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RESUMO

A Eugenia pyriformis Cambess (Uvaia) € uma espécie arbérea tipica da Mata Atlantica
brasileira, que possui poucos relatos na literatura relacionados a processos de
extragdo de compostos bioativos de partes vegetais da planta. Os compostos a-
amirina e B-amirina sao triterpenos pentaciclicos estudados nos ultimos anos com
diversos potenciais terapéuticos. Neste projeto de doutorado foi realizada uma
investigacao aprofundada do potencial dessa planta, levando em consideragéo os
resultados promissores obtidos em estudos anteriores e na falta de informagdes na
literatura. Desta forma, o principal objetivo foi a obtengdo de extratos vegetais ricos
em a-amirina e B-amirina a partir de diversos processos de extracdo, bem como
realizar estudos de processo de purificagdo. Foram avaliados os efeitos dos métodos
de extracao e da variagao de condi¢des utilizadas nos processos sobre o rendimento
global de extratos obtidos e sobre a composi¢ao quimica deles. Na extragdo com CO:
supercritico o melhor rendimento global (1,75% m/m) foi obtido na condigdo de 200
bar e 60 °C, enquanto que a maior concentragéo (63,85% m/m) foi obtida com 200 bar
e 80 °C. O modelo fenomenoldgico desenvolvido baseado nas equagdes de equilibrio
de Freundlich foi o que, estatisticamente, melhor descreveu as cinéticas de extragao.
A adicado de cossolvente na extracio com CO2 supercritico aumentou
consideravelmente o rendimento global das extragbes, chegando em 3,95% ao
utilizar-se 15% m/m de etanol. Nesta mesma condi¢ao, o rendimento de amirinas foi
o maior da técnica de extragdo com fluido supercritico (16,12 g kg™' MP). Na analise
econdmica deste processo, verificou-se que os menores custos de producao foram
estimados para a extracdo com fluido supercritico com adigdo de cossolventes. Na
avaliacdo de diferentes solventes, o maior rendimento global foi obtido utilizando-se
metanol na extragdo com liquido pressurizado (20,30% m/m). A maior concentragao
de a-/B-amirina (73,01% m/m) nos testes de solventes foi encontrada nos extratos
obtidos com hexano na extragéo assistida por ultrassom. O melhor rendimento global
(1,74% m/m) e rendimento de amirinas (13,11 g kg"' de matéria-prima) da extragéo
assistida por ultrassom foi, obtido na condicdo de 200 W/L, 60 °C e razao
amostra/solvente 1:25 g:mL. Para a extracdo com liquido pressurizado o melhor
rendimento global (3,56% m/m) foi obtido na condi¢cao de 100 °C e 150 bar. Entretanto,
o rendimento de amirinas (15,74 g kg™' MP) foi obtida na condigdo de 40 °C, 150 bar.
Na extragdo por maceragao o melhor rendimento global (1,70% m/m) foi obtido com
60 °C, 100 RPM e 20 minutos de extracdo. Nessa mesma condi¢cao o rendimento de
amirinas foi 12,34 g kg' MP. Ja na extragdo por soxhlet o rendimento global foi de
2,84% m/m, rendimento de amirinas de 13,55 g kg”' MP. Em relagéo a capacidade
antioxidante, somente os extratos obtidos com solventes polares (metanol e etanol)
apresentaram resultados positivos. O processo de purificagdo desenvolvido neste
trabalho mostrou-se bastante eficaz, resultando em uma fragdo com pureza da mistura
de a-/B-amirina de 93,75%. Cabe ainda ressaltar os resultados de bioatividade
encontrados durante o estagio de pesquisa no exterior demonstraram o potencial uso
para o tratamento de diabetes tipo 2.

Palavras-chave: Processos de extragao, Eugenia pyriformis, a-amirina, B-amirina,
compostos bioativos.



ABSTRACT

Eugenia pyriformis Cambess (Uvaia) is a fruit tree originally from the Brazilian Atlantic
Forest, however, the extraction of its bioactive compounds has so far been poorly
described on the body of worldwide literature. Over the last number of years,
pentacyclic triterpenes (a-amyrin and B-amyrin) have showed several therapeutic
potentials. Considering the lack of a detailed body of investigation associated with
Eugenia pyriformis as well as a recent master’s degree research, this doctoral project
additionally evaluated relative potential characteristics of the before mentioned
arboreal specie. Therefore, the main objective of this project was to obtain plant
extracts, rich in a-amyrin and B-amyrin, using different extraction processes, as well
as to perform assessments of related purification process. The effects of the extraction
methods and the variation of conditions used in the processes on the global yield of
extracts obtained along with their chemical composition were evaluated. In the
supercritical CO2 extraction, the best yield (1.75%) was obtained in the condition of
200 bar and 60 °C, while the highest purity was obtained with 200 bar and 80 °C,
reaching 63.85% w/w. The phenomenological model based on the Freundlich
equilibrium equations was the one that statistically best described the extraction
kinetics. The addition of co-solvent to the supercritical CO2 extraction considerably
increased the extraction yield, reaching 3.95% w/w when using 15% w/w ethanol. In
the same condition, a-/B-amyrin recovery was the highest in the supercritical fluid
extraction technique (16.12 g kg™' MP). As far as the economic evaluation concerned,
lower manufacturing costs were estimated for the supercritical fluid extraction with co-
solvent addition. In the evaluation of different solvents in the extractions, the highest
yield was obtained using methanol in pressurized liquid extraction (20.30% w/w). The
highest concentration of a-/B-amyrin (73.01% w/w) in the solvent tests was found in
extracts obtained with hexane on ultrasound assisted extraction. The best yield of
ultrasound assisted extraction was 1.74% w/w, obtained in the condition of 200 WI/L,
60 °C and sample / solvent ratio of 1:25 g : mL. The highest concentration of a-/B-
amyrin (81.56% w/w) was obtained under the same experimental conditions, resulting
in a recovery of 13.11 g kg™'. For the extraction with pressurized liquid, the best yield
(3.56% w/w) was obtained in the condition of 100 °C and 150 bar. However, higher
amyrin recovery (15.74 g kg”'RM) was obtained under the condition of 40 °C, 150 bar.
In the extraction by maceration, the best yield (1.70% w/w) was obtained with 60 °C,
100 RPM and 20 minutes of extraction. In this same condition, the obtained recovery
of 12.34 g kg”'RM. In the soxhlet extraction, the yield was 2.84% wi/w, recovery of
13.55 g kg'RM. With regards to antioxidant activity, only the extracts obtained with
polar solvents (methanol and ethanol) was associated with positive results. The
purification process herewith developed, showed to be fundamentally efficient,
resulting in a fraction with purity of 93.75%. It is worthwhile mentioning that the
bioactivity results performed during the attended international exchange program
demonstrated its potential use for the treatment of type 2 diabetes mellitus.

Keywords: Extraction processes, Eugenia pyriformis, a-amyrin, B-amyrin, bioactive
compounds.
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1 INTRODUGAO

1.1 Motivagao da Pesquisa

O interesse no estudo de plantas nativas aumentou consideravelmente nos
ultimos anos, bem como a busca por métodos eficazes de obtencdo de extratos
vegetais ricos em compostos bioativos. Varios ramos industriais utilizam extratos
vegetais e compostos obtidos a partir destes para diversas finalidades.

Alimentos, cosméticos e medicamentos podem ser produzidos utilizando-
se compostos naturais. Entretanto, em relacdo a Uvaia, poucas informacdes estido
disponiveis no que diz respeito aos métodos de extragdo de compostos bioativos e
caracterizagdo dos extratos (APEL et al.,, 2004; HAMINIUK et al., 2011, 2012;
STEFANELLO et al., 2009).

A Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) € uma espécie arbérea subtropical
e tipica da regido sul do Brasil (LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011). Pertence & familia
Myrtaceae, mesma familia da pitanga, jabuticaba e outras plantas, amplamente
consumidas e estudadas (LUZIA; BERTANHA; JORGE, 2010; PERES et al., 2013;
STIEVEN; MOREIRA; SILVA, 2009).

Amirinas s&o geralmente encontradas em extratos de plantas medicinais e
Oleo-resinas de cascas de algumas espécies de arvores. Elas s&o estudadas in vivo
e in vitro devido as suas propriedades quimicas e farmacolégicas (VAZQUEZ et al.,
2012). Entre os estudos sobre as potenciais aplicacdes biolégicas e farmacoldgicas,
pode-se destacar os efeitos: gastroprotetor (OLIVEIRA et al., 2004b), antidepressivo
(ARAGAO et al., 2006), analgésico (HOLANDA PINTO et al., 2008; SIMAO DA SILVA
etal., 2011; SOLDI et al., 2008), antioxidante (SINGH et al., 2015; SUNIL et al., 2014),
antimicrobiano (ABDEL-RAOQOUF et al., 2013; DIAZ-RUIZ et al., 2012; JOHANN et al.,
2007) e anti-inflamatorio (MATOS et al., 2013).

Em um estudo anterior (KLEIN et al., 2018), as folhas de uvaia mostraram-
se promissoras para obtengao de extratos ricos em a-amirina e B-amirina quando
utilizados CO:2 supercritico e extracdo com hexano assistida por ultrassom. Desta

forma, novos estudos sao importantes para avaliar outros tipos de solventes, além de
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demais técnicas de extragdo, bem como estudos da purificacdo dos extratos a fim de
obter extratos mais ricos nestes compostos.

A extracdo com fluido supercritico oferece uma alternativa interessante
para a obtenc&o de compostos bioativos, superando algumas limitagdes apresentadas
pelas técnicas convencionais de extracdo. O didxido de carbono (COz2) é o solvente
mais utilizado nos processos de extracdo com fluido supercritico, pois € inofensivo,
pode ser utilizado em temperaturas moderadas e protege os extratos da oxidagao
durante o processo de extragao. A extragao com fluido supercritico oferece ainda boas
condicdes de transferéncia de massa, controle da densidade a partir de modificagdes
das condi¢cdes experimentais, fornecendo rapidas taxas de extracdo (DA SILVA;
ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

A extracao assistida por ultrassom é um método de extragao considerado
ambientalmente amigavel, pois utiliza menos solvente que as técnicas convencionais
e pode ser realizada em menos tempo e com menos gasto energético (CHEMAT et
al., 2017). A extracao é favorecida pela implosao das bolhas de cavitagdo geradas
pelo ultrassom, o que gera ruptura das células da matriz vegetal e facilita a penetragao

do solvente, intensificando a transferéncia de massa (TOMA et al., 2001).

Extracdes com liquido pressurizado sao realizadas em altas pressodes e
temperaturas, o que aumenta a capacidade dos solventes de solubilizar os analitos,
nessas condi¢cdes a viscosidade dos solventes é menor promovendo uma melhor
penetracdo do solvente na matriz (PERES et al., 2006). A extragdo com liquido
pressurizado € adequada para uma vasta gama de solutos, polares e apolares
(MUSTAFA; TURNER, 2011). E um processo de extracdo que utiliza pequenos
tempos de extracdo e pequenas quantidades de solventes toxicos, sendo uma
excelente alternativa aos processos convencionais de extragdo e apresentando um
potencial para uso na obtencdo de compostos bioativos (OSORIO-TOBON et al.,
2013).

Os processos de isolamento e purificacdo sdo muito importantes para o
melhoramento dos extratos vegetais a fim de obter os compostos bioativos de
interesse isolados dos demais compostos extraidos das plantas. As substancias
naturais isoladas podem ser utilizadas como matéria-prima no preparo de diversos
produtos industrializados (VIEIRA JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005).
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E de grande importancia o estudo dos extratos obtidos a partir de plantas,
visto que € crescente a necessidade do desenvolvimento de novas formulag¢des para
diversos ramos industriais. Dentre os compostos estudados nos ultimos anos,
destacam-se os que apresentam potencial de utilizagdo nas areas bioldgicas e
farmacolodgicas, principalmente quando os extratos s&o obtidos a partir da utilizagéo
de técnicas ecologicamente corretas e com menores prejuizos para a saude humana.

Entre as potenciais aplicagbes farmacolégicas dos compostos naturais
obtidos a partir de plantas, € possivel destacar o tratamento de diabetes tipo 2. Visto
que tais compostos geralmente ndo apresentam os efeitos colaterais associados ao
uso dos agentes farmacolégicos convencionais de regulagédo dos niveis de glicose no
sangue, como tiazolidinediona, sulfonilureias e inibidores da a-glicosidase (acarbose,
voglibose e miglitol) (SOMTIMUANG; OLATUNJI; OVATLARNPORN, 2018). Outro
alvo para o controle do diabetes tipo 2 é a enzima a-amilase e as plantas podem ser
uma boa fonte de compostos que possuem atividade inibitéria contra esta enzima
(OKUTAN et al., 2014).

A escassez de estudos envolvendo a obtengao de extratos a partir de folhas
de uvaia demonstra a necessidade da avaliacdo de diferentes técnicas de extracao.
A presenga dos compostos bioativos a-amirina e B-amirina nos extratos das folhas de
uvaia aumenta a importancia da busca por técnicas adequadas de extracdo e de
isolamento/purificacdo. A pesquisa proposta contribuiu na determinagcao de métodos
e condi¢des de extragao ideais para obtencdo de extratos com alta percentagem de
a-amirina e B-amirina a partir das folhas de uvaia, além de estudar formas de
isolamento e purificacdo desses compostos, possibilitando seu uso em diversas

aplicagoes, principalmente farmacéuticas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes métodos de extracdo de compostos bioativos das folhas
de Uvaia, visando obter extratos ricos em a-amirina e B-amirina e estudar processos

de purificacdo para obter extratos com alta pureza. Busca-se, assim, o
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desenvolvimento de uma tecnologia que possa utilizar o potencial dessa planta nativa

brasileira como fonte de compostos com possiveis usos terapéuticos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Obter extratos de Uvaia por métodos convencionais (maceragdo) e nao-
convencionais (extragdo com fluido supercritico, assistida por ultrassom e com
liquido pressurizado) de extracao, a fim de avaliar a eficiéncia de cada método,
bem como identificar qual solvente mais indicado para cada processo;

¢ Avaliar o efeito dos parametros utilizados em cada extragao sobre o rendimento
e teores de a-amirina e B-amirina. Para a extragao supercritica: temperatura,
pressao, tempo de extragao, tamanho de particula da matéria-prima, vazao de
CO2 e adicdo de cossolvente. Para a extracao assistida por ultrassom:
temperatura, poténcia de sonicacao, tempo de extracao, razdo entre massa de
amostra e volume de solvente, tipo de solvente utilizado e tamanho de
particula. Para a extragdo com liquido pressurizado: vazdo de solvente,
temperatura, presséo, tempo de extracdo e tamanho de particula da matéria-
prima. Para a maceracao sera avaliado o efeito da temperatura e do tempo de
extragao;

e Determinar a composi¢ao quimica dos extratos obtidos em cada método de
extracido e quantificar os compostos a-amirina e 3-amirina;

e Avaliar o teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante dos
extratos obtidos;

e Estudar métodos de separacdo e purificagdo a fim de determinar o melhor
método de purificagdo dos compostos a-amirina e 3-amirina;

e Avaliar diferentes modelos matematicos, tanto empiricos quanto
fenomenolégicos para descrever os processos de extragao supercritica;

e Desenvolver modelos matematicos a partir de balangos de massa no extrato
na fase fluida e na fase sdlida para a extragao com fluido supercritico;

e Realizar estudos de aumento de escala e avaliagédo econémica do processo de

extracdo com fluido supercritico;
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e Avaliar os extratos brutos obtidos com diferentes solventes e técnicas de
extracdo quanto a sua capacidade de inibicdo das enzimas a-amilase, a-
glicosidase e PTP1B;

e Construir o perfil inibitério de alta resolugao do extrato com melhor atividade e
verificar quais picos sdo responsaveis pela atividade;

¢ Realizar a identificagdo quimica dos compostos responsaveis pela inibicdo das

enzimas relacionadas com o potencial terapéutico contra a diabetes tipo 2.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresentara uma revisdo da literatura com as principais
informagdes em relagdo a matéria-prima dessa pesquisa, a Uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess.). Trara ainda as caracteristicas, limitacbes e possiveis influéncias das
condigdes operacionais dos métodos de extragdo que serdao empregados na obtengao
dos compostos bioativos. A fim de demonstrar a importancia da obtengao de extratos
com o0s compostos a-amirina e [-amirina, bem como a necessidade de
isolamento/purificacdo dos mesmos, serdo apresentadas as caracteristicas dos

compostos e os potenciais usos deles.

2.1 Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.)

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) € uma espécie arborea, com até 15
metros de altura, casca lisa, cinzento-amarelada e manchada de cor mais clara.
Apresenta frutos de 2,0 a 2,4 cm de comprimento, vilosos, piriformes, amarelos,
suculentos e comestiveis (MATTOS, 1984). Pertence a familia Myrtaceae, mesma
familia de outras espécies de arvores cujos frutos sdo amplamente consumidos, como
a jabuticaba (Plinia cauliflora), a goiaba (Psidium guajava) e a pitanga (Eugenia
uniflora) (STIEVEN; MOREIRA; SILVA, 2009).

A planta (cujas sinonimias sdo Pseudomyrcianthes pyriformis (Camb.)
Kaus. e Eugenia uvalha Camb.) ocorre naturalmente nos estados de Sao Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, estando presente ainda no nordeste
argentino e no Paraguai (LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011). O nome uvaia tem
origem do tupi iwa ‘ya que significa fruto acido (RASEIRA et al., 2004), também é
popularmente conhecida como uvaieira, uvaia-do-campo, uvalha e uvalha-do-campo
(ARMSTRONG; DO ROCIO DUARTE; MIGUEL, 2012).

Na Figura 2.1, sdo apresentados um ramo em frutificacdo e um fruto

cortado de forma a exibir suas sementes.
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" Fonte: Acervo pessoal do autor.

A uvaieira tem grande potencial econédmico de exploracgao, pois € de facil
cultivo, com baixo custo de implantacdo e manutencdo (PEREIRA et al., 2012). O
fruto, levemente acido, suculento e muito aromatico, pode ser utilizado na fabricagéo
de sucos, sorvetes, doces e geleias (LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011).

Até o momento, poucos estudos foram realizados em relagéo a uvaia. O
Oleo essencial dos frutos de uvaia foi avaliado em relacdo a capacidade antioxidante
e microbiana, sendo que o fruto ndo se mostrou uma fonte apreciavel de antioxidantes,
mas teve atividade bacteriostatica frente a diversas bactérias (STIEVEN; MOREIRA;
SILVA, 2009). O dleo essencial obtido por hidrodestilagdo a partir das folhas frescas
de uvaia apresentou como principais compostos: a-cadinol (14,0%), 6-cadinene (12,4
%), T-cadinol (11,9%), bicyclogermacrene (10,2 %) e 3-caryophyllene (7,2 %) (APEL
et al., 2004). Oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo de diferentes partes da
planta apresentam diferentes composi¢cdes, nas folhas os principais compostos
encontrados foram B-pineno, limoneno, 1,8-cineol e oxido de cariofileno. No 6leo
essencial das flores, os compostos majoritarios encontrados foram E-cariofileno e
germacreno D, enquanto que no 6leo das frutas foram os compostos: éxido de
cariofileno e limoneno (STEFANELLO et al., 2009).

Extratos obtidos das frutas de uvaia apresentaram boa capacidade
antioxidante medida pelo método do DPPH* e apresentaram altas concentragdes de
acido galico e quercetina (HAMINIUK et al., 2011, 2012).
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2.2 Métodos de extragao

A extragdo é uma operacao unitaria em que substancias de interesse sao
separadas de suas matrizes, utilizando-se processos quimicos, fisicos ou mecanicos.
O método aplicado e o solvente utilizado sdo determinantes para o rendimento e
composi¢ao dos extratos obtidos. A solubilidade dos compostos se da de acordo com
a afinidade quimica entre as espécies, fazendo com que diferentes substancias sejam

extraidas em fungao da polaridade do solvente utilizado (NAWAZ et al., 2020).

Atualmente, praticamente todas as linhas de produc¢ao das mais diversas
areas industriais utilizam processos de extragado (maceragao, extragdo com solvente,
hidrodestilagao, etc.), entre as atividades industriais estao: nutracéutica, farmacéutica,

cosmeética, alimenticia, entre outras (CHEMAT et al., 2017).

Para que um método de extragéo seja considerado ideal, é necessario que
apresente rendimento elevado, sem degradacao dos compostos extraidos e o extrato
precisa ser facilmente separado do solvente usado (DA SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016).

Técnicas convencionais de extragao como soxhlet, extracao sélido-liquido
e extracao liquido-liquido ndo sdo as mais adequadas para obtencao de compostos
bioativos, pois eles geralmente sdo sensiveis, termolabeis e encontrados em baixas
concentragbes (MUSTAFA; TURNER, 2011). Os métodos convencionais de extracao
apresentam baixa eficiéncia e necessitam de longos tempos de extracdo, sendo
inadequados para alguns processos, pois muitos produtos naturais podem ser
degradados durante as extragdes com altas temperaturas e longos periodos (PERES
et al., 2006).

O uso de compostos ativos nos mais diversos setores industriais, tais como
alimenticio, farmacéutico e quimico demonstra a necessidade de utilizacao de
métodos de extracdo adequados para obtencdo de compostos ativos de plantas
(AZMIR et al., 2013). Dessa forma, a utilizagdo de métodos de extracdo que nao
apresentem as desvantagens dos métodos convencionais € cada vez mais
importante. Alguns exemplos de novos métodos de extragdo sdo: extragdo com fluido

supercritico, extragao assistida por ultrassom e extragao com liquido pressurizado.
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2.2.1 Extragdo com Fluido Supercritico

A extragao supercritica baseia-se no poder de solvatagao de fluidos no
estado supercritico, ou seja, quando a presséo e a temperatura estdo acima de seu
ponto critico (AZMIR et al., 2013). Na Figura 2.2 é possivel visualizar o ponto critico

de um fluido em seu diagrama de fases.

Figura 2.2 - Diagrama de fases (Pc - Pressao Critica e Tc — Temperatura Critica)
I

]
|
fluido supercritico

P. iquido gr=emeaaaaa

sdlido

gas

TC
Fonte: Adaptado de KNEZ et al., 2013.

Acima do ponto critico nao é possivel distinguir entre as fases liquida e
gasosa. Nessas condicoes, o fluido ndo pode ser liquefeito aumentando a sua pressao
isotermicamente ou diminuindo a temperatura isobaricamente (CARRILHO;
TAVARES; LANCAS, 2001). Na Tabela 2.1 sdo apresentadas as condi¢gbes do ponto
critico de alguns solventes, sendo possivel observar que o CO2 apresenta uma
temperatura critica baixa, o que o torna interessante para extragées com risco menor

de degradacgao térmica.
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Tabela 2.1 - Pontos criticos de solventes utilizados em extragdes supercriticas

Solvente Temperatura Critica - Tc (°C)  Pressao Critica - Pc (bar)
Etano 32,3 48,7
Agua 374,3 221,2
Etileno 9,4 50,4
Propileno 91,9 46,0
Propano 96,8 42,5
CO2 31,1 73,8

Fonte: Adaptado de CAVALCANTI; MEIRELES, 2012

Fluidos supercriticos apresentam propriedades de fluidos intermediarias
entre gas e liquido (Tabela 2.2). A viscosidade de um fluido supercritico € semelhante
a viscosidade de um gas e a massa especifica e o poder de solvatagdo séo
semelhantes as apresentadas por um liquido. A difusividade é intermediaria aos dois
estados. Outra caracteristica interessante € que a massa especifica pode ser
facilmente modificada, pela mudanga de temperatura e/ou pressao do sistema de
extracdo (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

Tabela 2.2 — Faixa de valores aproximados de propriedades fisico-
quimicas de liquidos, gases e fluidos supercriticos
: Massa especifica  Difusividade  Viscosidade
Estado do fluido

(p, g/cm3) (DaB, cm?/s) (M, g/cm s)
Liquido 5 -
P=1atm; T = 15-30 °C 1 <10 10
Gas -3 -1 -4
P=1atm;T=21°C 10 10 10
Supercritico 0,3-0,8 10-3 — 10 104 - 103

P = Pc; T=Te¢
Fonte: Adaptado de HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006

A extragcdo com fluido supercritico ocorre basicamente em duas etapas,
sendo que na primeira delas, o solvente passa através do leito empacotado,
solubilizando os compostos presentes na matriz. Na segunda etapa, o solvente

presente no leito de extracao transporta os compostos solubilizados nele para fora do
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sistema de extracdo e com a diminuicdo da temperatura e pressao o solvente é
separado do extrato (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

A extragdo com fluido supercritico (EFS) € uma técnica ambientalmente
amigavel, pois nao oferece riscos a saude humana e nao apresenta os inconvenientes
das técnicas convencionais de extracdo, como uso de solventes toxicos e de dificil
remogao e longos periodos de extragédo, sendo assim, a EFS € uma das técnicas mais
promissoras para obtencdo de compostos bioativos (FARIAS-CAMPOMANES;
MEIRELES, 2013).

Um sistema basico de extragcdo com fluido supercritico € composto por
algumas partes como: recipiente de armazenamento de solvente (geralmente um
cilindro de COz2), uma bomba de pressurizagéo do fluido, um leito de extragdo com um
sistema de aquecimento e controle de temperatura, sistema de controle de pressao e
vazéo (valvulas, controladores e instrumentos de medigdo) e um recipiente de coleta
de extrato (AZMIR et al., 2013).

2.2.1.1 Didéxido de carbono supercritico

O diéxido de carbono (CO2) € um dos solventes mais utilizados na extragao
com fluido supercritico, pois apresenta moderada temperatura critica (31 °C), o que é
importante na extracdo de compostos bioativos e os extratos sao preservados do
contato com o ar e luz, devido a configuracdo dos modulos de extragao, evitando que

ocorram processos de oxidagdo (BARBOSA et al., 2014).

Outra vantagem do uso do dioxido de carbono € que por ser um gas em
condicdo ambiente, ele é facilmente separado dos extratos ao fim da extragao,
simplesmente pela despressurizacao do sistema. Em escala industrial, o COz2 utilizado
nos processos de extracdo pode ser reciclado e reutilizado em outras extracoes,
reduzindo os custos e diminuindo a geragdo de residuos (DA SILVA; ROCHA-
SANTOS; DUARTE, 2016).

Devido a baixa polaridade do COz2, ele € mais eficiente na extragdo de
compostos apolares, entretanto, essa limitacao pode ser superada adicionando-se um

cossolvente polar (agua, etanol, dentre outros.), que promove um aumento na
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quantidade de compostos polares extraidos (FARIAS-CAMPOMANES; MEIRELES,
2013).

2.2.1.2 Modelagem matematica do processo de extragao supercritica

A modelagem matematica dos processos de extracdo com fluido
supercritico € muito importante para estudos de otimizagao, viabilidade econdémica e
aumento de escala (DE MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014). Para uma descrigao
matematica apropriada dos processos de extragao com fluido supercritico é essencial
0 conhecimento dos mecanismos de transferéncia de massa do processo de extragao

e uma representacao matematica adequada (HUANG; SHI; JIANG, 2012).

Os modelos matematicos utilizados para descrever processos de extragao
podem ser classificados em empiricos, baseados em analogia entre transferéncia de
calor e massa, e aqueles por balango de massa diferencial ou integral (REVERCHON,;
MARCO, 2006).

Nos modelos empiricos, os resultados sdo descritos por expressdes
matematicas simples, fornecendo solucdes faceis e rapidas. Diversos modelos
empiricos podem ser encontrados na literatura, sendo que estes geralmente sdo
construidos em fungdo da concentracéo inicial de soluto na matriz e envolvem um
parametro ajustavel, ndo permitindo interpretacdo fisica do processo, entretanto
fornecem ajustes confiaveis (DE MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014). As aproximacoes
empiricas podem ser usadas quando faltam informagdes relacionadas ao mecanismo
que rege o fendbmeno de transferéncia de massa e de equilibrio. Entretanto, como os
modelos empiricos ndo descrevem os processos fenomenoldgicos de transferéncia
de massa, ndo sao adequados para um aumento de escala de um processo
experimental para industrial (HUANG; SHI; JIANG, 2012).

Os modelos baseados em analogia entre transferéncia de calor e de
massa, e 0s baseados em balangco de massa diferencial ou integral podem ser
incluidos em um dnico grupo de modelos fenomenolégicos (SOVOVA, 2012). Esses
modelos descrevem matematicamente a cinética de extracdo a partir de equacgdes

que definem a concentragdo de soluto no extrator em fungcdo do tempo e de
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coordenadas espaciais. Esses modelos geralmente n&o sdo preditivos e alguns
parametros podem ser estimados a partir de correlagdes encontradas na literatura,
mas ao menos um parametro precisa ser ajustado por dados experimentais
(SOVOVA; STATEVA, 2011).

Alguns modelos sdo muito utilizados na modelagem matematica dos
processos de extracdo supercritica, entre eles: Modelo de dessorcdo de primeira
ordem (TAN; LIOU, 1989); Modelo de células quebradas e intactas (SOVOVA, 1994);
Modelo de nucleo retratil (GOTO; ROY; HIROSE, 1996) e modelo hibrido entre o
modelo de células quebradas e intactas e 0 modelo de nucleo retratil (FIORI; BASSO;
COSTA, 2009).

2.2.1.2.1 Modelo de Naik

A equacdo do modelo empirico proposto por NAIK; LENTZ; MAHESHWARI
(1989) é usada para descrever dados experimentais de cinéticas de extragao
supercritica sem levar em conta a interagdo entre o soluto e a matriz solida e
representa o rendimento em funcdo do tempo de extracdo nos termos de uma

isoterma de adsorg¢ao de Langmuir.

_ Yot
b+t

(2.1)
Em que:

y € a massa de soluto extraida (g extrato/g matriz vegetal) no tempo t;

Y, € a concentragao inicial de soluto na matriz sélida (g extrato)

Os parametros ajustaveis do modelo sdo y, (g extrato) e b (min').
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2.2.1.2.2 Modelo de Barton

O modelo desenvolvido por BARTON; HUGHES; HUSSEIN (1992) assume
que a extragdo com fluido supercritico de 6leo resinas segue um modelo de reagao
quimica de primeira ordem. Esse modelo utiliza uma constante cinética em vez de
parametros de equilibrio ou de transferéncia de massa (CHAFER; BERNA, 2014).
Nesse modelo, a taxa de extragao € proporcional a concentragao de extrato restante

na particula vegetal (cs), onde b é a taxa constante.

cs = cgoe Pt (2.2)

Baseado na condicao inicial t = 0, ¢s = Cso0, @ expressao a seguir (denominada
como modelo de Barton) pode ser obtida por integragdo. Assim, o rendimento global

da extragao pode ser expresso como:

y=yo(1—e) (2.3)

Em que:
y é a massa de soluto extraida (g extrato/g matriz vegetal) no tempo t;
Yo € a concentragao inicial de soluto na matriz sélida (g extrato)

Os parametros ajustaveis do modelo sdo y, (g extrato) e b (min').

2.2.2 Extragao Assistida por Ultrassom

A técnica de extragdo com uso de ultrassom € considerada uma tecnologia
“verde” de extracdo, pois pode ser completada em poucos minutos, com alta
reprodutibilidade, consumo reduzido de solvente e facilidade de execugédo (CHEMAT
et al., 2017).



38

Ultrassom € um tipo de onda sonora, inaudivel pelo sistema auditivo
humano, geralmente com frequéncias entre 20 kHz e 10 MHz. Essas ondas passam
através do meio, criando compressao e expansao, gerando um processo conhecido
como cavitagdo, no qual bolhas sado produzidas, crescem e sofrem colapso (AZMIR et
al., 2013).

A imploséo das bolhas de cavitagdo gera um microjato que quando atinge
a superficie da matriz vegetal causa descamacéo superficial, erosdo e diminuigao do
tamanho das particulas. Além disso, a imploséao das bolhas de cavitagdo ainda

causam macroturbuléncias e micromisturas (CHEMAT et al., 2017).

Na Figura 2.3 sdo demonstradas as etapas do processo de extragdo por
cavitacao, sendo eles: geracado de bolha préxima a superficie do sélido (a), ciclo de
compressao e colapso (b), projecado do microjato em diregao a superficie (b e c) e a

destrui¢cdo da parede celular da matriz vegetal, liberando o conteudo (d).

Figura 2.3 — Extragao por cavitagao
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Fonte: CHEMAT et al., 2011.

Os fatores mais importantes no processo de extragdo assistida por
ultrassom sao temperatura, pressao, frequéncia e tempo de sonicacio. Outros fatores
que também influenciam no processo sao tamanho de particula, tipo de solvente e
umidade da amostra (AZMIR et al., 2013). Shirsath et al. (2012) citam ainda que a
razao entre massa de amostra e volume de solvente, além da polaridade do solvente

influenciam na extracao.
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Extracdes assistidas por ultrassom podem ser realizadas basicamente em
dois tipos de equipamentos: banho ultrassbnico e tipo sonda. Ambos utilizam
transdutores para gerar a poténcia de ultrassom. O sistema que utiliza sonda é mais
potente e apresenta maior reprodutibilidade, visto que no equipamento de banho
ultrassénico a intensidade do ultrassom é atenuada pela agua do banho. No sistema
com sonda existe menor perda de energia ultrassbénica, pois a sonda €& imersa
diretamente no solvente de extragdao (CHEMAT et al., 2017). O equipamento que

utiliza sonda é esquematizado na Figura 2.4.

Figura 2.4 - Esquema do sistema de extragao por ultrassom de sonda
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Fonte: Adaptado de DANLAMI et al., 2014.

Normalmente as extracdes sao realizadas utilizando equipamentos com
frequéncias proximas a 20 kHz, poténcias entre 100 e 800 Watts, tempo de extragao
entre 120 segundos e 1 hora, faixas de temperatura que variam entre 20 e 80 °C,
sendo mais comum entre 30 e 40 °C. Os solventes podem ser escolhidos de acordo

com o tipo de composto que se pretende extrair, a agua extrai preferencialmente
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compostos polares como carboidratos e aminoacidos e os solventes apolares extraem
preferencialmente compostos aromaticos, por exemplo (SHIRSATH; SONAWANE;
GOGATE, 2012).

2.2.2.1 Modelagem matematica do processo de extragao assistida por ultrassom

O processo de extragdo assistida por ultrassom pode ser modelado
utilizando-se alguns modelos matematicos. Um exemplo deles é o modelo
fenomenoldgico, que envolve dois processos principais, sendo o primeiro deles a
dissolucéo dos compostos bioativos soluveis localizados na superficie ou préximo da
superficie das particulas da matriz vegetal, no segundo a transferéncia de massa dos
compostos bioativos soluveis das particulas vegetais para a solugao por difusao ou

processos de osmose (MILIC et al., 2013).

