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RESUMO

A utilizacdo de fluido supercritico para fracionamento e purificagéo de
misturas complexas tem sido cada vez mais estudada e aplicada em
diferentes matrizes durante as Ultimas décadas. Este processo apresenta
uma tecnologia inovadora para a remogéo seletiva de monoterpenos e a
purificagdo ou enriquecimento de terpenos oxigenados bioativos. Estes
compostos possuem um alto potencial na industria farmacéutica,
cosmética e de alimentos. A pimenta rosa (Schinus terebinthifolius
raddi), membro da familia Anacardiaceae e amplamente distribuida ao
longo da costa do territdrio brasileiro, possui varias agdes terapéuticas,
tais como: cicatrizante, antisséptica, antifingica e antiinflamatéria.
Além destas, recentemente a pimenta rosa apresentou potencial
citotéxico em linhagens de células cancerosas. Visando a aplicacdo de
compostos bioativos de Schinus terebinthifolius raddi na érea
biomédica, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um
protocolo para a obtencdo e separacdo destes compostos a partir de
extragdo com fluido supercritico. Para isto, diferentes condicOes
operacionais de extracdo foram avaliadas. Os resultados obtidos
apresentaram a existéncia de duas fragdes com diferente composicdo
guimica, quando 80 bar de pressdo a 35°C foram utilizados. Esta
condicdo de operacdo apresentou o melhor fracionamento dos extratos.
Com a finalidade de otimizar a metodologia de separacdo utilizada, foi
realizada uma avaliagdo do comportamento dos compostos quimicos ao
longo do processo de extragdo. A primeira fracdo obtida do extrato
apresenta 0s seguintes compostos majoritarios: alfa-felandreno, delta-3-
carene e limoneno. Enquanto que a segunda, beta-Elemen-7 alfa-ol,
Elemol e beta-elemene. Avaliacdo da atividade citotdxica das fragdes
em linhagens de células leucémicas (Leucemia mieloide crénica
agudizada e Leucemia aguda linfoblastica) foi realizada. De acordo com
os resultados obtidos observou-se que fragdo 1 obtida na condicdo
operacional de 80 bar e 35°C apresenta alta atividade citotdxica, muito
maior inclusive quando comparada a atividade do dleo essencial obtido
pela técnica tradicional de hidrodestilagdo, enquanto que a fragdo2
apresentou um estimulo para o crescimento das células cancerigenas.

Palavras chave: extragdo e separagdo supercritico, Schinus
terebinthifolius atividade citotoxica, células leucémicas.






ABSTRAC

The use of supercritical fluid fractionation and purification of complex
mixtures has been increasingly studied and used in different matrices
during the last decades. This process presents an innovative technology
for the selective removal of monoterpenes and purification or
enrichment of bioactive oxygenated terpenes. These compounds have a
high potential in the pharmaceutical, cosmetic and food industry. The
pink pepper (Schinus terebinthifolius raddi), member of the
Anacardiaceae family and widely distributed along the coast of Brazil,
has several therapeutic actions, such as healing, antiseptic , antifungal
and anti - inflammatory. Apart from these recently introduced pink
pepper cytotoxic potential in cancer cell lines. Aiming at the application
of bioactive compounds Schinus terebinthifolius raddi in the biomedical
field, this study aimed to develop a protocol for the collection and
separation of these compounds from supercritical fluid extraction. For
this, different operating conditions for extraction were evaluated. The
results obtained showed the presence of two fractions with different
chemical composition, when 80 bar pressure at 35° C were used. This
operating condition showed the best fractionation of the extracts. In
order to optimize the fractionation methodology used, an assessment of
the behavior of chemicals throughout the extraction process compounds
was performed. The first fraction obtained from the extract has the
following major compounds: alpha- phellandrene , delta- 3 - carene and
limonene. While the second ele- beta- ol - 7 alpha, and beta-
elemeneelemol. Evaluation of the cytotoxic activity of fractions in
leukemic cell lines (acute on chronic myeloid leukemia and acute
lymphoblastic leukemia) was performed. The results showed that
fraction 1 obtained from the operating condition 80 bar and 35°C has
high cytotoxic activity even much greater when compared to the
essential oil obtained by the traditional technique of hydrodistillation
activity, whereas fraction 2 presented a stimulus for the growth of
cancer cells.

Key words: Supercritical fluid extraction and fractionation; Schinus
terebinthifolius; cytotoxic activity, Leukemia cell lines.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade é crescente a preocupacdo dos consumidores em
reivindicar produtos ecologicamente corretos que associem qualidade e
preservacdo do meio ambiente. Com este conceito, tecnologias que se
preocupam com a qualidade de vida vém sendo desenvolvidas com
énfase como é o caso do processo de extracdo e fracionamento que
utiliza fluidos supercriticos. Esta técnica de separacgdo utiliza geralmente
como solvente o didxido de carbono por ser inerte, altamente disponivel,
ndo produzir residuo e poder ser recuperado. Além disso, é um processo
flexivel devido a possibilidade de uma modulacéo continua do poder de
seletividade do solvente (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Na indastria farmacéutica também a descoberta de novos
farmacos, cada vez mais potentes e menos toxicos € constante. Neste
sentido, o reino vegetal detém as maiores fontes de substancias ativas
gue podem ser usadas na terapéutica devido a grande diversidade
estrutural de metabolitos produzida, sendo a fonte mais antiga de
medicamentos para 0 homem (SAMUELSSON, 1999).

Os métodos de extracdo para a obtencdo e separacdo de
compostos bioativos a partir de material vegetal sdo diversos. Entre o0s
métodos tradicionais podem ser citados a hidrodestila¢do e extragdo com
arraste a vapor. As técnicas tradicionais apresentam desvantagens, como
0 emprego de alta temperatura, 0o que pode incorrer na degradacdo de
compostos termo-l&beis e formacdo de outros compostos indesejados.
Outro método comumente utilizado é a extracdo com solvente organico,
porém esse processo demanda uma etapa posterior de separacdo, 0 que
pode elevar os custos de producdo, além da possibilidade de
contaminagdo ambiental e da provavel presenca de residuos desses
solventes no produto final, restringindo a sua aplicacdo
(MUKHOPADHYAY, 2000). Diante desse cenario, a utilizacdo dos
fluidos supercriticos tem sido considerada uma boa alternativa para a
extracdo e fracionamento de produtos naturais.

Nesse contexto, tem-se a Schinus terebinthifolius raddi,
comumente conhecida como pimenta rosa, pertencente a familia
Anacardiaceae e amplamente distribuida ao longo da costa do territério
brasileiro (LORENZI, 1998; LENZI, 2004). Esta planta apresenta-se como
uma fonte prospera, especialmente quando se considera seu uso popular
abundante. Diversas partes desta sdo utilizadas pelas diferentes acdes
terapéuticas que possui como: cicatrizante, antisséptica, antiflngica e
antiinflamatéria, (VELAZQUEZ, et al., 2003; SCHMOURLO, et al., 2005;
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DE LIMA, et al., 2006). Além destas, recentemente o dleo essencial dos
frutos extraido por hidrodestilacdo apresentou agdo anti-tumoral em
linhagens de células cancerosas de seio (BENDAOUD et al., 2010).

Na composi¢do quimica dos frutos hidrodestilados de S. terebinthifolius
destacam-se os seguintes compostos majoritarios: a-pineno; o-
felandreno; delta-3-careno; p-felandreno e germacrene-D. Porém,
estudos realizados por Barbosa, etal. (2007) confirmam que existe uma
elevada variabilidade na composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais dos
frutos desta planta, sendo relevante para uma investigacdo padronizar o
local e tempo de colheita.

No processo de extragdo com didxido de carbono em estado supercritico
isso ja é, em parte, possivel, pois ao modificar a densidade do solvente
manipula-se a seletividade do fluido supercritico e, com isso, a
solubilidade dos compostos (BRUNNER, 1994; REVERCHON, et al.,
2006). Para isto, atualmente utilizam-se separadores acoplados ao
extrator e o processo de fracionamento se realiza de maneira continua
durante o processo de extracdo (GANAN; BRIGNOLE, 2013), no entanto,
0 controle do processo de separacdo (fracionamento) € uma tarefa
complexa que envolve o equilibrio de fases ( ZIBETTI et al., 2013).
Assim, o carater inédito deste trabalho esta na utilizacdo da tecnologia
supercritica para o desenvolvimento de um protocolo para obtencédo e
separacdo do extrato de S. terebinthifolius que ndo necessite de
separadores acoplados ao extrator. Para isto, diferentes condigdes
operacionais de extracdo foram avaliadas e o fracionamento foi
realizado de maneira simultanea. Os resultados obtidos apresentaram a
existéncia de duas fracbes (fracdo 1 e fragdo 2) com diferente
composicdo quimica. Sendo que a condigdo de 80 bar de presséo e 35°C
foi a que apresentou uma melhor separacdo da composi¢do quimica.
Avaliou-se o comportamento da composicdo quimica ao longo do tempo
de extracdo com a finalidade de estabelecer o tempo 6timo de coleta da
primeira fragdo de acordo com o comportamento dos compostos
guimicos. Para isto, se realizaram coletas em tubos separados em
intervalos curtos de tempo durante o processo de extracdo. Cada coleta
foi analisada por cromatografia.

Foram realizados testes para avaliar a citotoxicidade dos extratos
fracionados e do 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo em linhagens
de células leucémicas (Leucemia mieloide crbnica agudizada e
Leucemia aguda linfoblastica) obtendo-se como resultado uma alta
atividade citotoxica da fracdo 1. A fracdo2 apresentou um estimulo para
0 crescimento das células cancerigenas caracterizando o fracionamento
dos extratos.
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Para facilidade de apresentacéo, este trabalho se encontra estruturado em
capitulos, sendo que o capitulo 2 apresenta o objetivo geral e os
objetivos especificos desta pesquisa. No capitulo 3 se apresenta uma
revisdo bibliogréfica de alguns métodos de extragdo utilizados
tradicionalmente, e em especifico a extracdo e separacdo com CO, em
estado supercritico, plantas medicinais e da pimenta rosa. No capitulo 4
sdo descritos 0s materiais e métodos utilizados nos experimentos
realizados. No capitulo 5 sdo apresentados e discutidos os resultados
experimentais obtidos. Para finalizar o capitulo 6 apresenta as
conclusdes desta pesquisa.






2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia para obtencdo e separacdo de
compostos bioativos de S. terebinthifolius. (pimenta rosa) para uso
farmacéutico, baseado em tecnologias limpas, ambientalmente seguras e
economicamente viaveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar os melhores parametros operacionais de

extracdo com CO, em estado supercritico, que permitam a
retirada de compostos ativos da matriz vegetal;

b) Identificar os compostos majoritarios na matriz vegetal;
C) Avaliar métodos e metodologias de separacdo dos
compostos ativos de interesse de S. terebinthifolius;

d) Identificar a fracdo dos extratos de S. terebinthifolius

com melhor resposta a atividade citotdxica em linhagens de
células leucémicas.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo é apresentada a revisdo completa dos assuntos
abordados nesse trabalho na forma de topicos.

No primeiro tdpico deste capitulo revisam-se 0s aspectos
relacionados as plantas medicinais e seu papel como fonte de farmacos
anticancerigenos. No segundo apresenta-se a descricdo e usos da
pimenta rosa (S. terebinthifolius), assim como a composi¢do quimica
que apresentam seus extratos.

No quarto tépico revisam-se aspectos teéricos dos fluidos
supercriticos seguido do quinto da énfase no processo de extracdo com
diéxido de carbono supercritico.

No sexto topico, aborda-se estado da arte dos trabalhos de
fracionamento usando fluido supercritico. Finalizando esta revisdo, no
sétimo topico apresentam-se as técnicas de separacdo utilizadas na
elaboracédo dessa pesquisa.
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3.1 PLANTASMEDICINAIS

Pode-se considerar como planta medicinal aquela planta
administrada sob qualquer forma e por alguma via ao homem,
exercendo algum tipo de acéo farmacoldgica (KUMAR, 2010).

As plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente para o
tratamento de varias enfermidades. Sua aplicacdo € vasta e abrange
desde o combate ao cancer até doencas transmitidas por microrganismos
patogénicos (RIOS; RECIO, 2005)

As propriedades que sao atribuidas as plantas medicinais séo fruto
da acdo de compostos produzidos pelo seu metabolismo secundario.
Estes tipos de compostos organicos ndo estdo diretamente ligados com
as funcdes essenciais no metabolismo vegetal, assim, a auséncia destes
nao resulta na morte da planta. Os compostos organicos produzidos com
estas caracteristicas sdo denominados de metabolitos secundarios, que
sdo produzidos pelas plantas para atuarem na protecdo contra 0s
patégenos e pragas, também apresentando importante papel na
fecundacéo e na distribuicdo das sementes. Os fisiologistas acreditam
gue estes compostos foram sendo produzidos ao longo da co-evolugéo
das plantas possibilitando a perpetuacdo da espécie ao longo dos anos.
Estes metabolitos ndo sdo produzidos igualmente em todas as plantas,
variam de acordo com a familia, espécie e local onde sdo cultivados
(TAIZ; ZIEGER, 20086).

3.1.1  Anticancerigenos derivados de plantas

A descoberta de novos farmacos, cada vez mais potentes e
menos toxicos é constante. Assim, as plantas medicinais possuem um
importante papel no tratamento do cancer. Muitas das novas aplicacdes
clinicas de metabdlitos secundarios oriundos de plantas e seus derivados
tém sido direcionadas ao combate desta patologia (FELIPE, 2010;
BENDAOUD et al., 2010; PARISOTTO et al., 2012). Mesmo que, a
molécula isolada do vegetal ndopossa ser usada diretamente como
medicamento, pode servir de modelo para sinteseoupara gerar um pro-
farmaco para o desenvolvimento de novos agentes (NEWMAN, et al.,
2003;BUTLER, 2004:BRANDAO, et al., 2010)

De acordo com Calixto (2003), aproximadamente 70% dos
farmacos antitumorais existentes no mercado sdo derivados de plantas.
Como exemplo pode-se citar: alcaléides da vinca, como vincristina e
vimblastina, isolados de Catharantus roseus (Apocynaceae); derivados
de lignanos como etoposideos e tenoposideos; derivados semi-sintéticos
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da podofilotoxina, isoladas de espécies do género Podophyllum
(Berberidaceae), bem como taxanos isolados de espécies do género
Taxus (Taxaceae), derivados semi-sintéticos da camptotecina,
irinotecano e topotecano, isoladas de Camptotheca acuminata
(Nyssaceae), dentre outros (DE MESQUITA et al., 2009; NOBILI et al.,
2009).

Metodologias recentes, cada vez mais modernas de isolamento e
identificagdo de compostos de fontes naturais tém propiciado aumento
no nimero de novas estruturas quimicas bioativas para inimeras
indicagdes terapéuticas (UNNATI et al., 2013). De acordo com Newman
(2003), medicamentos derivados de produtos naturais sdo capazes de
tratar 87% das enfermidades humanas categorizadas, incluindo as
indicadas como antibacterianas, anticoagulantes, antiparasitarias,
imunossupressoras e anticancerigenas. Esta (ltima classe de
medicamentos teve 1/3 do mercado em 2002, representado apenas por
dois grupos de quimioterapicos derivados de produtos naturais, sendo
gue 0s taxanos e derivados da camptotecina representam cerca de U$ 3
bilhdes de dolares.

