem das RNAs € a sua capacidade de prever o comportamento da cinética
de secagem para uma faixa operacional, e ndo apenas para s6 uma condi¢do experimental. As
RNAs foram capazes de descrever uma série de experiéncias com precisdao, ndo sendo

limitada a um ensaio especifico. Ademais, outras caracteristicas observadas foram a
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simplicidade e a rapidez nas simula¢des por RNAs, uma vez que a estimativa da saida da
RNA ¢ realizada por simples operagdes aritméticas. Logo, os resultados promissores da
utilizacdo de um modelo baseado em RNAs para simular processos de secagem indicam a
potencialidade da aplicagdo dessa ferramenta na modelagem de processos industriais de
secagem. Os modelos neurais podem ser implementados em planilha eletronica a ser usada
para monitoramento e ajustes das condicdes de secagem durante a batelada. Além disso,
podem ser utilizados para estimar o contetido de umidade em tempo real, o que € de grande
utilidade em processos de secagem, pois a determinacdo de umidade em laboratério é um

procedimento trabalhoso e demorado.

4.4 CONCLUSOES

Os resultados revelaram que o O6leo essencial dos frutos da S. terebinthifolius,
coletados no mesmo local (Aracruz, Espirito Santo), porém em datas distintas (2014 e 2015),
apresentaram variagdes na atividade antiproliferativa em func¢do da composicao quimica do
Oleo essencial. Essas diferencas observadas podem ter sido causadas pelas mudancgas
climdticas ocorridas na regido de producdo dos frutos, isso afetando a producdo dos
metabolitos secunddrios pela espécie vegetal, o que justifica o melhor controle da qualidade
da matéria-prima.

Quanto a secagem da matéria-prima, os resultados revelaram que, para as condi¢des
operacionais estudadas neste trabalho, a temperatura do ar de secagem exerceu influéncia
maior no processo de secagem. A cinética de secagem foi controlada pelo periodo de taxa
decrescente, o que indica que a secagem foi governada pela remocdo da umidade interna do
sOlido. Verificou-se, também, o desempenho adequado da modelagem estatistica para o
processo de secagem dos frutos da S. ferebinthifolius, sendo que um planejamento fatorial se
mostrou Util para avaliacdo das varidveis do processo de secagem. Os resultados apontam que
a secagem em um secador de bandeja assegurou a integridade do produto, sendo que
temperaturas na faixa de 40 °C a 55 °C asseguraram uma umidade adequada ao produto
(<10%), sem degradacdo da cor e perdas consideraveis de compostos voldteis. Portanto, estes
resultados evidenciam a importancia do monitoramento das condi¢cdes de secagem, sendo que
este estudo pode servir de base para a melhoria da qualidade do produto pimenta-rosa e,
assim, satisfazer os requisitos de qualidade impostos pelos consumidores. Sugere-se, para

trabalhos futuros, realizar a anélise sensorial da pimenta-rosa.
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Os resultados da modelagem da cinética de secagem revelaram um melhor
desempenho dos modelos semiempiricos (Page, Henderson e Pabis, Henderson) e do modelo
via Redes Neurais Artificiais (RNAs). Entretanto foi observado que, além da alta precisao,
uma vantagem das RNAs é a sua capacidade de prever o comportamento da cinética de
secagem para uma faixa operacional, € ndo apenas para uma unica condi¢do experimental.
Portanto, os resultados promissores da utilizacio de um modelo baseado em RNAs para
simular processos de secagem indicam a potencialidade da aplicacdo dessa ferramenta na
modelagem de processos industriais de secagem. Os modelos neurais podem ser utilizados
para estimar o conteido de umidade em tempo real, o que é de grande utilidade em processos
de secagem, visto que a determinacdo de umidade em laboratério € um procedimento

trabalhoso e demorado.
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CAPITULO 5

EXTRACAO DE COMPOSTOS DOS FRUTOS DE Schinus terebinthifolius Raddi
UTILIZANDO CO, SUPERCRITICO: efeitos das condi¢des operacionais sobre
rendimento global, compostos voldteis, cinética de extracdo e atividade antiproliferativa em

células tumorais humanas

Neste capitulo, expde-se a extragdo supercritica de compostos, utilizando CO,
supercritico como solvente, em que foram analisados os efeitos das varidveis operacionais da

extragdo, bem como a atividade antiproliferativa dos extratos obtidos.

5.1 INTRODUCAO

Técnicas de extragdo, como hidrodestilagdo (COLE et al., 2014), Soxhlet (JAIN et al.,
1995), maceracdo dinamica (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J; SANTOS, 2004) e extracao
por arraste a vapor (SARTORELLI et al., 2012) foram as mais utilizadas para a extragdo de
compostos dos frutos da S. terebinthifolius. Apesar da simplicidade desses processos
convencionais de extracdo, essas tecnologias apresentam uma série de desvantagens, por
exemplo: na hidrodestilacdo, o uso de temperaturas elevadas pode degradar compostos
termolébeis do 6leo essencial; e, na extragdo em sistema Soxhlet e maceragdo dinamica, o uso
de solventes organicos pode contaminar o extrato vegetal e o meio ambiente com substincias
téxicas. Desse modo, como processo alternativo, figura a extracdo com fluido supercritico. E
importante mencionar que o uso de solventes organicos e fluido supercritico também
possibilita a extragdo de compostos ndo voléteis, tais como ceras, compostos fendlicos,
carotenoides, 4cidos graxos, pigmentos, etc. Assim, se o composto de interesse € um
composto volatil, a extracdo de compostos de maior massa molecular elevard os custos de
producdo devido ao fracionamento necessario para a obtencao dos compostos de interesse.

A aplicagdo da tecnologia supercritica € bastante vantajosa, pois permite, por exemplo:
a utilizacdo de solventes com pouca agressividade ao meio ambiente, como o CO; (gis nao
inflamavel, inerte e de toxicidade reduzida); e a obtencdo de produtos de alta qualidade e
funcionalidade, pois € possivel a preservacdo de compostos termoldbeis em fungdo do uso de
temperaturas amenas durante a extracdo. Outra vantagem observada € a facilidade na

separacdo do solvente do produto final e também a alta seletividade, pois, ao modificar a
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massa especifica do fluido supercritico, manipula-se o seu poder de solvatacdo e, assim,
diferentes produtos sdo obtidos (BRUNNER, 1994; RIZVI, 1994; MUKHOPADHYAY,
2000; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Na literatura, poucos trabalhos investigaram a extracdo de compostos dos frutos da S.
terebinthifolius utilizando a tecnologia supercritica (LIVIA, 2013; ANDRADE, 2015). Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi investigar a extracdo de compostos bioativos dos frutos da
S. terebinthifolius utilizando CO, supercritico como solvente, dessa maneira, visando a sua
utilizacdo como recurso terapéutico para o tratamento de alguns tipos de cincer. Apesar de
varios estudos indicarem que os frutos de S. terebinthifolius sdao fonte promissora de
compostos bioativos, ndo foi encontrado artigo cientifico sobre a atividade antiproliferativa de
extratos supercriticos contra um painel de células tumorais, o que justifica ainda mais a
realizacdo deste estudo. Assim, a €nfase deste estudo deu-se na andlise dos efeitos das
condi¢des operacionais da extra¢do supercritica sobre rendimento global, compostos voléteis,
cinética de extracdo e atividade antiproliferativa em nove linhagens de células tumorais

humanas.
5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 MATERIA-PRIMA

Neste estudo, os frutos de S. terebinthifolius do Lote A foram utilizados como matéria-
prima. Detalhes da coleta e das caracteristicas da matéria-prima sdo descritos,
respectivamente, nas Secdes 3.2.1 e 4.3.1 deste trabalho. Os frutos in natura da S.
terebinthifolius apresentaram conteido de umidade, em base timida, proximo de 41%. Desse
modo, a matéria-prima foi submetida a secagem em uma estufa com circulacdo de ar forcada
(QUIMIS®), a temperatura de 40 °C. Segundo Meireles (2003), matérias-primas contendo
mais de 10% de umidade, em base tmida, requerem um processo de secagem antes da
extracdo com fluido supercritico. Além de garantir a umidade adequada para a extracdo, a
secagem permite um melhor manuseio das amostras e também evita a formacdo de
aglomerados de particulas. Para determinar o tempo correto para a secagem, foi realizado um
estudo preliminar da cinética de secagem na estufa, em triplicata. Nos ensaios,
aproximadamente 30 g dos frutos (2 cm de espessura) foram colocados em uma bandeja
metdlica. A amostra foi mantida na estufa a temperatura de 40 °C, sendo a massa da amostra

determinada, ao longo do tempo, até a massa constante, em uma balanca analitica (BEL®,
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precisdo de 0,0001 g). O contetddo de umidade da amostra foi determinado segundo o método
descrito na Se¢do 4.2.2.1 deste trabalho.

Ap6s a secagem, a matéria-prima foi triturada em um liquidificador industrial (Waring
Commercial®) durante 1 minuto e em bateladas de aproximadamente 200 g. Segundo
Reverchon e de Marco (2006), as extragdes de produtos naturais com fluido supercritico,
geralmente, sdo realizadas com particulas variando de 0,25 a 2,0 mm. E, para que o didmetro
médio das particulas esteja incluido nessa faixa, todo o material triturado foi classificado com
o auxilio de uma peneira metlica de abertura de 1,68 mm (Granutest®). O peneiramento foi
realizado por meio de agitacdo manual, sendo que o material retido na peneira foi novamente
triturado no liquidificador. Apds as operacdes de preparo da matéria-prima, essa foi
armazenada em embalagens de plastico herméticas, sendo que o material foi mantido em

freezer (-18 °C) até o inicio dos ensaios de extracao.
5.2.1.1 Granulometria

Para determinar a granulometria da matéria-prima utilizada na extracdo supercritica,
amostras representativas foram classificadas de acordo com a série padrao de peneiras Tyler
de 10 a 42 mesh (Granutest®), utilizando um agitador de peneiras (Bertel®). O peneiramento
foi realizado por meio de uma agitacdo mecanica utilizando o agitador de peneiras, em
frequéncia maxima e por um tempo de 20 minutos. As massas retidas em cada peneira foram
determinadas em uma balanga semianalitica (SHIMADZU®, precisdo de 0,01 g). O diametro
médio geométrico da particula (d,,,) foi determinado de acordo com o método recomendado

pela American Society of Agricultural Engineers (ASAE, 1998), conforme a Equacdo 5.1.

> (mlogd,)
d,, =log™| H—r—— (5.1)

n
>
i=1

Em que m; é massa do material retido na i-ésima peneira e d;, é o didmetro médio das

particulas retidas na i-ésima peneira, calculado conforme a Equacgao 5.2.

= 0,5
d;=(d,d_,) (5.2)
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Em que: d; é abertura nominal da i-ésima peneira, pela qual a particula ficou retida; e
d;.; € abertura nominal de uma peneira maior que a i-ésima peneira, pela qual a particula
passou. Para comparagdo, foi calculado o didmetro médio de Sauter (d,s) conforme a Equagao

4.4.

5.2.1.2 Massa especifica e Porosidade

A massa especifica real da particula (p,) foi determinada por picnometria com gas
hélio na Central Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP. Nas analises, foi utilizado
um picndmetro de gis hélio (Picndmetro automdtico Ultrapyc 1200e, Quantachrome), sendo
que foram realizados 10 ensaios para calcular o desvio padrao. A massa especifica do leito
da extracao supercritica (p;) foi determinada a partir das medidas de massa da matéria-prima
utilizada no empacotamento da coluna de extracdo (m;) e o volume da coluna de extracdo (V)),

conforme a Equagdo 5.3.