Outros modelos sdo encontrados na literatura e baseiam-se em outras
caracteristicas do processo para representar matematicamente a cinética de extragao.
O modelo de Weibull é utilizado para analisar o processo de transferéncia de massa
durante os processos de extracdo convencional e assistida por ultrassom de
compostos bioativos (GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Ou ainda, a modelagem
pode ser realizada utilizando-se modelos termodinamicos para descrever o processo
de extragao assistida por ultrassom (ORPHANIDES; GOULAS; GEKAS, 2014).

2.2.3 Extragao com liquido pressurizado (ELP)

Extragdo com liquido pressurizado (ELP) é uma técnica que utiliza
solventes em elevadas temperaturas e pressdes, melhorando o processo de extragao
quando comparado com técnicas convencionais de extragao realizadas proximas da

temperatura ambiente e pressédo atmosférica (ERDOGAN et al., 2011).

Essa técnica utiliza solventes liquidos pressurizados a altas temperaturas,
mas abaixo do seu ponto critico, e tem recebido diversos nomes como: extragdo com
liquido pressurizado (pressurized liquid extraction — PLE), extracdo com fluido
pressurizado (pressurized fluid extraction — PFL), extragdo com solvente quente
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pressurizado (pressurized hot solvent extraction — PHSE), extragdo com solvente em
alta pressao (high-pressure solvent extraction — HPSE), extracdo acelerada com
solvente (accelerated solvent extraction — ASE) e extragdo com solvente subcritico
(subcritical solvent extraction — SSE) (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

Considerando o crescimento do interesse na extragdo de compostos
bioativos de plantas e ervas e o consenso na utilizagado de tecnologias “verdes”, a
extracdo com liquido pressurizado surge como uma tecnologia promissora para
cumprir essas demandas. E uma boa substituta para os métodos convencionais de
extracdo, pois usa temperatura e pressao elevadas para aumentar a eficiéncia da
extragao e reduzir o consumo de solvente e tempo de extragdo. A configuracéo dos
equipamentos de extracdo com liquido pressurizado promove uma protegao contra
luz e oxigénio o que melhora a extracdo de compostos sensiveis a estes fatores
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

A extracdo com liquido pressurizado é realizada geralmente em
temperatura elevadas (40 - 200 °C) e pressdes de moderadas a altas (35 — 200 bar).
Nessas condi¢des, os solventes utilizados sofrem um aumento no coeficiente de
difusdo, sendo assim, a taxa de extracdo é aumentada e o volume de solventes
organicos necessario para completar a extragéo é reduzido (TURNER; WALDEBACK,
2013). Além da reducéo da quantidade de solventes utilizada, outras caracteristicas
como tempo de extragdo reduzido e prote¢gdo dos compostos contra exposicéo a luz
e oxigénio, dao a essa técnica vantagens em relagdo aos métodos convencionas de
extragdo (OSORIO-TOBON et al., 2013). A eficiéncia da ELP depende da natureza da
matriz, do analito a ser extraido e da localizagdo do analito dentro da matriz vegetal
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

A extracao dos solutos ocorre em algumas etapas, tais como: os compostos
sao dessorvidos do interior da matriz, entdo eles sao difundidos através da parte
organica da matriz para poder alcangar a interface matriz/fluido. Nessa etapa os
compostos se distribuem na fase de extragcao, em seguida, difunde-se através da fase
de extragdo que esta presente dentro dos poros, posteriormente, atinge a parte da
fase de extragao que é regida por convecgéao. A fase final do processo de extragao é
a coleta do extrato (TURNER; WALDEBACK, 2013).
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Os equipamentos de ELP podem ser operados em duas configuragdes
diferentes: estatico e dinamico. No modo estatico, a extragdo consiste em um ou mais
ciclos de extracdo com substituicdo de solvente entre os ciclos. O solvente é
pressurizado dentro do leito de extragdo e a valvula de saida € mantida fechada
(normalmente entre 5 e 10 minutos). Depois da extragéo, a valvula de saida é aberta,
liberando a saida da mistura extrato + solvente. No modo dinamico, o solvente é
bombeado continuamente para dentro do leito de extragdo e a valvula de saida é
mantida aberta durante a extracdo (TURNER; WALDEBACK, 2013).

No modo estatico, os fatores criticos sdo temperatura e tempo de extragao.
A eficiéncia da extracdo depende da solubilidade do analito no solvente utilizado
(MUSTAFA; TURNER, 2011). No modo dinamico de extracao, evita-se a saturagao
do solvente, pois o solvente puro € continuamente bombeado para dentro da célula
de extracdo. Contudo, maior eficiéncia € obtida no modo de extragao estatico, pois ele
permite maior penetragdo do solvente nos micro e nano poros da matriz (OSORIO-
TOBON et al., 2013).

Alguns fatores podem influenciar na eficiéncia do processo de extragao,
como temperatura e pressédo da extragdo, modo de extragdo (estatico ou dinadmico) e
mistura de solventes e aditivos (sendo que usando uma mistura de solventes é
possivel aumentar a eficiéncia da extracdo) (MUSTAFA; TURNER, 2011). A
performance do processo € governada pelos fatores em ordem de importancia: tipo
de solvente, temperatura, tempo de extracao e pressao, sendo pressao o fator menos

importante, pois liquidos sao fluidos incompressiveis (OSORIO-TOBON et al., 2013).

Para escolher adequadamente o solvente, &€ necessario planejar quais tipos
de compostos deseja-se extrair, sendo que o uso de solventes apolares facilita a
extracdo de compostos apolares, enquanto que solventes polares sdo mais indicados
para extragcao de compostos polares. O solvente precisa ter as propriedades quimicas
adequadas para dessorver e dissolver os compostos de interesse, preferencialmente
sem solubilizar outros compostos presentes na amostra (TURNER; WALDEBACK,
2013).

Os solventes mais utilizados nas ELP sao etanol, metanol e n-henaxo.
Agua também pode ser utilizada, sendo que em elevadas temperaturas e moderadas

pressdes, ela pode ter sua polaridade reduzida consideravelmente, atuando
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semelhantemente ao etanol ou a acetona nas extragbes (OSORIO-TOBON et al.,
2013).

A temperatura de extracdo € um dos fatores criticos sobre a eficiéncia e a
seletividade do processo de extragdo com liquido pressurizado. O uso de
temperaturas elevadas favorece a eficiéncia do processo, pois aumenta os
coeficientes de difusdo, aumentando as taxas de transferéncia de massa. Além disso,
auxilia na ruptura das interagdes entre matriz e compostos causada pelas forgas de
van der Waals, ligagbes de hidrogénio e atragcado dipolo. Temperaturas elevadas
diminuem a viscosidade do solvente liquido, facilitando a penetragcado na particula da

matriz vegetal, melhorando o processo de extracdo (OSORIO-TOBON et al., 2013).

A maior vantagem da aplicacédo de pressao durante os processos de
extracdo € que permite que sejam utilizadas temperatura acima do ponto de ebuligao
dos solventes, mantendo-os no estado liquido. O aumento da pressao, bem como da
temperatura, reduz a tenséo superficial do solvente, facilitando o acesso do solvente
para dentro dos poros das particulas, aumentando o contato com os solutos e
melhorando a extracao deles. O uso de pressao na extragao pode resultar ainda na
ruptura da matriz, facilitando a transferéncia de massa do soluto para o solvente
(PERES et al., 2006).

O tamanho das particulas exerce importante influéncia sobre o processo,
sendo que particulas menores geram maior percentagem de compostos extraiveis,
permitindo maior recuperacdo de compostos bioativos. Além disso, a reducdo do
tamanho das particulas aumenta a area especifica e causa o rompimento das paredes
celulares, facilitando ainda mais a liberagdo de compostos bioativos (OSORIO-
TOBON et al., 2013).

A secagem da matriz antes de ser utilizada na extragdo € uma etapa muito
importante a ser realizada, pois a umidade diminui a eficiéncia da extracao,
principalmente quando solventes apolares sao utilizados. Ao utilizar solventes polares
(metanol, acetonitrila, etc.) ou misturas de solventes (hexano/acetonitrila,
hexano/acetona, etc.) as extragdes podem ser realizadas em amostras com umidade
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).
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2.3 Extratos vegetais

Muitas fontes naturais sao utilizadas para obtencéo de diversos compostos
bioativos com muitas aplicag¢des, tais como: antibacteriano, antifungico, antitumoral,
anti-inflamatdrio, inseticida, antioxidante, antiviral, entre outras. A qualidade dos
extratos depende de muitos fatores, como temperatura e tempo de extragdo, método
de extracdo empregado e tipo de solvente utilizado (DA SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016).

2.3.1 Terpenos

Os terpenos sao formados por um grande conjunto de metabdlitos vegetais,
responsaveis por processos de interagado entre plantas e o meio ambiente (PADOVAN
et al., 2013). Eles podem ser classificados de acordo com o numero de atomos de
carbono que possuem. Podem ser hemiterpenos (5 carbonos), monoterpenos (10 C),
sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C), triterpenos (30 C) e tetraterpenos (40 C),
que sao gerados a partir de diversas formas nas plantas, utilizando diferentes
substratos e enzimas para sua biossintese (KESZEI; BRUBAKER; FOLEY, 2008).

Os triterpenos formam uma das maiores e mais diversificadas classes de
produtos naturais de origem vegetal. Possuem muitas aplicagbes em diversos setores
da industria, como alimenticia, biotecnoldgica e de medicamentos (THIMMAPPA et
al., 2014). Nesta classe, além de diversos outros compostos, encontram-se os
triterpenos pentaciclicos a-amirina e B-amirina. As amirinas sdo geralmente
encontradas em plantas medicinais e oleo-resinas de cascas de algumas espécies de
arvores. Sendo que sao estudadas in vivo e in vitro, devidos as suas propriedades
quimicas e farmacoldgicas (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-OCANA, 2012).

2.3.1.1 a-Amirina e B-Amirina

A a-amirina (Urs-12-en-33-0l) e a B-amirina (Olean-12-en-33-0l) s&o

compostas por 30 carbonos, tendo como férmula molecular C3oHs00, apresentando
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faixa de temperatura de fuséo entre 184 e 186 °C para a-amirina e entre 189 e 191
°C para a B-amirina (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-OCANA, 2012). a-amirina e
B-amirina sao isbmeros estruturais, tendo como esqueleto base diferentes subgrupos
de triterpendides pentaciclicos, sendo ursano a a-amirina e oleano a -amirina. A
diferenga na estrutura esta na posigéao do grupo metil ou no C-19 (a-amirina) ou C-20
(B-amirina) (HALDAR et al., 2014). As estruturas quimicas da a-amirina e da -amirina

sao apresentadas na Figura 2.5.

Figura 2.5 - Estrutura quimica de a-amirina (a) e -amirina (b).
b
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Amirinas sdo encontradas em algumas plantas como Hylocereus polyrhizus
- Pitaya (LUO et al.,, 2014) Moldenhawera nutans, Calotropis gigantea (WAGH,;
GUJAR; GAIKAR, 2012), Ouratea castaneifolia (DO NASCIMENTO et al., 2009),
Sideritis candicans Ait - Selvageira (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2004) e Protium
hepthaphyllum - Alimecegueira (VIEIRA JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005). Podendo
ser obtidas a partir de diversas partes das plantas, como cascas, folhas, madeira e
resinas. Sendo necessario um pré-tratamento para isolar esses compostos, entre
outros processos, pode-se destacar a secagem, extragdo com solventes variados
(hexano, cloroférmio, diclorometano e metanol), derivatizagdo e separagao por
métodos cromatograficos (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-OCANA, 2012). A
Tabela 2.3 apresenta resultados reportados na literatura e neste estudo, no que diz

respeito a massa de amirinas por massa de matéria-prima utilizada.
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Tabela 2.3 - Resultados de algumas quantificagdes de amirinas (a e ()

encontradas na literatura (g kg™)

Planta a-amirina B-amirina o/B-amirina Referéncia
Protium sp (resina) 3,1 1,7 4.8 (DIAS et al., 2011)
_ _ (OLIVEIRA et al.,
Ficus carica (latex) 1,2
2010)
_ (HERNANDEZ-
Canarium sp ,
. 24 1,1 3,5 VAZQUEZ et al.,
(resina)
2010)
_ (COSSUTA et al.,
Vitex agnus (fruta) 0,63
2008)
Eugenia pyriformis
2,49 8,91 11,40 (KLEIN, 2016)
(EFS - folhas)
Eugenia pyriformis
2,41 9,71 12,13 (KLEIN, 2016)
(EAU - folhas)
Eugenia pyriformis
2,27 8,22 10,49 (Neste estudo)

(EFS - folhas)

Os triterpenos a-amirina e B-amirina e seus derivados, estdo sendo
amplamente estudados nos ultimos anos, com potencial para as mais variadas

aplicagdes bioldgicas e farmacologicas, como:

o Citotdxica: derivados de a-amirina e B-amirina apresentaram atividade
citotdxica contra células tumorais humanas de leucemia promielocitica, sendo que
esses compostos induziram morte dessa linhagem celular por apoptose (BARROS et
al., 2011).

¢ |Indutora de sono: B-amirina foi capaz de aumentar o tempo total de sono

em testes realizados com ratos, mostrando-se uma boa alternativa para tratamento
de ins6nia com disfuncao cognitiva (JEON et al., 2015).

e Gastroprotetora: a-amirina e B-amirina isoladas da resina de Protium

heptaphylum demonstraram potencial gastroprotetor em ratos, ao reduzir os danos

causados por etanol na mucosa estomacal (OLIVEIRA et al., 2004b).
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¢ Antidepressiva: A mistura de a-amirina e B-amirina isoladas a partir de

resina de Protium heptaphylum, apresenta efeitos sedativos, ansioliticos e
antidepressivos em ratos (ARAGAO et al., 2006).

e Induz angiogénese: a B-amirina induz a angiogénese (crescimento de

NOVOSs vasos sanguineos a partir dos ja existentes) em células endoteliais vasculares.
Sendo assim, a B-amirina pode se tornar um novo agente terapéutico para doengas
vasculares isquémicas (ISHII et al., 2015).

¢ Inseticida: B-amirina isolada de extratos metandlicos de Sarcostemma
acidum demonstrou atividade de regulacédo de crescimento e antialimentar de contra
a lagarta do tabaco (Spodoptera litura), atuando no aumento da duragao dos periodos
larval e pupal, ocasionando a mortalidade (KANNAN et al., 2013).

¢ Antinociceptiva: a-amirina e B-amirina isoladas da resina de Protium

heptaphylum mostraram-se promissoras em atenuar a dor orofacial induzida em ratos
Wistar, demonstrando potencial terapéutico para dores faciais e disturbios dentarios
(HOLANDA PINTO et al., 2008). Alguns derivados sintéticos de a-amirina e B-amirina
também demonstraram uma atividade antinociceptiva muito boa no modelo de dor
induzida por acido acético em camundongos, sendo que as doses necessarias para
reduzir a dor ndo causaram alteragdes comportamentais nas cobaias (SOLDI et al.,
2008). A mistura de a-amirina e B-amirina apresentou atividade antinociceptiva
quando administradas por via sistémica e avaliadas em modelos de dor persistente
de origem inflamatdria e neuropatica em ratos, demonstrando-se compostos com
potencial para utilizag&o no alivio da dor (SIMAO DA SILVA et al., 2011).

e Antihiperglicémico: derivados sintéticos de a-amirina demonstraram

capacidade de reduzir os niveis de glicose no sangue de ratos diabéticos
(NARENDER et al., 2009).

e Hipocolesterolémico: a-amirina e Pamirina reduziram os niveis de

colesterol VLDL e LDL e elevaram os de HDL em ratos alimentados com um alto ter
de gordura, possibilitando que a mistura seja estudada para o desenvolvimento de
medicamentos para arteroesclerose (SANTOS et al., 2012).

e Antiprurigenoso: a-amirina e B-amirina reduziram significativamente a
coceira induzida em ratos, demonstrando a possivel utilizacdo desses compostos no
tratamento de prurido (coceira) associada a dermatite atopica e dermatite de contato
(OLIVEIRA et al., 2004a).
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¢ Antioxidante: B-amirina mostrou-se eficaz na eliminagcdo de radicais
livres em testes in vitro e in vivo. Podendo assim, ser util na prevengao e retardamento
do progresso de varias doencgas relacionadas ao estresse oxidativo (SUNIL et al.,
2014). A a-amirina obtida a partir do extrato alcodlico de casca de Alstonia scholaris
Linn, apresentou-se como um potencial modulador contra o estresse oxidativo
hepatico em ratos Wistar, possibilitando o uso da a-amirina no desenvolvimento de
farmacos contra danos hepaticos (SINGH et al., 2015).

e Antimicrobiana: derivados de a-amirina e [-amirina mostraram

significativa atividade antifungica contra Candida albicans, podendo possivelmente
ser utilizados no desenvolvimento de tratamentos tépicos de candidiase oral
(JOHANN et al., 2007). Amirinas e alguns de seus derivados mostraram-se capazes
de inibir o crescimento bacteriano cariogénico, sendo promissores na prevencao de
caries (DIAZ-RUIZ et al., 2012). A B-amirina isolada a partir da alga Laurencia
microcladia apresentou forte atividade antibacteriana, possuindo potencial para
utilizacdo em muitas areas médicas (ABDEL-RAOUF et al., 2013).

¢ Antiagregante plaquetario: B-amirina isolada a partir de extratos de

Ardisia elliptica, foi seis vezes mais potente que o acido acetilsalicilico na inibicdo da
agregacao plaquetaria em sangue de coelhos (CHING et al., 2010).

¢ Anti-inflamatdria: a mistura de a-amirina e 3-amirina apresenta potencial

de interesse terapéutico para o tratamento de doenca inflamatéria intestinal, por ter
apresentado resultados satisfatorios em testes de colite induzida em ratos (MATOS et
al., 2013).

2.4 Consideragoes sobre a revisao

A revisao da literatura mostra que a uvaia € uma espécie frutifera nativa
brasileira e que aparece como potencial fonte de compostos bioativos, que podem ser
obtidos a partir da utilizagdo de técnicas ndao convencionais de extracdo. Essas
técnicas apresentam vantagens em relagdo aos métodos convencionais de extragao,
sendo menos prejudiciais para 0 meio ambiente e para a saude humana, além de
necessitar menor consumo de solventes. Os extratos obtidos com essas técnicas a

partir das folhas de uvaia apresentam os compostos a-amirina e B-amirina, sendo que
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esses compostos, obtidos de outras fontes vegetais, estdo sendo muito estudados
nos ultimos anos visando encontrar possiveis utilizagbes, principalmente no

tratamento de diversas doencas.

Sendo assim, este estudo vem preencher uma lacuna na literatura no que
diz respeito a utilizagdo de técnicas nao convencionais de extracado para obtencao de
extratos ricos em compostos bioativos (nesse caso a a-amirina e a 3-amirina). Além
disso, visa a procura pelas melhores condigdes operacionais de cada técnica de
extracao, além da busca por uma metodologia eficiente no isolamento/purificagdo dos

compostos de interesse presentes nos extratos obtidos.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo apresentam-se o0s materiais utilizados para o
desenvolvimento do estudo, as metodologias empregadas na preparagcao da matéria-
prima vegetal, nos processos de obtengao de extratos, modelagem matematica dos
processos de extracdo, determinagdo da composicdo quimica dos extratos,
quantificacdo de a-amirina e B-amirina, isolamento e purificagdo das amirinas,

determinacao de capacidade antioxidante, e perfil de bioatividade.

Os experimentos realizados no presente estudo foram desenvolvidos no
Laboratorio de Engenharia Ambiental e Laboratorio de Engenharia e Processos
Ambientais (LEA/LEPA), da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp, sob a
coordenacao das Prof®s Meuris Gurgel Carlos da Silva e Melissa Gurgel Adeodato
Vieira, além de diversos laboratorios parceiros do grupo de pesquisa. As parcerias

foram realizadas com os seguintes laboratorios:

e Laboratdrio de Processos de Separacgao (LPS) da Universidade Estadual
do Oeste do Parana, campus Toledo. Sob a responsabilidade do Prof. Edson Antdnio
da Silva;

e Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extragdo, Fracionamento e
Identificacdo de Extratos Vegetais (LASEFI) da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp, sob a responsabilidade da Prof?. Maria Angela Meireles;

e Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC) da
Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp;

e Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Desenvolvimento
de Medicamentos e Farmacologia de Universidade de Copenhague, sob coordenacao

do Prof. Dan Staerk - Dinamarca.

3.1 Preparo da matriz vegetal para extragao

Para as extracbes foram utilizadas folhas coletadas no municipio de

Marechal Candido Rondon — PR, em arvores ja identificadas e com confirmagao
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botadnica da espécie. A coleta foi realizada nas coordenadas: 24°34'20,71°S
54°03’19,1"W.

As folhas foram secas em estufa com circulagao/renovacao de ar a 40 °C
por 24 horas. Apds secagem, as folhas foram trituradas e as particulas resultantes
classificadas por peneiramento, utilizando-se uma série de peneiras MESH/TYLER a
fim de garantir a homogeneidade do material que foi utilizado nas extragbes. Cada
classe granulométrica foi separada e as amostras armazenadas sob refrigeracéo a -
15 °C.

3.2 Determinacao da umidade do material vegetal

Apos secagem e moagem, a umidade foi determinada pelo método
gravimétrico, sendo que aproximadamente 2 gramas de folhas de uvaia, pesadas em
balanga analitica (AUX220 — Shimadzu), foram acondicionadas em placa de petri,
devidamente tarada, e levadas a estufa a 105 °C até se obter massa constante. Apds,
foram retiradas da estufa e transferidas para dessecador contendo silica gel para
resfriamento até temperatura ambiente, sendo pesadas novamente. O percentual de
umidade foi calculado pela diferenga entre a massa antes e apds o procedimento. A

analise foi realizada em triplicata.

3.3 Caracterizagcao do material vegetal

O material vegetal triturado foi caracterizado também por picnometria a gas
Hélio utilizando-se o equipamento AccuPyc II 1340 (MICROMERITICS) para
determinacgao da densidade real da matriz vegetal.

O material vegetal foi caracterizado morfologicamente utilizando-se a
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), antes e apds as extragdes com
cada método de extragcao utilizado. As amostras foram preparadas realizando-se um
recobrimento metalico com ouro utilizando-se o equipamento Sputter Coater

EMITECH, Modelo: K450. Para obtengao das micrografias, utilizou-se um microscopio
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eletrénico de varredura modelo Leo 440i (LEO Electron Microscopy) com tensao de

aceleracgédo igual a 15 kV e corrente do feixe igual a 50 pA.

O material particulado utilizado nas extragdes foi caracterizado quanto ao
seu tamanho de particula utilizando-se um analisador de tamanho de particulas por
Difracdo a Laser modelo MASTERSIZER-3000 (Malvern Instruments). As medidas
foram feitas no modo Via Seca com o médulo AERO S, utilizando alimentacéo de 50%
e aspiracédo de 2,0 bar. Essa analise utiliza o modelo matematico de Mie, que
considera que as particulas sdo esféricas e que nao sao opacas, desta forma leva em

conta a difragcao e difusao da luz na particula e no meio.

3.4 Métodos Convencionais de extragao

3.4.1 Extragdo por maceragao

Nas extragdes por maceragdo com os solventes metanol, etanol, acetato
de etila e hexano, o material vegetal (aproximadamente 3 gramas) foi colocado em
contato com o solvente (50 mL) em erlenmeyers fechados numa mesa agitadora
orbital e mantidos sob agitacdo constante (100 rpm) e temperatura controlada (60 °C)
por 60 minutos, estas condigdes foram escolhidas levando em consideracéo testes
prévios. Apos a extracao foi realizada a filiracdo e em seguida os extratos foram
concentrados em evaporador rotativo e transferidos para estufa (60 °C) para
evaporagao completa dos solventes. A evaporagdo transcorre até massa residual
constante, a qual é utilizada para determinar a massa de extrato e o rendimento global.
Os extratos secos foram armazenados a -15 °C sob auséncia de luz para analises

posteriores.

Foram avaliados os efeitos da temperatura e do tempo de extragao sobre
o rendimento global e a composigdo quimica dos extratos obtidos com hexano como

solvente.
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3.4.2 Extragdo com aparato Soxhlet

A extracdo via Soxhlet foi realizada utilizando hexano como solvente
(Tebulicao = 68,7 °C). O aparato consistiu de um condensador Allihn e de uma camara
de extragdo com sifao para saida do solvente contendo o extrato. O material vegetal

(10 g) foi acondicionado em cartuchos fechados de papel filtro.

Na extracao, o solvente (250 mL de hexano) foi acondicionado em balao
de fundo redondo que foi aquecido por manta de aquecimento até a temperatura de
ebuligdo do solvente. Apds o inicio da ebuligdo, o solvente chega ao condensador e
condensa na camara de extragdo onde esta o cartucho com o material vegetal,
deixando o cartucho imerso no solvente. Ao atingir o nivel maximo do sifao, o solvente
retorna ao balao e reinicia o enchimento da camara de extragao. Este processo repete-
se até a saturacao do solvente com os compostos do material vegetal, neste estudo a

extragao foi realizada durante 6 horas.

ApOs a extracao a mistura solvente/extrato foi concentrada em evaporador
rotativo e transferida para estufa (60 °C) para evaporagao. A evaporagao transcorreu
até massa residual constante, a qual foi utilizada para determinar a massa de extrato
e o rendimento global. Os extratos secos foram armazenados a -15 °C sob auséncia

de luz para analises seguintes.

3.5 Extragdo com CO2 Supercritico

3.5.1 Extragdo com CO2 supercritico sem adicdo de cossolvente

Para avaliar o efeito das variaveis independentes, temperatura e pressao,
na extragdo com CO2 supercritico, foi elaborado um planejamento experimental
completo 22 com triplicata no ponto central, totalizando 7 ensaios. Os niveis de
temperatura e pressdo sao apresentados na Tabela 3.1. As variaveis resposta
analisadas no planejamento experimental foram o rendimento global das extragdes e

a massa dos compostos a e B-amirina obtida por massa de folhas utilizadas.
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Tabela 3.1 - Planejamento experimental para EFS

Presséo (bar) Temperatura (°C)
150 (-1) 60 (-1)
175 (0) 70 (0)
200 (+1) 80 (+1)

Nos experimentos do planejamento experimental a vazdo de CO: foi
mantida constate em 2,0 x 10 kg min"' e o didmetro médio das particulas foi
0,602 mm. Na condigdo (temperatura e pressao) que apresentou os melhores
resultados de extracdo empregando CO:2 supercritico, foram realizados testes
complementares para avaliar o efeito da vazédo (1,5 x 103 kg min' e 2,5 x 10-3 kg
min-'), do tamanho de particula (0,362 mm e 0,725 mm) e da adigdo de cossolventes
na proporgao de 5 e 15% m/m (etanol e acetato de etila) nas extragdes. As condigdes
experimentais utilizadas neste estudo foram escolhidas tendo como base os
resultados obtidos no estudo anterior (KLEIN et al., 2018) e nos limites operacionais

do equipamento.

Foi utilizado um modulo de extracdo supercritica (sem cossolvente)
apresentado na Figura 3.1, composto por: (a) Cilindro de armazenamento de COz, (b)
Bomba Seringa modelo 500D (TELEDYNE ISCO); (c) banho termostatico modelo FP-
50 (Julabo) responsavel pelo resfriamento do CO2 bomba seringa; (d) banho
termostatico (MARCONI), responsavel por aquecer o leito de extragdo; (e)
termorregulador modelo MSC-04E (THOLZ), utilizado para manter a valvula
micrométrica de expansao aquecida a 60 °C, evitando, assim, o congelamento; (f) leito
cilindrico encamisado de acgo inox; (g) bomba de cossolvente; (h) frasco de
armazenamento do solvente a ser usado como cossolvente. A parte destacada pela

linha pontilhada ¢é utilizada somente no experimentos com adi¢do de cossolvente.
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Figura 3.1 - Esquematizagao do médulo de EFS.
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As dimensdes da célula de extracdo, onde o leito empacotado € formado,
sdao 1,91 cm de didametro interno e 16,8 cm de altura. A célula & abastecida
completamente com as amostras em todos os experimentos (aproximadamente 14

gramas).

Apos o resfriamento do CO2 na bomba seringa, 0 mesmo € pressurizado
até a condigéo escolhida para cada experimento, sendo em seguida bombeado para

o leito de extracdo que ja esta na temperatura desejada.

Apés a pressurizagao do leito com o COz, aguarda-se 15 minutos para
estabilizagao do sistema (tempo de extragao estatica), para enfim iniciar-se a extragao
dindmica com a abertura da valvula de expansao. A vazao do fluido é controlada
utilizando-se a valvula micrométrica (expansao), verificando-se os valores informados

no visor do controlador da bomba seringa.

Como na saida do extrator o CO2 é submetido a pressao e temperatura
ambiente, difunde-se para a atmosfera, separando-se do extrato que é coletado em

um recipiente de vidro ambar, previamente pesado em balanca analitica modelo
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AUX220 (Shimadzu). O frasco com o extrato é pesado em balanga analitica a cada
10 minutos, até 180 minutos. Com os valores medidos da massa de extrato acumulada

no recipiente sao geradas as curvas da cinética de extracao.

O rendimento global da extragao foi calculado utilizando-se da equagao 3.1.

Rendimento (%) = —rate. % 100 (3.1)

Mamostra

Em que mextrato representa a massa total de extrato obtida ao final da
extragdo e mamostra representa a massa de folhas utilizada na extragéo
desconsiderando-se a umidade, a fim de obter uma relagdo entre a massa de extrato
e a massa de folhas secas. Os extratos foram armazenados a -15 °C sob auséncia de

luz para analises posteriores.

3.5.2 Extragdo com COz2 supercritico com adigao de cossolvente

As extragbes realizadas com adicdo de cossolvente foram realizadas
utilizando-se a unidade de extragcao com fluido supercritico de escala laboratorial MV-
10 ASFE System (Waters). Este sistema opera em modo semiautomatico e utiliza
vasos de extragao de 25 mL. O vaso de extracédo é completado com aproximadamente
11,0 g de material vegetal. Apds conectar o vaso de extragdo ao equipamento, o
sistema € aquecido e pressurizado até as condi¢gdes desejadas e mantido nessas
condigdes por um periodo de extracao estatica de 15 minutos. Os rendimentos globais

foram calculados de acordo com a equacéao 3.1 apresentada anteriormente.

Considerando que as extracbes com adicdo de cossolvente foram
realizadas com uma matéria-prima coletada em data diferente da anterior e utilizando
um moédulo de extragao diferente do utilizado nas extracbées com CO2 puro e que estes
resultados seriam utilizados para a elaboragdo de um artigo completo para periédico
cientifico, novos testes foram realizados para complementar os dados experimentais
e eliminar qualquer interferéncia causada pelo sistema utilizado. Sendo assim, foram
avaliadas as pressodes de 150, 200, 250 e 300 bar na temperatura de 60 °C com CO:2

sem adicido de cossolvente, pois 0 modulo utilizado nas extracdes sem cossolvente
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nao permite a utilizacao de pressdes superiores a 200 bar. A vazio utilizada foi 2,0 x
10-3 kg min-'. As condi¢des experimentais foram escolhidas de forma a garantir uma
ampla variagdo dos valores avaliados, respeitando as limitagdes operacionais do

equipamento utilizado.

Na condicdo de melhor pressao (200 bar), foram avaliados os efeitos da
adicao de dois diferentes cossolventes (acetato de etila e etanol) em duas diferentes
proporgdes (5 e 15% m/m). Apos o término das extragdes, os solventes foram
removidos em estufa a 60 °C por 24 horas. Somente entdo, a massa de extrato foi
obtida por pesagem e utilizada nos calculos de rendimento. Os extratos secos foram

armazenados a -15 °C sob auséncia de luz para analises posteriores.

Por diferengas no modo de operagao do sistema de extragcao nao foram
construidas curvas cinéticas para todos os experimentos pois nesse sistema (MV-10)
os extratos obtidos com diferentes tempos de extracdo precisam ser coletados
separadamente em frascos individuais o que inviabilizaria a obtengao dos dados
cinéticos para todos os experimentos. Entretanto, foram selecionadas algumas
condicbes experimentais nas quais foram obtidos os dados necessarios para a
construgao das curvas cinéticas de extracdo. Estas condi¢cdes foram: 200 bar e 60 °C
sem adicdo de cossolvente e nas mesmas temperatura e pressdo com a adicao de
5% m/m de acetato de etila e 5% m/m de etanol. A escolha destas condigbes sera
explicada na secao de resultados. Nestes experimentos, os dados foram adquiridos

até que fosse atingido 220 min de extracao.

3.5.3 Modelagem matematica empirica das cinéticas de extragdo com fluido

supercritico

Foram utilizados dois modelos matematicos empiricos: Naik e Barton,
apresentados na Secdo 2.2.1.2 para descrever o fendbmeno de extragao com fluido

supercritico de folhas de Uvaia.

Os modelos foram adaptados para prever a existéncia de até trés estagios
que ocorrem em série. Os parametros estimados de cada modelo sdo: yo que se refere

a quantidade de extrato disponivel em cada estagio, utilizado nos dois modelos. O
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outro parametro (b) refere-se a velocidade de extragdo, quanto maior o valor desse

parametro, maior sera a taxa de extragéo.

Os parametros foram ajustados empregando o sofftware MAPLE e o método
de otimizagdo SIMPLEX downhill com a seguinte fung&o objetivo:

F = 3L mGes — meet )’ (3.2)
Em que:

mggg; € a massa de extrato obtida pelo modelo;

mf,’ffj é a massa de extrato obtida experimentalmente;

N o numero de pontos da curva de cinética experimental.

Para que o modelo pudesse prever até trés etapas de extragcdo, as
equacgdes foram modificadas, sendo incluidas fung¢des degraus (3.3) e (3.4), u; e u,

sdo adimensionais.