E importante ressaltar que no Brasil, dos quase seis mil produtos
farmacéuticos disponiveis entre farmacos e fitofarmacos, poucos foram
desenvolvidos por inddstrias nacionais. No entanto, investem-se bilhdes
de dolares na importacdo da matéria-prima utilizada na producdo de
farmacos (BLOCK, et al., 1998).

3.2 MATRIZ VEGETAL: Schinus terebinthifolius raddi

Schinus terebinthifolius raddi, comumente conhecida como
pimenta rosa pertence a familia Anacardiaceae. E uma arvore de porte
médio, didica, de folhas compostas e aromaticas. Possuem diferencas
nas estruturas reprodutivas sendo maiores e mais floridas as
inflorescéncias masculinas. Por apresentar flores meliferas, é uma
espécie muito procurada pela avifauna e sua semente € amplamente
disseminada por péassaros. Distribui-se geograficamente desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, em vérias formagdes
vegetais, sendo mais comum em beiras de rios (LORENZI, 1998; LENZI,
2004)

Na medicina popular, S. terebinthifolius é usada para o
tratamento de Ulceras, problemas respiratorios, cicatrizacdo de feridas,
reumatismo, artrite e como antisséptico e antiinflamatério. No Brasil,
principalmente no Nordeste, 0 decocto das cascas do caule da aroeira
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tem sido muito utilizado no tratamento de afeccGes do aparelho
ginecol6gico (MOREIRA, et al. 2002; MATOS 1997).

Estudos realizados “In vivo” e “In vitro” relatam atividades
biolégicas dos extratos de S. terebinthifolius, como atividade
antioxidante, antifngica e antibacteriana (VELAZQUEZ, et al. 2003;
SCHMOURLDO, et al. 2005; DE LIMA, et al. 2006). Assim como também
propriedades anticancerigenas (BENDAOUD et al., 2010).

Atualmente a inddstria farmacéutica vem pesquisando e
desenvolvendo medicamentos a partir de substancias extraidas desta
espécie. Um caso recente é do laboratdrio farmacéutico Hebron® que
lancou no mercado nacional um anti-inflamatério e cicatrizante natural
para uso ginecoldgico, que tem como principio ativo 0 tanino,
substancia extraida da casca S. terebinthifolius, assim como também
comprimidos indicados no tratamento sintomatico para gastrite leve a
moderada (Figura 1).
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Figura 1: Kronel®, sabonete liquido para higiene intima. KIOS® indicado no
tratamento sintomatico da gastrite leve a moderada.

3.2.1 Composicao quimica do extrato de S. terebinthifolius.

A composicdo dos extratos naturais é determinada por fatores
genéticos, porém os fatores ambientais podem causar variagoes
significativas em seus componentes. Os monoterpenos e 0S
sesquiterpenos apresentam-se como 0s compostos mais abundantes. A
época de colheita, o horario e 0 modo de secagem do material vegetal
também podem ter influéncia sobre a composicdo e o teor do 6leo
(SILVA, 2003)

A andlise fitoquimica de S. terebinthifolius revelou que a
mesma contém taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas esteroidais,
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terpeno e uma quantidade grande de 6leo essencial (CARVALHO, et al.
2003).

Ceruks et al. (2007), realizaram um estudo dos compostos
fendlico polares das folhas de S. terebinthifolius. Os resultados obtidos
mostraram a presenca de galato de etila, miricetrina, quercitina, galato
de metila e miricetina.

No Oleo essencial presentes nos frutos maduros de
S.terebinthifolius destacam-se os seguintes compostos: a-pineno
18,82%; B-pineno 5,02%; a-felandreno 23,55%; a-3-careno 29,22%; B-
felandreno 18,08% e germacreno-D 11,89%, a maioria monoterpenos
(CLEMENTE, 2006).

Em outro estudo realizado por Bendoud et al. (2010), a
composicdo quimica do 6leo essencial dos frutos de S.terebinthifolius
revelou os seguintes compostos majoritarios: a-felandreno 34,34%; f-
felandreno 10.61%; o-terpineol 5.60%; o-pineno 6.49%; B-pineno
3.09%; e p-cymeno 7.34%.

Estudos realizados por Barbosa et al., (2007) evidenciaram
grandes diferencas na composicdo dos extratos hidrodestilados dos
frutos maduros e imaturos de S. terebinthifolius, sendo que o extrato dos
frutos maduros apresentou um menor teor de a-felandreno (13,04%) e p-
cimeno (0,2%) e maior teor em PB-felandreno (18,08%) e a-pineno
(12,94%).

A Tabela 1, localizada na pagina a seguir, apresenta a descri¢do
guimica dos compostos majoritarios relatados nos trabalhos
anteriormente citados, segundo The National Institute of Standards and
Technology (NIST, s.d.)
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Tabela 1: Descri¢do quimica dos compostos majoritarios obtidos do 6leo

essencial dos frutos de S. terebenthifolious.

Composto Formula NUmero CAS | Peso
molecular
(g/mol)
a-felandreno
99-83-2 36.24
C10H16
monoterpeno
B-felandreno
555-10-2 36.24
C10H16
monoterpeno
a-pineno
‘\ @\ 80-56-8 136.234
)-a-pinene )-a-pinene
CioH1s
monoterpeno
3-careno
/[:D/ 13466-78-9 136.234
CioH1e
monoterpeno
germacrene-D 2 37839-63-7 204.35
C15H24

sesquiterpeno
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3.3 FLUIDOS SUPERCRITICOS

Um componente puro € considerado um fluido supercritico
guando sua temperatura e pressao sao maiores que seus valores criticos,
Tc e Pc, respectivamente (BRUNNER, 2005). A temperatura critica é
definida como a mais alta temperatura na qual um gas pode ser
convertido em liquido, devido a um aumento de pressdo. A pressdo
critica consiste na mais alta pressdo na qual um liquido pode ser
convertido em um g&s, devido a um aumento de temperatura. Essas
propriedades caracterizam o ponto critico (PC) (Figura 3.5). Acima
desse ponto existe a regido supercritica na qual 0 composto apresenta-se
como um fluido de uma Unica fase, ndo condensavel, exibindo algumas
propriedades fisico-quimicas tipicas de gases e outras tipicas de
liquidos.

Os diferentes estados fisicos de uma substancia pura podem ser
visualizados em um diagrama tridimensional de pressdo-volume-
temperatura (P-V-T) como se mostra na Figura 2. Observa-se que
guando a temperatura e a pressdo estdo acima do seu valor critico, 0
sistema se encontra na regido supercritica. Neste ponto, as propriedades
do sistema sdo altamente sensiveis a pressdo e temperatura.
Normalmente, o solvente supercritico é aplicado a uma temperatura
préxima do seu valor critico, sob uma pressao suficientemente alta para
tornar sua densidade maior do que a densidade critica do fluido. Por
definicdo, o estado supercritico é caracterizado pelo desaparecimento da
interface de separacéo do estado liquido e gasoso. Isto acontece somente
acima de certa pressao e temperatura (BRUNNER, 1994).
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Fluido Supercritico

Pressio (bar)
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Figura 2: Diagrama de fase do diéxido de carbono. Temperatura - Pressao,
SANDERS,(1993).

O poder de solvatacdo de um fluido supercritico depende da sua
densidade, o que pode ser mudado por pequenas variagdes na
temperatura e pressdo, assim, estes fluidos proporcionam uma
capacidade unica como solvente (BRUNNER, 1994).

Da mesma maneira que a densidade, as propriedades de
transporte como difusividade e viscosidade também séo dependentes da
temperatura e pressdo, onde as variagfes sdo mais pronunciadas em
regides préximas ao ponto critico.

A viscosidade de um fluido supercritico diminui com a
temperatura até um valor minimo, ap6s o qual aumenta com a
temperatura. Nas temperaturas acima do minimo o fluido comporta-se
como gas, isto é, a viscosidade aumenta com a temperatura. Estes
valores baixos de viscosidade e valores intermediarios de difusividade
promovem um transporte de massa mais facil, resultando na diminuicdo
dos custos (CAVALCANTI ; MEIRELES, 2012).

Os altos valores de densidade, combinados com o poder de
solvatacdo dependente da pressdo, conferem alta solubilidade e
seletividade ao processo. Além disso, a auséncia de tensdo superficial
permite a rapida penetracdo do solvente na matriz da amostra,
aumentando a eficiéncia da extragdo. Todos esses fatores combinados
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tém promovido o grande interesse na aplicacdo da tecnologia de fluidos
supercriticos nos processos de separacdo (SALGIN; DOKER,;
CALIMLI, 2006).

Os fluidos supercriticos tém sido usados como solventes para
uma ampla variedade de aplicacGes tais como: obtencdo de extratos
naturais, extracao de ions metalicos, sintese de polimeros, nucleacédo de
particulas e sintese de nanoparticulas (OZEL, et al. 2000;
REVERCHON e DE MARCO 2006; HONG et al., 2013).

O processo de extracdo supercritica tem sido visto como uma
alternativa ao processo de extracdo de compostos naturais devido as
vantagens que possui em relagdo as técnicas tradicionais, dado que é um
processo flexivel com a possibilidade de uma modulagdo continua do
poder de seletividade do solvente. Também se pode citar a vantagem da
ndo utilizacdo de solventes orgénicos, que além de elevar o custo,
podem contaminar os extratos. Além disso,trabalhos recentes relatam
uma maior atividade biologica dos extratos quando comparados aos
extratos  obtidos pelas técnicas tradiconais de  extracdo
(POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2008; HERZI et al. ,
2013; MOUAHID et al., 2013; SAJFRTOVA et al., 2013).

Esta forma de operagdo apresenta uma vantagem especial para a
obtencdo de extratos naturais, vistoque ndo ocorre uma degradacdo dos
componentes termo sensiveis, 0 que conduz a um produto final com alta
pureza. Aliado aisto, a competitividade da area de compostos com
atividade terapéutica, que tem como fatores fundamentais a conquista de
mercados, a qualidade, a disponibilidade e o preco, sinaliza para o
emprego de técnicas modernas de extracdo, como a extracdo
supercritica, que se destaca porrepresentar umatecnologia que minimiza
danos aomeio ambiente e que vem se desenvolvendo continuamente nas
Gltimas décadas (DANIELSKI, et al., 2007; MACHMUDAMH, et al.,
2006)

Na préatica, mais de 90% das extracfes com fluidos supercriticos
sdo levadas a cabo utilizando dioxido de carbono como solvente,
principalmente na industria farmacéutica e de alimentos. Esse fato
ocorre devido o CO, possuir valores criticos relativamente baixos como
a temperatura de 32°C e uma pressdo de 72 bar, além de ser inodoro,
atéxico, ndo inflamavel e pode ser removido facilmente do produto final
sem deixar residuo e achado em estado puro a relativo baixo custo.
(REVERCHON; DE MARCO, 2006).

A facilidade de extracdo de compostos com CO, supercritico
depende da presenca de grupos funcionais individuais nesses compostos,
do seu peso molecular e de sua polaridade. Hidrocarbonetos e outros
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compostos organicos com polaridade relativamente baixa, como por
exemplo, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas e lactonas sdo extraidos com
CO, supercritico a baixas pressfes, em torno de 75 e 100 bar, onde
substancias moderadamente polares, como derivados de benzeno com
um grupo carboxilico e dois grupos hidroxilas, séo moderadamente
soltveis. Compostos altamente polares, com um grupo carboxilico e trés
ou mais grupos hidroxilas sdo pouco sollveis. Para a extracdo de certa
classe de compostos, 0 uso de cossolvente junto ao CO, supercritico é
necessario para aumentar a polaridade e poder de solvatacdo do
solvente. Etanol, acetato de etila e agua sdo os cossolventes mais
utilizados para obter produtos para a industria de alimentos
(MUKHOPADHYAY, 2000; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

3.4 PROCESSO DE EXTRAGCAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

A extracdo com fluido supercritico de matrizes sélidas ou semi-
solidas divide-se em duas etapas: extracdo e separacdo. Na extracdo, o
fluido supercritico escoa através de um leito fixo de particulas sélidas
dissolvendo os componentes extraiveis. O solvente é alimentado no
extrator e uniformemente distribuido no interior do leito fixo. A mistura
de solvente e componente extraidos deixa o extrator e passa para o
separador (BRUNNER, 1994; MUKHOPADHYAY, 2000).

No separador, a pressdo da solucdo é reduzida, acarretando na
vaporizagdo do solvente, o qual poder ser recirculado, e na precipitacéo
do soluto, o qual sera coletado e analisado (SOVOVA, 2005).

3.4.1 Curvas de extragao

Segundo Brunner (1994), os processos de extragdo com fluido
supercritico podem ser representados por uma curva tipica de extracao.

As curvas de extracdo expressam a taxa de extragdo (dw/dt), isto
é, a massa de extrato acumulada (w(t)) em funcéo do tempo (t) ou massa
de solvente utilizada. A taxa de extracdo ndo é uma funcédo linear do
tempo e, por esta razdo, diversos comportamentos podem ser observados
para as curvas globais de extracdo(CAVALCANTI; MEIRELES, 2012).

Na Figura 3, estd representada a curva tipica de extracdo
caracterizada por trés etapas:

l. Na primeira etapa da curva conhecida com periodo de taxa de
extracdo constante (CER), o soluto esta presente em grandes
quantidades na superficie das particulas da matriz. A inclinagéo da curva
é dada pela solubilidade do soluto no solvente.
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Nesta fase predomina o processo de transferéncia de massa
controlado por convecgdo, ou seja, 0 processo é controlado pelo fluxo
do solvente.

Il. Na segunda etapa da curva (FER), a camada de soluto
facilmente acessivel sobre a superficie das particulas esta a ser esgotado,
nem todas as particulas estdo revestidas pelo soluto e, por tanto, a taxa
de transferéncia de massa diminui rapidamente. Nesta etapa ocorre uma
resisténcia a transferéncia de massa e 0s processos de difusdo e
convecgao tornam-se importantes para a extracao.

Il Na fase final, chamada de difusdo controlada (DC), €
caracterizada pela auséncia de soluto facilmente acessivel & superficie
da particula; aqui, a taxa de extracdo é controlada principalmente pela
difusdo do solvente para o interior das particulas sélidas, seguido pela
dispersdo de a mistura do soluto e do solvente na superficie das
particulas.

A resposta da curva depende dos parametros do processo e
todos os fendmenos acontecidos dentro do leito fixo (BRUNNER,1994).

Quartidade total de exarato no sdlido

/—/—/_—

nc

CER

Quantidade de extrato

Tempo, quartidade de solvente

Figura 3: Curva tipica de extracdo com fluido em estado supercritico.
Fonte: Brunner, 1994
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3.4.2 Solubilidade e taxa de transferéncia de massa em extragéo
supercritica de 6leos esséncias

Existem muitas varidveis a ser consideradas em um processo de
extracdo com fluido supercritico. Uma delas é a solubilidade do soluto a
ser extraido.

A solubilidade é definida como a concentracdo, a fracdo de
massa, ou a fracdo molar de uma determinada substancia que pode ser
dissolvida no fluido supercritico. Além de temperatura e pressdo, as
propriedades do soluto, a massa molecular, polaridade, e da pressdo do
vapor, afetam a solubilidade. O conhecimento sobre o comportamento
da solubilidade de solutos em um fluido supercritico requer uma
compreensdo das interagfes intermoleculares do soluto-solvente e
soluto-soluto (POURMORTAZAVI, et al.,, 2008; CAVALCANTI e
MEIRELES, 2012).