P =— (5.3)

O volume do leito (cilindro) foi determinado pelas medidas de altura e didmetro da
coluna de extracdo, com o uso de um paquimetro digital (Digimess®), sendo que o didmetro

da coluna de extracdo € igual a 2 cm. A porosidade do leito de extracao (¢) foi determinada

por meio da Equacdo 5.4.
e=1- % (5.4)

5.2.2 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

Na Figura 5.1, expde-se o diagrama esquematico do sistema experimental utilizado
para a extracdo com fluido supercritico. O equipamento estd instalado no Laboratério de
Tecnologias Supercriticas (LTS) do Instituto de Quimica (IQ) da UNICAMP e foi

gentilmente cedido para a realizacdo deste trabalho.
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Figura 5.1 — Diagrama esquemadtico do sistema de extracdo com fluido supercritico
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(1) Cilindro de CO,; (2) Vdlvulas agulha; (3) Banho ultratermostatizado; (4) Bomba de alta pressdo; (5)
Controlador indicativo de pressdo; (6) Coluna de extracdo; (7) Estufa de aquecimento com controle de
temperatura; (8) Valvula micrométrica; (9) Sistema de aquecimento; (10) Sistema de controle de temperatura;
(11) Coletor de extrato; (12) Medidor de vazao Coridlis.

Fonte: Acervo do autor.

O extrator supercritico (Figura 5.1) € alimentado com CO; (99,5%, White Martins®)
estocado em um Cilindro de CO; (1). Em todo o equipamento, para o bloqueio da vazdo de
CO., sdo utilizadas Valvulas do tipo agulha (2) (Autoclave Engineers®). Para garantir que o
CO; chegue a bomba no estado liquido, evitando a cavitagao da mesma, o CO; € resfriado no
Banho Ultratermostatizado (3) (Marconi®, modelo MA184). A Bomba de alta pressao (4)
(Thar SFC, modelo P-50A) pressuriza o solvente até a pressdo de extracdo desejada por meio
de um Controlador Indicativo de Pressao (5).

Antes do inicio da extracdo, a matéria-prima foi compactada no interior da Coluna de
extracao (6). Para evitar a formacdo de caminhos preferenciais, a amostra foi colocada em
pequenas porgdes que foram acomodadas com o auxilio de um bastdo cilindrico.

Nos ensaios para determinar o rendimento global da extracdo supercritica, foram
utilizadas 20 g da matéria-prima. J4 no estudo da cinética da extragdo supercritica, foram
utilizadas 30 g da matéria-prima. Como essas quantidades ndo foram suficientes para
preencher o volume total da coluna (45 mL), o espaco remanescente foi completado com
pérolas de vidro (na entrada do leito). Apds o empacotamento, a coluna foi fechada e
conectada ao sistema de extracao, sendo que a coluna de extragdo foi instalada dentro de uma

Estufa com controlador de temperatura (7) (QUIMIS®).



126

Ap6s deixar a coluna de extracdo, a fase fluida (CO, e extrato) passa por uma Valvula
micrométrica (8) (Autoclave Engineers®) que permite ajustar a vazdo do solvente e reduzir a
pressdo. Para evitar o congelamento e a obstru¢do da linha, causados pelos efeitos da
expansao Joule-Thomson, a vélvula micrométrica possui um Sistema de aquecimento
elétrico (9) conectado a um Sistema de controle de temperatura (10). Esse sistema ¢é
formado por uma estrutura de aluminio que reveste a valvula micrométrica, € uma resisténcia
elétrica que estd ligada a um controlador de temperatura (COEL®, modelo HW500). O
controlador recebe informacdes de um indicador digital de temperatura posicionado na
véalvula micrométrica.

Apo6s passar pela vélvula micrométrica, ocorre a separacdo entre extrato e solvente
devido a reducdo da pressdo, sendo o extrato recolhido no Coletor de extrato (11) (frasco
penicilina de 100 mL). O frasco de coleta, previamente tarado, foi ajustado na saida do
extrator parcialmente imerso em banho de gelo seco para minimizar perdas de compostos
volateis. Nos ensaios cinéticos, foram utilizados varios frascos para a coleta dos extratos ao
longo do tempo: os frascos foram coletados em intervalos de 5, 10 e 30 minutos até o final da
extracio.

Antes de ser liberado para o meio ambiente, o CO, passa pelo Coridlis (12)
(SIEMENS, SITRANS F C MASS 6000) que permite acompanhar a vazdo massica do CO,
durante todo o processo. Em todos os ensaios, foi utilizada uma vazio de 6 g/min, que foi
definida em ensaios preliminares, de acordo com as limitacdes do equipamento de extragdao
supercritica. Apds a extracao, o frasco de coleta foi retirado do equipamento e, em seguida, a
linha entre a coluna e a valvula micrométrica foi lavada, com o auxilio de uma seringa de
vidro, com diclorometano anidro P.A (Sigma-Aldrich®) por trés vezes, para recuperar o
extrato aderido ao sistema de extracdo. Para a remocdo do diclorometano, foi utilizado o
rotaevaporador (Buchi®, modelo B-490) a 40 °C e pressdo reduzida. O rendimento de extrato

em base seca (X,) foi calculado de acordo com a Equacdo 5.5.

X, ="£7100 (5.5)
m

ss

Em que mg € a massa do extrato e my é a massa seca da matéria-prima utilizada na
extragdo. Apds os procedimentos de extracdo, os extratos foram colocados em frascos de

vidro e mantidos em freezer (-18 °C) até o momento de sua utilizagao nas anélises.
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5.2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho, a extragdo com CO, supercritico foi avaliada por meio de um
planejamento fatorial de experimentos. Foram investigadas as influéncias da pressdo (y;) e
temperatura (y;) do fluido supercritico sobre o rendimento global e a composi¢do quimica dos
extratos supercriticos dos frutos da S. terebinthifolius. Na Tabela 5.1, coloca-se os valores dos

niveis das varidveis investigadas neste trabalho.

Tabela 5.1 — Niveis das varidveis da extragao
supercritica utilizados no planejamento fatorial

Variavel Nivel
-1 0 +1
Pressao (bar) 100 200 300
Temperatura (°C) 40 50 60

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 5.2 apresenta a matriz do planejamento experimental, sendo desenvolvido
um planejamento fatorial completo (2%) com trés repeti¢des no ponto central, totalizando sete
ensaios. O planejamento experimental possibilitou, com poucos experimentos, uma ampla
faixa de massa especifica do CO, supercritico (0,298 a 0,928 g/cm3), que € fundamental para

a producdo de extratos com caracteristicas variadas.

Tabela 5.2 — Planejamento fatorial completo para a extragdo supercritica

Ensaio Pressdo (bar)' Temperatura (°C)' Massa especifica do CO; (g/cm’)

1 100 (-1) 40 (-1) 0,562
2 300 (+1) 40 (-1) 0,928
3 100 (1) 60 (+1) 0,298
4 300 (+1) 60 (+1) 0,831
5 200 (0) 50 (0) 0,762
6 200 (0) 50 (0) 0,762
7 200 (0) 50 (0) 0,762

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: 'Valores codificados entre parénteses.
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Todos os ensaios apresentados na Tabela 5.2 foram realizados em duplicata e em
ordem aleatéria. Os dados experimentais foram analisados com o auxilio do software
STATISTICA®, utilizando um nivel de significncia de 5%. Para definir o tempo de extracao,
utilizado nos ensaios para determinar o rendimento global, foi realizado um estudo preliminar
da cinética da extracdo nas condi¢des operacionais do ensaio 3 da Tabela 5.2 (100 bar e 60
°C), condi¢do esta que garante a menor massa especifica do CO, supercritico (0,298 g/cm3 )

nas condicdes avaliadas neste trabalho.
5.2.4 EXTRACOES CONVENCIONAIS

Para comparar os produtos da extracdo com CO, supercritico com alguns processos
convencionais de extragdo, a matéria-prima utilizada na extracdo supercritica também foi
submetida as técnicas de extragdo em sistema Soxhlet e hidrodestilacdo. A hidrodestilacdo foi
realizada em aparelho Clevenger, conforme a metodologia descrita na Secdo 3.2.2 deste
trabalho (razdo sdlido/dgua de 97,4 g/L e 4,5 horas de extracdo). A extracdo em sistema
Soxhlet (Figura 5.2) foi realizada em duas etapas sequenciais: na primeira etapa, foi utilizado
diclorometano como solvente; e na segunda etapa de extracdo, foi utilizado o etanol como

solvente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Figura 5.2 — Diagrama esquemadtico do sistema de extracio tipo Soxhlet
(A) Cartucho poroso;

(B) Condensador de refluxo;

(C) Balao de fundo redondo;

(D) Manta de aquecimento;

(E) Duto de vapor de solvente;

(F) Sifio.

Fonte: Acervo do autor.
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Inicialmente, para a obtencdo do extrato diclorometanico (ED), 10 g da matéria-prima
foram colocadas no cartucho poroso do aparelho de Soxhlet (A). O aparelho foi acoplado a
um condensador de refluxo (B) e a um baldo de fundo redondo de 500 mL (C), contendo 200
mL de diclorometano (Merck®) e pérolas de vidro. O baldo foi aquecido em uma manta de
aquecimento de 500 mL (Fisaton®, modelo 102) (D) e o sistema foi mantido em refluxo de
solvente por 4 horas (ANVISA, 2010). Nesse periodo, o solvente foi vaporizado e condensado
por vérias vezes, enchendo o cartucho poroso e sendo sifonado (F) para o baldo por vérias
vezes, assim, transpondo o extrato em um processo continuo de extracdo. Apos o periodo de
extracdo, a mistura resultante do baldao foi filtrada em papel. Para a remocdo do
diclorometano, o filtrado foi levado ao rotaevaporador (Buchi®, modelo B-490) a 40 °C, com
pressdo reduzida, resultando no extrato diclorometanico (ED). O rendimento em base seca foi
calculado conforme a Equagdo 5.5. Para a obtencdo do extrato etandlico (EE), o residuo
vegetal, resultante do processo de extracdo com diclorometano, foi retomado e submetido a
uma segunda extragio com 200 mL de etanol (CHEMCO®) por um periodo de 4 horas
(ANVISA, 2010).

5.2.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS

Para a caracterizacdo quimica da fracdo volatil dos extratos, foi utilizada a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). As andlises
foram realizadas em um cromatdgrafo a gis (Agilent Technologies, modelo HP-6890) com
espectrometro de massas (Agilent Technologies, modelo HP-5975). As amostras também
foram monitoradas qualitativamente por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). As
condi¢Oes das andlises cromatograficas (CG-EM e CCD) foram as mesmas descritas na Se¢ao
3.2.4 deste trabalho. As amostras analisadas foram preparadas por meio da diluicdo de 20 mg
do produto em 1 mL de acetato de etila. Para quantificar o teor em massa do composto volatil
majoritario nos extratos, foi utilizado o método do padrao externo. O padrdo analitico
utilizado foi o J-3-careno (Sigma—Aldrich®, 97% de pureza), que € o composto majoritirio do
6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius, conforme observado no Capitulo 3 deste
trabalho. Para obtencdo da curva analitica, foi preparada uma solu¢cdo-mae de 2317 ug de 6-3-
careno/mL de acetado de etila. Em seguida, foram realizadas dilui¢des sucessivas para obter
as seguintes concentracdes: 1558 pg/mL; 579 pg/mL; 290 pg/mL; 145 pg/mL; 72 pg/mL; e
36 ug/mL. As dilui¢cdes foram realizadas com pipeta automadtica em baldes volumétricos de 5

mL.
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5.2.6 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Como referido anteriormente, o objetivo deste estudo foi investigar a extracdo de
compostos bioativos dos frutos de S. terebinthifolius utilizando CO, supercritico como
solvente, com isso, visando a sua utilizagdo como recurso terapéutico para o tratamento de
alguns tipos de cancer. E, nesse sentido, foi investigada a atividade antiproliferativa dos
produtos obtidos em todas as condi¢des operacionais da extragdo supercritica (Tabela 5.2)
frente a células tumorais humanas [glioma (U251), mama (MCF7), ovario com fendtipo de
resisténcia (NCI-ADR/RES), pulmio (NCI-H460), rim (786-0), préstata (PC-3), ovario
(OVCAR-3), c6lon (HT29) e leucemia (K562)]. Os experimentos foram realizados segundo a

metodologia descrita na Secdo 3.2.5 deste trabalho.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.3.1 MATERIA-PRIMA

Na Figura 5.3 é apresentada a cinética de secagem dos frutos de S. terebinthifolius

(Lote A) em estufa de secagem com circulacio de ar forcada, a temperatura de 40 °C.