0, t<t 3.3
0, t<t (3.4)
uZ(t - tZ) = {1’ t> tl

Sendo assim, as equagdes modificadas para prever as trés etapas
assumem as seguintes formas:

_ Y1-b1-t yz.bz.t
y_1+b1.t+u1(t tl)'1+b2.t

Naik: bt (3.5)
+ uz(t - tz) y3. 3

1+ bs.t
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y=y1(1—e™ P18 +u (t —t).y,(1 — e P2t
Barton: i )+ - ) (3.6)
+uy(t — ty). y3(1 — e7bst)

Caso sejam consideradas somente duas etapas, as equagdes assumem a

forma das equacgdes 3.7 e 3.8:

- _ yi.bi.t v,.by. t
Naik: S A GV
Barton: y =1y,(1—e 01t +u, (t —t)).y,(1 — e~b2t) (3.8)

3.5.4 Modelagem matematica fenomenoldgica das cinéticas de extragdo com fluido

supercritico

Foram testados os ajustes dos parametros de trés modelos
fenomenoldgicos encontrados na literatura, para descrever a cinética de extracéo de
a-amirina e 3-amirina, a partir das folhas de uvaia, utilizando CO:2 supercritico. Como
a base para a obtengdo dos modelos fenomenolégicos sao os balangos de massa
obtidos para o solido e para o solvente, foram escolhidos modelos que apresentam as
mesmas consideragoes iniciais para a obtencado dos respectivos balangos: processo
isotérmico e isobarico; porosidade do leito constante ao longo do processo; densidade
da mistura solvente e soluto constante ao longo do processo e igual a densidade do
soluto puro; distribuicdo de particulas uniforme no leito; ndo ha dispersao radial;

velocidade intersticial constante.

3.5.4.1 Modelo de segunda ordem

O modelo de segunda ordem, adaptado por De Souza et al. (2008),

considera que a taxa de extracdo é simultaneamente proporcional a capacidade

(3.7)
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residual de extragao dos solutos pelo solvente e a concentracdo dos solutos na matriz

solida. As equacgdes que descrevem esse modelo sao:

6C pbedaq OC_
ot " e ot “az

dq
Y = ~kq(Ceq — ©)

(3.9)

0

(3.10)

em que: C é a concentragdo de soluto no solvente (kg/m?3), t é o tempo de
extragdo (min), ppeq € @ densidade do leito (kg/m3), € é a porosidade do leito, q é a
concentragéo de soluto na matriz sélida (kg/m3), u é a velocidade intersticial (m/s), z é
a coordenada axial do leito, k € a constante cinética (m®kg min), e Cq é a

concentragéo de equilibrio de soluto no solvente (kg/m3).

Para o modelo de segunda ordem, as condi¢des iniciais e de contorno s&o:

C(0,2) = Ceq (3.11)
q(0,2) = qo (3.12)
con={ 120

Em que: q, € a é a concentracgao inicial de soluto na matriz sélida (kg/m?3).
A solucédo analitica do modelo de segunda ordem é:

1 t<t, (3.14)
L 1

1 —
€d (eA+eB—-1)eB

@]

t>t,

Em que: A = (z/w)B, B = [(—tu + z)B]/au, B = kCeqat, a = (ppqo)/(eCeq), €

t, € o tempo de residéncia do solvente no leito.

A massa total extraida é obtida por:
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te (3.15)
Mext = f Cz=pgwt
0

CeqWt t<t,

= CquO(

CoqWt — In(e@P/u 4 el-(turdBl/on _ 1) ¢ > ¢

Em que C,_y é a concentragido de soluto no solvente na saida do extrator
(kg/m?3), H é o comprimento do extrator (m), e w € a vazdo volumétrica de solvente

(m3/min).

No modelo de segunda ordem existe apenas um parametro ajustavel, a

constante k.

3.5.4.2 Modelo de equilibrio

O modelo de equilibrio, desenvolvido por Reverchon (1996), emprega uma
relacdo de equilibrio para determinar a concentragao do soluto na interface liquido-

solido. As equagdes que descrevem esse modelo sdo:

aC _acC 9q _ (3.16)
EVE-I‘UV&-I‘V(l—E)E—O
aq 1 ) (3.17)
(1-9V (3.18)
T ALK
. _C (3.19)
17k

Em que V é o volume do extrator (m?), q* € a concentragdo de soluto na
interface sélido-fluido (kg/m?), t; é o tempo de difus&o interna (min'), A, é a area das
particulas no leito (m?), K é o coeficiente de transferéncia de massa (m?), k, é o

coeficiente de partigcao.

Conforme o autor, é possivel expressar t; em funcdo de um coeficiente de

difusado interna:
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912 (3.20)

Em que 9 é depende do formato da particula (3/5 para esferas, 1/2 para
cilindros e 1/3 para placas, que € o caso do presente estudo), e D; € o coeficiente de

difus&o interna (m?/min).

Para o modelo de equilibrio, as condicdes iniciais e de contorno sao as
mesmas do modelo de segunda ordem. Existem dois parametros ajustaveis, o

coeficiente de difus&o interna, D;, e o coeficiente de parti¢éo, k.

3.5.4.3 Modelo de células intactas e rompidas

O modelo de células intactas e rompidas (Broken and intact cells model —
BIC) desenvolvido por Sovova (1994) e aprimorado por Sovova et al. (1995),
estabelece trés etapas para o processo de extracdo. H4 um periodo em que a
transferéncia de massa é controlada pela solubilidade do soluto na fase liquida; outro
em que a extracao é controlada pela interagdo matriz-soluto e a concentragao na fase
liquida; e um periodo em que ambos 0s mecanismos estdo atuando. A taxa de
transferéncia de massa é definida por duas equagdes, uma para a primeira etapa, que
despreza os efeitos da concentragdo na fase solida e a segunda equacao, que
despreza a solubilidade do extrato no solvente. As concentragdes sao expressas em

termos massicos. As equacdes que descrevem esse modelo sao:

0x 3.21
—Psolia(1 — €) Fri J(x,y) (3.21)

dy dy 3.22
psolventaa + psolventsug = ](X, Y) ( )
J(x > Xk» Y) = kfapsolvent(Yr - Y) (323)
(3.24)

y
J(x < Xk Y) = KsaPsolidX (1 - y_)

r
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P = i_l; (3.25)

Em que x é a concentragédo de soluto na fase solida (kg/kg), ] € a taxa de
transferéncia de massa entre as fases (kg/m® min), y é a concentragdo de soluto no
solvente (kg/kg), psovent € @ densidade do solvente (kg/m?), x, é a concentragdo do
extrato na fase sdlida, no instante em que termina a extragdo do soluto livre (kg/kg),
ke, € o coeficiente global de transferéncia de massa na fase fluida (min'), kg, € o
coeficiente global de transferéncia de massa na fase solida (min'), y, é a solubilidade
do soluto no solvente (kg/kg), rx € a fragdo de extrato de dificil acesso, e x, é a

concentracao inicial de soluto na fase sélida (kg/kg).

Para o modelo BIC, as condi¢des iniciais e de contorno do modelo de
segunda ordem devem ser manipuladas para fornecerem unidades consistentes.
Existem trés parametros ajustaveis, os coeficientes globais de transferéncia de

massa, k¢, e kq,, € a fragdo de dleo retido, ry.

3.5.4.4 Modelo matematico desenvolvido a partir das equacdes de equilibrio de

adsorcao de Freundlich

A partir do balangco de massa global no extrato no sdlido, tem-se que:

dm,
dt

= _rhf(yzzL - Yz=0) (326)

Em que m, é a massa do soluto no solido no tempo t (kg), m; € a vazido
massica do solvente (g/min), Yz—, € a razdo massa de soluto por massa de solvente
na entrada do reator, e Y;,_; € a razdo massa de soluto por massa de solvente na

saida do reator.

Como na entrada do extrator o solvente ¢ livre de soluto, isto &, Y;_, = 0. A

partir da definicdo da variavel X que é a razdo massica de soluto no sélido por massa

Me

de amostra livre de soluto mgq, isto é: X =

mgo
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Assim a Equacéo (3.27) pode ser escrita como:

X iy
=Ty,
dt mFO( 2=t)

(3.27)

Considerando que o sistema (extrator) esta em equilibrio, considerando

que a relagao de equilibrio possa ser representada pela Isoterma de Freundlich, tem-

se que:
X = kpytn (3.28)
Isolando a variavel Y da Equagéo (3.28) e aplicando na Equacéo (3.27)
tem-se que:
dX g (X)" (3.29)
dt ~ mpo \kp

Integrando a Equagao (3.29), tem-se que:

n% (3.30)
X(t) = (mpo)n-1

1
(tnkp " "mhg — thp g + X3 M mpy)n—1

Em que: m.,; € a massa de soluto extraida (kg), t € o tempo (min), x, é a
concentracgao inicial de soluto na fase sodlida (kg/kg), F € a massa total de sélido no
extrator (kg), x € a concentragado de soluto na fase sodlida (kg/kg), kr € o coeficiente
global de transferéncia de massa no filme externo (min-'), n é parametro do modelo

de Freundlich, e y, é a solubilidade do soluto no solvente (kg/kg).

Para calcular a massa de 6leo extraida, tem-se que:

Mexe (£) = mpo(Xo — X(1)) (3.31)
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Neste modelo tem-se dois parametros ajustaveis da Isoterma de

Freundlich, kr e n.

3.5.4.5 Modelo matematico desenvolvido a partir das equacdes de equilibrio de

adsorcéo de Langmuir
Similarmente a adsorcao de equilibrio de Freundlich, considerando que o
sistema esta em equilibrio e a relacao de equilibrio pode ser representada pela
isoterma de Langmuir, pode-se obter o seguinte:

_ GmaxbY (3.32)
1+bY

Em que g, € a capacidade maxima de adsor¢cdo (g/g) e b € uma
constante (mL/g).

Isolando a variavel Y da equacéo (3.32) a aplicando na equacao (3.27) tem-
se que:

X g X (3.33)

E B _mFO b(X - Qmax)

Integrando a Eq. (3.33):

. et
1 |—exp (mez - C_i)
X(t) = exp A p C, + [-C,m¢ — tmyg]
1 max

(3.34)

_ exp(‘ch—lf)c1+mf s Xo],

Em que C; = bmpoGmax, € C; = — [ )
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3.5.4.6 Parametros dos modelos e resolugcdo matematica

A concentracgao inicial de soluto na fase sélida, para todos os experimentos,
foi calculada pela maxima razdo entre a massa extraida ao final da extragao,

extrapolada para um tempo infinito:

_ m® (3.35)
Xo = F
Em que m™ é a massa extraida extrapolada parat — « (kg), € F € a massa

total de sélido no extrator (kg).

A solubilidade do extrato no solvente foi calculada a partir das curvas de
extragdo para cada experimento. A inclinagdo da reta ajustada fornece a taxa de

extracdo, que ao ser dividida pela vazdo do solvente, resulta na concentragao:

Ty (3.36)

Yr:a

Em que Ty é a taxa de extracdo (kg/min), e Q € vazdo massica de solvente

(m3/min).

A resolugao de todos os modelos foi realizada com o auxilio do software
Maple versao 13, utilizando a rotina dsolve para resolver as equacgdes diferenciais e a
rotina Search na investigacao dos parametros. Na solu¢ao das equacdes diferenciais
parciais foi empregado o método das linhas que aproxima as derivadas espaciais por
diferencgas finitas, obtendo assim um sistema de equacgdes diferenciais ordinarias.
Foram usados dez elementos de discretizagdo. A funcao objetivo utilizada para a

estimativa dos parametros foi:

nexp ) (3.37)
calc exp
F, = (mextj - mextj )

j=1

Em que F, é a fungo objetivo, n,,, € o0 numero de dados experimentais,

mext]?alc é a massa calculada de soluto extraida (g), mextjeXlD é a massa de soluto

extraida obtida experimentalmente (g).
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Os calculos da massa extraida, acumulada ao longo do tempo de operagéo,

para o modelo de equilibrio e BIC, foram, respectivamente:

dmey(z=H,t) QC(z=H,t) (3.38)
dt Psolvent

dm.,(z = H,t) 3.39

G =HO _ oy (3.39)

A qualidade do ajuste dos parametros dos trés modelos testados foi
avaliada em termos de coeficiente de correlagéo, R?, erro médio relativo, ME, e critério
de selecao de Akaike, AIC.

3.5.5 Experimentos de aumento de escala e avaliagdo econdmica do processo de

extracéo supercritica

3.5.5.1 Extragdes supercriticas com aumento de escala

As extragdes de aumento de escala foram realizadas em uma unidade
comercial SFE (Spe-ed 7071, Applied Separations, Allentown, EUA) descrita por
NATHIA-NEVES et al. (2020). A unidade Spe-ed 7071 foi usada com coluna de
extragdo de 25 mL. Para esses ensaios, foram usados 11 g de massa de matéria-
prima. As condi¢des operacionais de pressao (20 MPa), temperatura (60 °C) e adi¢ao
de cossolvente (5% de acetato de etila e 5% de etanol) foram selecionadas com base
na melhor condi¢ao relatada em estudo anterior (KLEIN et al., 2019). Apds o sistema
ser aquecido e pressurizado nas condi¢cdes desejadas, o sistema foi mantido em um
periodo estatico de 15 min. Em seguida, a extragao foi conduzida sob vazdo massica
de 2 g / min e os extratos foram coletados nos tempos de 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80,
120, 170 e 220 min (S/F de 40). Apos a extragao, os solventes foram removidos dos
extratos em estufa de secagem a 60 °C por 24 h. Os rendimentos de extragao foram
calculados como a raz&o entre a massa extraida e a quantidade de matéria-prima

utilizada em base seca. Todas as extragdes foram realizadas em duplicata.
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3.5.5.2 Ciritérios do aumento de escala

Os experimentos de aumento de escala foram realizados a fim de
demonstrar a validade do critério de aumento de escala utilizado na avaliagao
econdmica do processo. O critério de aumento de escala adotado consistiu em manter
uma relagdo entre massa de solvente e massa de alimentagéo constante (S/F). Duas
escalas diferentes foram avaliadas: 5 vezes e 10 vezes, usando aproximadamente
55,0 e 110,0 g de massa de matéria-prima, respectivamente. A taxa de fluxo do
solvente foi calculada usando o critério da constante S/F para atingir um S/F de 40 em

220 min de extracio.

3.5.5.3 Modelagem da curva cinética de extragao

Conforme descrito por MEIRELES (2008), uma curva geral de extragao
(OEC) pode ser descrita por uma familia de linhas retas (método spline), geralmente
duas ou trés. Essas linhas podem ser praticamente correlacionadas com as etapas de
extracdo. Uma OEC tipica pode ser descrito por trés etapas: um periodo de taxa de
extragao constante (CER), um periodo de taxa de extracdo decrescente (FER), que
representa a etapa para a qual a convecgao e difusdo no substrato sélido controla o
processo, € uma periodo de taxa controlada (DC). O modelo escolhido para a
descricdo das curvas cinéticas foi o spline, pois com este modelo é possivel identificar

corretamente onde estdo os trés estagios tipicos descritos acima.

O método spline foi aplicado para ajustar os dados OECs usando os
procedimentos PROC REG e PROC NLIN do SAS 9.2 (FREUND; LITTELL, 1995). O
procedimento REG é um procedimento de propdsito geral para regressdo e o
procedimento NLIN estima os parametros por minimos quadrados ndo lineares ou
minimos quadrados néo lineares ponderados. Os seguintes parametros OEC foram
obtidos para o periodo CER conforme descrito por RODRIGUES et al. (2002): taxa de
transferéncia de massa (MCER), representada pela inclinagdo da primeira linha;
duracgéo do periodo CER (tcer), correspondente a interceptagao da primeira e segunda

linhas; razdo em massa do soluto na fase supercritica na saida da coluna (YCER),
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obtida pela divisdo do Mcer pela vazdo média do solvente para o periodo CER; e
rendimento relativo ao periodo de CER (Rcer). A razdo de massa de solvente (S) para

alimentacao seca (F), em relacéo ao periodo CER (S/Fcer), também foi calculada.

3.5.5.4 Modelos de simulacdo de processo

Na otimizagao de um processo de extracao € desejavel que a avaliagéo de
questdes técnicas como rendimento e pureza de extrato seja também acompanhada
de uma avaliagdo econémica dos custos envolvidos. Essa abordagem se torna ainda
mais importante quando modificacdes de processos sao propostas visando melhoria
de desempenho, mas exigindo, no entanto, maior despesa de capital (Capital

Expenditures — CAPEX), por exemplo.

Foram avaliados os efeitos da adigdo de cossolvente (etanol e acetato de
etila) na performance e no custo de produgcdo (manufacturing cost — COM) do
processo EFS para uvaia. A adigdo de cossolvente com caracteristica polar tende a
melhorar a eficiéncia do processo EFS na extracdo de compostos polares, como é o
caso da a-amirina e B-amirina. No entanto um sistema adicional de evaporacéao e de
recuperacao do cossolvente liquido é requerido. Essas questdes foram avaliadas a
partir de modelos construidos no simulador SuperPro Designer® version 8.5 (Intelligen
Inc., Scotch Plains, NJ, USA) para os processos de extragdo com COz2 supercritico e
com COz2 adicionado de cossolvente (etanol ou acetato de etila) e sdo apresentados
na Figura 3.2A. No modelo foi considerado um sistema com dois vasos de extragao,
operando de forma intercalada, permitindo assim a simulacdo de um processo
industrial de producgao de extrato com a tecnologia EFS. Para o processo de extragao
com cossolvente um sistema adicional de evaporacgao de liquido com evaporador de
filme descendente foi considerado, além da recirculagcdo do solvente no processo
(Figura 3.2B). Graficos de Gantt sdo também disponibilizados para ilustrar o

cronograma das principais operagdes envolvidas nos processos (Figura 3.3).
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Figura 3.2 - Fluxograma de simulacao para extratos obtidos por extragdo de COz2 supercritico (A) e extragdo de CO:2 supercritico +
cossolvente (B)
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Figura 3.3 - Grafico de Gantt de operacgdes para o processo de extracdo de CO:2 supercritico (A) e processo de extragcao de CO2

supercritico + cossolvente (B)
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Para o estudo de otimizacdo do processo foi considerado uma escala de
equipamento com vasos de extragao de 10 L, um tamanho minimo de equipamento
para que cenarios de producdo pudessem ser avaliados e comparados. O
comportamento das curvas de extragdo, ou o rendimento acumulado de extrato no
tempo, em escalas maiores foram considerados semelhantes as curvas obtidas em
escalas laboratoriais desde que as condi¢cdes de processo, especificamente, razao Q
(massa de solvente)/F (matéria-prima empacotado), presséo, temperatura, densidade

aparente de leito e porosidade, se mantivessem constantes.

Essas condi¢bes, obtidas nos ensaios descritos na secédo 3.5.5.1, foram
utilizadas como dados de entrada nos modelos. O principal critério de otimizacao
adotado neste estudo é o COM dos extratos, tendo ainda um olhar voltado para a

pureza de amirinas.

3.5.5.5 Aumento de escala e analise de sensibilidade

Com base na condi¢ao otimizada para a extragdo de uvaia uma analise do
efeito da escala de producdo no COM foi avaliada, sendo estudados 4 diferentes
cenarios. Nesse estudo foram considerados sistemas com vasos de extracdo de 50 e
100 L. Além disso, um estudo de sensibilidade também foi realizado para avaliar o
efeito do custo de investimento em equipamentos, tendo em mente diferentes
requisitos de maquinas de acordo com o nicho de atuacao (alimenticio, cosmético e

farmacéutico).

3.5.5.6 Parametros para a avaliagdo econémica

O custo de produgado (COM) é composto por uma série de custos que

podem ser agrupados nos seguintes termos:

COM = FMC + DMC + GE (3.40)
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Em que: FMC sé&o os custos fixos de producdo, DMC sao os custos diretos
de producédo e GE s&o as despesas gerais. Os custos fixos s&o independentes das
variagdes na taxa de produgédo. Incluem depreciagdo e manutencéo de equipamentos,
gue sao assumidas mesmo quando a planta ndo esta em operacgao. Os custos diretos
de producao representam despesas operacionais que variam com a taxa de producao,
como matérias-primas (CRM), insumos (CUT), mao de obra (COL) e outros custos

operacionais.

Despesas gerais representam despesas necessarias para o funcionamento
do negécio. Custos de gestéo, vendas, finangas e pesquisa e desenvolvimento estdo
incluidos nesta categoria (TURTON et al., 1998). Em termos mais comuns para a
industria, o COM pode ser dividido em despesas de capital (CAPEX) e despesas
operacionais (OPEX). O primeiro € o custo de FMC e o segundo pode a soma dos

custos de DMC e GE descritos acima.

Os parametros econdmicos utilizados nos modelos dos processos sao
apresentados na Tabela 3.2. Os sistemas 1 e 2 foram utilizados na otimizagao do
processo com base nos dados cinéticos obtidos em escala de laboratério. Os sistemas
2, 3 e 4 foram utilizados na avaliagao do efeito do aumento de escala. Para todos os
sistemas foi considerado o CAPEX de equipamentos seguindo padrao farmacéutico
para as boas praticas de fabricacao (Good manufacturing practices — GMP), visto que
os principais mercados para os extratos bioativos de uvaia sdo os mercados de

produtos cosméticos e farmacéuticos.
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Tabela 3.2 - Principais parametros econdmicos usados para estimativa de COM.

Parametro econémico Custo (US$)

Sistema de extragdo — padréao farmacéutico

Sistema 1: 2x10 L2 US$ 300,000.00
Sistema 2: 2x10 L + Evaporador de filme descendente? US$ 420,000.00
Sistema 3: 2x50 L + Evaporador de filme descendente? US$ 940,000.00

Sistema 4: 2x100 L + Evaporador de filme descendente? US$ 1.330,000.00

Custo Dependente da Instalagao

Taxa de depreciacao 10%
Taxa de manutencgao 6%
Taxas diversas (seguro, impostos locais, despesas de 89

fabrica) °

Custo de mao de obra

M&o de obra (taxa basica)® US$ 2,83/h-trabalhador

Fator de beneficios 0,8

Fator Operacional de Fornecedores 0,1

Fator de Supervisao 0,2

Fator de Administracao 0,6
Numero de trabalhadores

Sistema 1: 2x10 L 1 trabalhador

Sistema 2: 2x10 L 1 trabalhador

Sistema 3: 2x50 L 2 trabalhadores

Sistema 4: 2x100 L 2 trabalhadores
Matérias-primas
Folhas de Uvaia® US$ 4.04/kg
Pré-processamento US$ 40.00/ton
Diéxido de carbono° US$ 3.90/kg
Acetato de etila® US$ 5.01/kg
Alcool etilico (Etanol)° US$ 1.94/kg

Insumos

Electricidade®

CaClz (liquido refrigerante)®

Agua refrigerada®
Vapord

US$ 0.1087/kWh
US$ 0.25/ton
US$ 0.40/ton
US$ 12.00/ton

aFabricante brasileira

bTrading Economics (https://tradingeconomics.com/brazil/wages-in-manufacturing)

¢Cotacao direta com fornecedores locais
dBanco de dados do software SuperPro
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O tempo de funcionamento foi considerado de 16 h por dia e 250 dias uteis
por ano, o que corresponde a 4.000 horas de funcionamento por ano. As outras 8
horas do dia foram reservadas para os procedimentos de limpeza de forma a se

adequar aos requisitos farmacéuticos GMP.

Taxas de 10% para depreciagao, 6% para manutencao e 8% para diversos
(seguros, impostos locais, despesas de fabrica) do CAPEX de equipamentos foram
consideradas pelo modelo. Além disso, foi incluido o capital de giro referente ao custo

de 30 dias de operadores, matérias-primas e insumos.

O numero de operadores necessarios para operar a unidade de extracao
varia de acordo com o tamanho da planta. O salario base para os operadores foi
definido em US $ 2,83/h-trabalhador. Além disso, foram considerados os custos

trabalhistas de beneficios, supervisdo e administragao.

O custo da matéria-prima incluiu os custos de aquisicdo das folhas de
uvaia, COz2 e cossolvente (etanol e acetato de etila). O gasto de COz2 foi calculado pela
soma do CO:2 perdido durante a etapa de descompressdo do vaso de extragao
(estimado pelo simulador) e do CO2 que permanece dissolvido no extrato apds a etapa
de separagéao (foi assumido como 2% do CO:2 presente na mistura de CO:2 e extrato;
com base no trabalho de TAKEUCHI et al. (2008)). Além disso, o custo de pré-
processamento das folhas também deve ser considerado ao ser adicionado ao custo

unitario da matriz vegetal.

O custo com insumos se deve ao consumo de energia envolvido nos
trocadores de calor (resfriamento e aquecimento) e a eletricidade consumida durante
0 processo. O consumo dos insumos em todo o processo foi estimado pelo balango
energético do simulador. O custo do tratamento de residuos foi desprezado, pois o
material sélido conhecido como coproduto poderia ser utilizado como matéria-prima
para outros processos. O coproduto também pode ser usado para geragao de energia
por meio de varias abordagens de conversao de biomassa ou como fonte de nutrientes
para varias agriculturas, melhorando a estrutura do solo e a capacidade de retencao

de agua.
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3.5.5.7 Parametros de lucratividade

Também foram estimados os seguintes parametros de lucratividade: o
retorno sobre o investimento (ROI), a margem bruta e o tempo de retorno do
investimento. A margem bruta (Eq. (3.41)) € uma medida de lucro que nos diz
diretamente que porcentagem da receita anual é o lucro bruto. O indice de retorno
sobre o investimento (ROI) (Eq. (3.42)) mede a quantidade de retorno de um
investimento em relagdo ao custo do investimento. O tempo de retorno (Eq. (3.43))
representa o tempo necessario para que o investimento de capital total seja
recuperado pelos lucros liquidos acumulados. Quanto menor o tempo de retorno do
investimento, mais atraente o projeto parece ser, uma vez que o investimento inicial é
recuperado mais rapidamente. Projetos com tempo de retorno entre 2 e 5 anos sao
considerados viaveis (VARDANEGA et al., 2017).

Margem bruta = lucro bruto/receita anual (3.41)

Retorno sobre o investimento (ROI) = lucro liquido (3.42)

anual/investimento de capital total

Tempo de retorno = investimento de capital total/lucro (3.43)

liquido anual

3.6 Extragao assistida por ultrassom

Utilizou-se o sonicador ultrassdénico VCX 750 (SONICS), operando com
frequéncia de 20 kHz e poténcia maxima de 750 Watts e ponteira de titanio com 13

mm de didmetro.

A poténcia ultrassénica efetiva transferida para o meio foi calculada a partir
de um procedimento calorimétrico (GONZALEZ-CENTENO et al., 2014). Para a

analise calorimétrica, 50 mL de solvente (mesmo volume utilizado nas extrag¢des) foi
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submetido a sonicacdo sem controle externo de temperatura. A temperatura do
solvente foi medida a cada segundo durante os primeiros 5 minutos, sendo que para
os calculos foram consideradas somente as temperaturas do periodo inicial em que o

aumento da temperatura apresentava comportamento linear.

A poténcia ultrassénica real aplicada (P (W)) foi calculada utilizando o
aumento da temperatura do solvente causada pela dissipagao das ondas acusticas,

como pode ser observado na Equacao (3.44).

pomec, o (3.44)

Em que: m (kg) representa a massa de solvente, Cp (J/kg °C) o calor

especifico do solvente e dT/dt a inclinagdo da curva de temperatura pelo tempo.

Para avaliar os efeitos dos solventes (metanol, etanol, acetato de etila e
hexano) sobre os rendimentos globais da extragdo assistida por ultrassom, foram
realizados testes na condicdo de 60 °C, 300 W/L de poténcia, razdo massa de
folha/volume de solvente de 1:15 com 3 minutos de extragao. Essas condi¢coes foram
escolhidas tendo como base um estudo anterior (KLEIN et al., 2018) e nos testes feitos
anteriormente neste estudo. A temperatura durante o processo de extracdo foi
controlada a partir da circulagdo de agua, aquecida e bombeada por um banho

termostatico modelo MA-184 (MARCONI) no reator encamisado.

O extrato liquido é separado do residuo sélido por filtracdo a vacuo e em
seguida concentrados em evaporador rotativo e transferidos para estufa (60 °C) para
evaporacgao. A evaporacgao transcorre até massa residual constante, a qual é utilizada
para determinar a massa de extrato e o rendimento global. Os extratos secos foram

armazenados a -15 °C sob auséncia de luz para analises posteriores.

Para cada extrato foi determinada a composi¢gao quimica qualitativa (por
cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas — CG/EM) e foi quantificada a a e
B-amirina (por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE). A partir destes
resultados foi selecionado o hexano como melhor solvente para realizar novos testes
com o intuito de otimizar as condi¢des de extracao das folhas de uvaia assistida por

ultrassom. Nesta nova etapa foram avaliados os efeitos da poténcia do ultrassom, da
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temperatura e da razdo massa de folhas por volume de solvente sobre o rendimento
global e a composigao quimica dos extratos. Esses fatores foram avaliados a partir de
um planejamento experimental completo 23 com triplicata no ponto central, totalizando

11 ensaios.

Na condigdo de melhores resultados do planejamento experimental foram
avaliados ainda os efeitos do tamanho das particulas da matéria-prima e do tempo de

extragao.

3.7 Extracao com liquido pressurizado

As extragdes com liquido pressurizado foram realizadas com diversos
solventes a fim de encontrar o que apresente as melhores propriedades, para obter
extratos com maiores propor¢cdes de amirinas. Foram utilizados metanol, etanol,
acetato de etila e hexano. O hexano foi o solvente que apresentou melhores
resultados (como pode ser observado na secao de resultados) e foi entdo utilizado

nos procedimentos descritos a seguir.

Para avaliar o efeito dos fatores temperatura e pressao, na extragdo com
liquido pressurizado, foram avaliadas as extragdes a 40, 70 e 100 °C e 50, 100 e 150
bar. Na condicdo de pressdao e temperatura em que o extrato apresentou as
caracteristicas mais adequadas para a pesquisa, foram realizados novos testes para
avaliar o efeito da vazao e do tamanho de particula da matéria prima. Foram avaliadas
as vazoes 3, 5 e 7 mL min-' e os tamanhos de particula de 0,275, 0,362 e 0,512 mm.

Para cada experimento foi utilizado em média 3,5 g de matéria-prima.

Nestes experimentos foi utilizado um modulo de extragdo com liquido
pressurizado apresentado na Figura 3.4, composto por: (a) frasco de armazenamento
de solvente, (b) Bomba (Waters 515 HPLC); (c) coluna de extragdo de ago inox
aquecida por um sistema de aquecimento elétrico e (d) frasco de coleta do extrato +

solvente.
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Figura 3.4 - Esquematizagdo do médulo de ELP.
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As dimensbes da coluna de extragao, onde o leito empacotado é formado,
sao 0,62 cm de diametro interno e 32 cm de altura. A célula é abastecida
completamente com as amostras em todos os experimentos. O solvente € bombeado
e pressurizado de forma continua, sendo que a bomba controla automaticamente a
vazao no nivel desejado e indica ainda em seu visor o valor da press&o, sendo a
pressao controlada pela abertura/fechamento da valvula micrométrica. Na saida do
extrator a mistura extrato + solvente € coletada em um recipiente de vidro ambar,
previamente pesado em balanga analitica modelo AUX220 (Shimadzu). O solvente foi
removido do extrato utilizando-se estufa a 60 °C e os extratos secos foram

armazenados a -15 °C sob auséncia de luz para analises seguintes.

3.8 Composicao quimica por CG-EM

As analises foram realizadas em um cromatégrafo de fase gasosa
(Shimadzu GC17A) acoplado a um espectrometro de massas (Shimadzu GC-MS
QP5050A). Foi utilizada uma coluna capilar DB-5MS (5% difenil e 95% dimetil
polisiloxano) com dimensdes (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). A fase moével utilizada foi
gas hélio com 99,9999% de pureza, com vazéo de 1,0 mL min-'. As amostras foram

diluidas em diclorometano para inje¢ao no cromatégrafo.
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O volume injetado foi de 2 L. A injecao é realizada em modo Split 1:5,
sendo a temperatura do injetor e do detector 280°C. A temperatura inicial do forno é
40°C, mantendo durante 2 minutos, aquecendo até 70 °C com 3 °C min™', até 150 °C
com 5 °C min-! e por fim até 280 °C com 20 °C min-', mantendo-se nessa temperatura

por 34 minutos, totalizando 60 minutos de analise.

Para a identificacdo de cada composto detectado, utiliza-se o banco de

dados de espectros de massas NIST.

3.9 Quantificacao de a-Amirina e B-Amirina por CLAE

Os extratos foram solubilizados e diluidos em alcool isopropilico a fim de
se obter uma solugdo com 0,2 mg mL"'. Utiliza-se um cromatografo LC-20AT,
acoplado ao detector SPD-20A UV-VIS (Shimadzu), equipado com uma coluna
Phenomenex Kinetex C18 (4,6 mm x 250 mm) com particulas de 5 ym. A analise é
realizada de acordo com HERNANDEZ-VAZQUEZ et al. (2010): bombeamento
isocratico, tendo como fase mével o Metanol, com fluxo de 0,9 mL min'. O forno é

configurado para 25 °C e cada corrida cromatografica tem duragédo de 15 minutos.

As informacgdes obtidas por CLAE possibilitam apresentar os resultados na
forma de teor dos compostos presentes nos extratos e também relacionar a massa

dos compostos obtida em fungcdo da massa de folhas utilizada na extragao.

A quantificagao foi realizada tendo como base a curva padrao para cada
composto. Utilizaram-se solu¢gdes com concentragdes de 10, 50, 100, 150 e 200 pg
mL-' dos padrdes analiticos de a-amirina e de B-amirina também solubilizados em
Alcool Isopropilico. As curvas de calibracdo apresentaram elevados valores de R2,
0,98206 para a a-amirina e 0,99201 para a B-amirina, permitindo que sejam utilizadas
para a quantificacdo dos compostos de interesse. As curvas de calibragdo estéo
disponiveis na forma de material complementar no Apéndice A. A Figura 3.5 apresenta
um cromatograma dos padrdes a-amirina e 3-amirina, sendo o pico em 9,4 min relativo

a B-amirina e o de 10,1 min relativo a a-amirina.
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Figura 3.5 - Cromatograma dos padrdes a e -amirina.

160 -
140 4
120
100 -
80

60+

Intensidade (mAU)

40+

o L

T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 4
Tempo de Reteng&o (min)

O teor de a-amirina e de B-amirina é calculado utilizando-se da Equagao
(3.45).

m
Teor do composto (%) = —ComPosto o 100 (3.45)

Mextrato

Em que: mcomposto representa a massa de composto presente na solugéo
analisada calculada pela curva padrdo e mextrato representa a massa de extrato
utilizada no preparo da solugdo analisada. Com isso é possivel estabelecer a

propor¢ao de cada composto quantificado.

3.10 Analise térmica do extrato

As analises termogravimétricas e diferenciais térmicas foram realizadas em
equipamento DTG-60, da marca Shimadzu. A amostra foi depositada em porta
amostra de alumina, para garantir estabilidade durante o aquecimento a altas
temperaturas. As condigdes de analise foram aquecimento a 10 °C por minuto, desde
30 °C até 900 °C, com fluxo de N2 gasoso de 50 mL/min.