O desenvolvimento de processos de extragdo com fluido
supercritico depende marcadamente do poder solvente do fluido, da
volatilidade do soluto e da variacdo destas propriedades com as
condicdes de operacdo. Porém, as condicGes operacionais tém que ser
escolhidas de modo a se obter a extracdo seletiva de compostos de
interesse, reduzindo, a um minimo, a co-extragdo de compostos
indesejaveis (REVERCHON, 1997).

O poder solvente dos fluidos supercriticos pode ser relacionado
diretamente com a sua densidade, que aumenta a medida que a pressao
se incrementa e a temperatura diminui (DEL VALLE, et al., 1999).

Gaspar, et al., (1999) testaram a solubilidade de duas
boraginaceas e uma lunaria em CO, supercritico. Variaram pressao e
temperatura de 60 bar a 300 bar e 10°C a 50°C. Observaram que a
solubilidade aumenta com o incremento da pressdo, como resultado
direto de um aumento na densidade do solvente. A temperatura
apresentou comportamento similar. Mas, & baixas pressdes (60 a 100
bar) um aumento de temperatura resultava na diminuicdo da
solubilidade.

Berna, et al., (2000) testaram a solubilidade do limoneno e
linalool puros a temperaturas de 45 C e 55 C com pressdes de 69 a 111
bar. Mostraram que ao aumentar a pressdo aumenta a solubilidade,
porém, ao aumentar a temperatura nas mesmas condi¢des o0 aumento da
solubilidade n&o foi significativo.

Estes estudos revelam que as condicdes de solubilidade dependem
da interacdo do solvente com o soluto.
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3.4.3 Efeito da matriz vegetal

Diferentes fatores tais como o tamanho da particula, forma,
superficie, porosidade, umidade, nivel de solutos extraiveis e a natureza
da matriz vegetal afetam o resultado em uma extracdo com fluido
supercritico. A matriz pode exigir condicdes de extracdo especifica
(REVERCHON e DE MARCO, 2006).

A estrutura fisica da matriz ¢ um ponto importante e a eficiéncia
da extracdo esta relacionada com a habilidade do fluido supercritico em
difundir-se dentro desta. Por essa razdo as condigdes de extragdo de um
mesmo composto podem diferir de uma matriz a outra (SALGIN, 2007).

Como regra geral, tem-se que: diminuindo o tamanho da particula
da matriz se d4& uma maior &rea de contato, tornando assim mais
eficiente a extracdo. No entanto, moagem excessiva pode prejudicar o
processo devido a reabsorcdo dos compostos de interesse dentro da
superficie da matriz, e pode acontecer uma queda de pressdo dentro do
extrator, devido a formacdo de caminhos preferenciais no interior do
leito e parte do solvente flui pelos canais formados sem ter contato
como o solvente. Geralmente, particulas com diametros médios
aproximadamente entre 0,25 e 2,0 mm sdo utilizadas. A dimenséo 6tima
deve ser escolhida caso a caso considerando o conteldo de agua na
matriz vegetal e a quantidade de compostos liquidos extraiveis que
podem produzir fendmenos de coalescéncia entre as particulas,
favorecendo assim a extracdo irregular ao longo do extrator.
Adicionalmente, a produgdo de particulas muito pequenas pela moagem
poderia favorecer a perda de compostos volateis (REVERCHON & DE
MARCO, 2006; SALGIM, 2007; SALGIN; SALGIN, 2013).

3.4.4 Efeito de pardmetros operacionais da extragdo supercritica

A sele¢do das condigBes de operagdo depende de compostos ou
familias de compostos especificos a serem extraidos. Peso molecular e
polaridade devem ser levados em consideracdo, com algumas regras
gerais a serem seguidas (REVERCHON e DE MARCO, 2006).

Por esse motivo, devem ser tidos em conta os efeitos dos outros
parametros observados no processo de extracdo com fluido supercritico.
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3.4.4.1 Efeito da densidade

Conforme descrito no item 3.5.1, um aumento na solubilidade
implica em uma maior eficiéncia da extracdo. Como regra, tem-se que:
um aumento da densidade do fluido supercritico implica em um
aumento na solubilidade do soluto (MUKHOPADHYAY, 2000).

A solubilidade do soluto no fluido supercritico é funcdo da
densidade do solvente e da pressdo de vapor do soluto, além da natureza
guimica dos compostos. Nas vizinhancas do ponto critico, grandes
mudancas de densidade podem ser produzidas por pequenas mudancas
na pressao e temperatura de operacao. Esta propriedade é mais sensivel
a temperaturas proximas a do ponto critico do que em pressdes elevadas
(BRUNNER, 1994).

Em uma isoterma, 0 aumento da pressdo aumenta a densidade
do solvente, diminuindo a distancia intermolecular, aumentando assim a
interacdo entre as moléculas de soluto e solvente. J& em uma is6bara, 0
aumento da temperatura acarreta uma diminuicdo da densidade do
solvente e um aumento da pressdao de vapor do soluto. Os efeitos
antagbnicos destes pardmetros ocasionam uma inversdo da curva de
solubilidade, fenémeno conhecido como retrogradacdo ou condensacao
retrograda, resultado da competicdo entre esses efeitos (densidade do
solvente e pressdo de vapor do soluto) e da predominancia de um dos
dois. Assim, abaixo da pressdo de inversdo das isotermas o efeito da
densidade do solvente é dominante, logo a solubilidade diminui com o
aumento da temperatura. Acima da pressdo de inversdo, o efeito da
pressdo de vapor do soluto é dominante e a solubilidade aumenta com a
temperatura (MICHIELIN, et al., 2005; GUCLU- USTUNDAG &
TEMELLLI, 2005).

3.4.4.2 Efeito da Pressdo

A pressdo representa outro fator importante no processo de
extracdo supercritica tanto quanto a temperatura, dado que pode ser
utilizada para ajustar a seletividade do fluido supercritico. Um aumento
na pressdo resulta em um aumento na densidade do fluido supercritico.
Tem-se como regra: quanto mais elevada é a pressao, maior é o poder do
solvente e menor a seletividade da extracdo (BRUNNER, 1994).

A densidade no caso do CO,-SC pode variar aproximadamente
entre 0,15 a 1,00 g/cm3 e estd relacionada diretamente com a
temperatura e a pressdo (BRUNNER, 1994; REVERCHON e DE
MARCO, 2006).
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3.4.4.3 Efeito da Temperatura

A influéncia da temperatura sobre a solubilidade de uma
substancia em um solvente supercritico € mais dificil de prever do que a
da presséo.

O aumento da temperatura acarreta dois efeitos contrarios em
relacdo a solubilidade. Em um primeiro momento, o aumento da
temperatura reduz a densidade do CO,-SC a uma pressdo constante,
reduzindo assim o poder solvente do fluido. Em um segundo momento o
aumento da temperatura aumenta a pressdo de vapor dos compostos a
serem extraidos, aumentando a solubilidade.

Quando se tem padrdes de pressdao elevados, o efeito que
predomina é o aumento da solubilidade, e em pressdes pouco acima do
ponto critico predomina a redugdo da solubilidade (BRUNNER, 1994;
REVERCHON e DE MARCO, 2006; ARAUS, et al., 2009).

3.4.4.4 Efeito dos modificadores (cossolventes)

O uso de cossolvente ou modificador foi proposto como um
método para melhorar a solubilidade da extracdo permitindo operagdes
com pressdes ndo tao elevadas. Estes atuam aumentando o rendimento e
alterando a solubilidade do processo, por meio de mudancas das
caracteristicas de polaridade do solvente, promovendo interacGes
especificas com o soluto, como sdo, por exemplo, as pontes de
hidrogénio. Este tipo de interagdo resulta em um aumento da
seletividade do processo (TEBERIKLER, et al., 2001; DAUKSAS, et
al., 2002; TONTHUBTHIMTHONG, et al., 2004).

3.5 MODELAGEM MATEMATICA

A habilidade de predizer as curvas cinéticas de extracdo é de
fundamental importancia tanto no projeto como na otimizacdo de uma
planta industrial. Dessa maneira, modelagem matematica &
provavelmente a principal ferramenta de predigdo que tem por objetivo a
estimativa dos pardmetros envolvidos no processo (QUISPE-CONDORI,
2005). A analise de uma curva de extracdo para um determinado
processo pode ajudar a definir o volume do extrator, a vazdo requerida
de solvente para a taxa de extragdo desejada, 0 tempo de extracdo, a
razdo solvente por massa de alimentacdo, entre outros parametros de
processo. Para tanto, os modelos matematicos devem ajustar pardmetros
cujo valor possa ser predito como funcéo das condi¢des operacionais, de
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forma que seja possivel, a partir de curvas modeladas, projetar um
processo de extracdo supercritica em escala industrial (BRAGA, 2005).
Os modelos matematicos permitem generalizar o0s resultados
experimentais, descrevendo os principais fenébmenos de interesse por
meio de uma equacdo ou um sistema de equacdes, que posteriormente
poderdo ser aplicados a condi¢Ges de trabalho, diferentes daquelas
inicialmente pesquisadas, possibilitando assim obter informacdes
necessarias para dimensionamento de uma unidade de extracdo
supercritica (MOURA, 2004).

Existe na literatura um grande nimero de modelos propostos para
extracdo supercritica de produtos naturais. Podem-se citar os modelos
empiricos, baseados na analogia da transferéncia de calor na particula
como o de Cranck (1975) e Gaspar et. al (2003). Assim como também,
modelos baseados na equagdo diferencial de transferéncia de massa no
leito como o de Sovova (1994) e Martinez et. Al (2003).

Neste trabalho foi ajustado o0 modelo de Sovova por ser o mais
difundido nos trabalhos de pesquisa observados.

3.5.1 Modelo de Sovova

Sovova (1994) propds um modelo baseado em diversos balangos
de massa no leito extrator, em que considera o material extraivel contido
numa estrutura esférica, com células rompidas numa camada externa e
células intactas no nucléolo, além de assumir o estado de equilibrio
estabelecido entre o solvente e o soluto dentro das células rompidas no
extrator durante a pressurizacdo, isto €, antes de o solvente comecar a
fluir a partir do extrator. A teoria que fundamenta este modelo engloba a
transferéncia de massa tanto para a fase soélida quanto para a fase fluida.

As principais consideracdes feitas pelo modelo séo:

a) Matriz solida composta por material moido;

b) Leito de extracdo cilindrico com fluxo axial de
solvente;

c) Solvente livre de soluto na entrada do extrator;

d) A pressdo e temperatura sdo constantes durante todo o
processo

e) Tamanho de particulas e distribuicdo de soluto
homogéneo no leito de extragéo no inicio do processo.

Segundo Sovové (1994), a moagem da matriz resulta em uma situagdo
na qual parte do soluto, que inicialmente se encontrava no interior das
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células apresentando dificil acessibilidade ao solvente, passa a ser
facilmente acessivel, uma vez que parte das células é quebrada durante o
processo de moagem. Dessa forma, a massa de soluto contida
inicialmente na fase sélida (O) é composta pela massa de soluto
facilmente acessivel (P) e pela massa de soluto inacessivel dentro da
fase solida das particulas (K).

A concentracdo inicial de soluto na célula é dada por:

O=P+K Q)
A concentracdo inicial de soluto na célula é dada por:
X (t=0) =X, = O/N =x, + X =P/N + K/N (2)
Onde:

X= Teor ou razdo de soluto na fase solida (-);
O= Massa total de soluto (M);

N= Massa de material insolavel (M);

P= Massa de soluto de facil acesso (M);

K= Massa de soluto de dificil acesso (M).

Neste modelo foram desprezados nas equacgdes diferenciais do
balanco de massa os termos referentes a dispersdo axial e ao acumulo na
fase fluida e a difusdo na fase solida, por considerar que estes
fendmenos ndo influenciam significativamente no processo, gquando
comparados a conveccdo na fase fluida.

As equacdes a seguir apresentam o balanco de massa nas fases
fluida e s6lida, segundo 0 modelo de Sovova (1994):

Fase Fluida:
ay  JX,¥)
U— =
dh g0 (3)

Fase solida:
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gx _  JA.Y)
gt (1—-zlp. (4)
Onde:
]I:K_.Y:I = kylw- —.‘!I‘.r} para X = XR' (5)
JOLYY = k(1 —i) o

~a Y-/ para X = X (6)

Onde kvae Kxa sdo os coeficientes de transferéncia de massa nas

fases fluida e s6lida, respectivamente, e ¥~ é a solubilidade do soluto
no solvente. As condicGes de contorno para as equagdes de balanco de
massa séo:

X(ht=0) =X, @)

Yiht=0)=0 ©)

A solucéo analitica desse modelo ¢ iniciada a partir da insercdo
das varidveis adimensionais:

X
T = o
Ay (9)
y=1-Y/¥* (10)
kya

(11)

E.:L-j.-"d;i_ p}r * E

T (1 - &)ps Xy (12)
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Onde:

X1 concentragdo de soluto na fase sélida a partir da qual a
transferéncia de massa é retardada pela difusdo na fase sélida.

¥* - solubilidade do soluto no solvente;
kv4: coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida.

Introduzindo as variaveis adimensionais obtém-se;

ar av

E = _3 = _Jll * (T, ‘} (13)
Onde:
fory - JED)

T kya Y (14)

As condicdes de contorno passam a ser:
rlz,t=0)=1r, (15)
yWz=0,1)=1 (16)

Definindo uma fungo f (r) tal que:

) = fr)y (17)
Onde:
flr=1)=1 ¢ fir=1=1 (18)

Para determinar o perfil de concentracdo na fase sélida, Sovova
(1994) integrou considerando J* independente da concentracdo de
soluto na fase fluida.
1 dr

= +r =1y

f@r)az (19)
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Com a condicdo de contorno:

dr(z=u0.7) _

ar —F) (20)

No periodo de taxa de extragdo constante, no qual o soluto é de
facil acesso ao solvente (fase CER), ou seja, X=Xy, tem-seque r=1, logo:

ar
E +r="n (21)
Com a condicéao de contorno:
driz=o0,7) _ 1
at N (22)

Para 0 mesmo periodo, mas para a condicio (x = Xk
= 1) r édefinida a constante k, de forma que:

fr=1)=kr (23)

A fungdo da constante K é introduzir no modelo o coeficiente
de transferéncia de massa na fase sélida:
T
Kxafs Xy

k=-
kyap Vs (24)

Sovova (1994) obteve o perfil de concentracdo de soluto na fase
solida, expressos pelas seguintes equacoes 24, 25 e 26:

T=1y — T exp(—2), para T < T, (25)

r=1 = T expl— 2., paratm T < 102 > 2., (26)

Ta

Ty froexpliclr — 7,1 — 1dexpl —rykz)
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para, Tm =T <Tpn, Z= 2 epara T 2 Ty (27)
Onde:
Ty = T — 1 (28)
1 1+, EKI}':. Ty k2 )
Th = Tm T]n - !
SR 1+ 7y 29)
z _ .I‘LYA h
< (30)
Iy = 1i]u{?ﬂ'ﬂ explki{t-Tm ]]—1}
. 'I"Tﬂ Tnﬂ - 1 (31)

Integrando-se em relagdo a y, obtém-se o perfil de concentracdo
de soluto na fase solvente:

v =exp(=z} para T < Trm; (32)
- T expizy—z)
© rg—explklr, TN paraTm =TT, 235 (33)
Yoexplelr—tm M1
V=
Texp(rly kz) + rpexpli(r,, — T - 1 paraTm =T <Tye
para T = Ty, (34)

Para andlise de dados experimentais, as equagdes do modelo
devem ser fungdes de grandezas facilmente mensurdveis, como o tempo
ou massa de extrato. As equacgdes que definem a curva de extracdo pelo
modelo de Sovova (1994) sdo as que seguem:

mh=H,t) = Qco,¥ «[1 — exp(-2)1 para t < .., (35)
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mh = H.0) = Qco, ¥ # [t — o exp(z, — 2 parg

treg <1 = frpg <

k=5 [_;.-ﬂ -Clalven [(H) - 1] & [ch (been — 1}] (_ﬂﬁ (37)

Para f> frzg

Onde:

7o EvaP
Qfﬂ'z(l - E}pf (38)
Q,:Gz(l - E}pf (39)

wao
7 = In ~

W T WX, (Xp — ) (40)
. NX,
lcer = v —=n —

CER T Y ZQco, “

] . W3

. ; " N "f.«: + X.‘—‘E}:P (_ﬂ)]

FER — E. 7R A

R =tee ¥ g Xq (42)
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3.6 FRACIONAMENTO DE COMPOSTOS NATURAIS
UTILIZANDO FLUIDO SUPERCRITICO

A utilizacdo de fluido supercritico para fracionamento e
purificacdo de misturas de complexas tem sido cada vez mais estudada e
aplicada durante as Ultimas décadas. O fracionamento com fluido
supercritico € uma tecnologia interessante para a remogdo seletiva de
monoterpenos e a purifica¢do ou enriquecimento de terpenos oxigenados
mais bioativos, resultando em produtos mais sollveis, estaveis em agua.
Esta técnica proporciona as vantagens anteriormente descritas dos
fluidos supercriticos (item 3.4), sobre os métodos de fracionamento
tradicionais como, por exemplo: a destilagdo a vicuo ou extracdo
liquido-liquido(FORNARI et al., 2012;GANAN; BRIGNOLE, 2013).