Figura 5.3 — Cinética de secagem dos frutos de S. ferebinthifolius (Lote A) em estufa a 40 °C
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: O desvio padrao médio relacionado ao conteido de umidade em base seca (M) foi igual a
0,009.
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Pela andlise da curva de cinética de secagem da Figura 5.3, determinou-se um tempo
de secagem de trés dias (72 horas) para a matéria-prima, pois, a partir desse periodo de
secagem, ndo se observou perda de massa significativa no processo. A Figura 5.4 apresenta

amostras dos frutos da S. terebinthifolius antes e apds a secagem em estufa.

Figura 5.4 — Amostras dos frutos da S. rerebinthifolius (Lote A): a) antes da secagem; b) e apds a secagem
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Fonte: Acervo do autor.

Na Figura 5.4, pode-se observar que ndo houve encolhimento dos frutos de S.
terebinthifolius durante a secagem, sendo que os frutos, apds o processo de secagem,
continham um conteido de umidade, em base umida, préximo de 6,4+0,9%. Portanto, essa
umidade € considerada adequada (M*<10%) para a extragdo com fluido supercritico
(MEIRELES, 2003). Segundo Sahena et al. (2009), o alto conteido de umidade reduz o
contato da matriz sélida com o fluido supercritico e atua como uma barreira para a difusao do
fluido na amostra, reduzindo o rendimento da extracao.

Outra etapa de pré-tratamento fundamental para a extracdo supercritica € a moagem da

matéria-prima. Na Tabela 5.3, indica-se a distribuicdo granulométrica obtida a partir do

peneiramento de amostras representativas da matéria-prima utilizada na extragdo supercritica.



Tabela 5.3 — Especifica¢gdes das faixas de didmetro médio da particula e
distribuicdo granulométrica obtida a partir do peneiramento de amostras
representativas da matéria-prima utilizada na extragao supercritica

Faixa Tyler (mesh) Abertura da peneira d (mm)* i (%)’

-d;.; +d; (mm)
f1 -10 +12 -1,680 +1,410 1,539 0,48
2 -12 +14 -1,410 +1,190 1,295 4,12
f3 -14 +16 -1,190 +1,000 1,091 16,23
Ja -16 +20 -1,000 +0,841 0,917 26,84
fs -20 +24 -0,841 +0,707 0,771 32,07
Je -24 +28 -0,707 +0,595 0,649 9,51
J7 -28 +32 -0,595 +0,500 0,545 10,16
Js -32 +35 -0,500 +0,420 0,458 0,36
fo -35 +42 -0,420 +0,354 0,386 0,22

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas:

1 z . . . . P . . .
+d; é abertura nominal da i-ésima peneira, pela qual a particula ficou retida; e —d;.; é
abertura nominal de uma peneira maior que a i-ésima peneira, pela qual a particula

passou.

2:a (1 . . - .
Didmetro médio das particulas retidas na i-ésima peneira, calculado conforme a

Equagdo 5.2.

3 ~ P . . .« s e .
Fracdo méssica do material retido na i-€sima peneira.
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A Figura 5.5 ilustra imagens das faixas de diametro de particula presentes na amostra

utilizada na extracdo supercritica.
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Figura 5.5 — Faixas de didmetro de particula (f;) presentes na amostra utilizada na extrag@o supercritica

Fonte: Acervo do autor.
Nota: As especificagdes das faixas de diametro médio da particula (f;) sdo descritas na Tabela 5.3.

Com base nos dados exibidos na Tabela 5.3, pode-se inferir que a matéria-prima
utilizada na extrag@o supercritica tratava-se de um material heterogéneo do ponto de vista dos
tamanhos de suas particulas, uma vez que o didmetro variou entre 0,545 e 1,295 mm.
Portanto, de acordo com Cremasco (2014), a matéria-prima pode ser classificada como
s6lidos finos. Estes resultados estdo dentro da faixa recomendada por Reverchon e de Marco
(2006) para a extracdo supercritica, com particulas de didmetro médio variando de 0,25 a 2
mm.

Na Tabela 5.4, sdao apresentados todos os resultados da caracterizacdo fisica da

matéria-prima que foi utilizada na extragdo supercritica.
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Tabela 5.4 — Caracterizacao fisica do leito de extracdo supercritica

M(-) M*(%) dng(mm) dys (mm) p, (g/em®) p; (glem’) & (-)

Valor 0,0680 6,37 0,828 0,809 1,36 0,673 0,505
Desvio padrio 0,009 0,9 0,01 0,01 0,01 0,03 0,02
Livia (2013) - 8,90 1,24 - 1,38 0,80 0,42
Andrade (2015) - 20,08 - - 1,32 0,37 0,72

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: M: conteido de umidade em base seca; M*: contetido de umidade em base timida; d,,,: didmetro médio
geométrico; d,s: didmetro médio de Sauter; p,: massa especifica real; p;: massa especifica do leito; &: porosidade
do leito.

Ao comparar os dados experimentais com os valores determinados por Livia (2013) e
Andrade (2015), observa-se (Tabela 5.4) que a massa especifica real apresenta valores
préximos dos encontrados nestes trabalhos. Entretanto foram detectados desvios significativos
para os outros parametros da matéria-prima. Tais desvios podem ser consequéncia das
diferencas nas etapas de pré-tratamento da matéria-prima, como a moagem € a secagem.
Ademais, as condi¢des de cultivo dos diferentes lotes, o local de coleta, a variabilidade
genética da espécie vegetal, entre outros fatores, podem ter influenciado nessa variabilidade
das caracteristicas fisicas da matéria-prima.

Segundo os dados da Tabela 5.4, a porosidade do leito estd na faixa de valores citados
na literatura para a extracdo supercritica (LIVIA, 2013; ANDRADE, 2015). Além disso, foi
observado que o didmetro médio geométrico da particula foi de 0,828 mm; e o valor do
didmetro médio de Sauter, de 0,809 mm. Em consonincia ao mencionado anteriormente, estes
resultados estdo dentro da faixa (0,25 a 2,0 mm) recomendada para a extracdo supercritica
(REVERCHON; DE MARCO, 2006). O diametro da particula € um fator determinante na
extracdo supercritica, sendo que menores didametros podem resultar em maiores rendimentos
da extracdo. Isso ocorre porque, quando a extracdo supercritica € controlada pela resisténcia
interna a transferéncia de massa, particulas menores ocasionam menor caminho difusivo do
solvente para o interior da particula e da mistura solvente-soluto para a superficie dessa. E,
ainda, as particulas menores irdo garantir maior drea de contato do sélido, de forma que isso

ird promover mais soluto em contato direto com o solvente.

5.3.2 ENSAIOS PRELIMINARES

A Figura 5.6 apresenta a cinética da extracdo supercritica nas condi¢des operacionais

do ensaio 3 da Tabela 5.2 (100 bar e 60 °C). Lembrando que este estudo preliminar foi
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realizado para estimar o tempo de extracdo utilizado nos ensaios para determinar o

rendimento global em todas as condi¢des do planejamento fatorial apresentado na Tabela 5.2.

Figura 5.6 — Cinética da extrag@o supercritica para as condi¢cdes operacionais de 100 bar e 60 °C
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Fonte: Dados da pesquisa.

A partir da andlise da cinética de extracdo (Figura 5.6), definiu-se um tempo de
extragdo de 360 minutos (6 horas) para todas as extragdes do planejamento experimental
(Tabela 5.2). Esse periodo resultou em uma razdo entre massa de solvente e a massa seca da
matéria-prima (S/F) de aproximadamente 121, assim, garantindo taxas de extracdo
insignificantes ao final de todas as extrac¢des. Estes dados indicam que a massa de solvente foi
suficiente para garantir que todas as extracdes indicadas na Tabela 5.2 fossem consideradas

exaustivas.
5.3.3 COMPOSTOS VOLATEIS

Na Figura 5.7, apresentam-se amostras dos extratos supercriticos obtidos nas
condi¢des operacionais indicadas na Tabela 5.2, além dos produtos das extragdes

convencionais (hidrodestilacao e Soxhlet).
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Figura 5.7 — Amostras de extratos supercriticos (ensaios de 1 a 7, nas condi¢des operacionais da Tabela 5.2),
6leo essencial (OE), extrato diclorometanico (ED) e extrato etandlico (EE) dos frutos de S. terebinthifolius

-

o

Fonte: Acervo do autor.

Conforme a Figura 5.7, foram detectadas diferencas significativas entre os produtos
obtidos a partir dos diferentes métodos de extracdo (extracdo supercritica, hidrodestilacdo e
Soxhlet) e solventes utilizados, e também das variadas condi¢des operacionais utilizadas na
extragdo com CO; supercritico. A amostra 3 foi visualmente semelhante ao produto obtido na
hidrodestilacio (OE), ou seja, caracterizado como um O6leo essencial sem coloragdo,
translicido e de baixa viscosidade. Lembrando que esta amostra foi obtida em baixa pressao
do CO; supercritico (100 bar). Em contraste, em altas pressdes (200 e 300 bar), os produtos
obtidos (amostras 2 e 4-7) apresentaram coloragdo com maior intensidade e também maior
viscosidade quando comparados ao 6leo essencial (OE) e extratos obtidos em baixas pressoes
(amostras 1 e 3). A coloracdo amarelada observada em algumas amostras, especialmente
aquelas obtidas com altas pressdes do CO; supercritico, pode ser devido a presenca de
compostos fendlicos, tais como a flavona apigenina (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ;
SANTOS, 2004). Além disso, esta coloracdo pode ser em funcao dos carotenoides presentes
nos frutos de S. terebinthifolius (PAGANI et al., 2014). No entanto sao necessarios estudos
especificos para estabelecer uma relacio definitiva entre estes compostos € a cor dos extratos
dos frutos da S. terebinthifolius.

Ja o extrato diclorometanico (ED) apresentou uma coloracdo verde-escura e na
extracdo subsequente com etanol (EE), foi observado um extrato semissdlido e com uma
coloragdo ainda mais escura. Essas diferencas qualitativas entre os diferentes produtos se
deram devido a extracdo de compostos de elevada massa molecular, durante a extracdo com
os solventes organicos e em pressdes elevadas na extragdo supercritica, sendo que, na
hidrodestilacdo, os componentes ndo volateis dos frutos da S. terebinthifolius (ceras, acidos

graxos, pigmentos, etc.) ndo sdo extraidos, o que facilita o posterior fracionamento do
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produto. A Figura 5.8 apresenta o perfil por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos

produtos apresentados na Figura 5.7.

Figura 5.8 — Perfil cromatogrifico por CCD das amostras de extratos supercriticos (ensaios de 1 a 7, nas
condi¢des operacionais da Tabela 5.2), 6leo essencial (OE), extrato diclorometanico (ED) e extrato etandlico
(EE)

Hexano: Acetato de etila (85:15)

Fonte: Acervo do autor.
Nota: A fase movel utilizada foi o sistema hexano:acetato de etila (85:15) e os compostos foram revelados com
solugdo 4cida de anisaldeido.