Para a analise de calorimetria de varredura diferencial (DSC - differential
scanning calorimetry) foi utilizado o equipamento DSC-60 (Shimadzu), a amostra é
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acondicionada em um cadinho de aluminio que é inserido no equipamento juntamente
com um cadinho vazio de referéncia. As condi¢gdes de analise foram aquecimento de
30 °C até 500 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de N2 gasoso de 50

mL/min.

3.11 Difracao de Raio X (DRX)

Para obtencdo do espectro de DRX do extrato das folhas e uvaia, foi
empregado o meétodo de varredura, com a incidéncia de raios X sobre amostra
disposta sobre lamina de vidro. O equipamento usado foi da marca Philips, modelo
X'Pert-MPD, com radiacéo Ka do cobre e A = 1,54 A. Os parametros de analise foram
voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA, 26 na faixa de 5 a 90° com passo de 0,02° e
velocidade de 0,02°s. Foi realizada a busca de similaridade com difratogramas no
banco de dados PDF-2 versao 2.1002.

3.12 Isolamento e purificagao das amirinas

Para o isolamento e purificagdo dos extratos foram utilizadas técnicas de
separagdo por cromatografia, com objetivo de obter fragbes com elevadas

concentracdes de a-amirina e B-amirina.

Aproximadamente 2 g de extrato obtido com CO:2 supercritico + 5% de
acetato de etila (200 bar e 60 °C) foi submetido a cromatografia em coluna preenchida
com silica gel 60 (70-230 mesh, Mecherey-Nagel) e eluida com 1,5 L de hexano, 200
mL de hexano:acetato de etila (9:1) e 400 mL de hexano:acetato de etila (8:2),

obtendo-se 175 fragcbes de aproximadamente 12 mL.

As fragdes foram analisadas por cromatografia em camada delgada — CCD
(Silicagel 60 F254, Merck), empregando-se como fase mével hexano:acetato de etila
(8:2 v/v). Para a revelagéao, borrifou-se a solu¢ao de sulfato de cério IV (0,5% m/v em
solugado aquosa de acido sulfurico 5% v/v), seguido do aquecimento das placas a
105 °C por 15 min. As fragdes que apresentaram similaridade foram agrupadas em 3
grupos (F1-F3).
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Além da purificagao por cromatografia em coluna, foi desenvolvido um novo
método de isolamento/purificacdo baseado na solubilidade dos compostos de
interesse (a-/B-amirina) em hexano. Em tubos tipo Falcon foi adicionado
aproximadamente 0,5 g de extrato e o tubo teve o volume completado com hexano
até aproximadamente 14 mL. Apos solubilizacdo, os tubos foram levados ao
congelador (-15,0 °C) por 30 min para cristalizagdo. A solugdo com os cristais foi
centrifugada a 4000 RPM por 3 min e apds centrifugagdo, o sobrenadante foi
completamente removido e entdo o volume foi completado novamente até 10 mL com
hexano. O processo descrito acima, de cristalizagdo e centrifugacao foi repetido 5
vezes no total com renovagdo de hexano puro a cada ciclo. Apds os 5 ciclos, o

precipitado foi levado a estufa a 60 °C para completa evaporacao do solvente.

As fragbes purificadas pelos dois métodos foram submetidas a
quantificacdo de a-amirina e B-amirina por CLAE conforme descrito anteriormente. A
fragdo purificada obtida pelo método desenvolvido de cristalizagado/centrifugagao foi
submetido a analise de composig¢ao por CG-EM a fim de identificar os compostos

presentes.

3.13 Determinacgao da capacidade antioxidante dos extratos obtidos

Uma triagem inicial do potencial antioxidante (TEPE et al., 2005) foi
realizada visando a economia de tempo e de reagentes, pois haviam
aproximadamente 90 amostras de extratos para serem analisadas. Foram preparadas
solugdes de 2 mg mL-! de cada extrato e 5 yL de cada solugdo foram aplicados em
placas de cromatografia de camada delgada (TLC Silica gel 60 F2s4, Merck). Como
eluente foi utilizada uma mistura hexano - acetato de etila (8:2). Apdés o
desenvolvimento da cromatografia, as placas foram retiradas das cubas de
desenvolvimento, secadas em estufa e borrifadas com uma solucdo de DPPH 0,2%
em etanol (m/v). Apds a aplicagao do revelador (DPPH) as placas foram mantidas em
temperatura ambiente por 30 minutos e apds esse tempo, elas foram observadas
quanto ao aparecimento de pontos amarelos formados pela descoloracdo do DPPH o

que indica a presenca de capacidade antioxidante.
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Os extratos que apresentaram capacidade antioxidante na triagem foram
submetidos a uma analise mais convencional da capacidade antioxidante pelo método
de inibicdo do DPPH (ENUJIUGHA et al., 2012). Foram misturados 0,2 mL de cada
solugéo de extrato (2 mg mL-') com 3,8 mL de uma solugéo etandlica de DPPH (0,1
mM). A mistura foi deixada em temperatura ambiente e protegida da luz por 30 minutos
e entdo a absorbancia foi medida a 517 nm em epectrofotémetro (LAMBDA 35 UV/Vis
Spectrophotometer, PerkinElmer). Etanol foi utilizado como branco e o controle
negativo foi preparado misturando-se 0,2 mL de etanol com 3,8 mL da solucéo de
DPPH. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em

pMmol equivalente de Trolox por grama de extrato.

3.14 Determinacao de compostos fendlicos totais dos extratos obtidos

Os extratos foram avaliados ainda utilizando-se o método de Folin-
Ciocalteou para compostos fendlicos totais (SANTOS et al., 2019). Os extratos foram
solubilizados em etanol (2 mg mL™"), 0,3 mL da solugéo de extrato foi misturada com
2,5 mL de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 2,0 mL de solugéo de
carbonato de sodio 7,5% (m/v). Apds 2 horas em temperatura ambiente, foi medida a
absorbancia em um espectrofotometro (LAMBDA 35 UV/Vis Spectrophotometer,
PerkinElmer) a 760 nm. A curva padrao foi preparada com acido galico em
concentragdes entre 10 e 100 yg mL~". Os experimentos foram realizados em triplicata
e os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico (EAG) por grama

de extrato.

3.15 Perfil de bioatividade dos extratos brutos obtidos com as diferentes

técnicas de extragao

Como extensao do projeto original de doutorado, foi realizado um periodo
de 8 meses de estagio de pesquisa na Universidade de Copenhague (Kabenhavns
Universitet — Dinamarca) sob supervisao do Professor Dan Staerk. O titulo do projeto
BEPE/ FAPESP (Proc. 2019/07596-2) de estagio no exterior foi: “Perfil de bioatividade
de extratos brutos de Eugenia pyriformis usando metaboléomica de '"H RMN e perfil
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quadruplo de alta resolugdo de alfa-amilase/alfa-glicosidase/PTP1B/antioxidante
combinados com HPLC-PDA-HRMS-SPE-NMR”. Neste estagio, foi analisado um total

de 19 extratos obtidos com todas as técnicas de extracdo utilizadas no doutorado.

3.15.1 Extratos utilizados

As codificagbes, bem como o método de extragdo, solvente utilizado e
condigbes experimentais sdo apresentados na Tabela 3.3. Os extratos obtidos por
extragdo com fluido supercritico foram obtidos no Laboratério de Tecnologia
Supercritica: Extragdo, Fracionamento e Identificagdo de Extratos Vegetais (LASEFI
— Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP). Os demais extratos foram
obtidos no Laboratério de Processos de Separacao (LPS — UNIOESTE).

Tabela 3.3 - Extratos utilizados nos experimentos desenvolvidos no estagio de
pesquisa no exterior

E Método de  Solvente utilizado na Condi¢des experimentais
xtrato ~ ~
extragao extracao
SFE_CO2 EFS scCOz2 200 bar /60 °C
SFE CO2 EAC EFS scCO2 * acetato de 200 bar /60 °C
- - etila (5%)

SFE_CO2 ETH EFS scCOz2 + etanol (5%) 200 bar /60 °C
PLE_MET ELP Metanol 150 bar /40 °C
PLE_ETH ELP Etanol 150 bar /40 °C
PLE _EAC ELP Acetato de etila 150 bar /40 °C
PLE HEX ELP Hexano 150 bar /40 °C
UAE_MET EAU Metanol 300 wW/L/60°C/1:15 M:S
UAE_ETH EAU Etanol 300 wW/L/60°C/1:15M:S
UAE_EAC EAU Acetato de etila 300W/L/60°C/1:15M:S
UAE_HEX EAU Hexano 300 W/L/60°C/1:15M:S
MAC_MET Maceracéao Metanol 100 rpm /60 °C/ 1:15 M:S
MAC ETH Maceracéao Etanol 100 rpm /60 °C/ 1:15 M:S
MAC _EAC Maceracéao Acetato de etila 100 rpm /60 °C/ 1:15 M:S
MAC_HEX Maceracéao Hexano 100 rpm /60 °C / 1:15 M:S
SOX_MET Soxhlet Metanol Ten /6 h/1:15 M:S
SOX_ETH Soxhlet Etanol Ten /6 h/1:15 M:S
SOX _EAC Soxhlet Acetato de etila Teb/6h/1:15M:S
SOX_ HEX Soxhlet Hexano Ten /6 h/1:15 M:S
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3.15.2 Bioensaios de avaliagao de atividade antidiabética

Nos ensaios de inibicdo de a-glicosidase, a-amilase e PTP1B foram
utilizadas microplacas de 96 pogos de acordo com procedimentos anteriormente
reportados na literatura (ZHAO et al., 2018). O ensaio de inibicdo de a-glicosidase foi
realizado a 28 °C com um volume final de 200 yL. Em cada poc¢o foram adicionados
10 pL de solugéo de extrato dissolvido em DMSO e 90 pL de tampéao fosfato (0,1 M,
pH 7,5, 0,02% NaNs), e em sequéncia a microplaca foi agitada por 10 min. Entéo,
foram adicionados 80 uL de solugao de a-glucosidase em tampéo fosfato (2,0 U/mL)
e a microplaca foi incubada por 10 min. Entdo, foram adicionados 20 pL de solugao
de p-NPG (10mM em tampéo fosfato) a fim de iniciar a reacdo enzimatica. A
absorbancia foi medida a cada 30 s durante 35 min com um fotbmetro para
microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) conectado ao
software Skanlt versdo 2.5.1 a fim de obter-se a taxa de clivagem (AAU/s) a partir da

curva cinética. A inibicdo da enzima foi calculada conforme Equacéo (3.46):

%inibicao = (taxabraco — taXaamostra) / taxabranco X 100 (3.46)

O procedimento para o ensaio de inibicdo de a-amilase foi similar ao
utilizado com a a-glicosidade. 10 yL de extrato dissolvido em DMSO foi adicionado
em cada poco juntamente com 90 uL de tampao fosfato (0,1 M, pH 6, 0,02% NaN3).
Subsequentemente, 80 pL de solugao de a-amilase (2,0 U/mL em tampao fosfato) foi
adicionado em cada poc¢o e a microplaca foi incubada a 37 °C por 10 min. A reacao
foi iniciada pela adicdo de 20 uL de solugao de substrato (CNP-G3, 10 mM em tampéo
fosfato). A absorbancia foi medida a 405 nm a cada 3 min por 30 min e a porcentagem
de inibicao da enzima foi calculada utilizando a mesma férmula utilizada no ensaio de

inibicao da a-glicosidase.

O ensaio PTP1B foi realizado a 25 °C em um volume final de 180 pL,
usando um tampao contendo Tris 50 mM, Bis-Tris 50 mM e NaCl 0,1 M (o pH foi
ajustado para 7,0 com &cido citrico). As amostras foram dissolvidas em 18 uL de
DMSO seguido pela adicédo de 52 uL de solugédo de EDTA (3,46 mM no tampao
acima), 60 uL de solugéo de substrato (1,5 mM de p-NPP e 6 mM de DTT) e incubadas
por 10 min a 25 °C. 50 uL 0,001 ug/uL de solugcdo estoque de PTP1B foram
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adicionados a cada pogo para iniciar a reag¢ao. A absorbancia foi medida a 405 nm a
cada 30 s por 10 min e a porcentagem de inibicdo da enzima foi calculada com a

mesma Equagao descrita para o ensaio de inibigdo da a-glicosidase.

3.15.3 Separacéo por CLAE em escala analitica e perfil de inibicdo de alta resolugéo

de a-glicosidase

A solugao de extrato foi separada por CLAE e fracionada em microplacas
de 96 pocos usando um instrumento da série Agilent 1200 (Santa Clara, CA, EUA)
que consiste em um amostrador automatico de alto desempenho G1367C, uma
bomba quaternaria G1311A, um desgaseificador G1322A, um compartimento de
coluna termostatizado G1316A, um detector de arranjo de fotodiodos G1315C e um
coletor de fragdes G1364C, todos controlados pelo software Agilent ChemStation ver.
B.03.02. A separacédo foi realizada a 40 °C em uma coluna de fase reversa
Phenomenex Luna C1s(2) (150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 3 ym, tamanho de
poro 100 A; Phenomenex, Torrance, CA, EUA), usando uma taxa de fluxo de 0,5
mL/min com uma combinagao de solvente A (H20-Acetonitrila 95:5 contendo 0,1% de

acido férmico) e solvente B (H20-Acetonitrila 5:95 contendo 0,1% de acido formico).

O volume injetado, a concentragdo da amostra e o perfil do gradiente de
eluicdo da fase mével de cada analise serdo mostrados na segao de resultados, visto
que diversos métodos foram utilizados com o objetivo de obter melhores resultados.
Um total de 176 fragcdes foram coletadas nas microplacas, e todas as fracbes foram
testadas quanto a atividade inibitéria da enzima a-glicosidase conforme descrito
anteriormente. A inibicdo da a-glicosidase foi plotada contra o tempo de retencéo

cromatografico, resultando em um biocromatograma de alta resolucéao.

3.15.4 Experimentos de CLAE-EMAR e RMN

As andlises de cromatografia liquida de alta resolugdo acoplada com
espectrometro de massas de alta resolugdo (CLAE-EMAR) foram realizados em um

sistema Agilent 1260 que consiste em um desgaseificador, uma bomba quaternaria,
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um amostrador automatico e um arranjo de diodos, acoplado a um espectrémetro de
massa Bruker micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha). As separacgoes
foram realizadas com a mesma coluna, temperatura e gradiente de solvente descritos
anteriormente. Os espectros de massa foram adquiridos no modo positivo e negativo
e uma solucéo de cluster de formiato de sodio foi automaticamente injetada para

permitir a calibracdo de massa interna.

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
realizados em um instrumento Bruker Avance Il de 600 MHz (frequéncia operacional
de 600,13 MHz) equipado com um trocador de amostra Bruker SampleJet (Bruker
Biospin, Karlsruhe, Alemanha) e uma cabega de sonda TCI de 1,7 mm resfriada
criogenicamente. Todos os experimentos de RMN foram realizados em automacéao
(equilibrio de temperatura para 300 K, otimizacdo de parédmetros de bloqueio,
gradiente de shimming e configuragdo de ganho do receptor). IconNMR ver. 4.2
(Bruker Biospin, Karlsruhe, Germany) foi usado para controlar a mudanga automatica
da amostra e aquisi¢ao de dados de RMN. Topspin ver. 3.5 (Bruker Biospin, Karlsruhe,

Alemanha) foi usado para aquisicéo e processamento de dados de RMN.

Os dados de 'H NMR foram transformados por Fourier com pontos de
dados de 64 k e um fator de alargamento de linha de 0,3 Hz. Distor¢des de fase e
linha de base foram corrigidas manualmente e o eixo de deslocamento quimico foi
calibrado para TSP interno (d 0,0).

3.15.5 Analise por componentes principais dos cromatogramas de CLAE e dos

espectros de RMN

As analises por componentes principais (PCA — abreviagdao do inglés
Principal Component Analysis) foram realizadas nos cromatograma de CLAE nos
espectros de RMN de 'H de 19 diferentes extratos de folhas de Eugenia pyriformis.
Para a analise CLAE-EMAR, os 19 extratos diferentes foram dissolvidos em metanol
e, além disso, cinco dos extratos (1, 4, 9, 15 e 17) também foram dissolvidos em
isopropanol antes da injegao, resultando em um total de 24 amostras. Os valores de
ICs0 (concentragdo minima para inibir 50% da enzima utilizada) para a atividade de

inibicao da a-glicosidase e a-amilase foram incluidos nas analises.
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Os cromatograma de CLAE-EMAR foram processados em MatLab R2017a
(MathWorks). Por meio do algoritmo icoshift, os dados foram referenciados ao
calibrante formiato de sédio em cerca de 0,4 minutos (SAVORANI 2010). Os PCAs
foram realizados por meio do software SIMCA 14.1 (Umetrics, Umea, Suécia). Os
cromatogramas eram centrados na média ou centrados na média e dimensionados
em escala de Pareto antes da realizacdo dos PCAs. A validacao cruzada foi realizada

por iteracao sete vezes com a sétima amostra removida da analise.

Como realizado com os dados de CLAE-EMAR, os espectros de RMN de
'H foram processados em MatLab R2017a (MathWorks). O algoritmo icoshift foi
aplicado para calibrar os espectros para DMSO residual em cerca de 2,5 ppm, e para
o alinhamento dos espectros de RMN de 'H por co-deslocamento de intervalos
selecionados (SAVORANI 2010). Os espectros de 'H NMR foram analisados na regido
0,4-12,8 ppm, excluindo o pico de agua residual em 3,1-3,7 ppm e DMSO residual em
2,46-2,53 ppm. Antes do processamento no SIMCA, os espectros de RMN de 'H foram
normalizados para o peso de cada amostra para reduzir o efeito das diferencas de
concentracao entre as amostras. Os PCAs foram realizados em espectros de RMN de
'H centrados na média e em espectros centrados na média e em escala de UV ou de
Pareto. A validagao cruzada foi realizada por iteracdo sete vezes com cada sétima

amostra removida da analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sao apresentados os resultados da caracterizacao inicial das
amostras, dos rendimentos globais dos cinco métodos de extragdo, bem como as
quantificagbes de a-amirina e 3-amirina. Também s&o apresentados os resultados das
analises estatisticas para verificacdo das variaveis que influenciam no rendimento

global das extracdes.

4.1 Caracterizagao do material vegetal

Os resultados da analise de granulometria das folhas de uvaia depois de
trituradas sao apresentados na Tabela 4.1. A partir do peneiramento, formou-se uma
nova classificagao do tamanho de particula da amostra juntando-se partes iguais das
fracdes retidas nas peneiras 28, 35 e 48 mesh. Essa nova mistura de particulas foi
caracterizada quanto ao tamanho de particula utilizando um analisador de tamanho
de particulas por difracéo a laser que resultou em um didmetro médio de 0,602 + 0,019

mm.

Tabela 4.1 - Distribuicdo Granulométrica das folhas de Uvaia apods

secagem e moagem

Mesh Abertura das peneiras Diametro Amostra retida (%
passagem/retengao (mm) médio (mm) m/m)

9/16 2,000/ 1,000 1,500 4,01

16/20 1,000/ 0,850 0,925 11,46

20/28 0,850 /0,600 0,725 15,88

28/35 0,600 /0,425 0,512 17,61

35/48 0,425/0,300 0,362 10,50

Fundo - <0,300 40,54
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As amostras analisadas resultaram com umidade média de 7,04 + 0,27 (%
m/m). Verifica-se que a umidade das folhas é relativamente baixa. A umidade do
material € um parametro importante, visto que os resultados que levam em conta a
massa de material vegetal sdo expressos em relacdo a massa seca de folhas. Além

disso, a secagem faz cessar o metabolismo vegetal e o crescimento microbiano.

Outro fator importante determinado na caracterizagcdo do material vegetal &
a densidade das particulas utilizadas. Para as particulas utilizadas nas extragdes, a
densidade determinada por picnometria a gas Hélio foi de 1,40 + 0,004 g.cm3. Este

valor é necessario na etapa de modelagem matematica fenomenologica.

4.2 Extracao com fluido supercritico

Neste topico sdo apresentados os resultados experimentais das extragdes
de folhas de uvaia utilizando diéxido de carbono supercritico. Sdo demonstrados os
efeitos dos fatores envolvidos na extragdo sobre as variaveis resposta: rendimento
global da extragdo, concentracdo de amirinas (massa de amirinas por massa de
extrato) e rendimento de amirinas (massa de amirinas por massa de matéria-prima),
bem como a influéncia da vazao de CO:2 supercritico e do tamanho de particula do

material vegetal.

Da mesma forma como em estudo anterior (KLEIN, 2016), o extrato obtido
pela extragdo com fluido supercritico apresentou-se na forma de pé com granulos
finos resinosos, diferente da maioria dos extratos obtidos com essa técnica, que
geralmente se encontram na forma liquida (éleos ou dleos resinosos) (DE MELO;
SILVESTRE; SILVA, 2014). Na Figura 4.1 é apresentada a aparéncia do extrato de

folhas de uvaia obtido por extragao com fluido supercritico.
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Figura 4.1 - Aspecto visual dos extratos de Uvaia obtidos na EFS.

0.5cm

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Acredita-se que o aspecto fisico do extrato em forma de p6 deve-se ao fato
dele possuir altas propor¢cdes de compostos quimicos que sao solidos a temperatura
ambiente, sendo que a faixa de temperatura de fusdo para a-amirina esta entre 184 e
186 °C e para a B-amirina esta entre 189 e 191 °C (VAZQUEZ; PALAZON; NAVARRO-
OCANA, 2012). Todos os extratos obtidos com fluido supercritico apresentaram

tonalidade préxima ao amarelo.

4.2.1 Rendimento global de extrato obtido por EFS

As condi¢cdes experimentais de temperatura e pressao selecionadas
garantem uma ampla variagdo dos parametros dentro dos limites operacionais do
equipamento utilizado. A vazdo de CO: foi mantida constante (2,0 x 103 kg min'), o
tempo de extragao foi 0 mesmo para todos os experimentos (180 minutos). Para evitar

resultados tendenciosos, os experimentos foram realizados em ordem aleatdria. Na
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Tabela 4.2 s&o apresentados os resultados, em termos de rendimento global, das

extragdes nas condigdes determinadas pelo planejamento experimental.

Tabela 4.2 - Condigbes do operacionais das EFS e seus respectivos

rendimentos globais

: Rendimento
Pressdo Temperatura  pensidade m extrato / m
Ensaio global
(bar) (°C) CO2z (kg m?) ) CO2(g kg™)
(%)
1 150 60 604,61 0,94 0,34
2 150 80 427,52 0,33 0,12
3 200 60 724 11 1,65 0,61
4 200 80 594,31 1,46 0,53
5 175 70 598,56 0,94 0,35
6 175 70 598,56 0,92 0,34
7 175 70 598,56 0,96 0,35

"Os rendimentos globais sdo0 expressos em base seca

A partir dos dados apresentados na Tabela 4.2 observa-se que na pressao

de 150 bar, o rendimento global diminui de 0,94 para 0,33% com o aumento da

temperatura de 60 para 80 °C. Nas extracdes realizadas na pressao de 200 bar, o

rendimento global reduziu de 1,65 para 1,46% com o aumento da temperatura de 60

para 80 °C.

Em relacdo ao consumo de CO:2 por massa de extrato obtido, a condi¢cao

de 200 bar e 60 °C mostrou-se superior as demais condigdes por ser possivel obter

0,61 grama de extrato por quilo de CO2 consumido.

As diferengcas nos rendimentos globais obtidos ao utilizar diferentes

condi¢cdes experimentais estdo condizentes com os fundamentos da extragcado com

fluido supercritico, pois a variacdo de temperatura e pressao resulta em diferentes



95

valores de poder de solvatacdo, difusividade e viscosidade e o efeito desses
parametros sobre o processo € bastante complexo (CAVALCANTI; MEIRELES, 2012)

Para determinar os efeitos das variaveis (temperatura e pressao) sobre o
rendimento global da extragdo utilizou-se o programa computacional Statistica 7
(STATSOFT). Para isso, foram considerados modelos lineares com intervalo de
confianga de 95%. Na Tabela 4.3 sdo apresentados os efeitos das variaveis sobre o

rendimento global da extragao.

Tabela 4.3 — Tabela de efeitos para as variaveis presséo e temperatura no

rendimento global da EFS

Efeito p-valor’
Média/lntercepto 1,0286 0,0002
Presséo 0,9200 0,0044
Temperatura -0,4000 0,0430
PxT 0,2100 0,1740

*significancia estatistica p<0,05

Observa-se que os efeitos da pressao e da temperatura sdo significativos.
O efeito da pressao ¢é positivo, 0 que explica o aumento do rendimento global quando
sao utilizadas pressdes maiores, de forma antagbnica o efeito da temperatura é
negativo, sendo assim, ocorre a diminui¢do do rendimento global em condigdes com
temperaturas maiores. Ja o efeito da interacao dos dois fatores ndao se mostrou
significativo no intervalo de valores investigado. Na Figura 4.2 é apresentado o grafico
de Pareto que permite visualizar com clareza os efeitos das variaveis do planejamento

sobre o rendimento global da extragao supercritica.
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Figura 4.2 - Grafico de Pareto de efeito para as variaveis pressao e temperatura no
rendimento da EFS.

(1)Presséo T.776742

(2)Temperatura - -3,38119

12 ¢ 1,775126

p=0.05

Estimativa do Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

O grafico de Pareto permite a confirmacao da significancia dos efeitos
principais e suas interacdes. E possivel confirmar os efeitos estatisticamente
significativos das variaveis isoladas e de suas interagdes localizados a direita da linha

tracejada, que indica ponto de significancia dos resultados (p < 0,05).

Observa-se que o efeito da pressao foi o mais importante para o rendimento
global das extragdes com fluido supercritico. A influéncia desse parametro foi positiva,
significando que, o aumento quantitativo dessa variavel implica no aumento do
rendimento global da extragdo, ou seja, quanto maior a pressao utilizada durante a

extracdo, maior deve ser o rendimento global.

A validacao do modelo foi realizada pelo do teste “F”, obtido a partir da
analise de variancia (ANOVA). Na Tabela 4.4 sao apresentados os valores obtidos a
partir da ANOVA, observando-se que 0 Fcaic € maior do que o Ftab, 0 modelo € valido
no nivel de significancia de 5% e representa bem os resultados experimentais obtidos,
dentro da faixa estabelecida nos niveis para as variaveis em estudo para a resposta
rendimento global. O modelo codificado obtido pela regresséo linear € apresentado
na Equacdo 4.1, sendo que ele explica 96,16% das variagdes entre os valores

experimentais e os previstos, indicando boa concordancia.
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Tabela 4.4 — ANOVA do modelo cuja resposta é rendimento global da EFS

Causas devariacdio SQ GL MQ Fealc Ftab

Modelo 1,0505 3 0,3502 25,0143 9,2766
Residuos 0,0420 3 0,0140
Total 1,0925 6
R2: 00,9616 RZ2aq: 0,9231 *Ftab(3;3;0,05)

SQ: Soma Quadratica; GL: Graus de Liberdade; MQ: Média Quadratica

Rendimento (%) = 1,0286 + 0,46P — 0,20T + 0,1050PT 4.1)

A Figura 4.3 apresenta a superficie de reposta para o rendimento global da
extracédo com fluido supercritico, a partir da variacdo da pressao e temperatura. Pode-
se observar na superficie de resposta que para os niveis das variaveis estudados, os
maiores rendimentos globais s&o obtidos na regido de alta pressdo e baixa
temperatura, sendo que o experimento realizado na condicdo de maior pressao e
menor temperatura (200 bar e 60 °C) apresentou o maior rendimento global (1,65 %

m/m).

Figura 4.3 - Superficie de resposta para o rendimento global da EFS.




98

4.2.2 Curvas cinéticas obtidas nos experimentos do planejamento experimental

A partir da pesagem periddica do extrato acumulado no frasco de coleta
foram construidas as curvas cinéticas do processo de extragdo com fluido supercritico.
Na Figura 4.4 s&o apresentadas as curvas cinéticas obtidas nas condigdes utilizadas
no planejamento experimental, sendo que a condigao referente ao ponto central (175
bar e 70 °C) é apresentada na forma de média das trés repeticbes realizadas
acrescentada da barra de erro referente ao desvio padréo calculado. Entretanto, para
melhor compreensdo do comportamento de cada extragdo a Figura 4.5 apresenta as
cinéticas individuais de cada condi¢cao de extracdo. Em todas as condi¢des, observa-
se que a variagao da massa acumulada € muito pequena quando a extracdo se
aproxima do tempo final de extragdo, o que pode indicar o esgotamento dos

compostos extraiveis para extracao naquela condicao.

Figura 4.4 - Curvas cinéticas das EFS das condigdes utilizadas no planejamento
experimental.
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Figura 4.5 - Representacdes individuais das curvas cinéticas de EFS
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Na Figura 4.6 € apresentada a curva cinética com a meédia das trés

replicatas realizadas nas condi¢gbes do ponto central do planejamento experimental,

juntamente com as barras de desvio padrdo. Observa-se que os pontos apresentam

desvios padrbées pequenos, indicando que as curvas cinéticas foram similares e com

boa reprodutibilidade do processo de extracdo no modulo experimental utilizado. O
desvio médio calculado foi de 4,66%.
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Figura 4.6 - Curvas cinéticas da triplicata do ponto central (175 bar e 70 °C).
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As curvas de extracdo com CO2 apresentam geralmente um
comportamento com trés regides distintas: a primeira com taxa de extragdo constante,
referente ao extrato de facil acesso, sendo que nessa regido o processo € controlado
pela difusdo no filme externo. Na segunda regido, a taxa de extracdo decai
progressivamente até a exaustao do extrato acessivel. Ja no terceiro periodo, ocorre
a extracdo de dificil acesso, processo controlado pela difusdo interna (SOVOVA,
1994). Entretanto, esse comportamento n&o foi observado nas cinéticas de extracéo
deste estudo, as cinéticas de extragdao apresentam dois a trés estagios diferentes de
extragao, contudo, foi observado de forma muito semelhante em um estudo realizado
anteriormente para obtencéo de extratos de E. pyriformis com CO2 supercritico em

outras condi¢des de temperatura e pressédo (KLEIN, 2016).

4.2.3 Modelagem matematica das cinéticas de extracdo utilizando modelos
empiricos

Em funcdo do comportamento atipico das curvas de extracdo foram
testados os modelos empiricos descritos na Secéo 2.2.1.2 para descrever as cinéticas
de extracao e o conjunto de parametros destes modelos sdo mostrados na Tabela 4.5.
Para cada condigao experimental sdo gerados trés valores para cada parametro,
referentes aos trés estagios em que as curvas cinéticas de extragao estao divididas,

visto que os modelos foram alterados para levar em consideragao essas trés etapas.
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Caso a cinética experimental n&o tenha apresentado os trés estagios, a modelagem

foi realizada considerando a quantidade de estagios naquela condigdo. Sendo assim,

cinéticas com dois estagios terao somente dois valores para cada parametro ajustado

e cinéticas com somente um estagio terdo somente um valor para cada parametro.

Na Figura 4.7 sdo apresentadas as curvas cinéticas com os valores experimentais,

juntamente com as curvas estimadas pelos modelos.

Tabela 4.5 - Parametros ajustaveis obtidos nos modelos fenomenolégicos

para a extragdo com fluido supercritico

Modelo
Condigdo Naik Barton
experimental
yo b Yo b
150 bar 1,0889 0,01698 0,76890 0,02137
60 °C 0,15797 0,07133 0,17383 0,15236
0,13785 0,11919 0,11375 0,10395
150 bar
80 °C 0,14731 0,00255 0,023355 0,02022
0,07739 0,46944
200 bar 2,00871 0,01730 1,44167 0,02130
60 °C 0,14614 425,89794 0,23775 0,10878
200 bar 1,87834 0,01163 1,25033 0,01629
80 °C 0,20146 13332.23484 0,26683 0,12056
175 bar 1,46724 0,01263 0,94893 0,01797
70 °C 0,09364 0,04979

yo: quantidade de extrato disponivel em cada etapa de extracdo; b: velocidade de

extracao.
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Figura 4.7 - Curvas de extragdo experimental e simuladas pelos modelos empiricos
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Na Tabela 4.6 sdo apresentados os parametros de comparacao entre os

modelos utilizados no que diz respeito a qualidade do ajuste.
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Tabela 4.6 - Parametros de comparagao dos modelos utilizados nas cinéticas de
extragao

Condicao Modelo Erro  Soma Quadratica  Critério de Informacéao
experimental médio dos erros de Akaike (AIC)
Naik 3,32 9,48 x 103 -73,84
150 bar 60 °C
Barton 2,41 4,42 x 103 -87,58
Naik 1,74 2,90 x 10 -130,61
150 bar 80 °C
Barton 4,14 2,60 x 103 -97,12
Naik 4,44 1,98 x 102 -60,62
200 bar 60 °C
Barton 3,87 1,58 x 1072 -64,61
Naik 4,56 1,51 x 1072 -65,47
200 bar 80 °C
Barton 4,23 1,26 x 1072 -68,70
Naik 4,03 5,32 x 103 -84,25
175 bar 70 °C
Barton 4,77 9,23 x 103 -80,33

O critério de informagédo de Akaike (AIC) € uma medida da qualidade do
ajuste baseada na maxima verossimilhanga. Na comparacdo de modelos, o modelo
com menor valor de AIC é definido como o que apresenta melhor ajuste aos dados
(COSTA; SOUSA LOBO, 2001). Portanto, observa-se que o modelo de Naik ajustou-
se melhor as curvas cinéticas de extracdo nas condi¢cdes de 150 bar/80 °C e 175
bar/70 °C. J4 o modelo de Barton, ajustou-se melhor aos dados experimentais das
condi¢cdes 150 bar/60 °C, 200 bar/60 °C e 200 bar/80 °C.

4.2.4 Modelagem matematica das cinéticas de extragdo utilizando modelos

fenomenoldgicos

Foram avaliados 3 modelos fenomenoldgicos disponiveis na literatura (22
ordem, equilibrio, BIC) e foi desenvolvido um novo modelo baseado nas equacgdes de
equilibrio de Freundlich. A Tabela 4.7 apresenta os valores dos parametros ajustados
€ a avaliagao estatistica dos modelos testados para descrever a cinética de extragao.
Por sua vez, na Figura 4.8 sao ilustradas as cinéticas de extragdo experimental e a
calculada para os modelos utilizados.