Uma das aplicagcdes mais estudadas é o fracionamento de dleos
essenciais, em particular 6leos citricos. Os 6leos essenciais sao misturas
complexas de compostos volateis que ocorrem em muitas espécies
vegetais, produto do metabolismo secundario destas e sdo responsaveis
pelo seu odor -caracteristico. Sdo compostos principalmente de
hidrocarbonetos monoterpenos, monoterpenos oxigenados,
sesquiterpenos e 0s compostos de maior peso molecular (di e
triterpenos, ceras, pigmentos, etc.)(BAKKALI et al., 2008). Neste caso, 0
objetivo do fracionamento de fluido supercritico é a remocdo dos
monoterpenos (“‘desterpenacdo™) a fim de concentrar a fracdo oxigenada
(aromatico), aumentando assim a qualidade do 6leo, a estabilidade e a
solubilidade em agua(KONDO et al.; 2000; DIAZ, ESPINOSA e
BRIGNOLE, 2005).

Gerard, (1984), Temelli, et al., (1988) e Temelli, et al., (1990)
estudaram em trabalhos iniciais desterpenagdo de éleo de citricos com
CO, supercritico, discutiram sobre as melhores condicbes de
funcionamento com base no comportamento da solubilidade
experimentais e previstos de terpenos. Desde entdo, varios autores tém
investigado diferentes formas de melhorar a seletividade, devido ao
baixo teor de compostos oxigenados em dleos citricos. Uma linha de
investigacdo € a adsorcdo do Oleo (ou misturas modelo) por um
adsorvente, tal como silica-gel, polar, e a dessor¢do seletiva dos
monoterpenos com um fluxo continuo de CO,(BARTH, et al.; CHOUCHI,
etal., 1995; REVERCHON, 1997).

No que se refere ao fracionamento de extrato supercritico de
sementes e frutos, varios autores relataram a extracdo em dois estagios,
uma primeira extracdo supercritica preliminar a pressdes e temperaturas
préximas do ponto critico. Neste primeiro estigio se obtinha extratos
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com baixo peso molecular. No segundo estdgio acontecia um
incremento das condigoes operacionais, aumentando-as drasticamente,
obtendo-se extratos com compostos de alto peso molecular
(MARONGIU, et al., 2004; DAUKSAS, et al., 2002; DAUKSAS, et al., 2002;
MOLERO, et al., 2002).

Por outro lado, existem relativamente poucos trabalhos relatados
na literatura sobre o fracionamento de dleos essenciais a base de plantas.
No caso destes Oleos, o fracionamento é geralmente associado com uma
extracdo convencional (hidrodestilagcdo, arraste a vapor, etc.) previa do
material vegetal. O produto destas extracdes é fracionado em
separadores que operam em condi¢cBes supercriticas a diferentes
condi¢des de pressdo e temperatura. Exemplos de fracionamento
supercritico de alimentagbes de liquido, previamente obtidos por
hidrodestilagdo ou outros processos convencionais, podem ser
encontrados nos trabalhos de Kose, et al., (2000), relativo ao
fracionamento supercritico de monoterpenos e ndo-monoterpenos em
6leo Origanum assim como os estudos realizados por Varona et al.,
(2008), em relagdo a separacao de acetato de linalilo e linalol em 6leo de
lavanda.



4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados 0s insumos, equipamentos e
procedimentos utilizados na obtengdo, fracionamento e na
caracterizacdo dos extratos de S. terebinthifolius R.. Assim como a
metodologia utilizada para determinacdo de atividade anticancerigena
dos extratos fracionados.

A figura 4 na pagina seguinte apresenta os passos realizados neste
estudo.

Matiz Fegetal
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Figura 4: Diagrama de fluxo das atividades realizadas no presente trabalho
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4.1 MATERIA PRIMA

As sementes de S. terebinthifolius, utilizadas neste trabalho foram
adquiridas da empresa Brasfoods Exportacdo e Importacdo Ltda. Todos
os testes foram realizados com sementes provenientes do mesmo lote.

As sementes utilizadas sdo selecionadas pela empresa com
padrdo exportagdo, sendo selecionadas pela cor do tegumento externo,
um rosa intenso. Bem como ndo apresentam graos murchos e adquiridas
logo apds a colheita.

Imediatamente apds sua aquisicdo o material vegetal foi triturado
e a casca foi retirada mediante esforco mecénico em um peneirador
(Mesh Tyler 8 [2,362 mm]) (Figura 5).Logo ap0s este processo foi
novamente particulado e peneirado (Mesh Tyler 14 [1,168], separado,
embalado hermeticamente a vacuo em saco de 500 g, e mantido sob
refrigeracdo (Brastemp, Modelo Frostfree, Brasil) sob temperaturas
abaixo de (4°C).

A Figura 5 apresenta uma fotografia do processo do pré-
tratamento das sementes de S. terebinthifolius. A placa de Petri (A)
contém as sementes como foram adquiridas. A placa de Petri (B)
contém a casca das sementes e, para finalizar, a (C) mostra as sementes
apos o processo de retirada da casca, antes de serem particuladas e
armazenadas novamente.

A

Figura 5: Fotografia do processo de pre- tratamento da matriz vegetal S.
terebinthifolius. A- semente; B- Casca da semente; C- Semente particulada e
sem casca.

4.1.1 Caracterizacao do leito de particulas

A caracterizacdo do leito de particulas, representada pela
determinacdo de suas caracteristicas fisicas e morfoldgicas, é necessaria
para a avaliacdo das propriedades de transporte, como a porosidade do
leito e a massa especifica dos sélidos.
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4.1.2 Determinacédo do teor de umidade

Utilizou-se a metodologia da AOAC (2005) cujo método
fundamenta-se na perda de umidade e substdncias volateis a 105°C.
Foram pesadas aproximadamente 5 g de amostra em cépsula de
aluminio devidamente padronizada, previamente aquecida em estufa a
105°C por 1 h, resfriada em dessecador até temperatura ambiente e
pesada. Posteriormente foi aquecida em estufa a 105°C por 3 h, resfriada
em dessecador até temperatura ambiente e pesada. Repetiram-se estas
operacgdes de aguecimento e resfriamento em intervalos de meia hora,
até peso constante. Estas determinagdes foram feitas em triplicata.

Para o célculo do teor de umidade e volateis, a seguinte equagao
foi empregada:

N
100 x - = % Umidade ~ a105°C Pl
Onde:

(43)

N é a perda de massa em g e P é 0 nimero de gramas de amostra.
4.1.3 Distribuigdo granulométrica

A matéria-prima foi particulada em moedor de café e foi
classificada em agitador de peneiras (Bertel IndUstria MetalGrgica Ltda.,
Caieiras, SP) para determinacdo da distribuicdo do tamanho de
particulas. Foram utilizadas peneiras com mesh 8, 10, 12, 14, 16, 20 e
fundo. As massas retidas sobre as peneiras foram pesadas para posterior
calculo do didmetro médio de particula. A maior parte da matéria-prima
ficou retida entre as granulometrias de 12 e 16 mesh, assim utilizaram-se
estas fracGes para a realizacdo dos experimentos e as fragcdes retidas nas
peneiras de mesh 8, 10, e 20 e fundo foram desprezadas.

4.1.4 Determinacéo do tamanho médio das particulas

Para a determinagdo da geometria e do tamanho médio da
particula, as sementes de S. terebinthifolius. particuladas, sem casca e
peneiradas foram microfotografadas em um microscopio de varredura
convencional com filamento de tungsténio(modelo JEOL JSM-
6390LV)no Laboratério Central de microscopia Eletronica,
LCME/UFSC e a determinacdo do tamanho médio foi realizada
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utilizando-se o software ImageJ, onde o comprimento foi determinado
pela média das medidas feitas nas particulas encontradas nas
microfotografias obtidas.

4.1.5 Densidade do solvente

Para determinar a densidade do didxido de carbono supercritico
(CO,) nas condicdes operacionais e ambientais de extracdo foi acessada
a base de dados Thermophysical Properties of Fluid Systems do
National Institute of standards and Technology (NIST). Estes valores
sdo utilizados na avaliacdo da influéncia da temperatura e da pressdo na
variacdo da densidade do solvente.

4.1.6 Determinacdo da densidade real das particulas (p,), densidade
aparente (p,) e da porosidade do leito (g).

A densidade real (p;) ou absoluta da matriz vegetal seca foi
determinada no Laboratdrio de Materiais (LabMat), do Departamento de
Engenharia Mecanica da UDESC, pelo método de picnometria de gas
hélio.

Nessa técnica, o gas hélio penetra nos menores poros do material
solido e nos espagos vazios entre as particulas, garantindo maior
precisdo. O picnémetro a gas determina o volume verdadeiro de um
solido, mesmo que poroso, por variacdo da pressdo de gas huma camara
de volume conhecido. Para a medida utilizou-se o multipicnémetro,
marca Quantachrome.

A densidade aparente (p,) do leito de particulas foi calculada
por meio da medida da massa de S. terebinthifolius suficiente para
ocupar um recipiente de volume conhecido, no caso, o extrator utilizado
nos experimentos em meio supercritico, com volume igual a 10 cm®.
Essa medida é expressa em g/cm® e definida de acordo com a seguinte
equacdo:

_ massa de S.terebenthifolius (g)
Pa = volume ocupado (cm?) (44)

A porosidade total do leito (¢) de particulas de S.
terebinthifolius foi calculada utilizando a massa especifica real das
particulas e a massa especifica aparente do leito, conforme a seguinte
equacdo:
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f=1——
Oy (45)

42 PROCESSOS DE EXTRAGAO E EXPERIMENTOS
REALIZADOS

4.2.1 Extracdo por Hidrodestilagio

Para a conducdo dos experimentos de hidrodestilacdo utilizou-
se um aparato tipo Clevenger (Figura 6).

Aproximadamente 100 g de massa de sélidos forampesadas em
balanca analitica (Gehaka, BG200) e dispostas em um baldo de fundo
redondo contendo, previamente, dgua destilada utilizada como solvente,
na propor¢do 1:10 p/p. O baldo foi conectado ao aparelho Clevenger e 0
sistema acoplado a uma manta de aquecimento para elevar a temperatura
de ebulicdo do solvente (100°C). O sistema operou em circuito fechado
por 4 horas, tempo necessario para que o volume de 6leo no tubo
graduado do equipamento permanecesse constante. Ao final do tempo
de extracdo, o volume de 6leo obtido foi medido na coluna graduada do
aparelho e recuperado em um frasco ambar fechado por meio da valvula
existente na base da coluna, sendo armazenado sob refrigeracdo. O
experimento foi realizado em triplicata.

Tubo de
transferéncia Tubo

de vapor separador

Coletor
Bzl3o pars de oleo
colocar amostra

e 3gu=

Figura 6: Aparelho tipo Clevenger. Fonte: Adaptado de Ramos, 2007.
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4.2.2 Extracdo com diéxido de carbono em estado supercritico

O processo de extracdo com didxido de carbono em estado
supercritico foi conduzido no Laboratério de Controle de Processos-
UFSC.

O equipamento é um HPLC-SC da Jasco Inc (Figura 7), com
opcao de extracdo e cromatografia supercritica.

Como se observa na Figura 8 o0 HPLC-SC é composto por trés
bombas: bomba de CO, (B1), bomba de cossolvente (B2) e bomba de
eluente (B3); forno de aquecimento, trocador de calor, transdutores de
pressdo, detector UV-vis em linha, valvula backpressure automatizada
(BP), sistema de aquecimento (H) controlado para amenizar o efeito de
resfriamento provocado pela expansdo do CO, (Efeito Joule-
Thompson). Utilizou-se o vaso de extragdo (E) com volume interno de
0,010 L (1,0 x 10-6 m3), com filtro de 10 um na saida do extrator, para
evitar a contaminacao com particulados sélidos na linha. O equipamento
possui uma interface de comunicacdo LC-net Il (Jasco Inc.) com o
computador onde por meio do software ChromNAV  podem
sercontroladas as varidveis operacionais (temperatura, vazdo de
solvente, cossolvente e eluente além da pressdo mediane a back-pressure
automatizada).

Figura7: Unidade de extrag&o do laboratério de Controle de Processos: HPLC SC
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Detector UV-Vis

Coleta

Figura 8: Unidade de extracdo (HPLC-SC). B- bomba HPLC, E- extrator, BP-
Vélvula Backpressure, H —Aquecimento

4.2.2.1 Determinacao do Rendimento global do extrato (X,)

O rendimento global de 6leo (X,) é a quantidade de 6leo extraivel
presente na matriz sélida (S. terebinthifolius) referente a uma dada
temperatura e pressdo de extracdo. Para que os valores de (X,) sejam
validos e reprodutiveis é preciso especificar uma metodologia para sua
determinacdo.

4.2.2.2 Planejamento Experimental

Os experimentos para determinacdo do rendimento global de
extracdo foram conduzidos seguindo um planejamento fatorial completo
e cinco niveis (planejamento em estrela) com a finalidade de avaliar e
guantificar a influéncia de dois fatores, bem como suas possiveis
interacdes sobre o rendimento da extragdo. Este planejamento consistiu
na andlise de uma série de 10 experimentos com repeti¢cdes envolvendo
dois fatores, cada um com cinco niveis, sendo a pressao e a temperatura
do CO, supercritico os fatores selecionados como indica a Tabela 2

O planejamento em estrela foi realizado para ampliar o nimero
de niveis dos fatores, a fim de descrever os resultados por meio de um
modelo quadratico empirico.