Segundo Jork et al. (1990), a solucdo acida de anisaldeido, utilizada como revelador
neste trabalho, permite a revelacdo de terpenos. Dessa maneira, o perfil por CCD (Figura 5.8)
revelou a presenca de terpenos nos extratos supercriticos dos frutos da S. terebinthifolius
(ensaios de 1 a 7, nas condi¢des operacionais da Tabela 5.2), bem como no 6leo essencial
(OE) e no extrato diclorometanico (ED). De forma geral, sdo observadas trés bandas
semelhantes em todos os produtos analisados. Porém verificaram-se diferencas significativas
entre os perfis cromatograficos devido as distintas técnicas de extracdo utilizadas (extragdao
supercritica, hidrodestilacdo e Soxhlet) e também as condi¢cdes operacionais da extracio

supercritica (Tabela 5.2).
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Ao comparar os extratos supercriticos com os produtos obtidos nas extracdes
convencionais, observou-se na Figura 5.8 que, em baixas pressdes do CO, supercritico
(ensaios 1 e 3), o produto apresentou um perfil cromatogrifico semelhante ao 6leo essencial
(OE). Estes resultados indicam uma maior solubilidade e seletividade para os terpenos quando
se utilizou a pressdo de 100 bar na extracdo supercritica. De fato, Reverchon e de Marco
(2006) citam que a extracdo de compostos volateis pode ser realizada de forma mais seletiva
ao utilizar pressdes na faixa de 90 a 100 bar, uma vez que nestas condi¢des todos os
compostos do 6leo essencial sdo altamente soliveis em CO, supercritico € 0s compostos nao
voléteis s@o insoldveis. Conforme observado na Figura 5.8, em altas pressodes (ensaios 2 e 4-
7), o perfil foi semelhante ao extrato diclorometanico (ED). Além disso, detectou-se que todos
os terpenos foram extraidos quando se utilizou o diclorometano, pois, no extrato etandlico
(EE), ndo foram observados terpenos.

Os resultados qualitativos da CCD s@o melhores discutidos mediante os resultados da
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) (Tabela 5.5), que
fornece dados quantitativos da composicdo quimica dos compostos volateis dos produtos

obtidos neste trabalho.

Tabela 5.5 — Composicdo quimica (CG-EM) da fracdo volatil dos extratos supercriticos
(ensaios de 1 a 7), 6leo essencial (OE) e extrato diclorometanico (ED)

7 . 1
Area relativa (%)
Extratos supercriticos

Composto 1 2 3 4 5 6 7 OE ED
n.i.’ 0,56 - - 1,32 1,71 1,57 1,35 - 3,74
a-pineno 3,41 5,33 2,77 5,23 2,85 4,54 3,66 509 1,87
Sabineno 1,18 - 1,09 - - - - 1,32 -
S-mirceno 1,96 - 1,93 1,74 1,67 1,83 1,77 233 1,68
a-felandreno 1582 18,04 14,64 1693 16,54 16,89 17,09 1445 127
J-3-careno 40,53 49,21 3894 4587 44,07 48,02 4447 4592 51,78
n.i’ ; ; ; - - - - 2,00 .
Limoneno 17,91 19,05 17,79 1837 18,87 1959 18,71 19,42 23,85
Terpinoleno 1,05 - 1,26 - - - - 1,00 -
n.i’ - - ; - - - - - 2,50
n.i’ - - ; - - - - - 1,68
Cariofileno 4,17 - 5,37 2,48 3,45 - 3,08 2,75 3,51
germacreno D 13,43 8,37 16,21 805 1084 7,56 9,88 572 8,13
Total identificado (%) 9944 100,00 100,00 98,68 9829 9843 9865 98,00 92,09
Monoterpenos (%) 82,40 91,63 78,42 8947 8571 9244 8704 91,53 84,19
Sesquiterpenos (%) 17,60 8,38 21,58 10,53 1429 7,56 1296 847 1582

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: 'Porcentagem relativa obtida a partir da drea do pico dos cromatogramas; “Nio identificado; *Ensaios de 1
a7, nas condi¢des operacionais indicadas na Tabela 5.2.
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De acordo com os dados da Tabela 5.5, a andlise por CG-EM permitiu a detec¢do de
10 compostos volateis nos extratos supercriticos dos frutos da S. terebinthifolius, sendo que
nove compostos foram identificados e representam, em média, 99% da composi¢do quimica
da fracdo volatil dos extratos. De forma geral, a fracdo volatil dos extratos supercriticos
continha os mesmos componentes majoritdrios do 6leo essencial e do extrato diclorometanico.
Todavia os extratos supercriticos apresentaram concentracdo mais elevada de germacreno D e
cariofileno quando comparados ao 6leo essencial. Os principais componentes identificados
nos extratos supercriticos foram o d-3-careno (38,94%-49,21%), limoneno (17,79%-19,59%),
o-felandreno (14,64%-18,04%), germacreno D (7,56%-16,21%) e cariofileno (2,48%-5,37%).
De forma geral, esses cinco componentes majoritarios correspondem a mais de 90% da
composi¢do quimica da fragdo volatil dos extratos supercriticos. A Figura 5.9 ilustra o perfil
cromatogréfico da fracdo voldtil do extrato supercritico obtido nas condi¢des operacionais do

ponto central do planejamento experimental (50 °C e 200 bar).

Figura 5.9 — Cromatograma (CG-EM) da frag@o voltil do extrato supercritico obtido nas condi¢gdes operacionais
de 50 °C e 200 bar (ensaio 7 da Tabela 5.2)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Notas:

t.; (tempo de reten¢do)=5,223 min referente ao a-pineno;
t.,=6,653 min referente ao f-mirceno;

t,;=7,091 min referente ao a-felandreno;
t,;=7,287 min referente ao J-3-careno;
t,=7,849 min referente ao limoneno;
Iy
Ini

: =23,227 min referente ao cariofileno;
=25,751 min referente ao germacreno D.
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Na Figura 5.10, € apresentada a curva analitica que foi utilizada para quantificar o teor
mdssico de J-3-careno, composto voldtil majoritidrio nas amostras de extratos supercriticos

dos frutos da S. terebinthifolius.

Figura 5.10 — Curva analitica para o padrio de J-3-careno
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Fonte: Dados da pesquisa.

Verifica-se, na Figura 5.10, que o coeficiente de determinagao (R?) foi igual a 0,9978,
que corresponde ao valor do coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,9989, atendendo ao
critério minimo para aceitacdo (R > 0,99), estabelecido pela Resolugdo n.” 899 da ANVISA
(BRASIL, 2003).

Os resultados da CG-EM discutidos anteriormente sdo semelhantes, com pequenas
variagdes, aos dados obtidos por Livia (2013), que realizou a extracdo de compostos dos
frutos de S. terebinthifolius utilizando CO, supercritico como solvente. A autora caracterizou
a fracdo volatil em duas condic¢des de extragcdo (80 bar e 35 °C; 220 bar e 45 °C), sendo que
os principais monoterpenos identificados foram o a-felandreno, J-3-careno e limoneno. Em
contrapartida, a composi¢ao quimica da fragdo volétil dos extratos supercriticos (Tabela 5.5)
difere daquela publicada por Barbosa et al. (2007), que analisaram uma amostra de extrato
supercritico comercial (marca FLAVEX®) dos frutos de S. terebinthifolius, obtido com CO;
supercritico como solvente. A fracdo voldtil do extrato comercial exibiu alto teor de
monoterpenos (79,5%), sendo que os principais compostos identificados foram a-felandreno
(23,55%), o-pineno (18,82%), p-felandreno (16,88%), germacreno D (11,89%) e o-3-careno

(6,32%). Ao comparar tais dados com os resultados apresentado na Tabela 5.5, o teor de
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monoterpenos revelou valores (78,42-92,44%) préximos aos publicados na literatura (79,5%).
No entanto observaram-se diferencas significativas entre 0s principais compostos,
provavelmente devido a distintos lotes de frutos de S. terebinthifolius e as condig¢des
operacionais utilizadas na extragdo supercritica. Além disso, fatores como variabilidade
genética (quimiotipo), local de coleta diferente, condi¢des de cultivo e processo de pré-
tratamento dos frutos (por exemplo, moagem, secagem) podem ter influenciado essa
variabilidade no teor de terpenos dos extratos supercriticos dos frutos da S. terebinthifolius

(BANDONI, 2003; CHAMORRO et al., 2012; KARAM et al., 2016).

5.3.4 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS OPERACIONAIS

Na Tabela 5.6, sdo apresentados os resultados de rendimento global e teor de 0J-3-
careno nas amostras de extratos e 6leo essencial, além das condi¢des operacionais dos ensaios

de extragdo supercritica.

Tabela 5.6 — Condicdes operacionais da extracdo supercritica, rendimento global e
teor massico de J-3-careno nos extratos supercriticos (ensaios de 1 a 7), 6leo essencial
(OE), extrato diclorometanico (ED) e extrato etandlico (EE)

Massa Teor massico

Ensaio Pressio ~ Temperatura especifica ‘§° Rendimento de J-3-careno
(bar) °C) COx(g/em’)  o1opal (%)! (%)
1 100 40 0,562 5,70 6,24
2 300 40 0,928 13,0 2,23
3 100 60 0,298 3,08 7,47
4 300 60 0,831 13,7 2,16
5 200 50 0,762 12,5 2,59
6 200 50 0,762 11,8 2,72
7 200 50 0,762 12,8 2,57
OFE - - - 4,20 7,29
ED - - - 16,6 1,12
EE - - - 42,6 0,00

Fonte: Dados da pesquisa.
Notas: ' Calculado conforme a Equacdo 5.5; * (kg de 6-3-careno/kg de extrato) x 100.
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De acordo com os dados da Tabela 5.6, a extracdo por Soxhlet apresentou os maiores
rendimentos entre as técnicas de extracdo investigadas neste trabalho. Na extragdo com
diclorometano, o rendimento foi de 16,6%, enquanto que na extragdo etandlica subsequente o
rendimento foi de 42,6%. Esses altos rendimentos deram-se devido a extracdo de compostos
de elevada massa molecular quando se utilizou solventes organicos, sendo que a extragdo por
sistema Soxhlet ¢ um procedimento exaustivo de extracdo e que leva ao esgotamento dos
extratos no material vegetal. Apesar do rendimento mais elevado obtido a partir da extragdo
com solventes orgdnicos, os produtos obtidos requerem processos de purificacio mais
laboriosos, sendo uma desvantagem quando comparados aos 6leos essenciais (rendimento de
4,20%) e extratos supercriticos obtidos em baixas pressdes (rendimentos de 3,08% a 5,70%).
Ademais, na hidrodestilagdo e na extracdo supercritica, sdo utilizados solventes considerados
limpos e que minimizam possiveis prejuizos ambientais. Assim, a escolha do processo de
extracdo deve levar em conta os custos do processo global (extracdo e fracionamento), os
possiveis impactos ambientais e a aplicacao do produto.

Conforme observado na Tabela 5.6, o rendimento global para os ensaios com CO,
supercritico variou de 3,1% (100 bar e 60 °C) a 13,7% (300 bar e 60 °C), com um desvio
padrdo de 0,5%. O teor méssico de J-3-careno nos extratos supercriticos variou de 2,16%
(300 bar e 60 °C) a 7,47% (100 bar e 60 °C), com um desvio padriao de 0,08%. Assim, estes
resultados indicam que o rendimento e a qualidade dos extratos dos frutos de S.
terebinthifolius dependem das condicdes operacionais do processo de extragdo supercritica.
Portanto, os efeitos padronizados da temperatura e da pressdao do CO, supercritico sobre o
rendimento global (Figura 5.11a) e o teor mdssico de d-3-careno nos extratos (Figura 5.11b)

sdo indicados nos diagramas de Pareto da Figura 5.11.

Figura 5.11 — Diagramas de Pareto para as respostas: a) rendimento global; b) teor massico de d-3-careno
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Conforme observado na Figura 5.11, a pressao apresentou efeitos estatisticamente
significativos sobre o rendimento global da extracdo (efeito positivo) e também sobre o teor
madssico de J-3-careno (efeito negativo), em um nivel de confianca de 95%. Estes resultados
indicam que um aumento na pressao, do nivel mais baixo para o mais elevado, ocasionou um
aumento no rendimento global da extragdo e, consequentemente, na diminuicdo do teor
massico de oJ-3-careno no extrato supercritico. Segundo a literatura (BRUNNER, 1994;
MUKHOPADHYAY, 2000; BAHRAMIFAR; YAMINI; SHAMSIPUR, 2005;
REVERCHON; DE MARCO, 2006), o aumento da pressdao no sistema ocasiona o aumento da
massa especifica do fluido supercritico (que também varia com a temperatura do sistema) e,
por conseguinte, ocorre um aumento no poder de solvatagdo do fluido supercritico, que €
responsavel pela elevacdo do rendimento global do processo. Esta tendéncia pode ser

observada na Figura 5.12a.