Tabela 4.7 - Parametros ajustados e avaliagio estatistica dos modelos testados

150 bar 150 bar 170 bar 200 bar 200 bar

Modelo Parametros 60°C 80°C 75°C 60°C 80 °C
k (m3kgmin) 0.0041 0.0067 0.0043 0.008 0.0165
R? 0.976 0955 0942 0983 0.982
Segunda ME (%) 679 97 1282 739 807
ordem AIC 5108 -535.6 -492.3 5226 -4935
RZ = 0.968, ME = 8.95%,and AIC = —510.96
D(m%s x10')  6.39  3.08 13.04 40 5283
K, (-) 02 001 02 0016 0.035
R? 0.983 0954 098 098 0.978
Equilibrio ME (%) 462 1473 738 721 996
AIC 512.8 -520.3 -508.7 -511 -484.4
RZ = 0.975,ME = 8.78%, and AIC = —507.43
ke, (s1x10%) 0479 105 1062 2  2.049
ke, (s7x10%  0.097 0.097 0098 0167 0.174
R? 0.982 0943 098 0.993 0.981
BIC ME (%) 55 1554 576 581  7.67
AIC 5105 -518.9 -509.2 -516.7 -485.6
R? = 0.977, ME = 8.06%,and AIC = —508.18
kp (Min')  0.176 0.0659 0.0903 1.4436 5.6727
Modelo n 3.0806 6.6892 4.0651 1.4522 1.1922
baseado nas R? 0.986 0.953 0.993 0.988 0.985
equagdes de ME (%) 508 1298 523 595  6.04
equilibrio de AIC 5186 -534 5316 -528.3 -499.7
Freundlich RZ = 0.981, ME = 7.06%, and AIC = —522.43
dmax (@/g)  0.0215 0.0248 0.0199 0.0316 0.0574
Modelo b(mlig)  35.813 49.996 70.241 94684 3.274
baseado nas R2 0.981 0954 0981 099 0.985
equacdes de ME (%) 495 1354 829 589  6.07
equilibrio de
angmuir AIC 519.6 -107.1 -513.7 -531.4 -103.8

R2 = 0.978, ME = 7.75%, and AIC = —355.10
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Figura 4.8 - Curvas de extragao experimental e simuladas pelos modelos: A — modelo
de segunda ordem, B — modelo de equilibrio, C — modelo BIC, D — Modelo de equilibrio

de Langmuir e E — modelo de equilibrio de Freundlich
B - Modelo de equilibrio

Massa extraida (qg) Massa extraida (g)

Massa extraida (g)

A - Modelo de segunda ordem

0,25
4 v
0,20
* ¢
v x b
0,151
b5 * *
5 ¥ P *, s @&
0,101 Y ol
v * L
Y
*
0,051 )
e 0 9
L}
0,00 ; T T
0 50 100 150 200
Tempo (min)
C - Modelo BIC
0,25
v
0,20 . 8 Do
, s
v b, 4
0,151 Y
. Z % o 2
0,104
v, o ]
v/ ®
0,051
e o ..
r] e o
0,00 T T T
0 50 100 150 200
Tempo (min)
E - Modelo de equilibrio de Freundlich
0,25
) 4
0,20+ v
*
L
v 3 i
v
0,151
% ¢ ¢
v
0,101
)/ P ]
> L}
0,051
s O
a2 i
0,00 : T '
0 50 100 150 200

Tempo (min)

Massa extraida (g)

Massa extraida (g)

0,25
0,20~
0,15+
0,104
0,05
0,00 . . .
0 50 100 150 200
Tempo (min)
D - Modelo de equilibrio de Langmuir
0'25 1 1 1
0,201 v I
o
v v 31 e
0,15+
] 4 4
v
0,10~ Tr =
4/
0,05~
e ® .
. [ K 1
0,00 . : .
0 50 100 150 200
Tempo (min)
Legenda

= 150 bar /60 °C Experimental
— 150 bar / 60 °C Modelo

* 150 bar/ 80 °C Experimental
150 bar / 80 °C Modelo

4 175 bar/ 75 °C Experimental
— 175 bar/ 75 °C Modelo

v 200 bar /60 °C Experimental
— 200 bar / 60 °C Modelo

+ 200 bar/ 80 °C Experimental
— 200 bar / 80 °C Modelo




106

A analise da Tabela 4.7 e da Figura 4.8 permite concluir que os cinco
modelos matematicos testados representaram adequadamente a cinética
experimental de extragao das folhas de uvaia, utilizando CO:2 supercritico, todos com
R? superior a 0,967 e ME inferior a 8,96%. Dentre os cinco, foi o modelo baseado nas
equagdes de equilibrio de Freundlich que conduziu aos melhores resultados
estatisticos médios, R? de 0,981 e ME, de 7,06%.

Por sua vez, os modelos de segunda ordem, de equilibrio e de BIC
apresentaram ME de 8,95, 8,78 e 8,06%. Esses resultados sdo condizentes com o
critério de selegédo de Akaike, AIC, que resultou em valor médio mais negativo para o

modelo baseado nas equacdes de equilibrio de Freundlich, -518,88.

O modelo de segunda ordem subestimou a massa extraida nos estagios
iniciais e intermediarios da operacao de extragdo. Ja nos estagios finais, a massa foi
superestimada. Fato semelhante foi observado para os estagios iniciais e
intermediarios para o modelo de equilibrio. Porém, este modelo se ajustou melhor aos

estagios finais da extracao.

De modo geral, a extragao conduzida a 200 bar foi a melhor representada
pelos modelos testados. Essa também foi a condicdo que produziu maior quantidade
extrato em 180 min de experimentos, 0,2186 e 0,1921 g, para 60 e 80 °C,

respectivamente.

Para o modelo de segunda ordem, o coeficiente ajustado, k, variou entre
0,0067 e 0,0165 m3kg min, respectivamente para 150 bar e 200 bar, ambos para
80 °C, mesma ordem de grandeza daqueles obtidos para a extracéo a partir de Piper
regnelli (LEMOS et al., 2012), e de Calophyllum brasiliense Cambess (GONCALVES
et al.,, 2013). O valor do parametro k esta associado a taxa de extracao, e foi

condizente com os resultados experimentais da cinética de extragao.

Por sua vez, para o modelo de equilibrio, os valores ajustados para o
coeficiente de difusdo interna, D;, variarado entre 3,08 e 528,30 x10- * m?/s,
respectivamente para 150 bar e 200 bar, ambos a 80 °C. Esses valores sao
comparaveis aqueles obtidos para a extragao a partir de Baccharis trimera (VARGAS
et al., 2006), e de Humulus lupulus L. (KUPSKI et al., 2017). Considerando os casos

estudados, os valores estimados do coeficiente de particdo, ky,, variaram entre de 0,01

e 0,200. Apesar de ter sido feito o ajuste matematico de k,,, 0 modelo de equilibrio ndo
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se ajustou adequadamente a todas as condigbes experimentais. Esse comportamento

pode estar relacionado ao fato de k, n&o ser constante ao logo da extragéo (KUPSKI

et al., 2017).

Da Figura 4.8 C, pode ser verificado que o ajuste dos valores estimados
pelo modelo BIC representou adequadamente a cinética de extracdo. O coeficiente
de correlagéo, R?, confirma esse comportamento. O valor estimado para a fragéo de
extrato de dificil acesso, rg, foi mantido constante em 0,760 por se tratar de um
parametro fisico e deve apresentar o mesmo valor para todas as extragdes com a
mesma matéria-prima. As estimativas dos coeficientes globais de transferéncia de
massa, k¢, e kg,, variaram entre 0,011 e 0,149 s' x10-3, e 0,010 e 0,327 s™' x104,
todos condizentes com a faixa reportada na literatura (GROSSO et al.,, 2010).
Considerando que valor de k¢, foi acrescido com o aumento da pressao, e, como o
aumento desta provoca reducdo da densidade do solvente, e consequentemente a
vazao volumeétrica aumenta, pode-se dizer que a massa extraida € dependente da
conveccgao na fase fluida (GROSSO et al., 2010)(GROSSO et al., 2010)(GROSSO et
al., 2010)(GROSSO et al., 2010)(GROSSO et al., 2010).

Para o modelo baseado na equacéao de equilibrio de Langmuir (Figura 4.8 D),
a capacidade maxima de adsorgao, g4, variou de 0,0199 a 0,0575 g/g, no ponto
central e no extremo, 200 bar a 80 °C. Em contrapartida, para o parametro ajustavel
b, os valores variaram de 3,2740 a 70,241 mL/g, nos valores maximos de temperatura

e pressao e no ponto central, respectivamente.

Por fim, para o modelo baseado nas equacdes de equilibrio de Freundlich,
o valor do parametro kg da Isoterma de Freundlich, variou entre 0,0659 e 5,6727,
respectivamente para 150 bar e 80 °C e 200 bar e 80 °C. De modo que o incremento
na pressao, sob temperatura constante, resultou em incremento no valor do
parametro. Ja para o parametro ajustavel n da Isoterma Freundlich, a redugdo da
pressado do CO:2 resultou em redugao do valor do parametro, que variou entre 1,1922
e 6,6892.
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4.2.5 Avaliacdo de efeitos secundarios sobre o rendimento global da EFS

Para melhor compreender o processo de extragao com fluido supercritico,
foram avaliados outros fatores que interferem no rendimento e na taxa de extragao.
Foram avaliadas as influéncias do tamanho das particulas de folhas (0,362 mm e

0,725 mm) e da vazao de CO2 supercritico (1,5 x 103 kg min'e 2,5 x 103 kg min™").

A condicdo experimental utilizada neste conjunto de experimentos foi
determinada a partir dos resultados do planejamento experimental e que forneceu o
maior rendimento global, neste caso: 200 bar e 60 °C. Assim como nas extragcdes do
planejamento experimental, os testes adicionais foram realizados com 180 minutos de

extracdo, os resultados podem ser observados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Efeitos do tamanho de particula sobre o rendimento global da extragao
com fluido supercritico

Diametro médio (mm) Rendimento global (% m/m)’

0,725 1,34
0,602 1,65
0,362 1,75

"Os rendimentos globais s&o expressos em base seca

Nota-se que a diminuicdo do tamanho médio das particulas favorece a
extragdo, possibilitando a obtengdo de maiores rendimentos globais. Tal fenbmeno
pode ser atribuido ao aumento da area de contato do material vegetal com o solvente,
principalmente pelo fato dos compostos majoritarios estarem presentes nas bordas
das particulas como se verifica na Seg¢ao 4.9. Para melhor compreensao dos
resultados, na Figura 4.9 sdo apresentadas as cinéticas de extragcdo para os 3
diametros médios testados, sendo que as demais condicbes experimentais foram

mantidas constantes.
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Figura 4.9 - Curvas cinéticas de EFS na condigao de 60 °C, 200 bar e vazao de
2,0 x 103 kg min"" e variando-se os tamanhos de particulas
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Observa-se que no periodo inicial de extragao, que representa a remogao
dos compostos de facil acesso, o diametro das particulas ndo exerceu influéncia sobre
o resultado. Entretanto, apds 60 minutos, as curvas apresentam diferentes taxas de
extragdo e resultam em diferentes rendimentos globais. Como ja comentado
anteriormente, isso pode estar relacionado com o aumento da area de contato entre
as particulas e o solvente causado pela diminuicao do diametro médio das particulas
o que facilita a liberagao dos compostos de interesse (CAVALCANTI; MEIRELES,
2012; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007). Na extragdo com fluido
supercritico de sementes de aipo (Apium graveolens) a reducdo do tamanho de
particulas utilizadas de 0,495 mm para 0,293 mm resultou no aumento do rendimento
global da extracdo (PAPAMICHAIL; LOULI; MAGOULAS, 2000). Os resultados dos
testes realizados a fim de verificar o efeito da vazdo de CO2 sdo apresentados na
Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Avaliagao do efeito da vazao de CO2 sobre o rendimento global das
extragdes com fluido supercritico

Vazio de COz2 (kg min"') Rendimento global (% m/m)’

1,5x 1073 1,64
2,0x 103 1,65
2,5x10°3 1,66

"Os rendimentos globais sdo expressos em base seca
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E possivel verificar que o aumento da vazdo causou um leve aumento no
rendimento global, contudo a diferenga é muito pequena. Para melhor entender como
a vazao afeta o rendimento global, na Figura 4.10 sdo apresentadas as curvas
cinéticas para as 3 extragbes com diferentes vazbes, mantendo-se constante as

demais condi¢des experimentais.

Figura 4.10 - Curvas cinéticas de EFS na condic&o de 60 °C, 200 bar e diametro de

particula de 0,602 mm e variando-se as vazdes
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Pode-se observar que apesar do rendimento global final ser semelhante,
as extracdes se diferenciam nas curvas cinéticas, sendo que o aumento da vazao de
CO2 causa o aumento da taxa inicial de extragao, ou seja, nas condi¢des testadas
quanto maior a vazao, maior € a inclinagao da reta inicial que representa a extragao
de compostos de facil acesso. Ao aproximar-se do fim da extragdo a diferenca nas
taxas de extragdo € menor e no fim da extragao os valores de rendimento global sdo
muito semelhantes devido ao esgotamento dos compostos extraiveis nestas
condi¢cdes. Comportamento semelhante foi observado anteriormente na extragcao de
funcho (Foeniculum vulgare) ao avaliar diferentes vazdes de CO2 supercritico em que
quanto maior a vaz&o, maior foi a taxa inicial de extracdo (COELHO et al., 2003).
Considerando-se que no tempo total de extragdo o rendimento global foi muito
semelhante, é possivel admitir que seria viavel o uso de uma vazao menor, tendo em

vista 0 menor consumo de solvente ao final da extragao.
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4.2.6 Adicao de cossolvente na extragcdo com fluido supercritico
4.2.6.1 Avaliagao do efeito da pressdo na EFS

Os experimentos realizados a fim de determinar os efeitos da adicdo de
cossolventes foram realizados utilizando um modulo de extragao diferente do utilizado
anteriormente e que permitia a utilizagdo de pressdes superiores. Para estes ensaios
a matéria-prima foi proveniente de uma segunda coleta realizada em data diferente.
Sendo assim, foi avaliado novamente o efeito da pressao operacional mantendo-se a
temperatura fixada em 60 °C. Foram avaliadas as pressdes de 150, 200, 250 e 300
bar, que resultaram em rendimentos globais entre 1,08 + 0,01 a 2,04 £ 0,01 % m/m
(Figura 4.11), estes resultados corroboram resultados disponiveis na literatura
cientifica (KLEIN et al., 2018), em que foi obtido o rendimento global de 1,69 % m/m
na extracdo de folhas de uvaia a 60 °C e 200 bar. E possivel observar que o aumento
na pressao tem um efeito positivo sobre o rendimento global da extragdo, sendo que

foi praticamente duplicado ao aumentar a pressao de 150 bar para 300 bar.

Figura 4.11 — Rendimentos globais obtidos nas extragdes das folhas de uvaia com
CO:2 supercritico a 60 °C usando diferentes pressoes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (5% de significancia).
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Para o melhor entendimento dos resultados obtidos é necessario também
gque sejam avaliados os efeitos das diferentes pressdes sobre o teor de a-/B-amirinas

cujos resultados sédo apresentados na Segao 4.7.1.
4.2.6.2 Efeitos da adicdo de cossolvente na extragdo com CO2 supercritico

Baseando-se nos resultados obtidos nos testes com diferentes pressées,
foi selecionada a condigdo com 200 bar para dar seguimento na avaliagao dos efeitos
da adicao de cossolventes no rendimento da extragdo, concentragdo de a-/B-amirinas

e rendimento de a-/B-amirinas.

A adicao de cossolventes em diferentes proporgdes resultou em
rendimentos globais entre 24 + 0,1 a 3,95 + 0,01 g 100 g' MP, valores
significativamente maiores do que o obtido utilizando CO2 supercritico puro como
solvente (1,73 £ 0,01 g 100 g' MP). A adigdo de etanol (EtOH) como cossolvente
resultou em rendimentos globais maiores do que os obtidos utilizando-se acetato de
etila (AcEt) (Figura 4.12). Esse comportamento pode ser explicado pelo aumento da
solubilidade de compostos polares na mistura de CO:2 + etanol e CO2 + acetato de
etila, comparado com CO2 puro (MAZZUTTI et al., 2012).

Figura 4.12 — Rendimentos globais dos extratos obtidos a partir das folhas de uvaia
por extracdo supercritica realizada a 60 °C e 200 bar. Letras diferentes indicam
diferenga estatistica (5% de significancia).
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O maior rendimento global (3,95 + 0,01 g 100 g-' MP) foi obtido utilizando-
se 15% m/m de etanol como cossolvente. Entretanto, tratando-se de produtos
naturais, o rendimento global ndo é o unico critério que deve ser considerado. A
composi¢cao quimica dos extratos € de grande importancia na determinagdo da

qualidade dos produtos. Estas questdes sdo melhor discutidas na Sec¢ao 4.7.1.
4.2.6.3 Cinéticas de extragao obtidas com a adi¢cao de cossolvente

Baseado nos resultados obtidos anteriormente, o comportamento cinético
foi avaliado usando CO2 supercritico puro e com a adigao de 5% m/m de acetato de
etila. Na Figura 4.13 sao apresentadas as curvas cinéticas de extracido para os
experimentos realizados a 60 °C e 200 bar. A partir das curvas cinéticas € possivel
observar que a taxa inicial de extracado foi aumentada ao ser utilizado a mistura com
5% m/m de acetato de etila em comparacdo com a extracdo com CO:2 supercritico

puro.

Figura 4.13 — Curvas cinéticas de extragao realizadas a 60 °C e 200 bar com e sem a
adicao de cossolvente. m CO2 puro; A CO2 + 5% AcEt.
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Os rendimentos globais obtidos foram respectivamente 2,25 + 0,13 e 2,38
+ 0,05 g 100 g' MP para as extragdes com CO2 supercritico puro e com adigio de 5%

m/m de acetato de etila com 220 min de extracido. Na extracdo de candeia
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(Eremanthus erythroppapus), o rendimento global também foi superior ao ser utilizado
5% m/m de acetato de etila em comparagdo com COz2 supercritico puro (SANTOS et
al., 2017).

4,27 Aumento de escala e avaliacdo econbmica do processo de extracao

supercritica

4.2.7.1 Modelos de simulacao

Na otimizacdo do processo de extracdo de uvaia usando a tecnologia
supercritica e tendo como base resultados técnicos e econémicos do processo foram
construidos modelos de simulag&o no software SuperPro Designer®. Os modelos em
questdo apresentam um diferencial na parte de despressurizacdo dos vasos de
extracdo em relacdo a trabalhos recentes que utilizam modelos semelhantes
(CARVALHO et al., 2015; DE AGUIAR et al., 2020). Neste estudo, e em acordo com
a forma que é praticada industrialmente, a despressurizagao dos vasos apoés extragcao
foi dividida em duas etapas. Em uma primeira etapa (Procedimento de
despressurizagdo S1, na Figura 3.3) a despressurizagéo ocorre até a pressao de 80
bar e a corrente é direcionada para o sistema de separadores. A despressurizagao foi
limitada a 80 bar, pois esta é a pressao no primeiro separador. Em uma segunda etapa
(Procedimento de despressurizacdo S2), a despressurizacao € finalizada e o CO2 é
ventilado para o ambiente externo. Com essa estratégia, mais de 60% do CO:2
necessario para a pressurizagao do vaso de extracao € recirculado no sistema. Além
disso, o esquema do procedimento Despressurizacdo S1, no vaso de extragao E1,
por exemplo, ocorre durante o periodo de pressurizagdo do vaso de extragao E2

(Pressurizacédo-E2, na Figura 3.3), ndo acarretando assim interrupgao ao processo.

Como mencionado anteriormente, para todos os sistemas foi considerado
o CAPEX de equipamentos seguindo o padrao farmacéutico para as boas praticas de
fabricagdo (Good manufacturing practices — GMP) visto que os principais mercados
para os extratos bioativos de uvaia sdo os mercados de produtos cosméticos e

farmacéuticos. Vale ressaltar que o equipamento GMP, além de atender a requisitos
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mais elevados em termos de sanitariedade dos componentes metalicos e néo-
metalicos que compdem o equipamento, deve também atender aos requisitos de
validagcao de sistemas computadorizados de forma a garantir o acesso seguro ao
sistema de controle e a rastreabilidade dos dados (ISPE, 2008). Esses requisitos séo
necessarios para a obtencao de certificacdo dos 6rgaos governamentais e liberagao
para produgdo de Ingredientes ativos farmacéuticos (Active Pharmaceutical
Ingredients - APIs). Pode ser observado em muitos estudos de analise econémica na
area de SFE a utilizacdo de custos de capital de equipamentos fora da realidade
industrial, principalmente para processos que envolvam extratos voltados ao mercado

farmacéutico.

4.2.7.2 Critério de aumento de escala

No aumento de escala € importante definir o critério adotado para esta
finalidade, desta forma é possivel obter resultados em escalas maiores semelhantes
aos obtidos em escalas de laboratério. Um dos os critérios mais simples e que
apresenta bons resultados para o processo EFS é o critério onde se mantém
constante a raz&do entre a vazdo massica (Q) do processo e a massa de matéria-prima
(F) empacotada (ROSA; MEIRELES, 2005; ZABOT et al., 2014). Além da razédo Q/F,
pressao, temperatura, densidade aparente de leito e porosidade, também devem ser

mantidas constantes.

Para demonstrar a validade do critério de aumento de escala adotado no
presente estudo extracbes em escalas de 25, 125 (aumento de 5x) e 250 mL (aumento
de 10x) foram realizadas e estdo apresentadas na Figura 4.14. E possivel observar
que independentemente da escala avaliada, as curvas cinéticas apresentam valores
estatisticamente iguais no periodo inicial da extracdo e ao final. Os rendimentos
globais das extragdes sao estatisticamente iguais no S/F de 40. Estes resultados
demonstram que o critério de aumento de escala utilizado € eficaz e pode ser utilizado

para prever o comportamento da extracdo em diferentes escalas.



116

Figura 4.14 — Curvas cinéticas de extragao de aumento de escala determinadas a
60 °C e 200 bar utilizando CO2 + 5% AcEt: A escala original; m 5 X de aumento; e

10 X de aumento.
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4.2.7.3 Otimizagao técnico-econdmica

Na Figura 4.15 sao apresentados os dados experimentais das curvas de
extragao obtidas nos processos de extragdo com CO2, CO2 + 5% de acetato de etila
(abreviado para CO2+5%EtAc) e CO2 + 5% de etanol (abreviado para CO2+5%EtOH).
A modelagem das curvas cinéticas foi realizada através do método spline com duas
retas e utilizando uma rotina elaborada no software SAS 9.2. Com a modelagem foram
obtidos os parametros cinéticos que traduzem o comportamento da extracdo em cada
processo. Os parametros sdo apresentados na Tabela 4.10. Basicamente, a primeira
reta do método spline representa o periodo de extracdo a taxa constante (periodo
CER), caracterizado pela extracdo dos compostos localizados na superficie das
particulas e pela predominancia do efeito da convecgdo massica e dos limites de
solubilidade dos compostos (RODRIGUES et al., 2002). Ao final do periodo CER, o
processo comega a ser governado pelo processo difusional, onde o CO2 deve penetrar

no interior das particulas e solubilizar os compostos soluveis.



Tabela 4.10 - Parametros OEC estimados pelo modelo spline
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Parametros do Processo de extragcao
modelo spline ScCO2 ScCO2+5%AcEt | ScCO2+5%EtOH | p-valor
S/Fcer 17,99 + 2,034 12,33+ 0,318 12,00 + 0,268 0,001
Rcer (%, b.s.) 1,96 + 0,08~ 2,08 £ 0,065 2,34 + 0,058 0,001
tcer (min) 98,90 + 11,16~ | 67,81 + 1,698 66,0 + 1,418 0,001
Mcer % 107
6,54 £ 0,117 10,20 £ 0,308 10,72 £ 0,165 0,000
(g/min)
Ycer % 103
1,05 + 0,08~ 1,61 + 0,008 1,85 + 0,00¢ 0,000
(g extrato/g CO2)

S/Fcer — razéo de massa de solvente pela alimentagdo de matéria-prima em relagdo ao periodo CER;
Rcer — rendimento relativo ao periodo CER;
tcer — tempo de duragéo do periodo CER;
Mcer — taxa de transferéncia de massa;
Ycer — razdo em massa do soluto na fase supercritica na saida da coluna;

CER - periodo de taxa de extragdo constante

Figura 4.15 - Curvas cinéticas experimentais e curvas geradas pelo modelo spline
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Como pode ser observado na Figura 4.15 e nos dados da Tabela 4.10, as
extragdes com adigdo de solvente apresentaram maiores taxas de extragdo durante o
periodo CER em comparagao a extragdo com CO2. Como reportado em trabalho
anterior (KLEIN et al., 2019), a adicdo de cossolvente com caracteristica polar tende
a facilitar a extracdo dos compostos polares da uvaia. A maior taxa de extragao (Mcer)
estimada pelo método spline foi de 10,72x10-2 g/min para o processo CO2+5%EtOH
durante o periodo CER. Contudo, n&o foi observada diferencga significativa entre os
valores de Mcer obtidos nos processos de extracdo CO2+5%EtOH e CO2+5%EtAc.
Consequentemente, esses dois processos apresentaram um menor S/Fcer € tcer em
comparagao ao processo tendo CO2 puro como solvente. As linhas verticais
tracejadas na Figura 4.15 representam os respectivos S/Fcer para 0s processos
estudados. O menor S/Fcer foi estimado também para o processo de extragao
CO2+5%EtOH. Para esse processo 12,00 g de CO2 por g de matéria-prima seriam
necessarios para atingir rendimento de 2,34% (Rcer), extraindo mais de 70% dos

compostos soluveis.

Entretanto, apenas informacdes técnicas do comportamento da extragao
nao sao suficientes para a otimizacido de um processo pensando principalmente no
seu escalonamento e em sua viabilidade econémica. Com base nos modelos
construidos no SuperPro e nos dados das curvas de extragcao foram obtidas as curvas
de COM, também apresentadas na Figura 4.15. Os dados de COM sao apresentados
a partir do ponto de S/F igual a 5.45, pois em pontos anteriores o problema nao
converge devido aos pequenos valores das correntes de processo envolvidas.
Todavia, é possivel observar o comportamento tipico do COM baseado em uma curva
de extracado do processo SFE. Em geral, o ponto com menor custo de produgao por
quilo de extrato tende a coincidir com o final do periodo CER de extragao, pois nesse
ponto € obtida a maior quantidade acumulada de extrato na taxa de extracdo massica.
Para tempos de extracdo ou razdes S/F além do periodo CER, o COM tende a
aumentar, pois a quantidade de extrato obtida proporcional ao acréscimo de tempo de
extragdo reduz, diminuindo a produtividade do equipamento em um tempo

determinado.

Pode-se observar que embora os processos de extracdo com cossolvente
apresentem um custo de capital maior, devido ao sistema adicional de evaporagao e
de recuperacdo do solvente, os menores COM foram estimados para esses
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processos. Ou seja, as maiores taxas de extragdo nesses processos levaram a
maiores produtividades do equipamento no horizonte de tempo fixado (4000 horas ao
ano). Produtividades significativamente maiores ao ponto de compensar o aumento
de investimento em capital. Os menores valores de COM foram obtidos no processo
CO2+5%EtOH e S/F na faixa de 7,27 a 10,91. Em S/F igual a 7,27 o COM foi de US$
1100,87/kg de extrato. O menor COM no processo tendo etanol como cossolvente em
relagéo ao processo CO2+5%EtAc se deve, além da eficiéncia da extragdo com etanol

ligeiramente maior, ao menor custo do etanol como insumo (Tabela 3.2).

O custo de producdo (COM) por si sO ja se apresenta como um bom
parametro de custo em otimizagcdo de processos. Ainda assim, outros parametros
econbmicos podem ser utilizados, como os parametros de lucratividade, o retorno
sobre o investimento (ROI), a margem bruta (GM) e o tempo de retorno (PT). Na
Figura 4.16 sdo apresentadas curvas com os parametros de lucratividade. Para a
obtencao desses parametros, o preco de venda do quilo de extrato de uvaia foi fixado
em US$ 2.000. Como era de se esperar, tais parametros acompanham o efeito do
tempo de processo no custo especifico de producao dos extratos. Os maiores valores
de GM e ROI foram obtidos no processo CO2+5%EtOH, assim como o menor de

tempo de retorno (PT) sobre o investimento.

Figura 4.16 - Curvas com os parametros de lucratividade
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Um importante fator ainda ndo abordado é referente a pureza dos extratos
nos compostos de interesse. Em muitos casos, o pre¢co de comercializagdo de uma
matéria-prima ou de um extrato é atrelado ao teor dos compostos-alvos presentes.
Isso se deve ao rendimento e aos custos envolvidos com os processos de purificagao.
Dessa forma, embora nos dados apresentados na Figura 4.16 o preco de venda tenha
sido fixado, a sua variagao deveria ser considerada. Com isso, na Figura 4.17 séo
apresentadas as curvas de pureza do extrato ao longo do tempo ou razdo S/F em
funcdo dos compostos a/fB-amirina. Geralmente, a pureza dos extratos aumenta
durante o periodo Cer de extracdo. Neste periodo cerca de 95% das amirinas sao
extraidas. Este comportamento mostra que as amirinas devem estar depositadas na
superficie das particulas de folhas de uvaia, isto €, numa regidao de facil acesso.
Valores de pureza de quase 60% foram alcancadas com os processos CO2+5%EtOH
e CO2+5%EtAc.

Figura 4.17 - Curvas de pureza de amirinas em comparagdo com os custos de
producao
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Para o processo CO2+5%EtOH o ponto de maior pureza é alcancado na
regido onde os menores custos de produgédo foram observados. Em S/F igual 9,09,

um extrato com pureza de 59,15% poderia ser obtido a um custo de US$ 1102,11/kg
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extrato. Portanto, parece evidente que a combinacéo entre as condi¢cdes de processos
de CO2 com 5% de etanol como solvente, pressado de 20 MPa, temperatura de 60 °C
e S/F de 9,09 é a combinacgao ideal para a obtengdo de um extrato de uvaia rico em
a/B-amirina ao menor custo de produgédo. Essa combinacao foi entdo utilizada nos

estudos de aumento de escala e sensibilidade.

4.2.7.4 Aumento de escala e analise de sensibilidade

Na Figura 4.18 é apresentada a variagdo do COM (US$/kg extrato) e dos
custos especificos com a escala de produgdo. Ja na Figura 4.19 é apresentada a
variagao percentual dos custos especificos (CRM_Uvaia, CRM_Solvente, FMC, COL,
CUT) com a escala. Como pode ser observado na Figura 4.18 os custos especificos
com as matérias-primas (folhas de uvaia e solventes) sao praticamente independentes
da escala, em torno de US$ 248,9/kg extrato para as folhas de uvaia e US$ 171,4/kg
extrato para os solventes (soma dos custos com COz2 e etanol). Por outro lado, o custo
fixo com equipamentos (FMC) e o custo operacional com operadores (COL) variam

entre as escalas.

O custo com equipamentos ndo aumenta de forma proporcional com o
aumento da escala. Cada componente do equipamento, devido a sua forma
construtiva e sua fungao, possui um fator exponencial de aumento de custo (GREEN;
PERRY, 2008; SMITH, 2005). No caso dos operadores, devido as questdes
especificas de operacdo em cada equipamento e processo, em termos de trabalho
manual e automacao envolvida, o requerimento de operadores também nao aumenta
de forma proporcional ao aumento de escala. Em geral, com o aumento de escala o
nivel de automagao tende a aumentar, requerendo menos trabalho manual em

proporcao a escala produtiva.

Como pode ser observado na Tabela 4.11 o custo especifico com
operadores caiu de 137,3 para US$ 27,5/kg extrato entre as escalas com vasos de 10
e 100 L. No caso do FMC a redugéo foi de 540,5 para US$ 171,1/kg extrato para a
mesma variagao de escala. A reducao dos custos especificos com operadores e com
capital em equipamentos permitiu a redu¢ado no custo de manufatura do extrato. O

aumento de escala de 5 vezes entre os equipamentos 2x10 L e 2x50 L levou a uma



122

redugéo no valor de COM em 34,6% (Tabela 4.11). Além disso, o menor impacto dos
valores de COL e FMC com o aumento de escala levou a uma maior relevancia dos
custos com matérias-primas (CRM) e insumos (CUT) na composi¢do de custo do
processo. A parcela do custo referente as folhas de uvaia passou de 22,6 para 34,5%
entre as escalas de 10 e 50 L (Figura 4.19), embora o custo especifico tenha se
mantido constante (Figura 4.18).

Figura 4.18 - Variagdo do custo de producgao e dos custos especificos em funcéo da
escala de produgao
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Figura 4.19 - Distribuicdo dos custos especificos em fungao da escala adotada
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Tabela 4.11 - Custos especificos e COM

Escala de producao
Custos especificos e COM
2x10 L 2x50 L 2x100 L
CRM_Uvaia (US$/kg 248.9 248.9 248.9
extrato)
CRM_Solvente (US$/kg 171.4 171.4 171.4
extrato)
COL (US$/kg extrato) 137,3 54,9 27,5
FMC (US$/kg extrato) 540,5 241,9 1711
CUT (US$/kg extrato) 3,9 3,9 3,9
COM (US$/kg extrato) 1102,6 7211 622,9
Variagdo no COM(%)” - - 34,6 -43,5

AVariagdo no COM em relagdo ao equipamento 2x10 L
CRM - custos com matéria-prima;

COL - custos operacionais com operadores (mao de obra);
FMC — Custos fixos de produgao

CUT - custos com insumos

COM - custo de produgao

Por fim, faz-se interessante analisar a sensibilidade do COM frente aos
parametros de custo. Na Figura 4.20 sdo apresentadas curvas de COM em fungao do
FMC nas 3 escalas estudadas. O FMC de 100% representa o custo com
equipamentos considerado no estudo até o momento, tendo como parametro um
equipamento para o mercado farmacéutico. O FMC de 80% poderia ser interpretado
como um equipamento com custo mais acessivel que atenderia os mercados
alimenticios e de cosméticos. Ja o FMC de 60% seria um equipamento com custo
relativamente baixo que poderia ser interpretado, por exemplo, como um equipamento
home-made construido pela propria empresa a explorar a tecnologia. Ainda de acordo
com o que foi apresentado sobre a variagao do FMC com a escala, sendo seu impacto
menor em escalas maiores de produgao, pode-se notar pela inclinagdo das curvas na
Figura 4.20 o maior impacto da variagcdo do FCM no COM do equipamento 2x10L. As
equacodes das linhas de tendéncia podem ser utilizadas para encontrar o COM do
extrato de uvaia considerando diferentes custos de equipamento, tendo como

referéncia o custo do equipamento farmacéutico do presente estudo.
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Figura 4.20 - Custo total em fungdo do custo fixo de equipamento em diferentes
escalas

® 2x10L 2x50L 2x100L
Linear (2x 10 L) Linear(2x 50 L) Linear (2x 100 L)
1200

1100

y=54278x + 559,48

1000 Ri=1
&

w©
=1
=1

800
y =2,4195x + 479,18
R?=

700

COM (US$/kg extrato)

600
y=17118x +451,7
R?=

500

400

60 65 70 75 80 85 90 95 100
% Custo fixo de producdo - FCM

4.3 Extracao com solvente assistida por ultrassom

4.3.1 Avaliagao de solventes

Utilizou-se o sonicador ultrassénico VCX 750 (SONICS), operando com
frequéncia de 20 kHz e poténcia maxima de 750 Watts e ponteira de titanio com 13
mm de didmetro. Antes de utilizar este equipamento para os processos de extragao,
foi determinada por calorimetria a poténcia ultrassénica efetiva transferida para o meio
(GONZALEZ-CENTENO et al., 2014).