No planejamento em estrela, os niveis estudados sdo: + o, + 1 e
0, onde:

a=2n/4 =22/4 =141

E n é o nimero de fatores estudados.
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Tabela 2: Planejamento Experimental

Fatores -a -1 0 1 +a
Temperatura | 31 35 45 55 60
Pressdo 80 100 150 200 220

A pressdéo e a temperatura do CO, supercritico foram
analisadas, pois se verificou na triagem que ambas apresentam
influéncia direta na seletividade e na solubilidade do solvente, assim
como no rendimento da extracao.

O tempo de extracdo foi definido através da observacdo da
curva de extracéo obtida a 150 bar, 31 °C e foi fixado em 180 minutos
dado que, foi observado que nesse tempo a extracdo se aproxima da
etapa de taxa nula de extracdo. A vazdo de solvente utilizada foi de
3ml/min.

A matriz do planejamento em estrela encontra-se na Tabela 3, na
pagina seguinte.

Tabela 3: Matriz do planejamento em estrela.

Ensaio Temperatura Pressdo Temperatura Pressdo
© (bar) (°C) (bar)
1 -1 -1 35 100
2 -1 1 35 200
3 1 -1 55 100
4 1 1 55 200
5 -0 0 31 150
6 o 0 60 150
7 0 -0 45 80
8 0 o 45 220
9 0 0 45 150
10 0 0 45 150
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Os experimentos foram realizados utilizando aproximadamente
8,0 gramas de semente. Foram realizados 9 experimentos para estimar
os coeficientes do modelo empirico e mais 1 experimento para
determinar o erro experimental. Todos 0s experimentos foram realizados
em triplicata.

Os frascos com os extratos obtidos foram pesados em balanca
analitica e armazenados em freezer a -18 °C. O rendimento global (X,)
foi calculado pela da razdo entre a massa de extrato (Mexrato) Obtida e a
massa de S. terebinthifolius (Msemente ) Utilizada para formar o leito,
conforme a equacao:
xo = Mextrato (9)/ Msemente (9) x 100 (46)

4.2.2.3 Curvas de Extragéo

Os experimentos cinéticos para a obtencdo das curvas de
extracdo de S. terebinthifolius consistiram na determinacdo da massa de
extrato acumulado em funcdo do tempo de extracdo. Para a
determinacdo das curvas de extragdo foram utilizados frascos de coleta
previamente pesados em balanga analitica e a coleta do soluto extraido
foi realizada em intervalos em tempos pré-determinados. Apds a coleta
os frascos foram novamente pesados com a finalidade de se obter a
massa de extrato em funcdo do tempo de extracéo.

As curvas de extracdo podem ser construidas plotando a massa
de extrato acumulado em funcdo do tempo de extracdo ou da massa de
CO, consumido; ou ainda pelo rendimento de extragdo versus a razéo
massa de solvente por massa de amostra.

Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO, puro
nas mesmas condicdes de pressdo, temperatura e vazao descritas no
planejamento experimental.

4.2.2.4 Determinacdo Experimental da Solubilidade

A solubilidade do extrato de S. terebinthifolius no solvente
supercritico foi determinada experimentalmente com o ajuste simultaneo
de duas retas as curvas de extracdo (Mexwate VErSUS Mcoy). FOI
determinada a inclinacdo da reta ajustada no periodo de taxa constante
de extracdo (1), onde a massa de soluto obtido é constante com o tempo.

Os dados obtidos com este procedimento séo valores
aproximados, uma vez que existe variacdo da composicdo do extrato
com o tempo de extracao.
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4.3 MODELAGEM MATEMATICA

O modelo matematico de Sovova (1994) foi aplicado aos dados
experimentais de SFE. O ajuste dos modelos foi feito com auxilio do
software MatLab® for Windows versdo R2011la (Mathworks Inc.,
Natick, MA, USA). Os erros de cada ajuste foram calculados pelo
desvio entre os dados experimentais e os preditos pelos modelos.

O modelo de Sovova (1994) exige uma série de parametros de
processo que devem ser obtidos experimentalmente ou estimados.

Os parametros necessarios para a modelagem do modelo de
Sovova (1994) sao: porosidade do leito (g), rendimento global (X,),
densidade do solido (pr), densidade do solvente (psol), vazdo de
solvente (Q), altura (HB) e didmetro (dB) do leito de extracdo, massa de
matéria-prima (F), taxa de extragdo no periodo de taxa de extragcdo
constante (MCER) e solubilidade do extrato no solvente (Y*), nas
condicdes de processo.

Os parametros ajustados para 0 modelo foram os seguintes:

a) Y: representa a solubilidade do 6leo no solvente;

b) K coeficiente de transferéncia de massa na fase
solida;

¢) Ksa: coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida.

4.4 CARACTERIZAGCAO QUIMICA DOS EXTRATOS OBTIDOS DE
S. TEREBINTHIFOLIUS.

Para a caracterizacdo quimica dos extratos foram conduzidas
analises Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massas
(GC-MS) nos laboratérios do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de
Blumenau (IPTB - FURB - Blumenau-SC). Posteriormente no
laboratério de Controle de processos realizou-se analise de
cromatografia gasosa em detector de ionizagdo de chama (GC-FID).

4.4.1 Condices analiticas GC-MS/GC-FID

As analises cromatograficas com espectro de massa foram
realizadas com um GC-MS (Shimadzu GCMS-GC2010-QP2010 plus +
AOC 5000) equipado com uma coluna RTX 5 (30m de comprimento x
0,25mm de diametro x 0,25um de espessura do filme) O gas de arraste
utilizado foi hélio (He) a fluxo constante de 1ml/min. A temperatura do
injetor manteve-se em 250°C e a temperatura do forno foi mantida a
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60°C por um minuto e, em seguida, aumentada até 240°C a uma taxa de
3°C/min. No espectrometro de massas (MS) foram utilizadas as
seguintes temperaturas: temperatura de iontrap (250°C), temperatura de
interface (280°C). O software de gerenciamento utilizado foi 0 GCMS
Solutions da Shimadzu e as bibliotecas de compostos utilizadas para
identificacdo foram a NIST08s e a Willey.

Anélises de cromatografia gasosa em detector de ionizagdo de
chama (GC-FID) também foram realizadas. No cromatografo a gés, a
coluna e os patamares de temperatura utilizados foram os mesmos
usados na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS). O detector de ionizacdo de chama foi mantido a 280°C e o
gas de arraste, He, a fluxo constante de 1,2ml/min. Foi utilizado o
mesmo software de gerenciamento.

4.5 SEPARACAO DOS EXTRATOS

No intuito de separar a composicdo quimica dos extratos
supercriticos de S.terebinthifolius foi determinada a metodologia
durante a construcdo das curvas de extracéo.

Assim, se dividiu este processo em duas etapas descritas a seguir.

45.1 Primeiraetapa: Identificacdo do nimero de fragoes

Nesta primeira etapa, observou-se de maneira qualitativa uma
mudanc¢a na coloragdo dos extratos obtidos ao longo do tempo. Esta
mudanca coincidiu com a observacdo de duas regides no grafico de
leitura do detector UV do HPLC-SC. Este detector possui a
caracteristica de fazer a varredura pontual durante o processo enquanto
esta sendo extraido o material vegetal. A leitura foi realizada em 254
nm.

Esta observacdo determinou a coleta de duas fragdes durante a
extracdo supercritica.

Mediante experimentos exploratérios se padronizou 6 momento
da coleta segundo indica a Tabela 4.
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Tabela 4: Tempo de coleta da fragdo 1 e a fragdo 2

Fracéo Tempo de coleta
1 Do inicio até o minuto 4.
2 Do minuto 5 até o minuto 180.

Para analise cromatografica foram selecionadas 4 amostras como
indica a

Tabela 5 na pagina a seguir, tendo em consideracdo a maior e
menor pressdo operacional do planejamento experimental (80 bar e
35°C e 220bar e 45°C). De cada condicdo foram analisadas a fragdo 1
(4 min) e a fragdo 2 (176 min).

Tabela 5: Identificacdo dos extratos analisados por GC-MS e GC-FID

Condicéo operacional Fracdo
80 bar e35°C 1
80 bar e35°C 2
45°C e 220 bar 1
45°C e 220 bar 2

4,5.2 Segunda etapa: Comportamento dos compostos quimicos
ao longo do tempo no processo de extracéo supercritica.

Tendo-se identificado duas fragdes na etapa anterior assim como a
melhor condi¢do operacional, passou-se a estudar o comportamento dos
compostos quimicos ao longo do tempo do processo de extracao.

Para isto, realizou-se a construcdo da curva do processo de extracao
com um maior nimero de pontos de coleta (25 pontos). Este ensaio foi
realizado em duplicata.

Assim, na Tabela 6, na pagina a seguir se apresenta os intervalos de
tempo em que foram coletadas as fragdes.
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Tabela 6: Intervalos de tempo de coleta para cada ponto de coleta durante o
processo de extracéo.

Fracdo Intervalo de
coleta (min)

1 0-1

2 1-2

3 2-3

4 3-4

5 4-5

6 5-6

7 6-7

8 7-8

9 8-9

10 9-10

11 10-11

12 11-12

13 12-13

14 13-14

15 14-15

16 15-20

17 20-30

18 30-40

19 40-60

20 60-80

21 80-100

22 100-120

23 120-140

24 140-160

25 160-180

4.6 TESTES DE DETERMINACAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA
EM CELULAS CANCEROSAS

Com a finalidade de avaliar o potencial anticancerigeno dos
extratos fracionados (fracdo 1 e fracdo 2), realizou-se uma triagem
inicial no Laboratério de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias do
Hospital Universitario Professor Polydoro Hernani de S&o Tiago
(UFSC) o qual possui um banco de célula humanas para pesquisa.
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4.6.1 Identificacdo e preparacéo de extratos fracionados

Para avaliacdo da atividade anticancerigena foram escolhidos 4
extratos cuja identificacdo se encontra na Tabela 7. A escolha dos
extratos que foram testados baseia-se nos resultados dos cromatogramas
que verificaram uma composicao quimica diferente entre eles.

Utilizou-se 20 L de cada extrato fracionado diluido em 100 uL
DMSO (dimetilsulfoxido).

Tabela 7: ldentificacdo das fragOes testadas para avaliciagdo de potencial
anticancerigeno.

Identificagdo Condigdo operativa Fragdo
(20 pL extrato+100 pL
DMSO0)
A 45°C €220 bar 2
B 35°C e 80 bar 1
C 35°C €80 bar 2
D 45°C e 220 bar 1

4.6.1.1 Cultura de células

Os testes de citotoxicidade foram realizados utilizando a
linhagem de células K562 (Leucemia mieloide crbnica agudizada) e
Jurkat (Leucemia aguda linfoblastica).

Para a utilizacdo das células, a linhagem foi descongelada até
atingir a temperatura de 37°C e acondicionada em frasco de cultura de
25 ml contendo 7 ml de meio (Meio Dulbeco’s Modificado) DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino.

A suspensdo celular foi distribuida em placas de Elisa de 96

pocos, sendo 50. 000 células por pogo para K562 e 100.000 células por
poco para Jurkat em 200 uL de meio RPMI suplementado.
A este meio foram acrescidas fragdes de extrato supercritico de S.
terebinthifolius R a serem analisadas. Estes testes foram realizados em
triplicata deixando uma das triplicatas sem adicdo da fracdo para ser
utilizada como controle.

Apbs plaquear as células e adicionar as fragdes dos extratos, as
células foram incubadas por 1 hora. Apos este procedimento, as placas
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foram centrifugadas, foi retirado o sobrenadante de todos 0s pogos, se
ressuspendeu com 200 pL e logo depois foram homogeneizados. Sobre
cada poco, colocou-se luz na menor intensidade (35J/cm?) durante 2
minutos.

Apbs a etapa de luz, as células foram incubadas novamente
durante 24 horas.

4.6.1.2 Viabilidade das células pelo método MTT

O MTT é um método répido e preciso que pode ser utilizado
para medir a citotoxicidade, proliferacdo e a atividade das células. Trata-
se de um ensaio colorimétrico, cujo componente principal é o sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolium (MTT). O
MTT ¢€ reduzido pela enzima desidrogenase mitocondrial presente nas
células vidveis formando cristais de formazan de cor pdrpura. A
absorcdo do formazan dissolvido na regido do visivel correlaciona-se
com o numero de células viaveis. Assim, alteracdes na atividade
mitocondrial celular resultam em mudangas na quantidade de formazan
produzido e, conseqlientemente, na absorbancia, o que permite
guantificar a citotoxicidade do tratamento de maneira indireta
(MOSMANN, 1983). Os compostos citotdxicos sdo capazes de danificar
ou destruir as células, o que diminui a reducéo do MTT.

Na determinacdo da viabilidade das células, as células foram
incubadas com 230 pul de meio DMEM e 20 pl de solugdo de MTT (5
mg/ml em TFS) por 3 horas em estufa a 37°C, na auséncia de luz. Em
seguida, a placa foi centrifugada por 3 minutos, o meio contendo 0 MTT
foi retirado, e os cristais de formazan ressuspensos em 200 pl de DMSO
para solubilizagao.

A absorbéncia foi medida em uma leitora de placas do tipo
ELISA (THERMOPLATE) nos comprimentos de onda de 540 nm e 630
nm e comparada com aquela obtida com as células sem tratamento
(controle) por meio de analise estatistica (ANOVA) utilizando com
significancia p < 0,05.

Nesse capitulo foram apresentadas as metodologias adotadas
nessa proposta de tese, de maneira a caracterizar a matriz vegetal
estudada, definir as condi¢es ideais de extracdo e fracionamento com
fluido supercritico e avaliar a composi¢do quimica dos extratos. Assim
como a metodologia empregada para avaliacdo da atividade citotdxica
dos extratos obtidos.
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A seguir, no Capitulo 5, sdo apresentados os resultados e discussao
obtidos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos a
partir dos experimentos descritos no capitulo de Materiais e Métodos.

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA E DO LEITO
5.1.1 Determinacéo do teor de Umidade

Foi determinado o teor de umidade da semente de S.
terebinthifolius por meio da metodologia da AOAC (2005) segundo o
descrito no 4.1.2 em 8,9%(+0,5%).

Este resultado condiz com os resultados encontrados em trabalhos
similares em sementes, esta faixa de umidade presente garante a
conservacdo de compostos antioxidantes (BAGETTI, et al., 2009). Por
outro lado, a porcentagem de umidade que possui a semente de S.
terebinthifolius sem passar por um processo de secagem se encontra na
faixa de umidade encontrada em matrizes vegetais utilizadas na extracdo
supercritica ap6s passar por um processo de secagem (DE OLIVEIRA et
al., 2012). Adicionalmente, elevados teores de agua na matriz vegetal
ap6s a colheita favorecem o desenvolvimento de microrganismos,
comprometendo a atividade dos compostos ativos da planta (BARBOSA
et al, 2006)

5.1.2 Determinagdo do tamanho médio da particula

A geometria e o tamanho médio da particula das sementes de S.
terebinthifolius, podem ser observados na pagina seguinte na Figura 9.
A fotografia foi realizada com um microscépio eletrénico de varredura
no Laboratdrio Central de Microscopia Eletrénica, LCME/UFSC.
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LCME-UFSC

Figura 9: Microfotografia das particulas das sementes de S. terebinthifolius
raddi. (Ampliagéo= 20 vezes)

Observando a Figura 9, verifica-se que as particulas das
sementes de S. terebinthifolius tém formatos irregulares, podendo ser
consideradas como particulas esféricas cujo diametro médio, conforme
determinado pelo software de determinacdo de tamanho de particulas
(Image J), é de 1,24 mm.