Figura 5.12 — Efeitos da massa especifica do CO, supercritico sobre as respostas do processo: a) rendimento
global; b) teor massico de J-3-careno
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Portanto, o aumento da massa especifica do CO; supercritico também ocasionou uma
diminui¢do no teor de J-3-careno no extrato supercritico (Figura 5.12b). Estes resultados
podem ser explicados pela extracdo de um maior nimero de compostos em altas pressdes
(componentes ndo volateis), ou seja, quando se utilizou uma maior massa especifica do CO,
supercritico, altos rendimentos foram obtidos devido a extracdo de compostos de elevada
massa molecular. Entretanto elevados rendimentos de extracdo levam a baixa seletividade em
virtude da extracdo de uma vasta gama de compostos (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Conforme observado na Figura 5.11, a temperatura n3o apresentou efeitos
estatisticamente significativos. Provavelmente, isso ocorreu devido aos efeitos opostos da

temperatura sobre a pressdo de vapor dos solutos e a massa especifica do solvente. Como
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observado na Tabela 5.6, na extracdo realizada a 100 bar (ensaios 1 e 3), o aumento da
temperatura de 40 °C para 60 °C diminuiu o rendimento global da extracao de 5,7% para
3,1%. Estes resultados indicam que, em baixas pressdes, o efeito da temperatura na massa
especifica do CO; supercritico foi mais significativo que o seu efeito na pressiao de vapor dos
solutos. Com 0 aumento da temperatura, a massa especifica do CO, supercritico diminuiu e,
consequentemente, o seu poder de solvatacdo também diminuiu (MUKHOPADHYAY, 2000;
REVERCHON; DE MARCO, 2006). Em contrapartida, nas extracdes utilizando 300 bar
(ensaios 2 e 4) o aumento da temperatura de 40 °C para 60 °C ocasionou um pequeno
aumento do rendimento global de 13% para 13,7%. Apesar da elevacdo da temperatura
diminuir a massa especifica do CO, supercritico, provavelmente, ocorreu um aumento da
pressdo de vapor dos solutos com o aumento da temperatura. Isso acontece porque, a partir de
certo ponto da extragdo, € estabelecida uma competicio entre o efeito do aumento da
temperatura na diminui¢cdo da massa especifica do solvente e o seu efeito no aumento da
pressao de vapor dos solutos. O comportamento observado neste trabalho é conhecido como
efeito da solubilidade retrograda ou fendmeno crossover, sendo comum na extracdo com
fluidos supercriticos (MUKHOPADHYAY, 2000). Esse fendmeno também foi observado por
Livia (2013) e Andrade (2015), que investigaram a producdo de extratos dos frutos da S.
terebinthifolius com CO; supercritico. Nos trabalhos, a inversdo das isotermas foi verificada
na regido proxima a 200 bar.

A partir dos dados experimentais apresentados na Tabela 5.6 e com o auxilio do
software STATISTICA®, foi avaliado o ajuste de modelos matematicos lineares para o
rendimento global da extracdo (Equagdo 5.6) e também para o teor massico de 0-3-careno no
extrato supercritico (Equacdo 5.7) em fun¢do da pressdo em valores codificados (y;) segundo

a Tabela 5.1.
X,=10,4 + 4,48y, (5.6)
Teor massico de 0-3-careno = 3,71 — 2,33y, 5.7

Para avaliar a qualidade de ajuste dos modelos codificados, nas Tabelas de 5.7 € 5.8,
sao indicados os resultados da Anélise de Variancia (ANOVA) para os modelos, sendo que os

valores foram gerados pela tabela ANOVA do software STATISTICA®.
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Tabela 5.7 — ANOVA do modelo preditivo para o rendimento global (Equacdo 5.6)

Soma de Graus de Quadrado F F

Fontes de Quadrados  Liberdade  Médio cal tab

Variacao

Regressao 80,28 1 80,28

Residuos 25,16 5 5,033 15,95 6,61
Falta de ajuste 24,64 3 8,212

31,19 19,16
Erro puro 0,5267 2 0,2633
Total 105,4 6
R2=0,7614

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 5.8 — ANOVA do modelo preditivo para o teor de d-3-careno (Equagido 5.7)

Soma de Graus de Quadrado F F
Fontes de Quadrados Liberdade  Médio cal tab
Variacao
Regressao 21,72 1 21,72
Residuos 6,950 5 1,390 15,62 6,61
Falta de ajuste 6,937 3 2,312
348,6 19,16
Erro puro 0,01327 2 0,006633 ’ %
Total 28,67 6
R2=0,7576

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao analisar os resultados apontados nas Tabelas 5.7 e 5.8, observa-se que os modelos
ndo podem ser considerados validos e adequados para descrever as respostas da extracao
supercritica investigadas neste trabalho. E isso devido as seguintes andlises: o F, da falta de
ajuste em relacdo ao erro puro € superior ao Fy,;; € o coeficiente de determinacdo (R?) ¢é
menor que 0,9 para todos os modelos. Desse modo, estes dados indicam que o modelo linear
adotado na andlise estatistica ndo foi apropriado para descrever os dados da extracdo
supercritica, pois, conforme a Figura 5.13, tanto o rendimento global como o teor de J-3-

careno nao variaram de forma linear com mudangas na pressdao do CO, supercritico.
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Figura 5.13 — Efeitos da pressao do CO, supercritico sobre as respostas do processo: a) rendimento global; b)
teor massico de J-3-careno
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Fonte: Dados da pesquisa.

Como ja discutido anteriormente, um aumento na pressio do CO; supercritico
acarretou um aumento do rendimento da extracdo e, por conseguinte, uma diminuicao no teor
de 9-3-careno, devido a extracido de compostos de elevada massa molecular em altas pressoes
(Figura 5.13). Portanto, para a definicdo das condi¢des Otimas para a extracdo supercritica, é
necessario conhecer a finalidade para a qual os extratos serdo utilizados. Por exemplo, se o
objetivo for obter um produto com alto teor de compostos volateis (como o 6leo essencial),
dever-se-4 utilizar pressdes mais amenas no sistema (<100 bar). Apesar do menor rendimento
nessas condi¢cdes operacionais, os produtos obtidos requerem processos de purificacdo e
caracterizacdo quimica menos laboriosos, sendo isso uma vantagem quando comparado aos
extratos supercriticos obtidos em altas pressdes. Além disso, a utilizacdo de temperaturas
amenas pode ser uma vantagem em comparagao com as extragdes convencionais, pois se pode
garantir a integridade de substancias termossensiveis e também diminuir custos com o

aquecimento de solventes.

5.3.5 CINETICA DA EXTRACAO SUPERCRITICA

Nas Figuras de 5.14 a 5.16, sdo apresentados os dados experimentais da cinética de

extracdo supercritica para todas as condi¢des operacionais do planejamento experimental

(Tabela 5.6).
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Figura 5.14 — Cinética da extracao supercritica para os ensaios de 1 a 7 (massa de extrato em fun¢do da massa de

CO»)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 5.15 — Cinética da extracdo supercritica para os ensaios de 1 a 7 (rendimento em fung¢do do tempo de

extragdo)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 5.16 — Cinética da extracao supercritica para os ensaios de 1 a 7 (rendimento em func¢do da razdo entre a
massa de CO, e a massa seca da matéria-prima, S/F)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Por meio dos dados experimentais do ponto central do planejamento experimental
(ensaios 5, 6 € 7), é possivel observar a repetibilidade dos dados experimentais da cinética de
extragdo supercritica. Assim, conforme as Figuras de 5.14 a 5.16, foi observado que as curvas
da cinética se sobrepuseram ou apresentaram comportamentos préximos, convalidando os
dados experimentais. Lembrando que o desvio padrao médio, relacionado ao rendimento da
extragdo, € igual a 0,5%.

Como observado na Figura 5.16, o rendimento final em cada curva foi um pouco
menor do que o rendimento global apresentado na Tabela 5.6, o que se deveu a menor razao
S/F utilizada nos ensaios cinéticos (aproximadamente 70 ao final da extra¢do). Lembrando
que nos ensaios para determinar o rendimento global a razdo S/F foi de aproximadamente
121.

Os efeitos da temperatura e da pressdo, descritos anteriormente para o rendimento
global, também, foram observados nas curvas da cinética supercritica. Conforme observado
nas Figuras 5.14 a 5.16, e ja discutido anteriormente, um aumento na pressdo do CO,
supercritico acarretou um aumento do rendimento da extracdo devido ao aumento da massa
especifica do CO, supercritico. O efeito da temperatura foi mais complexo devido aos seus
efeitos opostos sobre a pressdo de vapor dos solutos presentes na matriz slida e a massa

especifica do solvente: em baixas pressdes, o aumento da temperatura acarretou menores
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rendimentos de extracdo, pois a massa especifica do CO, supercritico diminuiu e,
consequentemente, o seu poder de solvatacio também; em contrapartida, em pressoes
elevadas, o aumento da temperatura nao foi significativo, sendo observado um leve aumento
do rendimento da extracdo. Conforme ja discutido, isso acontece porque, a partir de certo
ponto da extracdo supercritica, foi estabelecida uma competi¢io entre o efeito do aumento da
temperatura na diminui¢do da massa especifica do solvente e no aumento da pressdo de vapor
dos solutos.

Com relacdo aos periodos caracteristicos da extragdo supercritica (Figuras 5.14 a
5.16), as cinéticas de extragdo apresentaram um comportamento tipico para a extragdo com
fluido supercritico, ou seja, com trés periodos caracteristicos (BRUNNER,1994). Durante o
periodo de taxa de extracdo constante, denominada de CER (Constant Extraction Rate), uma
grande quantidade de extrato foi obtida em um tempo de extragdo muito curto. Por exemplo,
para o ensaio 3 (menor massa especifica do fluido), detectou-se que aproximadamente 55% da
massa final do extrato foi obtida em apenas 10 minutos de extracdo. Nesse periodo, ocorreu a
extracdo do soluto de facil acesso, ou seja, o produto contido na superficie externa das
particulas, devido a ruptura das células (o termo “célula” ¢ usado aqui para designar uma
cavidade que contém o extrato, e ndo no sentido biolégico da palavra) durante o processo de
moagem. No periodo CER, a transferéncia de massa € governada pelo mecanismo de
conveccdo na interface entre o sélido e o fluido, sendo que esse mecanismo estd diretamente
ligado a velocidade com que o fluido escoa no interior do leito de particulas. Logo, maiores
velocidades ocasionam a diminui¢cdo da espessura da camada limite massica que envolve a
particula solida, reduzindo, assim, a resisténcia externa a transferéncia de massa e
aumentando as taxas de extracio (BRUNNER,1994).

Nas curvas cinéticas apresentadas nas Figuras de 5.14 a 5.16, observa-se que a etapa
CER merece uma atencdo especial. Conforme ja citado, em todos os ensaios esta etapa
ocorreu em um intervalo de tempo muito curto (menor até que 5 minutos), o que, na pratica,
dificultou a determinagdo do seu periodo final devido as limitacdes experimentais dos ensaios
de extracdo supercritica. Estes resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por
Livia (2013), que também investigou a cinética de extracdo, com CO, supercritico, de

compostos dos frutos de S. terebinthifolius (Figura 5.17).
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Figura 5.17 — Cinética da extracdo, com CO, supercritico, para os frutos da S. ferebinthifolius: a)100 bar e 55 °C;
b) 80 bar e 35 °C
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Fonte: Livia (2013, p. 81 e p.93).

Na literatura, outros trabalhos também ndo conseguiram identificar a etapa de periodo
de taxa constante (PIANTINO et al., 2008). Na Figura 5.18, sdo apresentadas as cinéticas da
extracdo supercritica obtida por Piantino et al. (2008), que estudaram a extracdo de compostos
do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia). Os autores citam que a etapa CER ocorreu
em um intervalo de tempo baixo, sendo que aproximadamente 50% da massa final do extrato

foram obtidos com 20 g de CO,; supercritico e os outros 50% com 400 g de CO,.