Para avaliar os efeitos dos solventes sobre os rendimentos globais da
extragao assistida por ultrassom, foram realizados testes na condigdo de 60 °C, 300
WI/L de poténcia, razao massa de folha/volume de solvente de 1:15 com 3 minutos de
extragdo. Na Tabela 4.12, sdo apresentados os rendimentos globais obtidos para cada

solvente utilizado nos testes.
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Tabela 4.12 — Rendimentos globais obtidos com o uso de diferentes solventes na
extragdo assistida por ultrassom

Rendimento global (%

Solvente

m/m)’

Metanol 13,97
Etanol 5,63
Acetato de Etila 2,62
Hexano 1,57

"Rendimentos globais sdo apresentados em base seca

Como pode ser observado na Tabela 4.12 o uso de solventes mais polares
resultou em rendimentos globais maiores, metanol foi o solvente mais polar utilizado
e resultou em 13,97% m/m de rendimento global, enquanto que ao utilizar um solvente
apolar (hexano) o rendimento global foi muito menor (1,57% m/m). A utilizagdo de
diferentes solventes resulta na modificacdo de parametros fisicos como pressao de
vapor, tensao superficial e viscosidade. Além disso, a polaridade do solvente é de
grande importancia na seletividade do processo (CHEMAT et al., 2017). Sendo assim,
€ importante avaliar a composicao do extrato obtido a fim de verificar qual solvente
possibilita a obtencdo de extratos com teores elevados de a-amirina e B-amirina. A
avaliacao da composicao quimica em fung¢ao do solvente utilizado é apresentada na
Secaon 4.7.2.

4.3.2 Cinética de extracao assistida por ultrassom

A curva cinética para a extragao assistida por ultrassom foi construida a
partir dos resultados de extragdes com diferentes tempos de duracdo. Foi utilizado
hexano como solvente devido ao desempenho apresentado na obtencido de extratos
com maior concentragdo dos compostos a-amirina e B-amirina, conforme pode ser

observado na Segéao 4.7.2.

As condigbes experimentais utilizadas foram 55 °C, 250 W/L de poténcia,
razdo massa de folha/volume de solvente de 1:20 g/mL. Foram realizados
experimentos com tempos de extracdo de 1 min, 2 min, 3 min, 5 min, 10 min, 20 min,

30 min, 40 min e 50 min.
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Na Figura 4.21 é apresentada a curva cinética obtidas nas condi¢des
citadas anteriormente. Observa-se que a variagdo da massa acumulada € muito
pequena quando a extragdo se aproxima do tempo final de extragdo, o que pode

indicar o esgotamento do extrato disponivel para extragao na condi¢cao analisada.

Figura 4.21 - Curva cinética da EAU na condig¢ao de 55 °C, 250 W/L de poténcia,
razdo massa de folha/volume de solvente de 1:20 g/mL
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4.3.3 Rendimento global

As condigdes experimentais utilizadas foram selecionadas de forma a
garantir uma ampla variacdo dos parametros dentro dos limites operacionais do
equipamento utilizado. O tempo de extracao foi fixado em 1 minuto levando em
consideragao os resultados apresentados na Secao 4.7.3, visto que a massa de
amirinas por massa de folhas ndo aumentou consideravelmente apds 1 minuto e a
concentragcdo de a-/B-amirina foi maior neste ponto do que nos demais. Os
experimentos foram realizados em ordem aleatéria para evitar resultados
tendenciosos. Na Tabela 4.13 sao apresentados os resultados, em termos de
rendimento global, das extragées nas condicdes determinadas pelo planejamento

experimental.



127

Tabela 4.13 - Condi¢cbes do operacionais das EAU e seus respectivos rendimentos

globais
Poténcia Temperatura Razéo Rendimento
Ensaio Massa/Solvente global
(WIL) (°C) ) o6y
1 200 50 1:15 1,46
2 300 50 1:15 1,43
3 200 60 1:15 1,56
4 300 60 1:15 1.54
> 200 50 1:25 156
6 300 50 1:25 1,55
7 200 60 1:25 1,61
8 300 60 1:25 1,58
o 250 55 1:20 160
10 250 55 1:20 1,60
11 250 55 1:20 1,60

"Os rendimentos globais sdo expressos em base seca

A partir dos dados apresentados na Tabela 4.13 observa-se que a variagao
de rendimento foi entre 1,43 e 1,61%, sendo que o melhor rendimento global foi obtido
no ensaio 7 e o valor foi muito proximo do observado nos ensaios 9, 10 e 11 (1,60 %

m/m) referentes ao ponto central.

O uso de temperaturas mais elevadas favoreceu a obtencdo de melhores
rendimentos globais, isso pode ser justificado pelo fato de que o aumento da
temperatura leva a formagao de um numero maior de bolhas de cavitacdo o que
contribui para a eficiéncia do processo de extracdo (BENDICHO; LAVILLA, 2013;
CHEMAT et al., 2017).
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4.3.4 Avaliacdo de efeitos secundarios sobre o rendimento global

Para melhor compreender o processo de extragao assistida por ultrassom,
foram avaliados outros fatores que podem estar envolvidos na eficiéncia do processo.
Foi avaliada a influéncia do tamanho das particulas de folhas bem como o uso de

sonicagao intermitente no modo pulsar do sonicador.

A condicdo experimental utilizada para estes testes foi a de melhor
rendimento global do planejamento experimental. Sendo ela: 200 W/L, 60 °C e razao
amostra/solvente 1:25 g:mL. As extra¢des foram realizadas com 1 minuto de extragéo
e foram utilizadas fragées com diferentes tamanhos de particula, sendo os diametros
meédios de 0,725 mm, 0,512 mm e 0,362 mm, os resultados podem ser observados na
Tabela 4.14.

Tabela 4.14 — Avaliacao dos efeitos de tamanho de particula da matéria-prima sobre
o rendimento global da extragdo assistida por ultrassom.

Diametro médio (mm) Rendimento global (% m/m)’

0,725 1,41
0,602 1,61
0,362 1,74

"Os rendimentos globais sdo expressos em base seca

Nota-se que a diminuicdo do tamanho médio das particulas favorece a
extragdo, possibilitando a obtengdo de maiores rendimentos globais. Tal fenbmeno
deve-se possivelmente ao aumento da area de contato do material vegetal com o
solvente, principalmente pelo fato dos compostos majoritarios estarem presentes nas

bordas das particulas como se verifica na Segao 4.9.

Para os testes com pulsos, foram testados diferentes ajustes de ciclos de
pulsos, mas de forma a completar 1 min de extragdo (contato das folhas com o

solvente), os resultados podem ser observados na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15 — Resultados de rendimento global da extrag&o assistida por ultrassom
obtidos utilizando-se ciclos de pulsos de sonicagao.

Tempo de Intervalo entre Tempo total de Rendimento global
sonicacao (s) pulsos (s) sonicagao (% m/m)’
1 5 10s 1,51
1 1 30s 1,54
5 5 30s 1,55
5 1 50 s 1,58
60 (controle) - 60 s 1,61

"Os rendimentos globais sdo expressos em base seca

E possivel verificar que todas as condicdes testadas com o uso de pulso
resultaram em rendimentos globais inferiores ao obtido no experimento com
sonicagao continua durante o periodo de contato entre o material vegetal e o solvente.
Isso se deve ao fato de que ao realizar periodos de pausa de sonicagao durante a
extracdo, reduz o tempo total de sonicagdo. Pode se observar que a sonicacao é
importante para o processo, visto que quanto maior o tempo total de sonicacédo, maior
foi o rendimento global obtido, sendo que na configuragao de 5 s ligado com intervalos
de 1 s desligado (50 s de tempo total de sonicagao), o rendimento global obtido foi de
1,58% m/m.

4.4 Extracao com liquido pressurizado

4.4.1 Avaliagao de Solventes

Para avaliar os efeitos dos solventes sobre os rendimentos globais da
extragdo com liquido pressurizado, foram realizados testes na condigao de 100 bar,
100 °C, vazdo de solvente de 5 mL min™ por 10 minutos. Na Tabela 4.16 so

apresentados os rendimentos globais obtidos para cada solvente utilizado nos testes.
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Tabela 4.16 — Rendimentos globais obtidos com o uso de diferentes solvente na
extracdo com liquido pressurizado

Rendimento global (%

Solvente

m/m)’

Metanol 20,30
Etanol 11,85
Acetato de Etila 3,74
Hexano 2,85

"Rendimentos globais sdo apresentados em base seca

Para a extracdo com liquido pressurizado, o efeito do tipo de solvente foi
semelhante ao apresentado pela extracdo assistida por ultrassom, sendo que o
metanol como sendo o solvente mais polar foi o que resultou em maior rendimento
global de extrato (20,30% m/m), enquanto que o solvente menos polar (hexano)

apresentou o menor rendimento global (2,85% m/m).

Ao escolher o solvente mais adequado € importante levar em conta as
caracteristicas quimicas dos extratos obtidos, pois 0 melhor solvente é aquele que é
capaz de solubilizar os analitos de interesse e minimizar a coextracdo de outros
compostos da matriz vegetal (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005). Sendo assim, uma
avaliacao da composicao quimica dos extratos pode ser encontrada na Secéao 4.7 .4.
Considerando esta avaliagcédo, os demais experimentos foram realizados utilizando-se

hexano como solvente.

4.4.2 Determinacao do tempo total de extracao

A fim de avaliar o tempo necessario para a duracdo das extragdes, foi
construida uma curva cinética para a extragao com liquido pressurizado a partir dos
resultados de extragdes com diferentes tempos de duragao. Foi utilizado hexano como
solvente devido ao desempenho apresentado na obtencdo de extratos com maior
concentracdo dos compostos a-amirina e [(-amirina, que foi realizada e esta

apresentada na Secao 4.7.2.
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As condicdes experimentais utilizadas foram 60 °C, 100 bar de presséo e
vazdo de solvente de 5 mL min-'. Foram realizados experimentos com tempos de

extracdo de 30 s, 1 min, 3 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 40 min € 50 min.

Na Figura 4.22 é apresentada a curva cinética obtidas nas condi¢oes
citadas anteriormente. Observa-se que a variagdo da massa acumulada € muito
pequena quando a extragdo se aproxima do tempo final de extracdo, o que pode

indicar o esgotamento do extrato disponivel para extragao na condi¢cao analisada.

Figura 4.22 - Curva cinética da ELP na condicao de 60 °C, 100 bar e vazao de
solvente de 5 mL min" utilizando-se hexano como solvente

2,04
- - n u |
o -
3 1,54
8 "
o
£
5 1.0
c
o}
x
0,54
0,0 T T T T
0 5 10 15 20
Tempo (min)

Considerando que a variacdo de massa extraida apds 5 min de extragao,

este tempo foi selecionado para a realizacdo de todas as extragdes subsequentes.

4.4.3 Determinacdo das melhores condi¢cdes de Pressdo e Temperatura

A fim de escolher a faixa mais adequada de temperatura e pressao, foram
testadas inicialmente as temperaturas de 40, 70 e 100 °C e as pressodes de 50, 100 e

150 bar utilizando-se hexano como solvente. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.17.
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Tabela 4.17 — Avaliagao inicial do efeito da temperatura e pressao sobre o rendimento

global da extracdo com liquido pressurizado.

Temperatura (°C) Pressao (bar) Rendimento global (% m/m)’

40 50 2,11
40 100 2,00
40 150 1,90
70 50 2,79
70 100 2,82
70 150 2,87
100 50 3,41
100 100 3,48
100 150 3,56

"Os rendimentos globais sdo expressos em base seca.

Observa-se que o melhor rendimento global (3,56% m/m) foi obtido na
condigdo de maior temperatura e pressao (100 °C e 150 bar). Maiores rendimentos
globais sdo geralmente obtidos em condi¢ées de maior temperatura e pressao, pois
essas condigdes aumentam o poder de solvatagao do solvente ao aumentar as taxas
de transferéncia de massa e de difusdo (MUSTAFA; TURNER, 2011; SANTOS;
VEGGI; MEIRELES, 2012). Entretanto, é importante levar em consideragcéo a
concentragdo dos extratos obtidos como sera discutido na Segao 4.7.4. De forma
geral, maiores rendimentos globais sdo obtidos ao serem utilizadas maiores pressoes,
visto que o aumento da pressao pode facilitar a extragao de analitos de dentro da
matriz, pois a pressao forga a entrada do solvente nos poros da matriz, o que aumenta
a superficie de contato em comparagao com extracdes realizadas a pressdo ambiente
(TURNER; WALDEBACK, 2013).

Observa-se que na condicao de 40 °C, o aumento da presséao resultou na
diminuicao do rendimento global das extra¢des. Este fato pode ser justificado, pois o
aumento da pressao pode aumentar a compactacido da amostra, ao mesmo tempo

que na menor temperatura, a viscosidade e tensado superficial do solvente eram
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menores do que em temperaturas maiores (OSORIO-TOBON et al., 2013). A
combinacdo desses fatores pode explicar o comportamento diferente do observado

em maiores temperaturas.

4.4.4 Avaliacdo de efeitos secundarios sobre o rendimento global da extragdo com

liquido pressurizado.

Para melhor compreender o processo de extragdo com liquido
pressurizado, foram avaliados outros fatores que podem estar envolvidos na eficiéncia
do processo. Foi avaliada a influéncia do tamanho das particulas de folhas bem como

a vazao de solvente.

A condicao experimental utilizada para estes testes foi a que apresentou
melhores resultados na avaliagao de temperatura e pressao, sendo ela: 40 °C e 150
bar. As extragdes foram realizadas com 10 minutos de extracdo e foram utilizadas
fragdes com diferentes tamanhos de particula, sendo os didmetros médios de 0,512
mm, 0,362 mm e 0,275 mm. Foram avaliadas também as vazdes de 3 mL min' e

7 mL min-'. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 — Rendimentos globais obtidos ao avaliar-se o efeito da vazao de
solvente e de tamanho de particulas de matéria-prima na ELP

Condigao Experimental Rendimento global (% m/m)

3 mL min" (0,275 mm) 1,90
5 mL min' (0,275 mm) 2,07
7 mL min (0,275 mm) 2,11
0,512 mm (5 mL min’") 1,75
0,362 mm (5 mL min™) 1,89
0,275 mm (5 mL min™) 2,07

"Os rendimentos globais sdo expressos em base seca.
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Nota-se que a diminuigdo do tamanho médio das particulas favorece a
extragdo, possibilitando a obtengdo de maiores rendimentos globais. Tal fenbmeno
deve-se ao aumento da area de contato do material vegetal com o solvente o que
resulta no aumento da difusdo dos analitos da amostra para o solvente (CARABIAS-
MARTINEZ et al., 2005). Além de facilitar a difusdo, quanto maior a moagem, maior
sera a quantidade de células rompidas. Nas células rompidas ocorrera a extragao por
lavagem (LIST; SCHIMIDT, 1990).

E possivel observar-se que o aumento da vazdo também resulta em
aumento do rendimento global o que pode estar relacionado com o aumento da
velocidade de substituicdo do solvente saturado com extrato por solvente puro, o que
facilita a extracdo dos compostos. Entretanto, é importante salientar que o aumento
da vazao resulta num aumento do consumo de solvente. O aumento de vazao avaliado
neste estudo ndo mostrou-se viavel pois entre as vazdes de 3 e 5 mL min~' houve um
aumento no rendimento de 11,05%, enquanto que o consumo de solvente ao final da

extragado aumentou 133,33%.

4.5 Extragcao com solvente por métodos convencionais

4.5.1 Avaliacio de solventes na extragao por maceragao

Na Tabela 4.19 sdo apresentados os resultados obtidos nas extracdes por
maceragao avaliando-se o efeito do tipo de solvente sobre o rendimento global da

extragao.

Tabela 4.19 — Rendimentos globais obtidos com o uso de diferentes solvente na
extragdo por maceragao

Solvente Rendimento global (% m/m)’
Metanol 17,49
Etanol 6,60
Acetato de Etila 2,78
Hexano 1,80

"Rendimentos globais sdo apresentados em base seca
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O comportamento observado nas extracdes por maceragdo corrobora os
resultados obtidos nos outros dois métodos que avaliaram o tipo do solvente, sendo
que o solvente mais polar resultou em maior rendimento global que os solventes

menos polares. O melhor rendimento global (17,49 % m/m) foi obtido com metanol.

4.5.2 Cinética de extragdo por maceragao

A curva cinética para a extragao por maceracgao foi construida a partir dos
resultados de extracdes com diferentes tempos de duracgdo. Foi utilizado hexano como
solvente devido ao desempenho apresentado na obtencdo de extratos com maior
concentracao dos compostos a-amirina e B-amirina, conforme pode ser observado na
Secao 4.7.2.

As condigdes experimentais utilizadas foram 55 °C, 100 rpm de agitacéo
orbital, razdo massa de folha/volume de solvente de 1:20 g/mL. Foram realizados
experimentos com tempos de extragao de 1 min, 3 min, 5 min, 10min, 20 min, 30 min,
60 min, 120 min e 180 min.

Na Figura 4.23 é apresentada a curva cinética obtidas nas condigdes
citadas anteriormente. Observa-se que a variagdo da massa acumulada € muito
pequena quando a extracdo se aproxima do tempo final de extragado, o que pode

indicar o esgotamento do extrato disponivel para extragdo na condi¢cao analisada.
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Figura 4.23 - Curva cinética da extragao por maceragao na condicao de 55 °C, 100
RPM, razdo massa de folha/volume de solvente de 1:20 g/mL
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4.5.3 Avaliacdo do efeito da temperatura de extragdo sobre o rendimento global da

extracdo por maceragao

A fim de verificar-se o efeito da temperatura sobre o rendimento global de
extracdo por maceracao, foram testadas duas condicbes além da analisada
anteriormente, uma com temperatura superior € uma inferior (Tabela 4.20). Os testes
foram realizados com agitacdo de 100 rpm por 20 minutos com a mesma massa de

amostra e volume de solvente utilizados no controle.

Tabela 4.20 - Rendimentos globais da extragdo por maceragao obtidos com
diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Rendimento global (% m/m)’

50 1,61
55 (controle) 1,65
60 1,70

"Os rendimentos globais s&o expressos em base seca

Os resultados apresentados na Tabela 4.20 mostram que a temperatura

teve um efeito positivo sobre o rendimento global da extracdo por maceragao,
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possivelmente causado pelo aumento da penetracdo do solvente na matriz devido a
diminuicdo da viscosidade do mesmo com o aumento da temperatura (MUSTAFA;
TURNER, 2011).

4.5.4 Extragao convencional com aparato Soxhlet

Como comparativo foi realizada extragao pelo método convencional com o
uso do aparato de Soxhlet. A extracdo foi realizada utilizando-se hexano como
solvente na temperatura de ebulicdo do mesmo, durante 6 horas. A extragao resultou
em um rendimento global de 2,84 % m/m. Apesar de o valor ser superior aos
resultados obtidos nas extragbes assistidas por ultrassom utilizando o mesmo
solvente, é importante ressaltar que o uso dessa técnica apresenta certas
caracteristicas indesejaveis como: alto consumo de solvente, baixa seletividade e
possibilidade de degradacgao térmica de compostos de interesse durante a extragéao
(POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

4.6 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM)

Devido ao alto custo da analise de cromatografia gasosa com detecgéo por
espectrometria de massas, optou-se por realizar a caracterizagao quimica completa

de apenas uma amostra de cada método de extracao.

O extrato obtido por extracdo com fluido supercritico escolhido para a
caracterizagao quimica foi o referente a condicdo que apresentou o melhor resultado
de rendimento global (200 bar e 60 °C). Para a extragao assistida por ultrassom, foi
analisado o extrato obtido no ponto central do planejamento (250 WI/L, 55 °C e razao
massa/solvente 1:20). Da extragdo com liquido pressurizado foi utilizado o extrato
obtido no teste com solventes utilizando o hexano. Ja para a maceracao, para efeitos
de comparacao, foi escolhido o extrato obtido no teste de solventes ao utilizar hexano
com 60 minutos de extragao, sendo as outras condi¢des: 50 °C e 100 RPM de agitacao
e razao massa/solvente 1:15. Os resultados em termo de area relativa séo

apresentados na Tabela 4.21.
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Tabela 4.21 — Composicao quimica do extrato determinada por CG-EM

% Area
Nome do Composto CAS
EFS EAU ELP Maceragao
3,7,11,15-Tetrametil-2-
102608-53-7 0,28 0,81 25,74 0,62
hexadece-1-ol
Acido Hexadecandico 57-10-3 0,38 0,20 1,36 0,38
Vitamina E 059-02-9 1,06 0,41 - 0,45
B-sitosterol 083-46-5 2,40 - - -
B-amirina 559-70-6 68,24 77,98 44,62 71,81
a-amirina 638-95-9 26,65 20,31 13,67 25,36

Observa-se que em todos os extratos analisados por CG-EM ha
quantidades bastante elevadas dos compostos a-amirina e B-amirina além de
compostos em menor proporgao como: B-sitosterol, vitamina E, Acido Hexadecanoéico
e 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadece-1-ol. Os compostos Vitmina E, B-sitosterol, a-
amirina e B-amirina ja haviam sido identificados anteriormente em extratos de folhas

de uvaia obtidos por extragdo com fluido supercritico (KLEIN et al., 2018).

Entretanto, os resultados apresentados por esta técnica instrumental
representam valores semi-quantitativos, pois sdo determinados em relagéo a area de
cada pico em fungdo da soma total das areas dos picos detectados. Nao ha garantia
que o método utilizado tenha sido capaz de identificar todos os compostos presentes
na amostra, nem suas reais proporgoes, desta forma, torna-se necessaria a utilizagao
da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a quantificagcao

dos compostos de interesse a-amirina e B-amirina.
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4.7 Quantificagao de a-amirina e B-amirina por CLAE

4.7.1 Quantificagao de a-amirina e 3-amirina nos extratos obtidos extragdo com fluido

supercritico

Na Figura 4.24 sao apresentados os resultados obtidos na quantificagdo de
a-amirina e B-amirina presentes nos extratos de folhas de uvaia obtidos com a
extragdo com fluido supercritico. Todos os valores obtidos na quantificacdo de

amirinas podem ser encontrados na forma de material complementar no Apéndice B.

Figura 4.24 - Resultados de concentragao e rendimento de a-/B-amirina nos extratos
obtidos por EFS
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Os resultados demonstram elevados teores de amirinas nos extratos de
uvaia obtidos nas condi¢des do planejamento experimental (ensaios de 1 a 7), sendo
que variaram entre 50,15 e 64,85 %. Para o composto a-amirina a maior concentragcao
encontrada foi 13,74% obtida com 200 bar e 60 °C (ensaio 3), enquanto que para a [3-
amirina o maior teor foi 50,85% na condicao de 200 bar e 80 °C (ensaio 4).

Para melhor avaliar os resultados obtidos na quantificacéo, € necessario

que o rendimento global seja levado em consideragao para que se possa discutir em
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quais condi¢cdes o processo € mais viavel para obtencédo dos isbmeros a-amirina e [3-
amirina. Observa-se que o melhor resultado ocorreu na condicdo de 200 bar com
60 °C (ensaio 3), visto que apresentou o melhor rendimento global entre todas as
extragcdes. Nessa condigao obteve-se 10,50 g da mistura dos isbmeros por kg de
folhas secas, sendo que foram 2,27 g de a-amirina e 8,22 g de B-amirina. Este
resultado esta condizente com os resultados encontrados em estudo anterior (KLEIN
et al., 2018), em que foi obtido 11,40 g de amirinas por kg de folhas também na
condicdo de 200 bar com 60 °C.

Os resultados obtidos neste estudo em relacdo ao rendimento de a-amirina
e B-amirina foram elevados e superiores aos teores encontrados em outros trabalhos
da literatura ja apresentados na Secédo 2.3.1.1 (COSSUTA et al.,, 2008; DIAS;
HAMERSKI; PINTO, 2011; HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2010).

A Figura 4.24 apresenta também a quantificagdo dos compostos a-amirina
e B-amirina nos extratos obtidos nos testes adicionais de tamanho de particula e vazao
de solvente. Todas as extragdes destes testes foram realizadas com 60 °C e 200 bair,
sendo que ao variar a vazao, o tamanho médio de particula foi mantido constante em
0,602 mm e ao variar o tamanho de particulas a vazao foi mantida constante em 2,0

x 103 kg min™".

Pode-se verificar que a mudancga na vazao praticamente nao alterou nem
a concentracao nem os teores de amirinas por massa de folhas, pois os resultados de
rendimentos globais entre eles também haviam sido muito parecidos. As
concentracbes de a-/B-amirina variaram entre 62,78 e 63,49%, enquanto que a
rendimento variou entre 10,17 e 10,50 g kg™'. Ja para a alteragédo de tamanhos médios
de particulas é possivel verificar que ao se utilizar particulas com didmetros médios
maiores, ha uma reducdo no teor de amirinas presente no extrato e
consequentemente reducdo da quantidade de amirinas obtida por massa de folhas
utilizada. Ao aumentar o tamanho de particulas de 0,362 para 0,725 mm, a
concentracdo de amirinas foi de 63,15 para 56,93%, enquanto que a rendimento
reduziu de 11,05 para 7,64 g kg™'. Este fato pode ser explicado analisando-se as
microscopias eletronicas de varredura (Secao 4.9), em que é possivel visualizar que

0s compostos a-amirina e B-amirina estao localizados nas bordas das particulas e
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particulas maiores apresentam menores areas de contato das bordas com o solvente

0 que reduz a quantidade de amirinas de facil acesso para a extracao.

Como nao havia matéria-prima suficiente para a realizagdo dos testes
envolvendo pressdes superiores a 200 bar e os testes com adigdo de cossolventes,

foi necessaria a utilizacdo de um lote de folhas coletadas em outra época do ano.

Nos ensaios realizados com a matéria-prima do Lote 2 a concentracéo de
a-/B-amirina variou entre 43,5 £ 0,8 a 60 £ 1%. O maior valor foi obtido com 250 bar.
Todavia, ndo foi estatisticamente diferente do obtido com 200 bar (57 + 3%). A maior
rendimento dos compostos foi alcangada na extragdo a 200 bar (8,7 £ 0,5 g kg™ MP).
E possivel observar ainda que na pressao de 300 bar ocorre uma reducdo drastica da
concentracao de a-/B-amirina, 0 que pode ser justificado pela coextracdo de outros

compostos que acabam atuando como diluentes dos compostos de interesse.

Ao comparar os resultados obtidos no ensaio 15 com os obtidos no ensaio
3, é possivel observar que ha diferengcas, mesmo que tenham sido utilizadas as
mesmas condigdes experimentais (200 bar e 60 °C). Estes resultados podem estar
relacionados com o fato de terem sido utilizadas matérias-primas de dois lotes
diferentes e a composicado dos extratos obtidos pode variar de acordo com diversos
fatores como época e forma de coleta, bem como variagbes no preparo e
armazenagem do material (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

Na avaliacdo da adi¢cao de cossolventes é possivel verificar que a adigao
de 15% m/m de etanol resultou na diminuigdo significativa da concentragdo dos
compostos a-/B-amirina presente nos extratos. A concentragao no extrato obtido com
15% m/m de etanol (41 + 4% m/m) foi 28% menor do que a obtida com CO2 puro (57
1 3% m/m). A adicao de 15% m/m de etanol possibilita a extragdo de uma quantidade
maior de compostos polares, o que explica a diminui¢gado da proporgao de a-/p-amirina
no extrato. Resultados similares foram obtidos ao utilizar 10% m/m de etanol na
extragcdo de Almus glutinosa, em que a quantidade do terpendide lupeol foi reduzida
em comparagdo com a extragdo com CO2 puro (FELFOLDI-GAVA et al,
2012).Rodrigues et al. (RODRIGUES et al., 2019) também estudaram o efeito da
adicado de etanol como cossolventes na extracdo de Artemisia annua e observaram a
reducao de artemisina em fungao do aumento da proporcao de etanol adicionado. Isso

ocorre devido ao fato do uso de cossolventes aumentar o numero de compostos
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extraidos e reduzir a seletividade da extragdo (ALMEIDA; MEZZOMO; FERREIRA,
2012).

Por outro lado, é possivel observar que a rendimento de a-/B-amirina
aumentou com a adigdo de cossolventes no CO:2 supercritico. O extrato obtido com a
adicdo de 15% m/m de etanol resultou no maior valor de rendimento dos compostos
entre as condigdes testadas (16,1 = 0,9 g kg™' MP). Este resultado é consistente com
a literatura em que a adigéo de 15% de etanol resultou no aumento da rendimento de
naringina de Citrus Paradise (GIANNUZZO et al., 2003). Entretanto, o uso de grandes
quantidades de cossolventes pode aumentar o custo de manufatura do processo € a
baixa concentracado obtida nessa condi¢ao levaria ao aumento dos custos devido aos
processos de isolamento/purificagdo desses compostos numa possivel aplicacao

industrial.

A adicdo de 5% de acetato de etila como cossolventes resultou numa
concentracdo similar a obtida com CO2 puro (59 + 3% m/m e 57 + 3% m/m,
respectivamente), sendo que entre as médias ndo ha diferenca estatistica a 5% de
confianga. Entretanto, utilizando-se 5% m/m de acetato de etila foi possivel obter um
rendimento de a-/B-amirina 24% maior que a obtida com CO2 puro (13,0 + 0,5 g kg
MP e 9,9 + 0,6 g kg™ MP, respectivamente). Mesmo que a rendimento de a-/B-amirina
seja menor com 5% m/m de acetato de etila do que com 15% m/m de etanol, a ultima

condi¢cdo nao € viavel considerando as razdes expressas anteriormente discutidas.

A fim de avaliar o efeito do tempo sobre a rendimento de a-/B-amirina nas
extracbes com CO2 supercritico puro e com adicdo de 5% m/m de acetato de etila,

foram construidas as curvas cinéticas de extragao apresentadas na Figura 4.25.



143

Figura 4.25 - Curva cinética de extragao considerando os resultados de rendimento
de a-/B-amirina nas extragdes com CO:2 supercritico puro e com adi¢cao de 5% de
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E possivel observar que o rendimento de a-/B-amirina alcancou o periodo
difusional em ambas as extrag¢des. A partir de 130 minutos as extragdes alcangaram
um resultado constante, sem variagdes estatisticamente significativas, o que indica
que o conteudo de a-/B-amirina extraiveis nessas condicbes foram removidos
completamente. O resultado da extracdo com 5% m/m de AcEt obtido com 130 min
(13,3 + 0,4 g kg MP) é muito proximo do obtido nas extragbes de avaliagdo dos
cossolventes (13,0 + 0,5 g kg™' MP) o que indica que o tempo escolhido para a
avaliacao dos efeitos dos cossolventes é adequado pois encontra-se apoés ter sido

alcancado o periodo constante da extragao.

4.7.2 Avaliacao da influéncia do tipo de solvente sobre a quantidade de a-amirina e
B-amirina nos extratos obtidos por extragcao assistida por ultrassom, com liquido

pressurizado e por maceragao

A influéncia do solvente de extragao sobre a composi¢ao dos extratos foi
avaliada utilizando-se de solventes com diferentes polaridades, sendo eles em ordem
de polaridade: Metanol, etanol, acetato de etila e hexano (do mais polar para o mais

apolar). Estes resultados podem ser visualizados na Figura 4.26. De forma



144

complementar, os dados individuais de cada analise estdo disponiveis no Apéndice
C.

Figura 4.26 - Resultado de concentracdo e rendimento de a-/3-amirina nos extratos
obtidos com diferentes solventes nas extragbes por maceragao, ELP e EAU
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Pode-se observar que a concentragdo, em relagcdo as amirinas, dos
extratos de folhas de E. pyriformis tem uma relagdo direta com a polaridade dos
solventes utilizados, sendo que o uso de solventes menos polares resulta em extratos
com maiores teores de a-amirina e [B-amirina, visto que tais compostos sao

preferencialmente extraiveis por solventes apolares (VAZQUEZ et al., 2011).

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que o solvente mais
adequado para a obtencao de a-amirina e 3-amirina € o Hexano, visto que apresentou

os melhores resultados de concentragao nas 3 técnicas de extragao avaliadas.

4.7.3 Quantificacdo dos compostos a-amirina e -amirina nos extratos obtidos na

extracao assistida por ultrassom

Na Figura 4.27 sao apresentados os resultados de quantificagdo de a-

amirina e B-amirina nos extratos obtidos sob diferentes condigbes experimentais na
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técnica de extracado assistida por ultrassom. Os dados individuais obtidos nas
quantificacdes de amirinas estao disponiveis no Apéndice D.

Figura 4.27 - Resultados obtidos na quantificagdo dos compostos a-/B-amirina
presentes nos extratos obtidos pela extragao assistida por ultrassom
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A fim de avaliar o efeito do tempo de extragao sobre a composi¢ao dos
extratos obtidos na extragao assistida por ultrassom, foram realizadas extragdes com
diferentes tempos de duracéo e foi realizada a quantificacido dos compostos a-amirina
e B-amirina. Para estes testes, foram mantidas constantes as demais condi¢des
experimentais e foram utilizadas as condi¢cdes referentes ao ponto central do
planejamento experimental que sao: 250 W/L, 55 °C e razdo em massa de folhas e

volume de solvente de 1:20.

Primeiramente, observa-se que menores tempos de extracao resultam em
extratos com maior concentragdo dos compostos a-amirina e B-amirina, isso pode ser
explicado pela facilidade de remocgao destes compostos na condicao testada, sendo
que com maiores tempos de extragdo outros compostos presentes na matriz vegetal

passam a ser solubilizado e extraidos.