Segundo Reverchon e De Marco (2006), o tamanho de particulas
da matriz s6lida, assim como outros parametros, é crucial na extracéo
com CO, supercritico. O tamanho de particulas desempenha um papel
determinante nos processos de extragdo controlados pela resisténcia
interna a transferéncia de massa, pois um menor tamanho médio de
particulas reduz o caminho difusional do solvente. No entanto, se as
particulas forem muito pequenas pode ocorrer a formacdo de caminhos
preferenciais no leito de extracdo e, com isso, parte do solvente flui
através desses canais formados, sem entrar em contato com o material a
ser extraido, o que causa perda na eficiéncia do processo. De maneira
geral, diametros médios de particulas entre 0,25 e 2,0mm s&o utilizados.

5.1.3 Determinac¢do da densidade real das particulas (p;), densidade
aparente (p,) e da porosidade do leito (g)

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores obtidos para massa
especifica real dos solidos, massa especifica aparente do leito e
porosidade do leito de particulas de S. terebinthifolius R.. Esses
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parametros ndo constam na literatura disponivel e podem ser
importantes para futuras aplicacdes dessa matriz vegetal.

Tabela 8: Parametros do leito fixo

Parametros

Densidade Real (p,, Kg/m®) 1380 +0,2
Densidade aparente (p,, Kg/m®) 800+0,17
Porosidade do leito () 0,421

5.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRAQAO
5.2.1 Extracdo por Hidrodestilacdo

A extracdo do 6leo essencial de S. terebinthifolius foi realizada
pela técnica tradicional de hidrodestilacdo. Utilizou-se esta técnica por
ser o método mais comumente utilizado para a obtencdo de Oleo
essencial de S. terebinthifolius (Barbosa, et al., 2007).

O experimento foi realizado em triplicata. A média do
rendimento do 6leo essencial obtido foi de 5,23% (z 0,24%).

Na pagina seguinte, a Tabela 9 mostra 0s componentes
identificados no oOleo essencial de S. terebinthifolius obtido por
hidrodestilagdo. Foram identificados 29 compostos.

Os compostos que apresentaram 0S picos com maior &rea
relativa no cromatogramado 6leo essencial de S. terebinthifolius foram:
alfa-pineno (19,56%), seguido do limoneno (16,15%), o delta-3-carene
(10,2%). Em menor proporgdo se encontraram o beta-pineno (7,88%);
sabineno (6,79%); p-cymeno (3,89%)e o beta-felandrenoe (3,6%).
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Tabela 9: Composicéo quimica do dleo essencial de S. terebinthifolius obtido
pela técnica de hidrodestilagdo

N°® Composto Area relativa (%)
1 alfa-pineno 19,56
neno 0,02
3 alfa-fencheno 0,01
4 camfeno 0,14
5 2-hexaneno 0,03
6 beta-pineno 7,88
7 sabineno 6,79
8 delta-3-careno 10,2
9 beta-myrceno 5,73
10 alfa-felandreno 12
11 alpha-terpileno 0,33
12 limoneno 16,15
13 beta-felandreno 3,6
14 q terpineno 0,46
15 trans-beta-ocimeno 0,05
16 p-cymeno 3,89
17 terpinoleno 0,42
18 perrilleno 0,03
19 delta-elemeno 0,07
20 alfa-copaeno 0,09
21 Cetona desconhecida 0,08
22 Cetona desconhecida 0,13
23 linalool 0,14
24 linalyl acetato 1,68
25 bornyl-acetato 0,11
26 Sesquiterpeno 0,13
desconhecido
27 cariofileno 2,1
28 terpinenol-4 0,54
29 myrtenal 0,05

5.2.2 Extracdo com CO, supercritico (ESC)

5.2.2.1 Rendimento Global da Extracdo Supercritica (Xo)

Os resultados de rendimento global de extracdo (X,) de S.
terebinthifolius com CO, supercritico puro sdo apresentados na

Tabela 10, com os valores de temperatura (T), pressdo (P) e
densidade de solvente (pCO,) correspondente. O rendimento global da
extracdo é definido como a quantidade de extrato presente na matriz
solida possivel de ser extraido pelo solvente nas condigdes estabelecidas
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de temperatura e pressdo para um tempo de processo pré-determinado
(MARTINEZ et al . 2005).

Tabela 10: Rendimento obtido a partir do planejamento em estrela.

Ensaio | Temperatura Pressdo pCO, Xo Desvio
padréo
(°C) (bar) Kg/m3
(#)
1 35 100 712,8 5,50 0,07
2 35 200 865,7 9,03 0,04
3 55 100 325,07 1,98 0,04
4 55 200 754,6 9,99 0,06
| 5 31 150 840,8 10,38 0,05
6 60 150 604,09 7,83 0,06
|7 45 80 24105 154 0,04
8 45 220 832,36 8,17 0,06
9 45 150 741,97 8,59 0,04
10 45 150 741,97 9,24 0,07

Os resultados que se mostram no planejamento experimental
mostraram que os melhores rendimentos foram obtidos na medida em
que as densidades foram mais elevadas. Assim, se obteve o melhor
rendimento na condigdo de 150 bar e 31°C com 10,38%. Ja na condi¢do
de 80 bar e 45°C se obteve o menor rendimento.
McHugh e Krukonis (1994), o poder solvente de um fluido sub ou
supercritico esté relacionado com sua densidade e, desta forma, espera-
se que maiores variagdes de densidade entre duas condigOes
experimentais proporcionem maiores variacGes no rendimento final de

extrato.

De acordo com
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Figura 10: Influéncia da densidade no rendimento total de cada extrac&o.

Na Figura 10 observa-se claramente a tendéncia ao aumento no
rendimento com o aumento da densidade operacional. Porém, observou-
se gque mesmo com um aumento na densidade operacional entre 0s
ensaios 4 e 5 houve uma diminuicdo do rendimento. Isto pode estar
relacionado com o fato do ensaio 4 possuir uma temperatura de trabalho
elevada (60°C), assim a pressdo de vapor do soluto estaria exercendo
maior influéncia na solubilidade dos compostos do que a
densidade(CAVALCANTI e MEIRELES, 2012). Este comportamento
se repete entre 0s ensaios7 e 8.

No grafico da Figura 11 estdo representados os ensaios 1; 2; 3 e 4
do planejamento experimental. Na analise do processo de extracdo
isobarico a 200 bar observou-se que quanto maior a temperatura de
extracdo, maior é o rendimento. Tal fato esta relacionado ao aumento da
pressdo de vapor do extrato em maiores temperaturas, além do
incremento na difusividade e menor viscosidade do solvente a 55 °C
quando comparado a 35° C (MUKHOPADHYAY, 2000). Este
comportamento se repete na pressao de 150 bar.
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Figura 11: Efeito da presséo e temperatura sobre o rendimento do extrato
supercritico de S. terebinthifolius R.

No caso da pressdo de 100 bar, observou-se que na medida em
gue a temperatura aumenta o rendimento da extragdo diminui. Isto
ocorre devido ao aumento da temperatura que teve um efeito negativo
sobre a densidade do solvente, por consequéncia diminuiu o rendimento
ao mesmo tempo em que aumentou a pressdo vapor do soluto.
Provavelmente isto ocorre pelo fato da pressdo se encontrar abaixo do
ponto de inversdo das isotermas (LEE et al; LEAL et al; MICHELIN et al;
2000, 2003, 2005).

Analisando isotermicamente os experimentos realizados a 45°C
(Figura 12), observou-se que o rendimento da extracdo ¢é
significativamente menor em pressdes de trabalho menores (80 bar).
Assim, a densidade teve um efeito dominante. O efeito da densidade do
solvente supercritico se mostrou mais efetivo do que a pressdo de vapor
do soluto. Resultados similares no que tange a variacdo de pressdo e
densidade de extracdo foram obtidos por Bensevia et al (2009), que
avaliaram os efeitos dos parametros da extracdo com dioxido de carbono
supercritico em Rosmarinnusoficinalis .
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Figura 12:Efeito da pressdo sobre o rendimento do extrato supercritico de S.
terebinthifolius R.

5.2.2.2 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o

software STATISTICA 10.0.

Com os resultados apresentados na

Tabela 10 realizou-se uma andlise dos efeitos da interagdo entre os
fatores pressdo e temperatura, utilizados no planejamento experimental
em relagdo ao rendimento de cada extracéo.

Os efeitos foram comparados com a estimativa do erro padrédo
da resposta e considerados estatisticamente significativos caso fossem
maiores do que este erro padrdo (Barros Neto et al.,1995). Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos ao nivel de 5%
(p<0,05).

Quando o efeito de uma variavel depende do nivel da outra,
como neste caso, as variagdes interagem e pode-se calcular o efeito de
interacdo entre elas. Os valores obtidos para os efeitos e seus respectivos
indices estatisticos podem ser observados a seguir na Tabela 11.
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Tabela 11: Estimativa dos efeitos significativos que influénciaram na varigvel

resposta.
-95% +95%
Efeito Erro Nivel p Limite de Limite de
padréo Confianca Confianca
Média/Interagde | 8,922 0,366 0,000017 7,904 9,940
s
(1) Presséo 5,258 0,369 0,000141 4,233 6,282
L

Presséo (Q) -4319 0,49 0,000953 -5,695 -2,944
(2) Temperatura | -1,523 0,363 0,013790 -2,533 -0,514
L
Temperatura 0,051 0,465 0,917380 -1,241 1,343
Q
1Le2L 2,240 0,519 0,012497 0,798 3,681

Observa-se que os termos lineares (L), tanto de pressdo como
de temperatura, apresentam efeitos significativos no rendimento. J& no
que se refere aos termos quadraticos (Q), somente a pressdo obteve
resultado estatisticamente significativo em nivel p menor que 0,05. Na
pagina seguinte encontra-se o grafico de Pareto (Figura 13), nele
observam-se os efeitos dos fatores que influenciam no rendimento com
a ampliagdo do seu valor, ultrapassando a linha de corte (linha
vermelha).
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(1)Pressao(L) - 14,25241

Pressao(Q) 371979

1Lby2L 4314958
(2)Temperatura(L) 4.19147
Temperatura(Q) 1104403

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 13: Gréfico de Pareto

Nas Figura 14 el5, podem-se observar, respectivamente, a
superficie de resposta gerada pelo modelo e suas correspondentes curvas
de nivel.

O gréfico de superficie de resposta apresenta 0 comportamento
do rendimento global (

Tabela 10) em fungdo da pressdo e temperatura de extracao,
onde a regido mais escura representa a regido de maior rendimento.

Os valores negativos de rendimento apresentados nas Figuras
14 e 15 se devem a extrapolacdo feita pelo modelo no momento de
construgcdo dos gréficos. No entanto, estes valores devem ser
desconsiderados, uma vez que se encontram fora da faixa de pressdo e
temperatura analisada.
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Figura 14: Gréafico de superficie de resposta para o rendimento global da ESC
de S. terebinthifolius em fungéo da Presséo e a temperatura

Observando a Figura 14, verifica-se que com a reducdo da
temperatura e 0 aumento da pressdo do CO, supercritico, o rendimento
da extracdo aumenta.
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Figura 15: Curvas de nivel para os fatores pressao e temperatura.

25

Pode ser observado que na regido compreendida entre 140 e 180
bar as variacbes na temperatura ndo alteram significativamente o
rendimento da extragdo. No entanto, a melhor condigéo de extragéo é a
150 bar e 31°C, pois sdo as menores condi¢Bes pressdo e temperatura
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em que se obtém o maior rendimento, ou seja, as condi¢fes que obtém o
maior rendimento com o0 menor gasto energético.

Pode-se verificar na Figura 15, na faixa de pressdo de 80 a 100
bar, 0 aumento da temperatura provoca uma reducdo do rendimento. Isto
ocorre devido & diminuicdo da solubilidade do soluto provocada pela
diminuicdo da densidade do CO,, uma vez que até 100 bar a densidade &
mais sensitiva ao aumento da temperatura do que a volatilidade do
extrato. No entanto, entre 120 bar e 220 bar, o efeito competitivo entre a
densidade do CO, supercritico e a volatilidade do extrato se iguala e a
solubilidade permanece relativamente constante com o aumento da
temperatura.

Este tipo de comportamento foi observado por Lee et al. (1994),
onde em pressdes menores que 250 bar, no caso das extracGes de 6leo da
semente de primula com CO, supercritico, o efeito da densidade do CO,
era mais sensitivo a temperatura do que a volatilidade do soluto e a
pressdo constante de 250 bar, os efeitos se igualavam.

Embora esse comportamento seja complexo, pode ser
considerado que isso ocorra pelo efeito competitivo entre a densidade do
solvente e a volatilidade do soluto. Aumentando a temperatura, a
densidade do solvente diminui e a volatilidade do soluto aumenta.
Diminuindo a densidade do solvente, diminui a probabilidade de uma
determinada molécula do soluto na fase sélida interagir com a molécula
do solvente tendendo a uma diminuicdo na solubilidade. Aumentando a
volatilidade de um soluto, por outro lado, aumenta a tendéncia do soluto
escapar da fase sélida, tendendo a um aumento de
solubilidade(DONELIAN et al, 2009).

O modelo para a extragdo de S. terebinthifolius com CO,
supercritico é representado pela equacao a seguir:

r=0,6649 + 0,2109*P - 0,0086*P? + 0,4353*T - 0,0002*T*
+ 0,0022*P*T

onde:

P = Presséo do CO, (bar);

T = Temperatura do CO, (°C).

O modelo de regressdo apresentou um ajuste (R®) de 0,9858,
isto indica que, 0 modelo é capaz de prever o rendimento da extragao.
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5.2.2.3 Curvas globais de extragdo

A Figura 16 e a Figura 17 mostram as curvas do processo de
extracdo supercritica de S.terebinthifolius para diferentes condi¢bes de
pressdo e temperatura de solvente. Estas curvas apresentam uma etapa
de taxa constante de extracdo (1), uma etapa de taxa decrescente (1) e,
finalmente tende a apresentar uma etapa de taxa nula de extracéo (l11),
quando o mecanismo de difuséo é predominante.

0,18
0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0 : : |
0 200 400 €00
g CO2/min
Figura 16: Curva de extragdo na condicdo de 100 bar e 55 °C

*

Massa acumulada
de extrato (g)

O comportamento da curva de extracdo de S.terebinthifolius
com CO, supercritico é semelhante as demais extragdes com CO,
supercritico como foi verificado por Brunner (1994). O processo
consiste em trés etapas principais: a primeira etapa, conhecida como
etapa de taxa constante de extracdo que é inicialmente linear. Nesta
etapa o extrato facilmente acessivel das células abertas pela moagem é
extraido pelo solvente com facilidade, sendo que a extracdo é controlada
pela relacdo de equilibrio entre o extrato e a fase fluida.
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Figura 17: Curvas de extragdo obtidas em todas as condi¢es operacionais

A Ultima etapa é a de taxa quase nula de extracdo. Nesta etapa a
inclinacdo da curva diminui e o tragado se aproxima assintoticamente do
valor que representa o0 conteldo tedrico de soluto extraivel (Xo)
(FERREIRA, 1991). Assim, para a determinacdo do rendimento (Xg) 0
tempo de extracdo deve assegurar que esta etapa de extracdo quase nula
seja alcancada.