Figura 5.18 — Cinética de extragdo com CO, supercritico (50 °C, 300 bar e vazio de 4,0x107 kg/s) para o
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia)
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ApO6s o periodo de taxa constante descrito anteriormente, inicia-se o periodo de queda
na taxa de extracdo, denominado de FER (Falling Extraction Rate), que é uma etapa de
transicdo na qual a taxa de extracdo muda com o tempo. Neste periodo, tanto a difusdo nas

particulas quanto a conveccdo na fase fluida sdo importantes para a transferéncia de massa:
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enquanto em uma parte do leito o solvente dissolve o restante de extrato que ainda permanece
na superficie do sélido, na outra parte o solvente extrai os solutos contidos no interior das
células intactas. J4 a ultima etapa da extragdo supercritica é controlada somente pela difusao,
sendo conhecida como DCR (Diffusion Controlled Rate), sendo representada por uma reta
quase horizontal que marca o final do processo de extracdo. Nesta etapa final, todo o extrato
obtido € retirado do interior das particulas e os compostos de maior massa molecular sdo
extraidos, sendo que a taxa de extracdo é muito baixa se comparada a outras etapas (CER e
FER). Assim, a transferéncia de massa € limitada pela difusao no interior das particulas, sendo
que o solvente difunde até o interior das particulas e uma mistura de solvente-solutos retorna
por difusdo até a superficie do s6lido (BRUNNER, 1994).

O tempo de extracao ndo influenciou apenas o rendimento da extracdo, mas, também,
a composi¢ao quimica dos extratos obtidos ao longo da extracdo. Portanto, de forma geral,
foram observadas as seguintes mudancas qualitativas ao longo do tempo de extra¢do: nos
periodos iniciais da extracdo, as amostras retiradas foram visualmente semelhantes aos
produtos obtidos na hidrodestilacio (OE) e na extracdo supercritica em baixas pressoes
(amostras 1 e 3), ou seja, caracterizado como um produto translicido e de baixa viscosidade;
em contraste, as amostras obtidas em longos periodos de extracdo, e em altas pressdes (200 e
300 bar), apresentaram coloracdo com maior intensidade e viscosidade mais elevada, sendo
que, ao final da extracdo, foi observado um extrato semissélido e com uma coloracdo ainda
mais intensa (amarelo).

Essas diferencas qualitativas entre as fracoes retiradas ao longo do tempo de extracao
sao devido a extracdo de compostos de elevada massa molecular ao longo da extracdo
supercritica, para as extragdes com pressoes elevadas (200 e 300 bar). Por outro lado, nos
experimentos de menor pressao (100 bar) ndo foram observadas mudangas significativas na
aparéncia dos extratos retirados ao longo do processo de extragdo supercritica. Na Figura
5.19, é apresentada a variagdo dos compostos voldteis ao longo do tempo para a extracao

realizada na condi¢do de menor massa especifica de CO, (100 bar e 60 °C).
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Figura 5.19 — Variacdo na composi¢ao quimica (CG-EM) ao longo do tempo de extragc@o para o ensaio 3 (100
bar e 60 °C: a) variacdo de terpenos (drea relativa); b) variagcdo no teor massico de J-3-careno
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Fonte: Dados da pesquisa.

Durante a extragdo supercritica, cada classe de terpenos apresentou a sua propria
cinética de extragdo (Figura 5.19): de forma geral, os monoterpenos foram extraidos nos
periodos iniciais da extragdo supercritica, sendo que os sesquiterpenos, e também os
compostos ndo volateis, foram extraidos principalmente em periodos mais longos da extracao.
Além disso, foi observado que, em aproximadamente 30 minutos, todos 0s monoterpenos
foram extraidos, o que mostra a alta solubilidade destes compostos no CO, supercritico (100
bar e 60 °C). Resultados semelhantes foram citados por Livia (2013) na extracdo de
compostos voléteis (80 bar e 35 °C) dos frutos de S. frerebinthifolius. A autora cita que os
compostos mais voldteis foram extraidos totalmente nos primeiros 9 minutos da extracdo
supercritica. Vale ressaltar que esta informac¢do podera ser utilizada para o fracionamento dos

extratos, assim, visando a extracdo seletiva dos monoterpenos e sesquiterpenos.

5.3.6 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DOS EXTRATOS

Os valores de TGI calculados para todas as amostras de extratos estdo descritos na
Tabela 5.9. Lembrando que, no presente trabalho, optou-se pelo TGI (concentrac¢io para inibir
100% do crescimento celular) como parametro utilizado para mensurar a atividade

antiproliferativa dos extratos.
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Tabela 5.9 — Concentracao efetiva TGI (nug/mL) para extratos supercriticos (ensaios de 1 a 5,
nas condi¢des operacionais indicadas na Tabela 5.2), extrato diclorometanico (ED) e extrato
etandlico (EE) frente as linhagens investigadas

NCI-

U251 MCF7  ADR/RES 7860  Nor pc3  OVEAR gry ks Pacal
. . . H460 . 03 ) . (querati
(glioma) (mama) (ovariocom (rim) ~ (prostata) L. (célon) (leucemia) )
NS (pulmio) (ovario) nocito)
Amostra resisténcia)
Doxo.” 9.8 >25 8,1 49 >25 7,7 11,0 >25 >25 1,6
1 69,1 103,8 62,2 55,9 76,2 54,7 40,0 41,8 174,6 68,7
2 103,5 2249 2389 73,6 250 >250 60,2 142,7 >250 104,9
3 339 98,8 28,0 2,1 198,1 32,1 48,7 67,1 112,3 83,9
4 19,7 75,4 7,9 39 41,8 29,1 8,7 33,2 176,9 324
5 39 50,4 1,2 0,80 12,3 4,0 44 28,3 148,2 15,1
ED 3,1 14,2 6,4 0,46 15,7 7,1 6,8 13,2 59,1 9,6
EE >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

Fonte: Dados da pesquisa.
1 L. Lo C oA . s . 2 . ~
Notas: 'Ovdrio com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos; “Linhagem celular ndo tumoral;
3 P . . s . A .
Doxorrubicina (quimioterdpico de referéncia).

Para Fouche et al. (2008), a atividade antiproliferativa pode ser classificada em quatro
categorias: inativo (TGI>50 pg/mL); atividade fraca (15 pg/mL<TGI<50 pg/mL); atividade
moderada (6,25 pg/mL<TGI<15 pg/mL); e atividade potente (TGI<6,25 pg/mL). Portanto,
conforme observado na Tabela 5.9, as seguintes atividades s3o destacadas: o extrato
supercritico obtido a 100 bar e 60 °C (ensaio 3) exibiu atividade potente contra cancer de rim
(TGI=2,1 pg/mL); o extrato supercritico obtido a 300 bar e 60 °C (ensaio 4) exerceu atividade
potente também contra o cancer de rim (TGI=3,9 pg/mL); e o extrato supercritico obtido a
200 bar e 50 °C (ensaio 5) apresentou atividade potente contra glioma (TGI=3,9 pg/mL),
cancer de rim (TGI=0,8 pg/mL), ovario com resisténcia (TGI=1,2 pg/mL), prostata (TGI=4,0
pg/mL) e ovario (TGI=4,4 pg/mL). Desse modo, estes resultados revelaram, de forma geral,
melhor desempenho dos extratos supercriticos obtidos em temperaturas na faixa de 50 a 60
°C, independente da pressao utilizada (100-300 bar), sendo especialmente potente e seletivo
para o cancer de rim (786-0), com valores de TGI inferiores ao controle positivo
(doxorrubicina). Além disso, € valido mencionar que nenhuma amostra desempenhou
atividade potente para a linhagem ndo tumoral humana queratindcito.

Especificamente para leucemia (K562), todas as amostras foram inativas com valores
de TGI acima de 50 pg/mL, inviabilizando seu uso como antitumoral para essa linhagem
celular (Tabela 5.9). Estes resultados estdo parcialmente de acordo com os encontrados por
Livia (2013), que também investigou a atividade antiproliferativa dos extratos supercriticos
dos frutos de S. ferebinthifolius na linhagem K562 e para a linhagem de células de Jurkat
(leucemia aguda linfoblastica). A autora fracionou o extrato supercritico (80 bar e 35 °C) ao

longo do tempo e encontrou os seguintes resultados: na fragdo 1 (rica em monoterpenos), foi
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observada atividade citotoxica para as duas linhagens investigadas; ja na fracdo 2 (rica em
sesquiterpenos), a autora cita que, para a linhagem celular K562, também investigada neste
trabalho, foi observado um efeito contrdrio ao esperado, com um aumento no crescimento
celular.

Bendaoud et al. (2010) investigaram a atividade antiproliferativa do 6leo essencial dos
frutos da S. terebinthifolius contra cancer de mama (MCF-7). Esses autores citam uma
atividade promissora do dleo essencial e sugerem que os sesquiterpenos sdo os metabdlitos
ativos responsaveis pela atividade antiproliferativa observada. J4 os extratos supercriticos
obtidos neste trabalho (Tabela 5.9) ndo foram ativos contra o cincer de mama, apresentando
TGI acima de 50 pg/mL. No entanto, conforme observado na Tabela 5.9, o extrato
diclorometanico (ED) exibiu atividade moderada contra o cancer de mama (TGI=14,2
pg/mL). Ademais, vale mencionar que o extrato diclorometanico exibiu atividade potente
contra glioma (TGI=3,1 pg/mL) e cancer de rim (TGI=0,46 pg/mL).

Ja o extrato etandlico (EE) ndo se mostrou ativo nas concentracdes avaliadas,
apresentando valores de TGI acima de 50 pg/mL para todas as linhagens de células testadas,
inviabilizando seu uso como antitumoral. Lembrando que o extrato etandlico foi obtido a
partir do residuo sélido proveniente da primeira extracdo com diclorometano, sendo que, nas
andlises quimicas, ndo foram constatados compostos volateis no extrato etandlico. Portanto,
estes resultados sugerem que os compostos apolares (voléteis e ndo voléteis) dos frutos da S.
terebinthifolius sdo os responsdveis pelas atividades antiproliferativas.

De acordo com os dados da Tabela 5.9, nos ensaios utilizando pressdo de 100 bar
(ensaios 1 e 3), o aumento da temperatura de 40 °C para 60 °C resultou numa reducdo do TGI,
para o cancer de rim, de 55,9 ug/mL para 2,1 pg/mL. Segundo os dados apresentados na
Tabela 5.5, o aumento da temperatura também resultou em um aumento no teor de
sesquiterpenos, de 17,60% para 21,58%. Efeito semelhante foi observado na pressao de 300
bar (ensaios 2 e 4): com o aumento da temperatura de 40 °C para 60 °C, o teor de
sesquiterpenos aumentou de 10,53% para 14,29% e, consequentemente, a atividade
antiproliferativa foi mais efetiva. Portanto, estes resultados sugerem que os sesquiterpenos
(cariofileno ou germacreno D) dos frutos da S. terebinthifolius podem ser os metabdlitos
ativos responsdveis pela atividade antiproliferativa destacada anteriormente. De fato, os
efeitos citotoxicos dos sesquiterpenos foram previamente descritos em varias linhagens de
células tumorais humanas (AHMED et al.,, 2004; SIBANDA et al., 2004; LEGAULT;
PICHETTE, 2007; LOIZZO et al., 2008; HONG et al., 2014). Entretanto ensaios de
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fracionamento dos extratos s3o necessdrios para estabelecer uma relacao definitiva entre esses
compostos e a atividade antiproliferativa dos frutos da S. ferebinthifolius.