Pode-se observar ainda, que a partir do tempo 2 minutos, praticamente nao
ha variagao nos valores de massa de amirina obtida em relagdo a massa de folhas

utilizada para a extracao, isso reforca a teoria de que a a-amirina e a 3-amirina sao
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de facil remocéo e todo o conteudo extraivel destes compostos nesta condigao, sédo
removidos logo no inicio da extragédo. Teoria essa que é reforgada pelas observagdes

das particulas por microscopia eletrénica de varredura apresentadas na Secéao 4.9.

Como o valor de massa de amirinas por massa de folhas ndo aumentou
muito entre o tempo de extragcdo de 1 minuto e os demais tempos de extracdo e como
neste tempo a concentracdo dos compostos foi superior aos obtidos com maiores

tempos de extragao, este tempo foi fixado para a realizagao dos demais experimentos.

Para verificar os efeitos das condi¢cdes experimentais sobre a composi¢cao
dos extratos, foi realizada a quantificagdo dos compostos a-amirina e 3-amirina nos

extratos obtidos no planejamento experimental (Ensaios 10 a 20).

Pode-se observar que a variagao das condi¢gdes experimentais afeta a
composi¢cado dos extratos obtidos que variou entre 70,85 e 81,56% m/m. A maior
concentracdo da mistura dos compostos foi obtida na condicdo de 200 W/L, 60 °C e
proporcdo de 1:25. Nessa mesma condicdo foram encontradas as maiores
concentragdes dos compostos individuais, sendo 15,75% m/m de a-amirina e 65,80%

m/m de B-amirina.

Observa-se também que o melhor resultado de rendimento de a-/B-amirina
ocorreu na condicdo de 200 W/L, 60 °C e razao massa/solvente de 1:25, visto que
além de ter apresentado a melhor concentracdo também apresentou o melhor
rendimento global entre todas as extragbes do planejamento experimental. Nessa
condicao obteve-se 13,11 g da mistura dos isbmeros por kg de folhas secas, sendo
que foram 2,53 g de a-amirina e 10,58 g de B-amirina. Este resultado é semelhante,
mas superior aos resultados encontrados em estudo anterior (KLEIN et al., 2018), em
que foi obtido 11,46 g de amirinas por kg de folhas ao utilizar a EAU com folhas de

uvaia em outras condi¢gdes experimentais.

De forma a avaliar o efeito dos parametros secundario, foi realizada a
quantificacdo dos compostos a-amirina e -amirina nos extratos obtidos nos testes
adicionais realizados com o uso da fungdo pulsar do sonicador em diferentes
configuracdes. Verifica-se que ndo ha muita variagdo da concentracdo em fungao da
configuragcéo de pulsos utilizada, entretanto o melhor resultado de rendimento de a-
/B-amirina foi obtido na configuracdo 5 s on / 1 s off, possivelmente isso esta

relacionado com o maior tempo de sonicacao total, pois foi fixado o tempo de contato
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da matéria-prima com o solvente e a variagao dos ciclos resultou em diferentes tempos

de sonicagéo.

Os resultados obtidos em relagao ao rendimento de a-amirina e B-amirina
nas extracdes assistidas por ultrassom a partir das folhas de uvaia foram elevados e
superiores aos teores encontrados em outros trabalhos da literatura ja apresentados
na Seg¢do 2.3.1.1 (COSSUTA et al.,, 2008; DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011;
HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

4.7.4 Quantificacdo dos compostos a-amirina e -amirina nos extratos obtidos por

extracdo com liquido pressurizado

Foram avaliadas diversas condigdes experimentais na técnica de extragao
com solvente pressurizado e os resultados de quantificacdo de a-amirina e B-amirina
sdo apresentados na Figura 4.28. De forma complementar, todos os resultados
obtidos na quantificagdo de amirinas nos extratos obtidos por extracao com liquido

pressurizado estao disponiveis no Apéndice E.

Figura 4.28 - Resultados de quantificagcdo dos compostos a-/B-amirina obtidos nas

extracdes com liquido pressurizado
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A fim de avaliar o efeito do tempo de extracdo sobre a composi¢ao dos
extratos obtidos na extracdo com liquido pressurizado, foram coletadas
separadamente fragdes obtidas com diferentes tempos de extracao e foi realizada a
quantificagdo dos compostos a-amirina e f-amirina. Para estes testes, foram mantidas
constantes as demais condigdes experimentais e foram utilizadas as condi¢des de
40 °C e 150 bar.

Primeiramente, observa-se que menores tempos de extragao resultam em
extratos com maior concentragdo dos compostos a-amirina e 3-amirina. Isso pode ser
explicado pela facilidade de remogao destes compostos na condicéo testada, sendo
que com maiores tempos de extracdo outros compostos presentes na matriz vegetal

passam a ser solubilizado e extraidos.

Pode-se observar ainda que a partir do tempo 3 minutos, o processo deixa
de extrair amirinas e praticamente ndo ha variacido nos valores de rendimento de a-
/B-amirina obtida em relacdo a massa de folhas utilizada para a extracao. Isso reforca
a teoria de que a a-amirina e a B-amirina sao de facil remogao e todo o conteudo
extraivel destes compostos nesta condigao € removido logo no inicio da extragao. Foi
escolhido o tempo de extragao de 5 min para a avaliacdo dos efeitos de temperatura
e pressao, visto que neste tempo de extracdo ha um equilibrio entre a concentragao

dos compostos de interesse e o rendimento deles.

Foi realizada uma avaliagdo dos efeitos da temperatura e pressao sobre a
composi¢cao dos extratos, sendo avaliadas as temperaturas de 40, 70 e 100 °C e
pressdes de 50, 100 e 150 bar.

A condigdo que resultou em maior massa de amirinas por massa de folhas
foi a de 40 °C e 150 bar com 14,45 g/kg, nesta mesma condigao foi encontrado o
melhor resultado de concentragao de a-/B-amirina (72,91% m/m). De forma a avaliar
o efeito dos parametros secundario, foi realizada a quantificacdo dos compostos a-
amirina e B-amirina nos extratos obtidos nos testes adicionais realizados com
diferentes didmetros médios de particulas e com diferentes vazbes de solvente,
fixando-se a temperatura em 40°C e a pressao em 150 bar.

Verifica-se que ha variagao nas quantidades de amirinas obtidas, sendo
que o aumento da vazao, bem como também a diminuicdo do tamanho das particulas,

resultam no aumento da massa de amirinas obtidas por kg de folhas. O que pode ser
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atribuido a facilidade de remocgao desses compostos na superficie das particulas
devido ao fato de a diminuicdo do tamanho aumentar a area de contato com o

solvente.

Da mesma forma que observado nas técnicas anteriores, os resultados
obtidos em relagdo ao rendimento de a-amirina e 3-amirina nas extragées com liquido
pressurizado foram elevados e superiores aos teores encontrados em outros trabalhos
da literatura ja apresentados na Secédo 2.3.1.1 (COSSUTA et al.,, 2008; DIAS;
HAMERSKI; PINTO, 2011; HERNANDEZ-VAZQUEZ et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2010).

4.7.5 Quantificagcdo dos compostos a-amirina e -amirina nos extratos obtidos por

maceragao e soxhlet

Os resultados da quantificagdo de a-amirina e B-amirina presentes nos
extratos obtidos por maceragao e soxhlet sdo apresentados na Figura 4.29. Os dados
complementares de quantificagdo de amirinas nos extratos obtidos por maceracéo e

soxhlet estdo disponiveis no Apéndice F.

Figura 4.29 - Quantificagao de a-/3-amirina nos extratos obtidos por maceracéao e
soxhlet
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Foi realizada a quantificagdo dos compostos a-amirina e B-amirina nos
extratos obtidos por maceragao com diferentes tempos de extragao, sendo eles: 1, 3,
5, 10, 20, 30, 60, 120 e 180 minutos.

Primeiramente, observa-se que menores tempos de extragcao resultam em
extratos com maior concentracdo dos compostos a-amirina e (B-amirina, € que a
concentracdo reduz com o aumento do tempo de extragéo. Isso pode ser explicado
pela facilidade de remocgao destes compostos na condi¢ao testada, sendo que com
maiores tempos de extragao outros compostos presentes na matriz vegetal passam a

ser solubilizado e extraidos.

Pode-se observar ainda, que a partir de 20 minutos, praticamente ndao ha
variagcdo nos valores de massa de amirina obtida em relagdo a massa de folhas
utilizada para a extracao, valor este, 10 vezes maior do que o tempo necessario na

extracdo assistida por ultrassom.

Além do tempo de extracéao, foi verificado ainda o efeito da temperatura da
extragao por maceracgao sobre a quantidade dos compostos a-amirina e f-amirina nos
extratos obtidos. Observa-se que o aumento da temperatura reduz levemente a
concentracdo do composto B-amirina nos extratos obtidos. Contudo, ao avaliar a
massa de amirinas obtida em fungdao da massa de folhas utilizadas, verifica-se um
leve aumento com o aumento da temperatura, isso esta relacionado com o aumento

do rendimento global.

Foi realizada ainda, a quantificacdo das amirinas presentes no extrato
obtido por soxhlet usando-se hexano como solvente. Foi quantificada 10,60% m/m de
a-amirina e 37,03% m/m de B-amirina, resultando numa soma de 47,63% m/m da
mistura dos isébmeros. Esse valor é bastante inferior aos obtido com outras técnicas
de extracao utilizando hexano como solvente. Isso se deve ao fato de a extracao por
soxhlet ser uma extragao exaustiva com 6 horas de duragédo e como ja foi constatado
anteriormente, tempos maiores de extragdo favorecem a extracdo de outros
compostos presentes nas folhas de E. pyriformis e consequentemente reduzindo a

concentracdo de amirinas no extrato.

Ao avaliar o rendimento de a-/B-amirinas obtida utilizando-se extragao por

soxhlet, obteve-se 3,01 g de a-amirina e 10,54 g de 3-amirina por quilograma de folhas
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secas, um total de 13,55 g/kg. Este valor é bastante préximo ao obtido nas outras
técnicas de extracao, mas levemente superior, pois por se tratar de uma técnica
exaustiva, possivelmente todo o conteudo de amirinas presente nas folhas foi
removido, inclusive o de dificil acesso que pode nao ter sido extraido ao utilizar

técnicas de extracdo menos agressivas e mais seletivas.

4.8 Determinacgao da capacidade antioxidante dos extratos obtidos

Inicialmente foi realizada uma triagem utilizando a técnica de cromatografia
em camada delgada (CCD), tendo como revelador uma solu¢do de DPPH, em que o
aparecimento de uma mancha amarela, causada pela descoloracdo do reagente
DPPH, indica que a amostra apresenta capacidade antioxidante. A Figura 4.30
demonstra a aparéncia tipica de uma placa de CCD apés a elui¢cdo e a revelagao do
resultado. Nela sao apresentados os resultados do controle positivo utilizado. Foram

utilizadas solugdes com concentragdes de 250, 500, 750 e 1000 ug mL".

Figura 4.30 - Aparéncia tipica de uma placa de CCD apds a analise de capacidade
antioxidante

Foram analisados nesta etapa os 96 extratos obtidos com as diferentes
técnicas de extragdo. Dentre todos os extratos somente 8 apresentaram capacidade
antioxidante. Os extratos que demonstraram atividade sdo apresentados na Tabela

4.22 juntamente com os resultados das analises de capacidade antioxidante em
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equivalente trolox e da analise de compostos fendlicos totais em equivalente de acido

galico.

Tabela 4.22 - Capacidade antioxidante dos extratos obtidos com diferentes técnicas
de extragcao

Capacidade Compostos fendlicos
Extracao antioxidante totais
(umol ET/ g extrato) (mg EAG/ g extrato)
EFS — CO; + 15 % m/m
1322 2914
etanol
EAU — metanol 114 27 98 £ 2
EAU — etanol 192 + 2 102,5+0,7
ELP — metanol 76 £ 1 15+2
ELP — etanol 3532 54 +2
ELP — acetato de etila 126 £ 1 56+3
Maceragéo — metanol 151+£2 1155
Maceragéo — etanol 16319 102+ 4

Nao foram encontrados resultados na literatura de capacidade antioxidante
e compostos fendlicos totais de extratos de E. pyriformis, mas outras plantas do
mesmo género ja foram estudadas anteriormente. Para os extratos obtidos a partir de
folhas de Eugenia uniflora o resultado de compostos fendlicos totais foi similar, sendo
32,7 mg EAG/ g extrato (GARMUS et al., 2014). Capacidade antioxidante pelo método
DPPH analisada nos extratos supercriticos de folhas de Eugenia involucrata
demonstraram valores entre 90,50 — 95,35 uymol ET/ g extrato (BARZOTTO et al.,
2019).

4.9 Microscopia Eletronica de Varredura do Material Vegetal

Na Figura 4.31 € apresentada uma imagem obtida pela técnica de microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) de particulas de folhas de uvaia apés moagem e
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classificagdo granulométrica. E possivel observar que a superficie da folha apresenta

caracteristicas diferentes na face adaxial (superior) e abaxial (inferior) da folha.

Na face abaxial (Figura 4.33) é possivel observar a presenga de inumeros
estdmatos (estruturas relacionadas com as trocas gasosas) e tricomas tectores
unicelilares, estruturas semelhantes a pelos, que nao liberam secregao e tem, entre
outras fungdes, reduzir a perda de agua por transpiragdo, auxiliar na defesa contra
insetos predadores e diminuir a incidéncia luminosa. Esses resultados estdo de
acordo com as caracteristicas morfoanatébmicas das folhas de Uvaia descritas na
literatura (ARMSTRONG; DO ROCIO DUARTE; MIGUEL, 2012; KLEIN et al., 2018).

Figura 4.31 - Imagem obtida por MEV das faces adaxial (a) e abaxial (b) de
particulas de folha de uvaia que ndo passaram por nenhum processo de extragao —
mpliagdo 200 X

100N —, EHT=15.08 kV LRAC /FEQ
Mag= 280 X I Probe= 50 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP
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Figura 4.32 — Vista lateral obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia
que nao passou por nenhum processo de extragao ampllagao 1000 X

16pn  — EHT=15.88 kV LRAC/FEQ
Mag- 1.88 KX I Probe= 58 pA W= 25 mn  Detector= SE1 UNICAHP

Figura 4.33 - Imagem obtida por MEV da face abaxial de uma particula de folha de
uvaia que nao passou por nenhum processo de extragao ampllagao 1000 X

oun  —  EHT-15.88 KV T T LRAC/FEQ
Mag= 1.80 K X I Probe= 50 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Ao comparar as micrografias obtidas antes e apds os processos de extragao
foi possivel observar que na superficie (tanto superior quanto inferior) nao houve

alteragbes morfoldgicas. Entretanto, observou-se que na regido localizada na borda
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das particulas havia estruturas cristalinas nas particulas que nao passaram por
extracdo e que tais estruturas ndo estavam mais presentes nas particulas que
passaram pelos processos de extragdo com CO:2 supercritico e com hexano nas
diferentes técnicas de extracdo. Possivelmente tais estruturas cristalinas séao
formadas pelos compostos a-amirina e 3-amirina que em temperatura ambiente estao

na fase solida e com grande quantidade disponivel para extragéo.

Figura 4.34 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia que

nao passou por nenhum processo de extracdo — ampliacdo 3000 X

3 ' EHT-15.00 kU - o ‘ LRAC /FEQ
Mag= 3.08 K X I Probe= 50 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Na Figura 4.34 é possivel observar a regido da borda citada acima, essas
estruturas fazem parte do interior das folhas, que se tornou disponivel devido a
fragmentagao das folhas.

Para facilitar a visualizagao das estruturas cristalinas presentes na borda das
particulas antes da extracdo, foram obtidas micrografias com vista lateral das

particulas.
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Figura 4.35 — Ampliagdes de 3000 X e 15000 X da vista lateral obtida por MEV da
borda uma particula de folha de uvaia que ndo passou por nenhum processo de
extracao

¥y

*u&

R /

Sun ; EHT-15.88 kV LRAC/FEQ 1pn = EHT-15.68 kV LRAC/FEQ
Mag= 3.88 K X 1 Probe= 58 pA W= 25 mm Detector= SE1 UNICAHP Mag= 15.60 K X

1 Probe= 58 EA Wh=_ 25 mn Detector= SE1 UN ICAHP

Pode-se observar as estruturas cristalinas presentes na borda da particula,
sendo que essas estruturas cristalinas nao estido presentes apds os processos de

extracdo supercritica (Figura 4.36), maceragdao com hexano (Figura 4.37) e com
hexano pressurizado (Figura 4.41).

Figura 4.36 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia apés
a extracdo com COz supercrltlco com 200 bar e 60 °C — ampliacéo 3000 X

3un — EHT=15.88 kV
Mag= 3.08 K X I Probe= 58 pA Wp= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

LRAC/FEQ
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Figura 4.37 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia apés
extracdo por maceracdo com hexano —ampliagdo 3000 X

n

” . ! & X .
3pm H EHT=15.068 l;U LRAC/FEQ

Mag= 3.88 K X I Probe= 50 pA Wp= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Verifica-se na Figura 4.37 que a extragdo por maceragao removeu
completamente as estruturas cristalinas naturalmente presentes nas bordas da
particula e aumentou levemente a porosidade da borda pela remogao de outros

compostos/estruturas.

Figura 4.38 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia apés
extracdo por soxhlet com hexano — ampliagdo 3000 X
jil o h; * .;?-_j"'-‘ ‘\f é

EHT=15.00 kU LRAC/FEQ
Mag= 3.88 K X I Probe= 58 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP
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E possivel visualizar na Figura 4.38 que as estruturas cristalinas atribuidas
aos compostos a-amirina e B-amirina ndo estao presentes e que a borda da particula
nao sofreu grandes alteragcbes em comparagdo com as caracteristicas da borda da
particula antes da extragao. Isso possivelmente deve-se ao fato de que nesse método
de extragcdo as particulas estdo acondicionadas em um cartucho de extragdo e nao
sdo agitadas, sendo que o mecanismo de extracdo se deve majoritariamente pela
solubilizacdo dos compostos no solvente, sem envolver mecanismos de remogao
mecanica como pode ser observado nas outras formas de extracdo em que ha
agitagdo (maceragdo ou por ultrassom) ou utilizagdo de fluxo de solvente com

pressdes elevadas (EFS e ELP).

Figura 4.39 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia apés
_1minde EAU comhexano - ampllagao 3000 X

EHT-15.08 kU LRAC /FEQ
Hagf 3 3] ]( X I Probe= 58 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP
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Figura 4.40 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia apés
20 min de EAU com hexano ampllagao 3000 X

A

A »
EHT=15.88 kV LRAC/FEQ
Mag= 3.8 KX I Probe= 58 pA  WD= 25 nm  Detector= SE1 UNICAMP

A diferenga de porosidade visualizada ao comparar a Figura 4.39 com a Figura
4.40 ajuda a compreender 0 mecanismo responsavel pela extragdo dos compostos ao
utilizar a técnica de extracdo assistida por ultrassom. Aparentemente o principal
mecanismo envolvido na extragcdo é a erosdo causada pelo choque de microjatos de
solvente originados durante o colapso das bolhas de cavitagao proximo a superficie
do material (CHEMAT et al., 2017). Além da erosédo, outros fenébmenos causados pela
sonicagao podem estar envolvidos na extracdao, como quebra de particulas e
descamacao superficial (VILKHU et al., 2008).
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Figura 4.41 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia apés
extragdo com hexano pressurizado — ampliagdo 3000 X
17 'v}x\g‘{ ah i

EHT:1.BB kv ‘ ‘ LRACIFE
Mag= 3.080 K X I Probe= 50 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 4.42 - Imagem obtida por MEV do extrato obtido com COz2 supercritico —
ampliagao 3000 X

3pm — EHT=15.88 kV LRAC/FEQ
Mag= 3.00 K X I Probe= 50 pA WD= 25 nn Detector= SE1 UNICAMP

Na Figura 4.42 é apresentado o aspecto visual do extrato de uvaia obtido com
COz2 supercritico. O extrato utilizado para obtencédo da micrografia foi o obtido com a
condig¢ao de 200 bar e 60 °C. Como apresentado anteriormente na Sec¢ao 4.7.1, esse
extrato apresenta 63,49% m/m da mistura de a-amirina e 3-amirina, acredita-se que
os cristais presentes nos extratos que sdo semelhantes aos observados nas folhas

sejam dos isbmeros a-amirina e B-amirina. As estruturas cristalinas observadas nas
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micrografias obtidas nesse trabalho se assemelham visualmente com a micrografia
disponivel na literatura (DA SILVA JUNIOR et al., 2017a) obtida a partir dos compostos

a-amirina e B-amirina isolados da resina de Protium heptaphyllum.

4.10 Analise térmica do extrato

A andlise térmica do extrato das folhas de uvaia, mediante curva
termogravimétrica (TGA) e a primeira derivada (DTG) é apresentada na Figura 4.43.
Na curva TGA sao observados dois eventos térmicos, sendo que o primeiro ocorre
entre as temperaturas 100 e 240 °C e, possivelmente, esta relacionado a liberacdo do
conteudo de agua (aproximadamente 7%). Apos este, observa-se o principal evento
de decomposicdo da amostra entre as temperaturas de 250 e 450 °C (pico da DTG

em 368 °C), com perda de massa de aproximadamente 89%.

Figura 4.43 - Curvas da analise termogravimétrica (TGA) e da primeira derivada
(DTG) do extrato obtido com EFS de folhas de uvaia
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Figura 4.44 - Curva de calorimetria de varredura diferencial (DSC) para o extrato
obtido com EFS das folhas de uvaia
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Na curva DSC do extrato das folhas de uvaia, Figura 4.44, verifica-se um
primeiro evento endotérmico entre as temperaturas de 53,8 e 74,6 °C, com pico em
65 °C, que esta provavelmente relacionado a perda de agua da amostra (DA SILVA
JUNIOR et al., 2017b; KUMAR TRIVEDI et al., 2017). Seguido deste, os eventos
endotérmicos, com picos em 158,3 e 305,9 °C podem ser atribuidos, respectivamente,
a fusdo da mistura a-/B-amirina e a volatilizacdo da amostra (DA SILVA JUNIOR et
al., 2017b, 2017a).

Para a analise térmica DSC, Vieira Junior; Souza; Chaves (2005) verificaram
que o pico endotérmico para a fusdo da mistura dos isbmeros a e 3-amirina ocorreu
em 174 °C. da Silva Junior et al. (2017a) verificaram que o evento de fusdo destes
ocorreu dentro do intervalo de 158 e 185 °C. Para a mesma taxa de aquecimento de
10 °C/min, da Silva Junior et al. (2017b), encontraram o intervalo de 163 a 185 °C para

a fusao da mistura de 3 e a- amirina (2.64:1).

Tendo-se que quanto maior a quantidade de impurezas na amostra (neste
caso, compostos diferentes dos isdbmeros a-amirina e B-amirina) menor o ponto de
fusdo no DSC e maior a faixa de temperatura em que este evento ocorre (GIRON;
GOLDBRONN, 1995; VAN ROMPAY, 1986), é possivel concluir que as diferengas
encontradas para o ponto de fusdo entre os trabalhos podem ser atribuidas a

concentragao e a proporgao dos isdbmeros. Como ja mencionado, o extrato das folhas
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de uvaia obtido por EFS na condicdo de 200 bar e 60 °C constituia de 63,49 % m/m

da mistura dos isbmeros a-amirina e B-amirina (na proporgéo de 1:3,62).

4.11 Difragao de raios X (DRX)

A analise de difracdo de raios X foi realizada com o extrato de folhas de
uvaia obtido com a extracdo com fluido supercritica na condicdo de 60 °C com 200

bar. O difratograma obtido pode ser visualizado na Figura 4.45.

Figura 4.45 - Difratograma de raios X para o extrato obtido por EFS
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Ao realizar a busca no banco de dados PDF-2 no software do equipamento,
foi encontrada similaridade com o difratograma padrdao de a-amirina (codigo de
referéncia: 00-020-1517). O banco de dados utilizado n&o possui dados da 3-amirina.
O comparativo dos picos da amostra com os picos padrbes de a-amirina pode ser

observado na Figura 4.46.
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Figura 4.46 - Comparativo do difratograma da amostra com os picos do padrao de a-
amirina disponiveis na base de dados PDF-2
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Pode-se observar que ha uma boa similaridade entre os picos da amostra
e os picos de a-amirina, fato que pode ser explicado pela presenca de uma grande

quantidade deste composto na amostra analisada (13,74% m/m).
4.12 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de FTIR (Figura 4.47) obtido a partir dos extratos de Eugenia
pyriformis apresentou uma banda de alta intensidade em aproximadamente 2800
cm-', que corresponde a deformagao vibracional axial das ligagcdes de atomos de C-H
(FERREIRA et al., 2017). Em 3500-3100 cm™ é encontrada uma banda, que é
atribuida ao estiramento de ligagées O-H ligadas a uma cadeia carbdnica ciclica (DA
SILVA JUNIOR et al., 2017a). Outra banda em 1460-1450 cm™' é caracteristica da
vibragao de grupos CHz2 e vibragao assimétrica de grupos CHs (BRUNI; GUGLIELMI,
2014). O pico em 1380-1368 cm-! confirma a presenga de deformacgdo de grupos
dimetil (=C(CHs)2) (SINGH et al., 2015). Ha ainda, o pico em aproximadamente 1036
cm™' que esta relacionado com o estiramento da ligagdo C-O hidroxilica (SHARMA;
MAZUMDAR, 2013).
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Figura 4.47 - O espectro de FTIR obtido a partir dos extratos de Eugenia pyriformis
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4.13 Isolamento e purificagao das amirinas

O processo de separacao por cromatografia em coluna foi monitorado
constantemente por meio da realizagao de cromatografias em camada delgada (CCD)
a fim de verificar se havia presenca de amirinas nas fragbes coletadas. Das 175
fracdes coletadas, foi observada a presenca de amirinas entre as fragdes 125 e 131,
sendo que por similaridades das bandas visualizadas na CCD, as fragdes de 125 —
127 foram unidas e chamadas de F1, a fracdo 128 foi mantida separada e chamada
de F2 e as fragcbes 129 — 131 foram unidas e identificadas como F3. Apds a
evaporacao, foi possivel observar que o material resultante se apresentava como um
po branco levemente amarelado e com caracteristicas cristalinas. Ja o material obtido
a partir do processo de purificagdo desenvolvido que emprega hexano como solvente
(identificado como FC), apresentou aspecto semelhante, mas com coloragao branca.
Na Tabela 4.23 sao apresentados os resultados de massa de material resultante, bem

como a pureza de amirinas determinada por CLAE.
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Tabela 4.23 - Resultados obtidos nos processos de purificagéo

Amostra Massa resultante (g) a-amirina (%) B-amirina (%) Total (%)
Extrato bruto - 5,55 53,79 59,34
F1 0,3485 12,93 58,49 71,42
F2 0,1380 12,60 66,17 78,77
F3 0,1745 10,29 63,13 73,42
FC 0,7535 10,06 83,79 93,85

E possivel observar, a partir dos dados obtidos, que o método desenvolvido
neste trabalho se mostrou mais eficiente do que o método convencional de separagao
por cromatografia em coluna aberta. A fragdo obtida alcangou 93,85% de pureza da
mistura de a-/B-amirina, enquanto que a fragdo com melhor pureza da cromatografia
apresentou somente 78,77% de pureza. Isso indica que o método desenvolvido € mais
viavel e eficiente, pois além de apresentar melhores resultados, é mais simples de ser

executado, é mais rapido e tem menor consumo de solventes.

4.14 Perfil de bioatividade dos extratos obtidos com os diferentes solventes e

técnicas de extracao

4.14.1 Inibigdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase

A atividade inibitéria de a-glucosidase e de a-amilase foi avaliada para os
19 extratos obtidos com os diferentes métodos de extragao (Tabela 4.24). Para todos
os métodos de extragcdo avaliados, os extratos obtidos com etanol e metanol
apresentaram os melhores resultados de inibicdo. Possivelmente, este
comportamento pode estar relacionado a polaridade dos solventes utilizados, uma vez
que os tipos de compostos extraidos variam de acordo com a polaridade dos solventes
(NAWAZ et al.,, 2020). Alguns experimentos resultaram em valores negativos de
inibicdo, o que indica que o extrato causou uma ativagao na enzima ao invés de uma
inibicdo, como ja relatado anteriormente na literatura para outros compostos
(TCHAMGOUE et al., 2020). Este comportamento pode estar relacionado com uma
mudanga conformacional derivada da ligagdo dos compostos presentes nos extratos

a enzima (KIM; KWON; SON, 2000). Ja os experimentos que apresentaram inibigao
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superior a 100%, podem ter sofrido influéncia de caracteristicas inerentes as
amostras, como uma absor¢do de fundo causada pelos fitoquimicos presentes nos
extratos (TAHTAH et al., 2016).

Tabela 4.24 - Valores de triagem da atividade de inibicdo para cada um dos 19
diferentes extratos de folhas de Eugenia pyriformis

Nacr)nngzt(rj: Codificagao o—glicosidase’ o—amilase? PTP1B?
SFE_CO2 A1l 26,23 +4,72 -29,9116,62 108,66 + 19,68
SFE_CO2_EAC A2 21,84 +2,92 -22,4916,29 82,12 +0,78
SFE_CO2_ETH A3 13,96 + 2,51 -27,67+18,41 122,13 + 5,98
PLE_MET A4 99,44 + 0,05 89,77+ 0,5 102,91 £ 9,00
PLE_ETH A5 99,33 + 0,31 95,8 £ 0,89 107,42 + 6,93
PLE_EAC A6 92,83+1,8 24,07+7,3 147,15 + 27,30
PLE_HEX A7 98,07 + 0,57 -2,1245,74 39,73 £ 15,24
UAE_MET B1 99,39 + 0,25 92,7 £ 0,92 95,52 + 3,19
UAE_ETH B2 99,31+ 0,15 97,51 £ 1,07 88,30 + 13,18
UAE_EAC B3 8,85+ 3,52 -48,12+16,64 131,80 £+ 12,14
UAE_HEX B4 26,87 + 2,41 -26,9+16,45 47,19 + 16,35
MAC_MET B5 99,17 + 0,31 93,39 + 0,36 96,16 + 3,24
MAC_ETH B6 98,77 £ 0,25 88,49 + 1,81 78,85 £ 9,03
MAC_EAC B7 -0,78+3,82 -17,6+10,18 25,84 +9,19
MAC_HEX C1 30,42 + 4,11 -39,211+2,76 64,62 + 27,30
SOX_MET Cc2 99,34 + 0,25 94,49 +1,79 106,37 + 4,34
SOX_ETH C3 99,25 + 3,19 95,43 + 0,68 92,17 + 16,67
SOX_EAC C4 94,38 + 1,15 40,73 +9,24 127,48 + 10,10
SOX_HEX C5 17,57 £ 0,15 -8,56+8,78 60,01 + 38,50

"% de inibigdo a 800 pg/mL

2% de inibicdo a 400 ug/mL

2% de inibigdo a 100 pg/mL

Nas amostras em que foi encontrada atividade inibitéria de a-glicosidase
ou de a-amilase, os valores de ICso foram determinados usando ensaios de inibicao
dependente da concentragdo. Os valores de ICso sdo exibidos na Tabela 4.25.
Diversos extratos mostraram forte atividade inibitéria, particularmente contra a-
glicosidase. O extrato com melhor ICso foi o extrato metandlico obtido por extracao
assistida por ultrassom (1,85 pg/mL). Este valor € semelhante ao reportado
anteriormente para o extrato bruto de Morus alba (1,70 pg/mL) (ZHAO et al., 2018).
Nao foram encontrados na literatura estudos de inibigdo de a-glicosidase utilizando

extratos de Eugenia pyriformis.
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Tabela 4.25 - Valores de ICso da atividade de inibitorio (ug/mL) para cada um dos 19
diferentes extratos de folhas de Eugenia pyriformis.

Amostra Codificagéo a-glucosidase  a-amylase
SFE_CO2 A1 > 400 > 800
SFE_CO2_EAC A2 > 400 > 800
SFE_CO2_ETH A3 > 400 > 800
PLE_MET A4 2,09 79,71
PLE_ETH A5 3,62 54,69
PLE_EAC A6 33,49 > 800
PLE_HEX A7 25,79 > 800
UAE_MET B1 1,85 54,72
UAE_ETH B2 25 42,13
UAE_EAC B3 > 400 > 800
UAE_HEX B4 > 400 > 800
MAC_MET B5 2,3 53,62
MAC_ETH B6 19,75 49,68
MAC_EAC B7 > 400 > 800
MAC_HEX C1 > 400 > 800
SOX_MET C2 3,62 77,61
SOX_ETH C3 3,43 60,8
SOX_EAC C4 14,86 > 800
SOX_HEX C5 > 400 > 800

4.14.2 PCAs para os cromatograma de CLAE-EMAR e espectros de RMN de 'H dos

extratos relacionados com os valores de ICsg

As PCAs foram realizados utilizando os cromatogramas de CLAE-EMAR e
espectros de RMN de 'H para se determinar quais extratos e quais picos/compostos
poderiam ser responsaveis pela atividade inibitéria da a-glicosidase e da a-amilase

encontradas nas folhas de Eugenia pyriformis.

Quando a PCA foi realizada com os cromatogramas de CLAE-EMAR dos
extratos centrados na média, nenhum agrupamento foi aparente ao se comparar os
diferentes métodos de extragédo (EFS, ELP, EAU, maceragao ou soxhlet) para os trés
primeiros componentes principais (PCs). No entanto, uma tendéncia de agrupamento
para as diferentes amostras dependendo do tipo de solvente foi observada no grafico
de pontuacgao do PCA do PC1 e PC2 (Figura 4.48). As amostras extraidas com CO2

supercritico puro foram claramente separadas do resto das amostras na direcao
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positiva de PC1. As amostras extraidas com acetato de etila ou hexano,
respectivamente, foram agrupadas cada uma no meio do grafico de PCA. As amostras
extraidas com etanol estavam no centro do grafico de pontuagdo ou na diregao
negativa do PC1 e na diregao positiva do PC2. Um padrao semelhante, como para as
amostras extraidas com etanol, foi visto para as amostras extraidas com metanol. As
amostras extraidas com metanol foram as amostras mais separadas das demais,

exceto quando comparadas as amostras extraidas com CO:2 supercritico puro.