Observou-se que todas as curvas possuem uma inclinagdo
pronunciada no inicio correspondente a primeira etapa, com excecao da
condi¢do de 45°C e 80 bar que foi a que menor rendimento. Este fato
ajudou na escolha dos fracionamentos a serem discutidos
posteriormente.

Na pdagina seguinte a Tabela 12 apresenta os valores de
solubilidade experimental, obtidos em diferentes condi¢des de operacéo
a partir das curvas de extracdo de S. terebinthifolius. A solubilidade do
soluto na fase solvente é um parametro importante, necessario para a
aplicacdo do modelo de transferéncia de massa de Sovova (1994). Os
valores prévios de solubilidade do extrato de S. terebinthifolius em
dioxido de carbono a alta pressdo foram obtidos da inclinacdo da etapa
de taxa constante de extracdo (etapa I).
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Tabela 12: Valores de Solubilidade experimental para cada condic&o de

extracao.
Condigéo Densidade Rendimento Solubilidade(g
(kg/m3) (%) Xo extrato /g CO,)
35°C e 100 bar | 712,81 5,50 0,0118
35°C e 200 bar | 865,72 9,03 0,0058
55°C e 100 bar | 325,07 1,98 0,0043
55°C e 200 bar | 754,61 9,99 0,0093
31°C e 150 bar | 840,81 10,38 0,0101
60°C e 150 bar | 604,09 7,83 0,0107
45°C e 80 bar 241,05 1,54 0,0024
45°C e 220 bar | 832,36 8,17 0,0093
45°C e 150 bar | 741,97 8,59 0,0089
45°C e 150 bar | 741,97 9,24 0,0093

Nota-se que na maioria dos casos a solubilidade apresentou uma
tendéncia de comportamento com a variacdo da densidade do CO,. O
aumento da densidade resultou em menores tempos da etapa de taxa
constante de extragdo (I) o que se deve ao aumento do poder de
solvatacdo do solvente. Porém uma maior solubilidade em fungéo da
densidade do solvente significa segundo Brunner (1994) uma menor
seletividade dos compostos de interesse.

5.3 MODELAGEM MATEMATICA

Foi realizado o ajuste do modelo matematico de transferéncia de
Sovova (1994) as curvas globais de extracdo que apresentaram maior
rendimento. As condi¢Bes operacionais utilizadas nos experimentos
cinéticos, os parametros ajustaveis bem como o erro quadratico médio
(EQM) para cada condicéo operacional modelado descritos na Tabela 13

Tabela 13: ajuste dos parametros

P[bar] TI[°C] Y* Kfa Ksa | EQM
[kg/kg solvente] | [s™1] [s" | [x107
x10°
150 31 0.00773 893x10° | 151 @ 1,54
150 45 0,01588 418x10° 154 | 2,69
200 35 0,00660 745x10* | 153 | 6,52
200 55 0,00527 2,4x10* | 1,55 | 1,51
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De acordo com os valores de EQM ¢ possivel verificar que a
condicdo de 200 bar e 35°C apresentou melhor ajuste aos dados
experimentais seguido em ordem decrescente pela condi¢cdo 150 bar e
45°C, 150 bar e 31°C e finalmente 200 bar e 55°C. Isso provavelmente
deve-se ao fato de que o modelo de Sovova (1994) considera matrizes
vegetais compostas por dois tipos de particulas: particulas que sofreram
dilaceragdo de suas células através de processos de pré-tratamento,
como moagem por exemplo, e particulas inteiras que nao sofreram este
tipo de processo. As primeiras apresentam material extraivel de facil
acesso 0 que caracteriza bem a etapa CER de extragdo enquanto que as
demais caracterizam particulas intactas o que caracteriza bem a etapa
DC de extragdo.

E possivel perceber que em todos os ensaios realizados os
valores do coeficiente de transferéncia de massa na fase solida (Ks,)
foram inferiores aos valores do coeficiente de transferéncia de massa na
fase fluida (Kg,). Isto se deve ao fato do soluto que esta localizado em
partes menos acessiveis da matriz vegetal ter mais dificuldade para ser
dissolvido, levando mais tempo para vencera interface sélido-fluido que
0 soluto localizado superficialmente. Portanto, os menores valores de
Ksa Obtidos indicam que o mecanismo de difusdo é menos representativo
guando comparado com a convecgdo nestes ensaios.

Nas figuras 18, 19, 20 e 21 é possivel observar que o modelo de
Sovova (1994) apresenta um bom ajuste aos dados experimentais para
todas as condicdes operacionais testadas. Sendo que a condi¢do de 200
bar e 35°C foi a que melhor ajuste apresentou.
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Figura 18: 150 bar e 35°C
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O modelo de Sovova (1994) forneceu bons resultados
provavelmente pelas curvas experimentais apresentar um periodo de
taxa constante de extragdo bem definido no seu inicio como é o caso da
condicdo experimental de 150 bar e 45°C, e sua principal vantagem ¢ a
descricdo do fendmeno que ocorre no processo de ESC que da um claro
significado fisico aos parametros ajustaveis. Por outro lado, este modelo
é limitado aos sistemas onde a solubilidade do soluto no solvente é
conhecida a temperatura e pressdo do processo (SOUZA et al., 2004)

5.4 SEPARAGAO DOS EXTRATOS

A literatura somente relata a existéncia de um dnico estudo que
fala da atividade anticancerigena do 6leo essencial extraido pelo
processo de arraste a vapor das sementes de S. terebinthifolius em uma
linhagem de células de cancer de seio (BENDAOUD et al., 2010). Sabe-
se que a utilizacdo desta técnica tradicional de extracdo degrada
compostos termo-sensiveis, ndo sendo extraidos totalmente. Outros
destes compostos quimicos podem permanecer na agua apos a
condensagdo e assim  serem  descartados (HEATH,1981;
MUKHOPADHYAY,2000). Por outro lado, dados da literatura
confirmam a alta variabilidade genética desta espécie 0 que traz como
resultado uma composi¢do  quimica  diferente  em  seus
extratos(BARBOSA, L.C; DEMUNER, AJ; CLEMENTE, 2007;
CERUKS et al., 2007).

Tudo o que precede, motivou a utilizagdo do processo de
separacdo com solvente em estado supercritico devido a capacidade de
modula¢do continua do poder de seletividade do solvente e outras
vantagens ja relatadas na revisdo da literatura deste documento.

O processo de separacdo foi realizado baseado em estudos
cientificos de deterpenacdo com didxido de carbono supercritico (DIAZ,
S.C ESPINOSA, E.C BRIGNOLE, 2005; GANAN; BRIGNOLE, 2013;
OSSEO et al., 2004; VARONA et al., 2008).

Assim, seguindo a metodologia descrita no item O deste
documento, realizou-se o fracionamento dos extratos supercriticos de S.
terebinthifolius para a obtencdo de duas fracoes.

5.4.1 Primeira Etapa: Identificagdo do nimero de fragGes
Por meio de testes exploratorios observou-se durante a

construcdo da curva de extragdo supercritica uma notoria diferenca na
cor e viscosidade dos extratos coletados ao longo do tempo. Além disso,
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o grafico de leitura UV setado em 250 nm para uma varredura pontual
mostrava duas areas que coincidiam com a mudanga na cor e
viscosidade do extrato. Desta maneira, se determinou a coleta de duas
fragbes posto como se mostra na Figura 22.

Fragio 1

Fragio 2

alibfe, Table: Mimenza Meosa 00ber 30 Mayre 001

Figura 22: Frac0es 1 e 2 de extrato supercritico de Schinus terebinthifolius

Determinou-se também que, o tempo de coleta da primeira
fracdo seria de até o minuto 4, isto devido a que se observou que com o
aumento da pressdo se tornava mais dificil a separacéo entre as fragdes.

Todas as condicOes experimentais citadas no planejamento
experimental passaram pela metodologia de fracionamento com a
finalidade de determinar qual era a condi¢do experimental que oferecia
uma melhor separa¢do dos compostos.

A Tabela 14, localizada na pagina seguinte, apresenta a massa do
extrato obtido para cada fracdo em cada condicdo de extracdo. Foi
observado na maioria das condi¢des que a fragdo 1 possuia menos massa
do que a fracdo 2, 0 que ja era esperado por esta possuir um maior
tempo de coleta.
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Tabela 14: Massa obtida para cada fracdo em cada condicéo de extragéo.

Condicéo pCO; Fracéo 1 (g) Fracéo 2 (g) Proporcéo
Kg/m3 F./F,

35°C_100 bar 712,8 0,229 0,315 0,73
35°C_200 bar 865,7 0,09 0,62 0,15
55°C_100 bar 325,07 0,079 0,086 0,92
55°C_200 bar 754,6 0,115 0,636 0,18
31°C_150 bar 840,8 0,124 0,593 0,21
60°C_150 bar 604,09 0,102 0,415 0,25
45°C_80 bar 241,05 0,052 0,054 0,96
45°C_220 bar 832,36 0,127 0,436 0,29
45°C_150 bar 741,97 0,128 0,464 0,27
45°C_150 bar 741,97 0,128 0,367 0,34
35°C_80 bar 419,09 0,128 0,118 1,08 7

Assim, se testou a condicdo operacional de 80 bar e 35°C
baseada numa densidade media do solvente de extracdo. Observou-se
que foi esta condicdo a Unica que apresentou uma massa maior na fracéo
1 do que na fragdo 2, como se comprova pela proporcdo obtida entre a
fragdo 1 e a fracdo 2. Este fato pode ter acontecido pela seletividade do
CO, a essas condicdes de densidade.

5.4.1.1 Caracterizac¢éo quimica dos extratos fracionados

Foram selecionadas duas condicdes de extracdo para analise
cromatogréfica GC-MS e GC-FID descrita no item 0.

A Tabela 15, localizada na pagina seguinte, apresenta a
composicdo quimica dos extratos de S. terebinthifolius para as duas
fracBes coletadas (fracdo 1 e fracdo 2), em termos de porcentagem de
area relativa no cromatograma nas duas condicdes de extracdo estudadas
(80 bar e 35°C; 220 bar e 45°C).

Foram identificados 16 compostos. Este resultado e
drasticamente menor quando comparado ao metodo tradicional de
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hidrodestilacdo, no qual foram encontrados identificados 30 compostos.
Isto pode ser explicacdo pela degradacdo térmica dos compostos
quimicos a temperaturas elevadas. Também pode ter acontecido a
hidrélise de alguns destes assim como a degradacdo dos mesmos dando
origem a formacdo de novos compostos (MUKHOPADHYAY, 2000;
REVERCHON, et al., 2006;SANCHEZ-PALOMO et al. , 2009).

Comparando 0s compostos majoritarios  obtidos na
hidrodestilagdo descritos na Tabela 9 com o0s compostos obtidos com
CO, supercritico (Tabela 15), observou-se que, houve uma diminuicédo
na porcentagem de area relativa no cromatograma referente ao composto
alfa-pineno (%4,8) sendo que na hidrodestilagdo obteve 19,56%. Isto
indica a baixa solubilidade deste monoterpeno no CO, em estado
supercritico.

No caso dos compostos: delta-3-carene (19,3%), alfa-felandrene

(%23,3) e limonene (16,5%) obtidos com CO,supercritico, a
porcentagem da area do cromatograma relativa a fragdo 1 nas duas
condicdes operacionais testadas foram superiores (mais do dobro) em
comparagao aos resultados obtidos na hidrodestilacéo.
Esses resultados podem ser explicados pelo fato dos terpenos e
terpenoides serem compostos quimicamente instaveis (devido a dupla
ligagdo carbono-carbono) e, por tanto, as moléculas apresentam
diferentes reorganizacGes quimicas (isomerizagdo).Além disso, possuem
pontos de ebulicdo semelhantes, e sdo dificeis de isolar. O ponto de
ebulicdo normal de terpenos varia de 150 a 185 °C, enquanto que o
ponto de ebuligdo normal de derivados oxigenados esta na gama de 200-
230 °C, por isso a grande desvantagem da técnica de hidrodestilagdo
(FORNARI et al, 2012).
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Tabela 15: Composicéo quimica (% &rea GC-MS) dos extratos separados de S.
terebinthifolius.

N° RT Composto 80 bar 80bar 220 bar = 220bar
35°C 35°C 45°C 45°C
Fracdol | Fracdo @ Fracdo @ Fracdo2
2 1
1 7,767 alfa-pineno 4,86 - 3,52 0,50
2 9,376 sabineno 1,28 - 1,05 -
3 10,168 ' myrceno 3,88 - 3,26 0,55
4 10,820 | alfa-felandreno 23,3 0,19 20,47 2,58
5 11,084  delta-3-careno 19,37 0,18 16,99 2,28
6 11,651 | para-cimeno 1,81 0,12 1,67 0,37
7 11,935 | limoneno 21,37 0,25 19,66 2,93
8 14,634 | terpinoleno 1,33 - 1,3 0,33
9 20,028 | Alfa- 0,32 0,87 0,38 0,87
felandreno-
epoxido
10 26,276 | eneldo-pimenta | 0,36 4,49- 0,75 1,79
11 27,048 | delta-elemeno 0,62 1,93 0,75 1,77
12 28,677 | cariofileno 1,06 4,81 1,05 3,39
13 29,825 | germacrene-D 3,21 4,45 3,77 6,54
14 32,417 | beta-elemen-7- 5,91 14,37 7,44 11,68
alfa-ol
15 35,154 | elemol 4,68 42,35 8,11 15,06
16 40,004 | beta-elemeno 6,01 23,65 8,22 17,37

Devido as diferengas quantitativas (% area no cromatograma)
na composicdo quimica das fracdes 1 e 2, pode-se observar que houve



91

uma separagdo com CO, supercritico dos extratos de S. terebinthifolius
nas condic¢Oes experimentais testadas.

Os resultados mostram que, na condi¢do de 80 bar e 35°C houve
uma melhor separacdo dos compostos. Isto pode ser observado de
maneira qualitativa nos cromatogramas (Figura 23 e Figura 24). A
fracdo 1 apresentou uma porcentagem de area no cromatograma alta de
monoterpenos (1-8) e baixa em sesquiterpenos (12-16).
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Figura 23: Cromatograma obtidos por GC-MS para Fragdo 1na condicdo de
80bar e 35C. (Compostos identificados por nimeros segundo Tabela 15)
J4, o cromatograma da fragdo 2 na mesma condicdo, observou-
se que ndo houve presenca dos primeiros compostos, resultando em uma
fragdo com 7 compostos identificados. Estes resultados sugerem que 0s

compostos com menor peso molecular foram os primeiros a sair
deixando por ultimo os mais pesados.
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Figura 2-4: C'fromatu(w)gr-am'é obtiao porGCMS péré'i:ré'(;éa Ziﬁaibuoﬁdiééo de
80bar e 35C. (Compostos identificados por nimeros segundoTabela 14)

Este resultado esta de acordo com os estudos realizados por
Gupta, et al., (2007), demostraram que a solubilidade de monoterpenos
hidrocarbonados como o limoneno em CO, supercritico € maior quando
se trabalha em condigdes operacionais menores que 96 bar e 50°C.