Outra informagao importante exposta na Tabela 5.5 € que o extrato supercritico obtido
a 300 bar e 40 °C (ensaio 2) ndo apresentou o sesquiterpeno cariofileno em sua composicao
quimica, sendo que este extrato teve TGI acima de 50 pg/mL para todas as linhagens
investigadas (Tabela 5.9). De acordo com Loizzo et al. (2008), o cariofileno foi ativo contra
uma linhagem de cincer de rim, ACHN (ATCC® CRL-1611). Além disso, esses autores
relataram que os padrdes de a-pineno, sabineno, a-felandreno, J-3-careno, limoneno e a-
terpineno nao exerceram atividade antiproliferativa, o que refor¢a ainda mais a hipétese da
atividade ser atribuida aos sesquiterpenos, especialmente o cariofileno. No entanto estudos
adicionais sdo necessdrios para estabelecer uma relacdo definitiva entre o cariofileno e a
atividade antiproliferativa em linhagens de cancer de rim.

Nas Figuras de 5.20 a 5.27, sdo apresentados os resultados do perfil do crescimento

das células tumorais para todas as amostras analisadas.

Figura 5.20 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fun¢@o das concentra¢des de doxorrubicina apds
48 horas de exposi¢do
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 5.20, o quimioterdpico doxorrubicina apresentou

atividade citostatica e seletiva para quase todas as linhagens na concentracdo de 2,5 pg/mL,
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exceto para queratindcito e glioma, que apresentaram atividade citocida. Detectou-se
atividade citocida e seletiva na concentracdo de 25 pg/mL para rim, ovario, ovario com
resisténcia, prostata e queratindcito.

De acordo com o TGI (Tabela 5.9), as seguintes atividades sdo destacadas: atividade
moderada para glioma, ovario com resisténcia, préstata e ovdrio; e atividade potente para rim
(TGI=4,9 pg/mL) e para queratindcito (TGI=1,6 pg/mL), sendo os melhores resultados entre

as linhagens testadas para esta amostra.

Figura 5.21 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcao das concentragdes de extrato obtido nas
condigdes operacionais do ensaio 1 (100 bar e 40 °C) ap6s 48 horas de exposigdo
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Fonte: Dados da pesquisa.

O extrato supercritico obtido em 100 bar e 40 °C revelou o seguinte perfil de atividade
antiproliferativa (Figura 5.21): inativo nas concentragdes de até 25 pg/mL para glioma e
mama; pouca inibi¢do do crescimento celular para rim (0,25 pg/mL), ovario (2,5 pg/mL) e na
concentracdo de 25 pg/mL para queratindcito, leucemia, célon, ovario com resisténcia,
pulmio e préstata; atividade citostdtica e seletiva para rim (2,5 pg/mL e 25 pg/mL) e ovario
(25 pg/mL); atividade citocida e seletiva na concentracdo de 250 pg/mL para queratinocito,
leucemia, célon, ovdario, préstata, glioma, mama, ovario com resisténcia, rim e pulmao. De

acordo com o TGI (Tabela 5.9), as seguintes atividades foram observadas: inativo para



157

glioma, mama, ovério com resisténcia, rim, pulmao, prdstata, leucemia e queratindcito; e

atividade fraca para ovério e célon.

Figura 5.22 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fung@o das concentra¢des de extrato obtido nas
condigdes operacionais do ensaio 2 (300 bar e 40 °C) ap6s 48 horas de exposigdo
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Fonte: Dados da pesquisa.

Como se pode perceber na Figura 5.22, o extrato supercritico obtido em 300 bar e 40
°C apresentou o seguinte perfil de atividade antiproliferativa: inativo na concentracdo de 0,25
pg/mL para leucemia, ovario, mama e pulmao e em 2,5 pg/mL para glioma; pouca inibi¢ao do
crescimento celular na concentragdo de 2,5 pg/mL para rim e pulmdo, e na concentragdo de
25 pg/mL para queratindcito, leucemia, colon, ovario, prostata, glioma, mama, ovario com
resisténcia e pulmao; atividade citostatica e seletiva para rim (25 pg/mL) e na concentracao de
250 pg/mL para prostata e leucemia; atividade citocida e seletiva na concentracdo de 250
pg/mL para queratinécito, cdlon, ovario, glioma, mama, ovario com resisténcia, rim e pulmao.
De acordo com o TGI (Tabela 5.9), para todas as linhagens investigadas, a amostra se

mostrou inativa.
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Figura 5.23 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcao das concentragdes de extrato obtido nas
condicdes operacionais do ensaio 3 (100 bar e 60 °C) apds 48 horas de exposicao
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 5.23 e nos dados apresentados na Tabela 5.9, o extrato
supercritico obtido em 100 bar e 60 °C apresentou o seguinte perfil de atividade
antiproliferativa: inativo para ovario (0,25 pg/mL), glioma (0,25 pg/mL), préstata (2,5
pg/mL) e pulmao (25 pug/mL); pouca inibigdo do crescimento celular para ovario com
resisténcia (2,5 pg/mL) e na concentragdo de 25 pg/mL para queratindcito, leucemia, colon,
ovdrio, glioma e mama; atividade citostatica e seletiva para rim (0,25 pg/mL e 2,5 pg/mL) e
na concentragdo de 25 pg/mL para prostata, glioma e ovario com resisténcia; atividade
citocida e seletiva para rim (25 pg/mL) e na concentracdo de 250 pg/mL para queratinocito,
leucemia, cdlon, ovdrio, préstata, glioma, mama, ovério com resisténcia, rim e pulmao.

De acordo com o TGI (Tabela 5.9), as seguintes atividades foram observadas: inativo
para mama, pulmao, célon, leucemia e queratindcito; atividade fraca para glioma, ovario com

resisténcia, prostata e ovario; e atividade potente para rim (TGI=2,1 pg/mL).
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Figura 5.24 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcao das concentra¢des de extrato obtido nas
condicdes operacionais do ensaio 4 (300 bar e 60 °C) apds 48 horas de exposicao
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Fonte: Dados da pesquisa.

O extrato supercritico obtido em 300 bar e 60 °C indicou o seguinte perfil de atividade
antiproliferativa (Figura 5.24): inativo para ovario (0,25 pg/mL) e glioma (0,25 pg/mL) e na
concentracdo de 2,5 pg/mL para mama, pulmao e prdéstata; pouca inibicdo do crescimento
celular na concentragdo de 0,25 pg/mL para ovario com resisténcia e rim, em 2,5 pg/mL para
queratindcito, leucemia, colon, ovério e glioma, na concentracdo de 25 pg/mL para mama;
atividade citostdtica e seletiva pra concentragdo de 2,5 pg/mL para ovario com resisténcia e
rim, em 25 pg/mL para queratindcito, leucemia, célon, prostata e pulmdo e em 250 pg/mL
para leucemia; atividade citocida e seletiva na concentragdo de 25 pg/mL para ovario, glioma,
ovdrio com resisténcia e rim e na concentracdo de 250 pug/mL para queratindcito, colon,
prostata, glioma, mama, ovéario com resisténcia, rim e pulmao.

De acordo com o TGI (Tabela 5.9), as seguintes atividades foram observadas: inativo
para mama e leucemia; atividade fraca para glioma, pulmao, prdstata, célon e queratindcito;

atividade moderada para ovdrio e ovario com resisténcia; e atividade potente para rim

(TGI=3,9 ug/mL).
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Figura 5.25 — Crescimento celular de cada linhagem celular em funcao das concentracdes de extrato obtido nas
condicdes operacionais do ensaio 5 (200 bar e 50 °C) apds 48 horas de exposicao
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme a Figura 5.25 e os dados da Tabela 5.9, o extrato supercritico obtido em 200
bar e 50 °C apresentou o seguinte perfil de atividade antiproliferativa: pouca inibi¢do do
crescimento celular na concentragdo de 0,25 pg/mL para ovario com resisténcia e na
concentragdo de 2,5 ug/mL para queratindcito, leucemia, c6lon, mama e pulmio; atividade
citostatica e seletiva na concentragdo de 0,25 pug/mL para prostata, glioma e rim e na
concentragdo de 2,5 pg/mL para ovario, glioma e prostata e na concentragao de 25 pg/mL
para leucemia, mama e célon; atividade citocida e seletiva na concentracdo de 2,5 pg/mL para
ovario com resisténcia e rim, na concentragdo de 25 pg/mL para queratindcito, ovario,
prostata, glioma, rim e pulmao; na concentracao de 250 ug/mL para leucemia, colon, prostata,
glioma, mama, rim e pulmao.

De acordo com o TGI (Tabela 5.9), as seguintes atividades foram observadas: inativo
para mama e leucemia; atividade fraca para célon e queratindcito; atividade moderada para
pulmdo; atividade potente glioma (TGI=3,9 pg/mL), ovario com resisténcia (TGI=1,2

pg/mL), rim (TGI=0,8 pg/mL), préstata (TGI=4 pg/mL) e ovario (TGI=4,4 pg/mL).
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Figura 5.26 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fun¢do das concentracdes de extrato
diclorometénico (ED) ap6s 48 horas de exposi¢ao
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Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo os dados da Figura 5.26, o extrato diclorometanico apresentou o seguinte
perfil de atividade antiproliferativa: inativo para pulmio (2,5 pg/mL); pouca inibicao do
crescimento celular para concentragdo de 0,25 pg/mL para ovario e para concentragdo de 2,5
pg/mL para queratindcito, leucemia, célon, ovdrio, prostata, mama e ovario com resisténcia;
atividade citostatica e seletiva para concentracdo de 0,25 pg/mL para glioma e rim e na
concentracdo de 2,5 ug/mL para glioma e para concentragdo de 25 pg/mL para leucemia;
atividade citocida e seletiva para rim (2,5 pg/mL), na concentracdo de 25 pg/mL para
queratindcito, c6lon, ovdrio, prostata, glioma, mama, ovario com resisténcia, rim e pulmao e
na concentracdo de 250 pg/mL para queratindcito, leucemia, prostata, glioma, mama, rim e
pulmao.

De acordo com o TGI (Tabela 5.9), as seguintes atividades foram observadas: inativo
para leucemia; atividade fraca para pulmdo; atividade moderada para mama, ovdrio com
resisténcia, prostata, ovario, colon e queratindcito; e atividade potente para glioma (TGI=3,1

pg/mL) e rim (TGI=0,46 pg/mL).
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Figura 5.27 — Crescimento celular de cada linhagem celular em fun¢do das concentracdes de extrato etandlico
(EE) ap6s 48 horas de exposicao
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme observado na Figura 5.27, o extrato etandlico apresentou o seguinte perfil
de atividade antiproliferativa: inativo para pulmao (250 pg/mL); pouca inibicdo do
crescimento celular na concentragdo de 250 pg/mL para queratindcito, leucemia, colon,
prostata, glioma, mama, ovario com resisténcia e rim; atividade citostdtica e seletiva para
ovario (2,5 pg/mL). Portanto, o extrato etandlico ndo se mostrou ativo nas concentracdes
avaliadas, apresentando valores de TGI acima de 50 pg/mL para todas as linhagens de células

testadas, inviabilizando seu uso como antitumoral.

5.4 CONCLUSOES

Os resultados revelaram que o rendimento global e a composi¢do quimica dos extratos
supercriticos foram influenciados pela pressdo e temperatura do CO, supercritico, devido,
principalmente, a alteragdes na massa especifica do CO, supercritico e na pressao de vapor
dos solutos presentes na matéria-prima. A cinética da extra¢do apresentou um comportamento
tipico de extragdo com fluido supercritico com trés periodos caracteristicos, sendo controlada
principalmente pelos periodos de queda na taxa de extracdo (FER) e de taxa controlada pela
difusdao (DCR). A fracdo volatil dos extratos supercriticos apresentou, de forma geral, os

compostos 0-3-careno, limoneno, a-felandreno, germacreno D e cariofileno. Para a definicao
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das condi¢des Otimas para a extragdo supercritica, € necessario conhecer a finalidade para a
qual os extratos serdo utilizados. Por exemplo, se o objetivo for obter um produto com alto
teor de compostos volateis (como o 6leo essencial), dever-se-4 utilizar as menores massas
especificas do CO; supercritico. Apesar do menor rendimento nessas condi¢des operacionais,
os produtos obtidos requerem processos de purificagdo menos laboriosos, isso sendo uma
vantagem se comparado aos extratos supercriticos obtidos em altas pressoes.