Figura 4.48 — Grafico de pontuagao do PCA dos cromatogramas de extratos de folhas
de uvaia centrados na média. A coloragao varia de acordo com os solventes utilizados
no método de extragcdo. Vermelho: scCOz2 puro, amarelo: EtOH, verde: AcEt, rosa:
hexano, azul: metanol.
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Ao atribuir cores de acordo com os valores de ICso para atividade de
inibicdo de a-glicosidase ou a-amilase, padroes semelhantes foram observados
(Figura 4.49 e Figura 4.50). As amostras na dire¢do negativa de PC1 e na diregao
positiva de PC2 foram principalmente as amostras que deram origem a atividade de
inibicdo. No entanto, algumas das amostras dissolvidas em isopropanol situadas perto
do centro do grafico de pontuagdo também mostraram atividade de inibicdo de a-

glicosidase e a-amilase.
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Figura 4.49 — Grafico de pontuagédo de PCA dos cromatogramas de extratos de folhas
de uvaia centrados na média como na figura anterior. A coloragao esta de acordo com
os valores de ICso para a atividade de inibicdo da a-glicosidase. Azul: alta atividade
de inibicdo, verde: média atividade de inibicdo, amarelo: baixa atividade de inibigao,
vermelho: sem atividade de inibigao.
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Figura 4.50 - Grafico de pontuagdo de PCA dos cromatogramas de extratos de folhas
de uvaia centrados na média como na Figura 4.61. A coloragéo esta de acordo com
os valores de IC50 para a atividade de inibigdo da a-amilase. Azul: alta atividade de
inibicdo, verde: meédia atividade de inibicdo, amarelo: baixa atividade de inibigao,
vermelho: sem atividade de inibicéo.
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Quando a PCA foi realizada nos cromatogramas centrados na média e na
escala de Pareto (Figura 4.51), ndo foi observada uma separagéo tdo evidente das
amostras de acordo com o tipo de solvente de extragdo, como para os cromatogramas
que estavam apenas centrados na média (Figura 4.48). As Figura 4.52 e Figura 4.53
mostram os graficos de pontuagao para os cromatogramas com escala de Pareto ao
colorir de acordo com os valores de ICso para a atividade de inibicdo de a-glicosidase
e o-amilase, respectivamente, enquanto a Figura 4.54 mostra o grafico de
carregamento. Ao colorir cada amostra no BPC de acordo com seus valores de ICso
de a-glicosidase (Figura 4.55) ou a-amilase, uma indicagdo de quais picos podem
estar relacionados a compostos que causam atividade de inibi¢cao € aparente. Quanto
aos dados centrados na média, também é visualizado a partir dos dados em escala
de Pareto que as amostras extraidas com etanol ou metanol sdo as amostras com
alta atividade de inibigédo (Figura 4.51, Figura 4.52 e Figura 4.53). As amostras ativas
estdo localizadas principalmente na diregdo negativa de PC1, e a partir do grafico de
carregamento € aparente que picos em cercade 2,5, 2,8, 19,5, 28,3, 31 e 33,5 minutos
podem ser responsaveis por esta atividade de inibicdo (Figura 4.52, Figura 4.53,
Figura 4.54 e Figura 4.55).

Figura 4.51 — Grafico de pontuagao de PCA dos cromatogramas de extratos de folhas
de uvaia centrados na média e em escala de Pareto. A coloragao € de acordo com os
solventes utilizados no método de extracdo. Vermelho: scCO:2 puro, amarelo: EtOH,
verde: AcEt, rosa: hexano, azul: metanol.
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Figura 4.52 - Grafico de pontuagao de PCA dos cromatogramas de extratos de folhas
de uvaia centrados na média e em escala de Pareto como na Figura 4.65. A coloragéo
esta de acordo com os valores de ICso para a atividade de inibicdo de a-glicosidase.
Azul: alta atividade de inibigao, verde: média alta atividade de inibigdo, amarelo: baixa
atividade de inibicdo, vermelho: sem atividade de inibic&o.
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Figura 4.53 — Grafico de pontuagao de PCA dos cromatogramas de extratos de folhas
de uvaia centrados na média e em escala de Pareto como na Figura 4.65. A coloragéo
esta de acordo com os valores de |Cso para a atividade de inibi¢ao de a-amilase. Azul:
alta atividade de inibicdo, verde: média alta atividade de inibicdo, amarelo: baixa
atividade de inibicao, vermelho: sem atividade de inibic&o.

8000

5000

4000

2000

M_C2
M_ss @@ @E1

m_E2@gn_es

Lp2@DLAd
@13

®1c1

-2000-

-4000-

-6000-

-8000-

1000

®nca

BN E7
@As  we3

@_As

M.CL @M CS
M_B4 M_AT

oA

oAl

15000

5000

5000



173

Figura 4.54 - Grafico de carregamento de PCA dos cromatogramas de extratos de
folhas de uvaia centrados na média e escalados de Pareto
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Figura 4.55 — Cromatogramas de todos os diferentes extratos de folhas de uvaia. A
coloragao esta de acordo com os valores de ICs0 para a atividade de inibicdo da a-
glicosidase. Azul: alta atividade de inibigdo, verde escuro: média alta atividade de
inibicao, verde claro: baixa atividade de inibicao, vermelho: sem atividade de inibi¢ao.

No modelo PCA em que os cromatogramas estdo na escala de Pareto,
mais peso € dado a picos médios e menores, em comparagdo com cromatogramas
que nao sao escalados, nos quais os picos grandes recebem mais peso. Portanto, o
modelo de PCA em que nenhuma escala é aplicada fornece uma boa indicagao de
quais dos picos, e consequentemente compostos, podem ser responsaveis pela
atividade de inibigdo. No entanto, o modelo com os cromatogramas com escala de
Pareto também permite a possivel identificacdo de picos menores que podem estar
relacionados a compostos responsaveis pela atividade de inibicdo. Nos dados em
escala de Pareto, as amostras também sao mais separadas no grafico de PCA, o que
oferece uma melhor opg¢ao para identificar amostras individuais ou um grupo de

amostras que tém uma alta atividade de inibicdo. No presente estudo, é evidente que
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trés das amostras dissolvidas em isopropanol sao separadas das outras amostras
ativas de inibicdo de a-glicosidase ou a-amilase, devido a outras variaveis de pico
(Figura 4.51, Figura 4.52, Figura 4.53, Figura 4.54 e Figura 4.55). Essas variaveis de
pico de BPC sé&o picos menores (Figura 4.55), em cerca de 6 e 27 minutos, e podem

contribuir ou ser responsaveis pela atividade de inibicdo nessas amostras.

O PCA foi realizado em espectros de RMN de 'H centrados na média de
extratos de folhas de Eugenia pyriformis, em espectros sem escala, em espectros em
escala de UV (Figura 4.56) e em escala de Pareto. Os graficos de pontuacao de PCA
de PC1 e PC2 dos trés modelos de PCA diferentes pareciam semelhantes. As
amostras extraidas com metanol e etanol foram localizadas na dire¢cao negativa de
PC1 (Figura 4.56). Esse padrao é semelhante ao observado para os cromatogramas
(Figura 4.51). Consequentemente, também foram observados padrdes semelhantes
para as atividades de inibigcdo da a-glicosidase (Figura 4.57) e a-amilase, mostrando
que o metanol seguido pelas amostras extraidas com etanol tem a maior atividade de

inibicao.

Figura 4.56 — Grafico de pontuagdo de PCA de espectros de RMN de 'H de extratos
de folhas de uvaia centrados na média e em escala de UV. A coloragao € de acordo
com os solventes utilizados no método de extragado. Vermelho: scCO:2 puro, amarelo:
EtOH, verde: AcEt, rosa: hexano, azul: metanol.
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Figura 4.57 — Grafico de pontuacdo de PCA de espectros de RMN de 1H centrados
na média e em escala de UV de extratos de folhas de uvaia. Coloragdo como na Figura
4. A coloracao esta de acordo com os valores de ICso para a atividade de inibicao da
a-glicosidase. Azul: alta atividade de inibigdo, verde escuro: média alta atividade de
inibicdo, verde claro: baixa atividade de inibicdo, vermelho: sem atividade de inibi¢ao.

A Figura 4.58 mostra o grafico de carregamento de espectros de RMN de
'H centrados na média e em escala de UV. Os dados em escala de UV foram
escolhidos a fim de aumentar a chance de identificar ndo apenas picos grandes, mas
também possivelmente picos médios e menores provenientes de compostos que
podem ser responsaveis pela atividade de inibicdo da a-glicosidase ou a-amilase.
Quanto aos cromatogramas, ao colorir cada amostra nos espectros de 'H NMR de
acordo com seus valores de ICso de a-glicosidase (Figura 4.59) ou a-amilase, uma
indicacdo de quais picos podem estar relacionados aos compostos que causam

atividade de inibi¢cdo, torna-se aparente.
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Figura 4.58 — Grafico de carregamento de PCA de espectros de RMN de 'H de
extratos de folhas de uvaia centrados na média e em escala de UV.
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Figura 4.59 — Espectros de "H NMR de todos os diferentes extratos de folhas de uvaia.
A coloragéao esta de acordo com os valores de ICso para a atividade de inibigdo da a-
glicosidase. Azul: alta atividade de inibicdo, verde escuro: média alta atividade de
inibicao, verde claro: baixa atividade de inibigao, vermelho: sem atividade.de inibigao.
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A partir das Figura 4.56, Figura 4.57, Figura 4.58 e Figura 4.59 pode-se

observar que varios picos (em cerca de 1,8, 2,5, 3,1, 3,8, 4,7 e 5,2 ppm) derivam de
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compostos que podem ser responsaveis pela atividade de inibicdo da a-glicosidase

ou a-amilase observada nas amostras extraidas de metanol e etanol.

4.14.3 Perfil de inibicao de alta resolugao de a-glicosidase

Os PCAs dos cromatograma de CLAE-EMAR e espectros de RMN de 'H
indicaram que as amostras extraidas com metanol geralmente tinham alta atividade
de inibicdo para a-glicosidase e a-amilase. Da Tabela 4.24 e Tabela 4.25, a amostra
(UAE_MET) extraida com metanol com a melhor atividade de inibicdo para a-
glicosidase e a segunda melhor atividade de inibicdo a-amilase foi escolhida para

analise posterior.

10 pL de solugao de extrato bruto (10 mg/mL em Metanol) foram injetados
e separados usando o seguinte perfil de gradiente de eluigdo: 0 min, 50% B, 20 min
100% B, 30 min 100% B, 32 min 50% B, 39 min 50% B. Os resultados obtidos (Figura
4.60) corroboram os resultados obtidos através da analise de PCA que indicou que
compostos na regido de 2,5/2,8 min podem ser responsaveis pela atividade de inibicao

dos extratos.

Figura 4.60 — Cromatograma de HPLC (parte superior) do extrato bruto UAE_MET e
perfis de inibicdo de a-glicosidase de alta resolugao correspondentes (parte inferior).
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Perfil de gradiente de eluicdo: 0 min, 50% B, 20 min 100% B, 30 min 100% B, 32 min
50% B, 39 min 50% B.
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A fim de melhorar a separagao dos compostos e otimizar o perfil de inibicao
de a-glicosidase foram realizadas alteragdes na metodologia até que se estabeleceu
a seguinte condigdo: 0 min, 0% B, 30 min 20% B, 50 min 100% B, 60 min 100% B, 61
min 0% B, 71 min 0% B foi injetado 2 uL de solug&o de extrato com 10 mg / mL em
MeOH).
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Figura 4.61 — Cromatograma de HPLC (parte superior) do extrato bruto UAE_MET e
perfis de inibicdo de a-glicosidase de alta resolugao correspondentes (parte inferior).
Perfil de gradiente de eluigdo: 0 min, 0% B, 30 min 20% B, 50 min 100% B, 60 min
100% B, 61 min 0% B, 71 min 0% B. Injetados 10 pyL de solugédo de extrato com 2
mg/mL em MeOH.
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E possivel observar na Figura 4.61 altos niveis de inibigdo no
biocromatograma relacionados com os picos em 25,7 (97,5%) e 27,2 min (86,0%).
Esses picos de inibicdo correspondem diretamente aos picos observados no
cromatograma UV em 25,5 e 27,2 min. Portanto, esses picos foram investigados
posteriormente com o objetivo de determinar quais compostos sao responsaveis pela

inibicdo da a-glicosidase.

4.14 .4 Identificagdo dos metabdlitos por CLAE-EMAR e RMN

Os picos cromatograficos 4 e 6 foram submetidos a analise de HPLC-
HRMS-NMR, e a analise dos dados de HRMS e NMR obtidos no modo HPLC-HRMS-
NMR permitiu a identificacdo de compostos conforme descrito abaixo. O pico 4
(459,0904 [M + H]* (C22H19011%)) foi identificado como galato de epigalocatequina

(EGCG) comparando ressonancias de RMN de "H com referéncia auténtica. O pico 6
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(459,0906 [M + H]*) ndo foi identificado devido a quantidade isolada nao ter sido
suficiente para a realizacdo de uma identificacdo baseada em RMN. E a primeira vez
que galato de epigalocatequina é relatado em extratos de Eugenia pyriformis.
Entretanto, o composto ja € conhecido por sua atividade inibitéria contra as enzimas

a-amilase e a-glicosidase (GAO et al., 2013).
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5 CONCLUSOES

5.1 Conclusoes gerais

Os resultados obtidos neste projeto mostraram-se promissores nas
diferentes técnicas de extracdo utilizadas para a obtencdo de extratos a partir de
folhas de uvaia. Sendo que em todas as extracdes avaliadas foi observada a presenca

dos compostos de interesse: a-amirina e -amirina.

Ao observar os resultados de uma forma geral, o melhor rendimento global
(20,30% m/m) foi obtido utilizando-se a técnica de extragdo com solvente pressurizado
com metanol como solvente. Contudo, o rendimento global ndo é o resultado mais
importante, pois o objetivo prioritario desta pesquisa é a obtencdo de a-amirina e [3-
amirina, sendo que nessas condi¢des, a concentragcao foi de somente 5,68% m/m.
Para a obtencdo desses compostos observou-se que os solventes apolares sao os

mais indicados por apresentarem os melhores resultados de concentragao.

O melhor resultado de concentracao foi encontrado no extrato obtido pela
extracdo assistida por ultrassom com hexano como solvente. Utilizando-se essa
técnica em combinagao com o solvente mencionado foi obtido 81,56% m/m da mistura
de a-amirina e B-amirina no extrato. Nessas condi¢gdes, o rendimento global da
extracdo foi 1,74% m/m e a rendimento dos compostos de interesse foi de 13,11 g kg

' de matéria-prima.

Considerando-se somente os resultados obtidos com hexano como
solvente, o melhor resultado de rendimento de a-amirina e B-amirina foi obtido na
extragdo com liquido pressurizado utilizando hexano como solvente. O resultado
obtido foi 15,74 g kg' de matéria-prima, sendo que nessa mesma condigdo a
concentragao de a-/B-amirina foi 74,64% m/m com rendimento global de extragao de
2,11% m/m. O melhor rendimento global da extragao assistida por ultrassom foi 1,74%
m/m, obtido na condi¢gdo de 200 W/L, 60 °C e razdo amostra/solvente 1:25 gmL e
particulas de 0,362 mm. A maior concentragéo de a-/B-amirinas (81,56% m/m) foi
obtida nas mesmas condi¢gdes experimentais, resultando numa rendimento de 13,11

g kg' de matéria-prima. Na extragdo por maceragdo o melhor rendimento global



182

(1,70% m/m) foi obtido com 60 °C, 100 RPM e 20 minutos de extracdo. Nessa mesma
condigdo a concentragio obtida foi 72,44% m/m com rendimento de 12,34 g kg-' MP.
Ja na extracao por soxhlet o rendimento global foi de 2,84% m/m, concentracdo de
47,63% m/m e rendimento de 13,55 g kg' MP. A adigdo de cossolvente na extragao
com CO:z2 supercritico amentou consideravelmente o rendimento global das extragdes,
chegando em 3,95% ao utilizar-se 15% m/m de etanol. Nesta mesma condig&o, a
rendimento de amirina foi a maior da técnica de extracdo com fluido supercritico

(16,12 g kg' MP), entretanto, a concentragao foi a menor obtida (40,90% m/m).

Somente extratos obtidos com solventes polares (metanol e etanol)
apresentaram resultados positivos nas analises teor de compostos fendlicos e de
capacidade antioxidante. O maior teor de compostos fendlicos totais (115 + 5 mg EAG/
g extrato) foi encontrado no extrato obtido por maceragao utilizando metanol como
solvente de extragdo. Ja o maior valor de capacidade antioxidante (353 + 2 ymol ET/
g extrato) foi obtido a partir da extragdo com liquido pressurizado utilizando etanol

como solvente.

Os modelos matematicos utilizados na extragdo com fluido supercritico (22
ordem, equilibrio, BIC e os modelos baseados nas equagdes de equilibrio de Langmuir
e de Freundlich) representaram apropriadamente os dados experimentas, sendo que
o0 modelo desenvolvido a partir das equacgdes de equilibrio de adsorcdo de Freundlich

foi o que, estatisticamente, melhor descreveu as cinéticas de extragao.

Foi possivel verificar que a escala utilizada na extracdo com fluido
supercritico ndo alterou significativamente o comportamento das curvas cinéticas,
nem o rendimento global ao final da extragdo. A adi¢do de cossolventes resultou em
menores custos de producdo estimados pela analise econdmica da extragdo com
fluido supercritico, sendo que a adigao de 5% m/m de etanol apresentou os melhores

resultados entre as condi¢des avaliadas.

Os processos estudados para a purificagcdo das amirinas demonstraram-se
eficazes, resultando em elevados teores dos compostos de interesse nas fragbes
purificadas. O método desenvolvido neste projeto conseguiu atingir um valor superior
de pureza ao comparado com o método classico de separagéo por cromatografia em
coluna aberta, o que destaca este novo procedimento como favoravel na purificagao

de a-/B-amirinas.
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As analises térmicas realizadas (DSC e TG/DTG), bem como as analises
de FTIR e DRX, demonstraram resultados especificos que puderam ser relacionados
com a alta quantidade dos compostos a-/B-amirina presentes nos extratos. A partir
das analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi possivel observar
caracteristicas morfoanatdmicas das particulas de folhas de uvaia, bem como

identificar possiveis mecanismos envolvidos nos processos de extragao.

Nos estudos de bioatividade, os extratos de Eugenia pyriformis
demonstraram principalmente atividade inibitoria da enzima a-glicosidase, sendo mais
promissores os extratos obtidos com etanol e metanol. O mapeamento realizado no
extrato metandlico obtido por extracdo assistida por ultrassom da inibicdo de a-
glicosidase pelo ensaio de inibicdo de alta resolugdo e HPLC-HRMS -NMR, aponta
para um composto identificado como galato de epigalocatequina. Esta informacgao
pode ser usada para estabelecer a Eugenia pyriformis como uma fonte valiosa para
um futuro alimento funcional e/ou como uma fonte para novos medicamentos usados

no tratamento do diabetes tipo 2.

Os resultados apresentados nesse trabalho possibilitam um melhor
entendimento dos processos de extracdo de a-/B-amirina a partir de folhas de uvaia
(Eugenia pyriformis) e seletividade dos mesmos. Resultados de grande importancia
no desenvolvimento de aplicagbes nos mais diferentes ramos industriais (cosméticos,

medicamentos, etc).

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Para continuidade deste estudo desenvolvido, tem-se as seguintes

sugestoes:

. Identificar demais compostos presentes nos extratos obtidos com os diferentes
solventes e técnicas de extracao utilizando métodos analiticos especificos, tais como

espectrometria de massas e similares;

o Desenvolver modelos matematicos aplicaveis para as demais técnicas de
extracao;
. Otimizar o processo de purificagdo de amirinas desenvolvido neste projeto a

fim de avaliar possiveis efeitos das etapas e procedimentos utilizados;
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o Realizar estudos de possiveis aplicagcbes do material obtido a partir do
processo de purificagdo das amirinas;

o Aprimorar isolamento dos compostos responsaveis pela atividade inibitoria das
enzimas relacionadas com o tratamento da diabetes tipo 2, a fim de identificar o
compostos que nao foi identificado neste trabalho;

o Estudo do possivel aproveitamento da biomassa residual das extragdes.
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APENDICE A — CURVAS DE CALIBRAGAO OBTIDAS COM OS PADROES

ANALITICOS DE a-AMIRINA E B-AMIRINA

Figura A.1 - Curva de calibragdo de a-amirina.
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Figura A.2 - Curva de calibragédo de B-amirina.
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APENDICE B - DADOS COMPLEMENTARES DE QUANTIFICAGAO DE

AMIRINAS NOS EXTRATOS OBTIDOS POR EXTRAGAO COM FLUIDO

SUPERCRITICO
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Tabela B.1 - Teor de amirinas (a e ) presentes no extrato supercritico de uvaia (%

m/m) obtidos por EFS

Condigao Densidade CO2 y.amirina B-amirina Total (%

Experimental (kg/m3) (% m/m) (% m/m) m/m)
150 bar e 60 °C 604,61 12,94 38,92 51,86
150 bar e 80 °C 427,52 11,65 38,50 50,15
200 bar e 60 °C 724,11 13,74 49,75 63,49
200 bar e 80 °C 594,31 13,50 50,85 64,85
175 bare 70 °C 598,56 12,84 40,64 53,48
175 bare 70 °C 598,56 12,21 41,57 53,78
175 bare 70 °C 598,56 13,07 40,08 53,15

Condicgao

Densidade CO2

Experimental (kglm?) a-amirina® B-amirina® Total
150 bar e 60 °C 604,61 1,21 3,65 4,86
150 bar e 80 °C 427,52 0,38 1,26 1,64
200 bar e 60 °C 724 11 2,27 8,22 10,50
200 bar e 80 °C 594,31 1,97 7,42 9,39
175 bar e 70 °C 598,56 1,21 3,82 5,03
175 bar e 70 °C 598,56 1,12 3,83 4,95
175 bare 70 °C 598,56 1,26 3,86 512

"Os resultados sdo expressos em relagéo a massa de folhas secas.

Tabela B.2 - Quantificagdo de amirinas (a e 3) em relagédo a massa de folhas de uvaia
nos extratos obtidos por EFS (g kg™)
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Tabela B.3 - Teor de amirinas (a e ) presentes no extrato supercritico de uvaia (%
m/m) obtidos por EFS nos testes com diferentes vazdes e tamanhos de particulas

. - - Total - -
Condigao a-amirina B-amirina (% o-amirina B-amirina  Total
Experimental (% m/m) (% m/m) m Ir:1) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
-3
1{’ X 10 14,72 48,21 62,93 238 7,79 10,17
g min
-3
2,0X10 13,74 4975 63,49 227 8,22 10,50
kg min
-3
25X10 14,56 48,22 62,78 241 7,99 10,40
kg min
0,725 mm 13,26 43,28 56,93 1,78 5,86 7,64
0,602 mm 13,74 49,75 63,49 2,27 8,22 10,50
0,362 mm 14,12 49,02 63,15 2,47 8,58 11,05

Tabela B.4 — Resultados de concentracédo e rendimento de amirinas nos extratos
obtidos por EFS usando diferentes pressdes a 60 °C

Pressio Concentracao (g 100 g™ extrato) Rendimento (mg g MP)
(Bar)  a-amirina B-amirina  Total a-amirina  B-amirina Total
150 7,1+0,6% 47+£3° 54 + 32 0,8+0,1°¢ 51+03° 59+0,3°
200 6,8+062 5033 57+32> 12+01° 8,7+05% 99+0,6°
250 6,7+0,32 529+0,72 60+1° 1,1+0,12°> 8,6+0,22 9,7+0,2b¢
300 5,0+0,2° 38,5+0,7°¢ 43,5+0,8° 1,02+0,042 7,8+0,12 9,0+£0,2°
Resultados s&o apresentados como médiatdesvio padrao e as letras

sobrescritas indicam se ha diferenga estatistica a 5% de confianca.

Tabela B.5 - Resultados de concentragcdo e rendimento de amirinas nos extratos
obtidos por EFS usando diferentes cossolventes

Cossolvente

Concentragao (g 100 g™ extrat0)

Rendimento (mg g™' MP)

a-amirina  B-amirina Total a-amirina  B-amirina Total
CO; puro 6,8+0,62 50+32b 57 + 32°b 1,2+0,1® 8,7+0,5° 99+0,6°
5% AcEt 6,6 + 0,5%° 52 + 32 59+42 1,58+0,072 12,4+04° 13,00+£0,5°
15% AcEt 57+0,2°¢ 457+05° 514+06° 16+01% 125+05° 14,1+0,6°
5% EtOH 6,0+0,1°>¢ 458+0,7°> 51,8+0,8° 1,63+0,052 12,5+0,2°> 14,1+0,3"
15% EtOH 44+049 37 +3° 41 £ 4°¢ 1,701 14,4+082% 16,1+0,9°
Resultados s&o apresentados como médiatdesvio padrdao e as letras

sobrescritas indicam se ha diferenga estatistica a 5% de confianga.
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APENDICE C - DADOS COMPLEMENTARES DE QUANTIFICAGAO DE

AMIRINAS UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES

Tabela C.1 - Quantificagdo de amirinas (a e B) presentes nos extratos obtidos com
ultrassom utilizando diferentes solventes

Rendimento o-amirina B-amirina Total (%

Solvente global (% m/m) (% m/m) (% m/m) m/m)
Metanol 13,97 1,47 6,33 7,79
Etanol 5,63 6,51 17,57 24,08
Acetato de Etila 2,62 10,40 41,21 51,61
Hexano 1,62 15,03 57,97 73,01

Tabela C.2 - Quantificagdo de amirinas (a e ) em relagdo a massa de folhas de uvaia
(g kg™") nos extratos obtidos com ultrassom utilizando diferentes solventes

Solvente a-amirina® B-amirina® Total’
Metanol 2,05 8,84 10,89
Etanol 3,66 9,88 13,54
Acetato de Etila 2,73 10,82 13,55
Hexano 2,44 9,42 11,86

Tabela C.3- Quantificagcdo de amirinas (a e B) presentes nos extratos obtidos com
liquido pressurizado utilizando diferentes solventes

Rendimento a-amirina B-amirina Total (%

Solvente global (% m/m) (% m/m) (% m/m) m/m)
Metanol 20,30 1,28 4,40 5,68
Etanol 11,85 5,46 11,58 17,03
Acetato de Etila 3,74 8,71 26,64 35,35

Hexano 2,85 10,89 39,62 50,51
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Tabela C.4 - Quantificagdo de amirinas (a e B) em relacédo a massa de folhas de uvaia
(g kg™") nos extratos obtidos com liquido pressurizado utilizando diferentes solventes

Solvente a-amirina® B-amirina® Total’
Metanol 2,61 8,94 11,55
Etanol 6,47 13,72 20,19
Acetato de Etila 3,26 9,97 13,23
Hexano 3,10 11,29 14,39

"Os resultados sdo expressos em relagdo a massa de folhas secas.

Tabela C.5 - Quantificagdo de amirinas (a e B) presentes nos extratos obtidos por
maceragao utilizando diferentes solventes

Rendimento o-amirina B-amirina Total (%

Solvente global (% m/m) (% m/m) (% m/m) m/m)
Metanol 17,49 4,94 6,81 11,75
Etanol 6,60 8,49 17,57 26,06
Acetato de Etila 2,78 10,25 41,08 51,33
Hexano 1,94 13,97 55,47 69,44

Tabela C.6 - Quantificagdo de amirinas (a e ) em relacédo a massa de folhas de uvaia
(g kg™") nos extratos obtidos por maceragédo utilizando diferentes solventes

Solvente a-amirina® B-amirina® Total
Metanol 8,65 11,91 20,55
Etanol 5,61 11,61 17,22
Acetato de Etila 2,84 11,40 14,25
Hexano 2,71 10,74 13,45

"Os resultados sdo expressos em relagéo a massa de folhas secas.
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Tabela D.1 - Teor de amirinas (a e B) presentes no extrato obtidos com EAU com
diferentes tempos de extracao

Tempo a-amirina B-amirina  Total (% «a-amirina B-amirina Total
(min) (% m/m) (% m/m) m/m) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
1 15,05 63,50 78,55 2,42 10,19 12,60

2 14,96 62,56 77,52 2,52 10,52 13,04

3 14,44 59,95 74,39 2,53 10,50 13,03

5 14,14 56,19 70,33 2,60 10,35 12,95
10 13,70 53,91 67,62 2,62 10,30 12,92
20 13,78 50,83 64,61 2,80 10,32 13,12
30 13,32 49,56 62,88 2,77 10,30 13,07
40 13,19 48,46 61,65 2,79 10,26 13,05
50 12,77 48,13 60,91 2,74 10,31 13,05

Tabela D.2 - Quantificagdo de amirinas (a e B) em relagédo a massa de folhas de uvaia

nos extratos obtidos por EAU (g kg™)

Condicao Experimental

a-amirina® B-amirina” Total

WI/L °C g:mL

200 50 1:15 2,19 8,93 11,12
300 50 1:15 2,09 8,50 10,60
200 60 1:15 2,20 8,87 11,08
300 60 1:15 2,40 10,06 12,46
200 50 1:25 2,32 10,10 12,41
300 50 1:25 2,41 9,88 12,28
200 60 1:25 2,53 10,58 13,11
300 60 1:25 2,40 9,72 12,12
250 55 1:20 2,39 10,13 12,53
250 55 1:20 2,52 10,01 12,52
250 55 1:20 2,47 10,28 12,75

"Os resultados sdo expressos em relagdo a massa de folhas secas.
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q- -
Configuragao Tempo B Total a- B-
amirina amirina Total
dos pulsos total de (% amirina amirina

, L (% (% (9/kg)

(lig/desl) sonicagao m/m)  (g/kg) (g/kg)

m/m) m/m)

1s/5s 10s 15,60 64,74 80,34 2,36 9,78 12,14
1s/1s 30s 15,46 65,96 81,42 2,39 10,18 12,57
5s/5s 30s 15,37 64,96 80,33 2,38 10,06 12,44
5s/1s 50 s 15,57 65,98 81,55 2,46 10,41 12,87
60 s 60 s 15,75 65,80 81,56 2,53 10,58 13,11
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APENDICE E - DADOS COMPLEMENTARES DE QUANTIFICAGAO DE
AMIRINAS NOS EXTRATOS OBTIDOS POR EXTRAGAO COM LiQUIDO

PRESSURIZADO

Tabela E.1 - Teor de amirinas (a e B) presentes no extrato obtidos com ELP com
diferentes temperaturas e pressoes.

Condicao o-amirina  B-amirina Tg}al a-amirina B-amirina (T(;':al)
experimental (% m/m) (% m/m) m Ir:1) (9/kg) (9/kg) g/kg
40 °C /50 bar 12,29 53,94 66,22 2,60 11,39 13,99
40 °C /100 bar 12,87 58,10 70,97 2,58 11,64 14,22
40 °C /150 bar 12,70 57,76 70,47 2,42 11,00 13,42
70 °C /50 bar 7,39 32,63 40,02 2,06 9,09 11,15
70 °C /100 bar 7,63 32,83 40,46 2,15 9,25 11,39
70 °C /150 bar 8,15 35,86 44,00 2,34 10,30 12,64
100 °C/ 50 bar 7,04 30,63 37,68 2,40 10,46 12,86

100 °C /100 bar 7,36 31,55 38,91 2,56 10,98 13,55
100 °C / 150 bar 7,30 32,56 39,86 2,60 11,60 14,21

Tabela E.2 - Teor de amirinas (a e B) presentes no extrato obtidos com ELP com
diferentes tempos de extracao.

Tempo o-amirina B-amirina  Total (% «a-amirina  B-amirina Total

(min) (% m/m) (% m/m) m/m) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
0,5 14,77 61,83 76,61 1,74 7,26 9,00
1 14,27 61,92 76,19 2,33 10,11 12,44
3 13,85 60,42 74,26 2,67 11,65 14,32
5 13,65 59,26 72,91 2,71 11,75 14,45
7 13,52 58,53 72,06 2,72 11,78 14,50

10 13,26 57,17 70,42 2,74 11,81 14,55
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Tabela E.3 - Teor de amirinas (a e B) presentes nos extratos de uvaia (% m/m) obtidos
por ELP no planejamento experimental.

Condigao Experimental

a-amirina (% B-amirina (% Total (%
Temperatura (°C) mim) mim) mim)
Pressao

30 120 13,45 58,41 71,86
50 120 12,38 53,10 65,49
30 180 13,14 60,37 73,51
50 180 11,57 50,72 62,28
40 150 13,02 58,24 71,26
40 150 12,66 56,62 69,28
40 150 12,95 56,27 69,22

Tabela E.4 - Avaliagdo do tamanho de particula e da vazao de solvente na ELP.

Condicao a-amirina  B-amirina Total a-amirina B-amirina  Total
Experimental (% m/m) (% m/m) mim) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
3 ml min”" 13,07 57,71 70,78 2,49 10,99 13,48
5 ml min™’ 13,14 60,37 73,51 2,73 12,52 15,25
7 ml min™’ 13,70 60,94 74,64 2,89 12,85 15,74
0,512 mm 12,97 58,55 71,53 2,27 10,27 12,54
0,362 mm 13,17 59,13 72,30 2,49 11,20 13,69
0,275 mm 13,14 60,37 73,51 2,73 12,52 15,25
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APENDICE F - DADOS COMPLEMENTARES DE QUANTIFICAGAO DE

AMIRINAS NOS EXTRATOS OBTIDOS POR MACERAGAO

Tabela F.1 - Teor de amirinas (a e ) presentes no extrato obtidos por maceragao com
diferentes tempos de extracao

Tempo a-amirina B-amirina  Total (% «a-amirina B-amirina Total
(min) (% m/m) (% m/m) m/m) (9/kg) (g/kg) (9/kg)
1 16,29 67,29 83,57 2,07 8,54 10,61

3 15,86 64,90 80,76 2,15 8,80 10,95

5 15,72 64,60 80,32 2,15 8,83 10,97
10 15,24 60,63 75,87 2,25 8,93 11,18
20 14,66 58,87 73,53 2,41 9,69 12,10
30 14,53 56,69 71,22 2,52 9,82 12,33
60 13,45 52,04 65,49 2,52 9,74 12,26
120 13,10 49,97 63,07 2,51 9,57 12,08
180 12,89 49,94 62,83 2,51 9,72 12,23

Tabela F.2 - Efeito da temperatura sobre a quantidade de amirinas obtidas na extracao
por maceracao
a-amirina B-amirina Total (% a-amirina B-amirina  Total

Temperatura
(% m/m) (% m/m) m/m) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
50 15,02 59,97 75,00 2,42 9,65 12,07
55 14,66 58,87 73,53 2,41 9,69 12,10

60 15,04 57,40 72,44 2,56 9,78 12,34