Quanto a atividade antiproliferativa, os resultados exibiram melhor desempenho dos
extratos supercriticos obtidos em temperatura na faixa de 50 a 60 °C, independente da pressao
utilizada (100-300 bar), contra cancer de rim. Ademais, o extrato supercritico obtido a 200 bar
e 50 °C apresentou atividade classificada como potente contra glioma, cancer de rim, ovario
com resisténcia, prostata e ovario. O extrato diclorometanico revelou atividade classificada
como potente contra glioma e cincer de rim, sendo que o produto obtido da extracdo
sequencial com etanol do seu residuo s6lido ndo se mostrou ativo para todas as linhagens de
células testadas, o que indica que os compostos apolares dos frutos da S. terebinthifolius sao
os compostos bioativos responsdveis pelas atividades antiproliferativa. Além disso, os
resultados sugerem que os sesquiterpenos (cariofileno e germacreno D) dos frutos de S.
terebinthifolius podem ser os metabolitos ativos responsaveis pela atividade antiproliferativa
previamente destacada. Sugere-se, para trabalhos futuros, o fracionamento dos extratos para o
melhor entendimento dos compostos quimicos responsdveis por cada atividade

antiproliferativa.
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CAPITULO 6
CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho revelaram que, de forma geral, o rendimento e a
composi¢do quimica dos derivados dos frutos da S. rerebinthifolius (6leo essencial e extratos)
foram influenciados pelos seguintes fatores: condi¢des climdticas do local de coleta dos
frutos; etapas de pré-tratamento da matéria-prima (secagem); e condi¢des operacionais dos
processos extrativos. Portanto, estes resultados mostram a importancia da padronizagdo de
insumos e também do controle correto das condi¢des operacionais dos processos extrativos
utilizados para a obtencdo de produto derivado de uma espécie vegetal, com o
estabelecimento de parametros importantes que atendam aos pré-requisitos de seguranca,

eficacia e reprodutibilidade.

Ademais, foram observadas diferencas significativas entre os produtos obtidos por
meio das distintas técnicas de extracdo utilizadas neste trabalho (hidrodestilacdo, Soxhlet e
extragdo com CO; supercritico). Apesar do rendimento mais elevado obtido a partir da
extracdo com solventes organicos e extratos supercriticos obtidos a altas pressdes, os produtos
requerem processos de purificacdo mais laboriosos, sendo uma desvantagem quando se
compara aos 0leos essenciais e extratos supercriticos obtidos em baixas pressoes. Além disso,
na hidrodestilagdo e na extracao supercritica, sdo utilizados solventes considerados limpos e
que minimizam possiveis prejuizos ambientais. Portanto, a escolha do processo de extracdo
deve levar em conta os custos do processo global (extragdo e purificagdo), os impactos

ambientais e a aplicacdo do produto.

Na extracdo de Oleo essencial por hidrodestilacdo, foi observado que a razdo
solido/dgua e o tempo da extracdo apresentaram efeitos significativos sobre o rendimento e a
composi¢do quimica do 6leo essencial: as condigdes 6timas (rendimento maior que 6,8%)
foram obtidas utilizando valores de razao s6lido/agua na faixa de 70 a 130 g/L e tempo de
extragcdo entre 4,5 e 8 horas. A Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) revelou os seguintes compostos no Oleo essencial: J-3-careno, a-felandreno,

limoneno, a-pineno, germacreno D e cariofileno. Quanto a secagem dos frutos da S.

terebinthifolius, os resultados revelaram que temperaturas na faixa de 40 a 55 °C asseguraram
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uma umidade adequada ao produto (<10%), sem degradacdo da cor e de perdas de compostos
voléteis. Os resultados da modelagem da cinética de secagem exibiram melhor desempenho
dos modelos de Henderson e Pabis, de Page, de Henderson (Dois termos) e do modelo por
RNAs. Desse modo, os resultados promissores da utilizacdo de um modelo baseado em
RNAs, para simular processos de secagem, indicam a potencialidade da aplicacdo dessa
ferramenta na modelagem de processos industriais de secagem. Os modelos neurais podem
ser utilizados, por exemplo, para estimar o conteido de umidade do sélido em tempo real, o
que é de grande utilidade em processos de secagem, pois a determinacdo do contetido de

umidade em laboratério € um procedimento trabalhoso e demorado.

Na extracdo utilizando CO, supercritico como solvente, os resultados apontaram que o
rendimento e a qualidade dos extratos supercriticos foram influenciados pela pressdo e
temperatura do CO; supercritico, em fungdo, principalmente, de alteracdes na massa
especifica do CO,; supercritico e na pressdao de vapor dos solutos presentes na matéria-prima.
Para a definicdo das condi¢cdes Otimas da extracdo supercritica, € necessdrio conhecer a
finalidade para a qual os extratos serdo utilizados. Por exemplo, se o objetivo for obter um

produto com alto teor de compostos voldteis (como o 6leo essencial), dever-se-a utilizar os

menores valores de massa especifica do CO, supercritico.

Quanto a atividade antiproliferativa, os resultados assinalaram atividade potente contra
cancer de rim em quase todos os produtos derivados dos frutos da S. ferebinthifolius: 6leo
essencial obtido nas condicdes de maiores rendimentos (TGI=0,04 pg/mL); extratos
supercriticos obtidos em temperaturas na faixa de 50 a 60 °C, independente da pressdo
utilizada (TGI<3,9 pg/mL); e extrato diclorometanico (TGI=0,46 pug/mL). Além disso, é
importante ressaltar que: o extrato supercritico (200 bar e 50 °C) apresentou atividades
potentes para ovario com resisténcia (TGI=1,2 pg/mL), prostata (TGI=4 pg/mL), ovéario
(TGI=4,4 pg/mL) e glioma (TGI=3,9 pg/mL); o extrato diclorometanico apresentou atividade
potente contra glioma (TGI=3,1 pg/mL); e também que o 6leo essencial apresentou atividades
potentes para todas as linhagens investigadas. Portanto, os resultados sugerem que os
compostos voléteis dos frutos da S. terebinthifolius, especialmente os sesquiterpenos
germacreno D e cariofileno, estdo envolvidos com as atividades antiproliferativas destacadas

anteriormente.
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6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao estudo com os frutos da S. terebinthifolius, as principais

sugestoes para trabalhos futuros sdo:

a)

b)

d)

e)

g)

h)

i)

k)

)

investigar os efeitos da granulometria da matéria-prima e da poténcia da manta de

aquecimento sobre a quantidade e a qualidade do 6leo essencial;

determinar dados experimentais de cinética da hidrodestilacdo em varias condi¢des

operacionais e investigar o ajuste de modelos matemdticos aos dados;

investigar a influéncia de diferentes métodos de secagem sobre a qualidade da matéria-

prima;

avaliar a preservacdo de propriedades de interesse (por exemplo, a estabilidade de

principios ativos e da cor) durante o armazenamento do produto seco;

investigar os efeitos da granulometria da matéria-prima e da vazdo do fluido

supercritico sobre a quantidade e a qualidade dos extratos supercriticos;

modelar as curvas cinéticas de extracao supercritica visando ao aumento de escala do

processo;
analisar a composi¢do quimica da fracdo ndo volatil dos extratos;

utilizar cossolventes polares na extra¢do supercritica visando a extracdo de compostos

de maior polaridade;
avaliar a viabilidade econdmica dos processos investigados neste trabalho;

fracionar o 6leo essencial e extratos visando ao melhor entendimento dos compostos

responsdveis pelas atividades antiproliferativas encontradas neste trabalho;

avaliar a atividade antiproliferativa in vivo de fragdes resultantes do 6leo essencial e

dos extratos;

investigar outras atividades bioldgicas do 6leo essencial e dos extratos; e

m) investigar outras técnicas de extracao, tais como por ultrassom e micro-ondas.
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APENDICE A - Curvas de calibraciio

Figura A1 — Curva de calibracdo para a placa de orificio do secador de bandeja
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Legenda: Q: vazdo massica do ar de secagem; Ah: queda de pressdo na placa de orificio.
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Figura A2 — Curva de calibracio para o termopar do sistema de controle do secador de bandeja
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Nota: O termopar foi calibrado utilizando os seguintes materiais: um banho termostatico; o Paratherm OR®
como fluido térmico; e um termdmetro de mercirio (calibrado e certificado) utilizado como referéncia.



APENDICE B — Programa de treinamento e verificaciio das RNAs no software

MATLAB®

Ylimpa as varidveis do histdrico:
clear;

Yolimpa o prompt:
clc;

Yocarregamento do arquivo de dados:
M-=load('dados.dat’);

Ydefinicdo das varidveis de entrada e saida:
entrada=M(:,1:3);
saida=M(:,4);

Yomatriz transposta:
entrada=entrada’;

saida=saida’;

9onormalizacgio dos dados entre -1 e 1:
[entradan,minentrada,maxentrada,saidan,minsaida,maxsaida]=premnmx(entrada,saida);

Ydivisdo dos dados:

90 Yotreino:

entradatreina=entradan(:,1:818);

saidatreina=saidan(:,1:818);

90 Poverificacao:

entradaverifica=entradan(:,819:1118);

saidaverifica=saidan(:,819:1118);

Y0 %0 % Yo Yo To Yo Yo Yo Yo Yo Yo Yo Yo Yo %o %o %o %o %o %o ARQUITETURA DA REDE:
Yorede feedforward:
net=newff(minmax(entradatreina),[3,1],{'tansig','purelin'},'trainbr");

o %0 %0 %o ToTo Fo To %o Yo To To Fo To %o o Yo Fo Jo %o %o TREINAMENTO DA RNA:

9odefinicdo do nimero maximo de iteracdes (épocas):
net.trainParam.epochs=10000;

% define o objetivo de erro quadratico (MSE), definido a partir do desvio padrdo da saida:
net.trainParam.goal=0.0001;

Y%inicializagdo dos pesos da rede aleatoriamente (chuta valores iniciais para os pesos e bias):

net=init(net);

Yotreinamento:
[net,tr]=train(net,entradatreina,saidatreina);
%determinados os pesos e bias da rede e arquivados temporariamente em “net”
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9osimula com os dados de entrada do arquivo de treinamento:
Y=sim(net,entradatreina);

%desnormaliza os dados:
X=postmnmx(Y,minsaida,maxsaida);
F=postmnmx(saidatreina,minsaida,maxsaida);

Yofigure(1);
%postreg(F(1,:),X(1,:));

%% % %o %o %o %o %o % % %o %o %o %o %o %o % % % % %V ERIFICACAO DA RNA:

Yosimulacdo da varidvel de saida a partir das entradas do conjunto de verificacio;
Z=sim(net,entradaverifica);

9odesnormalizacdo da varidvel de saida;
H=postmnmx(Z,minsaida,maxsaida); %simulada
I=postmnmx(saidaverifica,minsaida,maxsaida); %real

Yogeracao dos gréficos para andlise do erro e sse:
erro=I-H

msev=mse(erro)

RMSEv=(msev)"0.5

Yotigure(2);

Yoplot(erro);

9oxlabel('Experimentos de verificagdo');
9ylabel('Erro');

Yografico das saida (real x simulada):
figure(3);

postreg(I(1,:),H(1,:));

regress(I(:,1), H (:,1))

9%Grafico para observar o ajuste do modelo aos dados reais:
figure(4);

plot(I,'o") %grafica a saida real do arquivo de verificagio
hold on

plot(H,'g'); %grafica a saida calculada
xlabel('Experimentos de verificacdo');

ylabel('Umidade adimensional');

hold off

9 Salvar a rede criada e os parametros ajustados:
save 'seca’ net;

9 gensim(net)

Y%Para visualizar os pesos e bias finais:

net.IW{1} Yopesos entre camadas entrada/intermedidria
net. LW{2} 9opesos entre camadas intermedidria/saida
net.b{1} Ybias da camada intermediaria

net.b{2} Ybias da camada de saida
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