Nas Figuras 25 e 26 se apresentam 0s cromatogramas das
fracBes obtidas na condicdo de 220 bar com 45°C.
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Figura 25: Cromatograma obtido por GC-MS para Fragdo 1, na condigdo de 220
bar e 45C. (Compostos identificados por nimeros segundo Tabela 15)
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Figura 26: Cromatograma obtido por GC-MS para Fragdo 2, na condigdo de 220
bar e 45C. (Compostos identificados por nimeros segundoTabela 15)

Na Figura 25, observa-se que para fracdo 1, os primeiros oito
compostos identificados se apresentaram em menor propor¢do em
comparagdo com a fracdo 2 para condicdo operacional de 220 bar e
45°C.

Analisando a Figura 26 (220 bar ¢ 45°C), observa-se que, 0S
compostos identificados se encontraram em uma maior propor¢do do
que ndo fragdo 2 na condi¢do de 80 bar e 35 °C. Este fato pode ser
explicado pela perda de seletividade do CO,supercritico por se encontrar
a uma pressao elevada (BRUNNER, 1994; MUKHOPADHYAY, 2000).

Os resultados do processo de separacdo com CO, supercritico de
S. terebinthifolius demonstram que a densidade do solvente jogou um
papel importante no processo. Isto esta de acordo com estudos
realizados por Oca et. al, (1999) em fracionamento de Alecrim. Eles
determinaram que a densidades baixas sdo extraidos em maior
guantidade compostos sollveis em didxido de carbono em estado

supercritico. J4 em densidades elevadas (=900 Kg/m®) sdo extraidos os
compostos menos sollveis, como por exemplo, 0s sesquiterpenos e
ceras.
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5.4.2 Segunda etapa: Comportamento dos compostos quimicos ao
longo do tempo no processo de extragdo supercritica

Uma vez que o processo foi identificado o nimero de fragdes e a
condicdo operacional que apresentou a melhor separagéo, procedeu-se a
avaliar o comportamento dos compostos ao longo do processo de
extracdo com a finalidade de encontrar o tempo certo de coleta para cada
fracdo. Vale lembrar que na literatura ndo foram encontrados estudos
cientificos parecidos.

Desta maneira, se realizou a construcdo de uma curva de extracao
na condicao operacional de 80bar e 35°C e desta vez foram coletados 25
pontos. Os primeiros pontos foram coletados de um em um minuto, apés
isso a cada 5 minutos, logo apds 10 e depois apds 20 até completar 180
gue dura o processo. Assim se obteve a curva que se mostra na Figura
27.

80 bar_35°C

Rendimento (%0)
a2 Led e h [e2% -1

0 200 40 60 80 100 120 140 140 180

Tempo (min)
Figura 27: Gréfico do processo e extragdo na condicéo de 80bar e 35°C com 25
pontos de coleta.

Cada ponto de coleta foi analisado cromatograficamente, para
observar o comportamento dos compostos.

Nas figuras seguintes estdo representados 0s compostos
encontrados na Fracédo 1.
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Figura 28: Quantidade de alfa-pineno ao longo do tempo
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Figura 31: Quantidade de alfa-felandreno ao longo do tempo.
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Figura 32: Quantidade de para-cymeno ao longo do tempo.
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Figura 33: Quantidade de delta-3-careno ao longo do tempo.
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Figura 34: Quantidade de limoneno ao longo do tempo.

Pode-se observar que 0s 7 primeiros compostos no
cromatograma na condigdo testada apresentaram 0 mesmo
comportamento. Assim, eles terminam de sair quase completamente no
minuto 9, em tanto que o ultimo composto da fracdo 1 (terpinoleno)
ainda continua saindo ate o minuto 30.
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Figura 35: Quantidade de terpinoleno ao longo do tempo de
extracao.
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Com este resultado pode-se afirmar que a primeira fragdo
seria coletada até os 9 minutos na condi¢do de 80 bar e 35°C
mesmo que o terpinoleno continue saindo pois seria em
concentracbes muito baixas. Este comportamento condiz com os
trabalhos de desterpenacdo, que mesmo ndo utilizando a
metodologia descrita, afirmam que os compostos mais leves saem
primeiro ao longo do tempo de extracdo (DIAZ, ESPINOSA,
BRIGNOLE, 2005; FORNARI et al., 2012).

Desde o ponto de vista econdbmico também é uma
informagdo relevante. Segundo Rosa e Meireles (2005), um
processo de extragdo supercritica ndo precisa chegar no seu tempo
méaximo de extragdo, porque a maior parte do rendimento total se
apresenta na primeira fase da curva. Com este tipo de analise se
saberia exatamente até que minuto poderia ser realizada a coleta e
volver ainda mais seletivo o processo de extracao supercritica sem
a necessidade de utilizar cossolvente que modifique a polaridade
do CO,além de trabalhar em condiges supercriticas amenas.

A seguir se apresentam os graficos dos compostos que
conforman a fragdo 2:
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Figura 36: Quantidade de alfa-felandreno-epoxido ao longo do
tempo.
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Figura 37: Quantidade de eneldo pimenta ao longo do tempo.
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Figura 38: Quantidade de delta-elemeno ao longo do tempo

20000000 cariofileno

10000a00

Area Absoluta

IR R R N R e R B A== =R =R == ]
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ [N I == =)

Tempo de coleta (min)

Figura 39: Quantidade de cariofileno ao longo do tempo.
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Figura 40: Quantidade de beta-elemene ao longo do tempo.
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Figura 41: Quantidade de germacrene D ao longo do tempo.
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Figura 42: Quantidade de terpinoleno ao longo do tempo.
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Figura 43: Quantidade de terpinoleno ao longo do tempo.
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Pode-se verificar a partir da observacdo dos graficos que os
compostos quimicos que formam a fragdo 2 apresentam um
comportamento similar entre todos.

Os compostos aumentam a medida que avanca o tempo de extracéo,
sendo que do minuto 14 ao minuto 15 apresentam uma dréastica queda,
para depois entre os minutos 20 e 30 obter as maiores quantidades

Pode-se afirmar com este estudo que os compostos mais leves
saem quase por completo nos primeiros 9 minutos, e jd& 0s compostos
pesados vao se incrementando ao longo do tempo para depois diminuir
até o final do processo.

55 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS
FRACIONADOS EM CELULAS LEUCEMICAS.

Avaliou-se a atividade citotdxica dos compostos quimicos
separados pelo processo de extragdo supercritica de S.terebinthifolius.

A avaliag8o da viabilidade celular apos a inoculagéo dos extratos
fracionados permitiu verificar o efeito citotoxico em células de Jurkat
(Leucemia aguda linfoblastica) e células K562 (Leucemia mieloide
cronica agudizada).

A Tabela 16 apresenta a identificacdo das fragdes que foram
testadas.

Tabela 16: Identificagdo dos extratos testados.

Condig&o operativa Fracéo
A 45°C_220 bar 2
B 35°C_80 bar 1
C 35°C_80 bar 2
D 45°C_220 bar 1

No grafico que se mostra na pagina seguinte na Figura 44, se
observam os resultados de viabilidade celular apds serem incubadas por
24 horas com as fragdes 1 e 2 identificadas na Tabela 16.

Analisando a Figura 44, observa-se que tanto para Leucemia
linfoblastica quanto para Leucemia mieloide crénica houve um
comportamento semelhante frente a atividade das 4 fracOes testadas.
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Figura 44: Gréfico da viabilidade celular em células Jurkat e K562 ap6s serem
inoculadas com as fragdes 1 e 2 nas condi¢es experimentais estudadas.

Os resultados evidenciam que as fragcbes A, B e D, possuem
uma melhor atividade citotdxica, sendo que os 3 extratos diminuiram a
viabilidade das células cancerigenas para os dois tipos de leucemia.

A fragdo B, identificada como fragdo 1 na condicéo de extracdo
de 80 bar e 35 °C, foi a que melhor atividade anticancerigena
apresentou. Assim, podem ser destacados nesta fracdo 0s compostos
majoritarios: Alfa-felandreno (23, 3%), delta-3 carene (19,37%), e
limonene (21,37%), assim como em menor propor¢do o alfa pineno e o
myrceno. Este resultado biologico é semelhante ao obtido por Bendaoud
et al., (2010), que testaram a atividade anticancerigena para células de
mama. Porém, eles utilizaram a técnica tradicional de hidrodestilacdo
para a obtengéo do 6leo essencial de pimenta rosa, o qual possuia como
composto majoritario o alfa-felandreno em quase 47%.

J4 a fragdo C, identificada como fracdo 2 na condi¢do de
extragdo de 80 bar e 35°C, ndo s6 ndo matou as células cancerigenas
como estimulo o seu crescimento no caso da Leucemia mieloide crénica
agudizada (K562). Nesta fracdo, é necessario destacar que possui em sua
composi¢do quimica uma expressiva quantidade de Elemol.e beta-
elemeno, sendo que, ecompostos majoritarios encontrados na fracdo 1
da mesma condicdo experimental ndo tiveram uma presenca
significativa no extrato. Estes resultados contradizem aos resultados
obtidos por Li, et al., (2010) mostraram os efeitos anticancerigenos do
Elemol e o beta elemeno e linhagens de células de cancer de prdstata,
esses resultados ndo estdo de acordo com os resultados obtidos nesta
pesquisa. Porém, estudos mais aprofundados precisam ser realizados,
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pois, sabe-se que, nos extratos naturais pode existir uma sinergia entre
0s compostos que o compdem para evidenciar uma atividade bioldgica.

A diferenca na atividade bioldgica dos extratos obtidos
evidencia o fato dos extratos ter sido fracionado com dioxido de carbono
supercritico.Ja que este € um processo muito dificil como é o caso de
uma matriz vegetal a qual possui muitos compostos quimicos.

Apobs esta triagem, realizaram-se diferentes incubagdes dos
extratos em varias concentracOes diferentes para assim determinar qual
1Cso.

ICs0é uma medida da eficAcia de um composto na fungédo
bioldgica ou bioguimica de inibicdo. Esta medida quantitativa indica a
guantidade de um farmaco ou outra substancia especial (inibidor) é
necessaria para inibir o processo biolégico, quanto menor for o valor
deste parametro , maior ser a eficacia (MAIORAL et al., 2013).

A Tabela apresenta os valores de IC 50 para cada célula apés 4
horas de incubagdo com as 3 fragdes testadas Tabela 16.

Tabela 16: Valores de ICs, encontrados nas linhagens K562, Jurkat ap6s
incubacdo por 24 horas com extratos de S. terebinthifolius

Fracéo K562 (pug/mL) Jurkat (ug/mL)
1 25,96 £1,07 52,57 £ 0,46
2 1525 + 13,01 1644 + 36,62
HD 76,28 £2,39 94,83 +1,97

Note-se que em todos os ensaios realizados o 1C50 da fragdo 1
se apresenta como muito citotdxico. O dleo essencial como os estudos
de Bendaoud et al. (2010), apresenta também uma atividade citotoxica
alta, em comparacédo com a fracdo 2, porém, a efetividade da fracdo 1 se
revela em praticamente 50% mais efetivo. Este fato desde o ponto de
vista econdmico € muito relevante, devido que ndo se precisaria de
grandes quantidades de fragdo 1 abaratando assim o0s custos de
producéo.

Nas figuras 41, 42 e 43 observa-se de maneira clara o efeito
citotdxico da fracdo 1 em ambas linhagens de células.
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Figura 45: Efeito citotdxico das fracbes em células K562
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Figura 46: Efeito citotoxico das fragdes em células Jurkat

O oleo essencial obtido pela técnica tradicional de hidrodestilacdo
apresentou também atividade citotdxica, porém, em menor grau do que a
fracdo 1. Ou seja, se precisaria de uma maior quantidade de extrato para
obter a citotoxicidade da fra¢do 1.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho
permitem concluir que:

a) Ao utilizar o processo de extracdo e separagdo com didxido de
carbono em estado supercritico, determinou-se que para a obtencéo de
fragdes com composicdo quimica diferente, a densidade do solvente
deve ser mantida em valores baixos com pressdes e temperaturas
moderadas, a fim de garantir um bom fracionamento dos extratos.
Assim, a condi¢do de 80 bar com 35°C, foi a que apresentou fracdes
mais definidas em sua composicao quimica;

b) Foram identificados como compostos majoritarios na matriz
vegetal. Na fracdo 1: alfa felandrene, delta-3 carene e limonene. Na
fragdo 2: beta-Elemen-7 alfa-ol e elemol;

C) Ao analisar o comportamento dos compostos ao longo da
extracdo comprovou-se que 0s compostos mais leves saem nos 10
primeiros minutos na condicdo de 80 bar e 35°C.

d) O extrato com maior atividade citotoxica foi o obtido na
primeira fracdo (fracdo 1) na condigdo de 80 bar e 35°C. Ja a segunda
fracdo (fracdo 2) obteve um efeito contrario, provocando o aumento nas
células de leucemia mieloide agudizada (K562). Estudos sugerem que 0
elemol (composto majoritario da contido na fracdo 2) possui atividade
citotdxica, porém, a fragdo que o continha foi a que estimulou o
aumento de células cancerosas. As diferencas na atividade bioldgica das
fracBes comprovam que houve um fracionamento dos extratos. Porém,
existem estudos que coincidem com o fato da Fracdo 2 composta
basicamente por sesquiterpenos ndo agir como citotoxico celular e sim
como um estimulador do crescimento celular.

e) Ao comprovar a efetividade da capacidade inhibitoria dos
extratos notou-se que tanto a fragdo 1, como o 6leo essencial obtido por
hidrodestilacdo possuem atividade citotdxica, porém a fracdo 1 é cerca
de um 50% mais efetiva.

f) A separacdo de compostos em condigdes moderadas de pressao
e temperatura indica a possibilidade de se-obter um processo industrial
economicamente viavel.






7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir da avaliagdo dos resultados apresentados neste trabalho podem
ser sugeridos alguns pontos para serem desenvolvidos em trabalhos
futuros:

a) Obtencdo de dados de equilibrio de fases do extrato de pimenta
rosa visando aprofundar estudo do fracionamento;

b) Avaliar a variacdo de outros parametros do processo de
extracdo com CO, supercritico para pimenta rosa, tais como
vazdo de solvente e tempo de extracio;

c) Avaliar a utilizagdo de cossolvente durante o processo de
fracionamento.

d) Purificacdo dos extratos (coluna de silica Flash) para isolamento
das substancias responsaveis pela atividade citotoxica;

e) Avaliacdo da atividade citotdéxica de cada fracdo colhida
durante o processo de extracao;

f) Awvaliar a aplicacdo comercial/industrial do produto, potenciais
mercados e viabilidade do processo (custo de fabricacdo x
qualidade do produto);
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ANEXO A - CROMATOGRAMAS REALIZADOS PARA
ANALISE DO COMPORTAMENTO DOS COMPOSTOS
QUIMICOS NA CONDICAO DE 80 bar E 35°C.
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Figura 47:

Composicgdo quimica no intervalo de coleta de 0 a 1 minuto.
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Figura 48: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 1 a 2 minutos.
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Figura 49: Composigdo quimica no intervalo de coletade 2 a 3

minutos.
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Figura 50: Composi¢do quimica no intervalo de coletade 3a 4
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Figura 51: Composi¢do quimica no intervalo de coletade 4a 5

minutos.
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Figura 52: Composi¢do quimica no intervalo de coletade 5 a 6

minutos.
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Figura 53: Composi¢do quimica no intervalo de coletade 6 a 7

minutos.
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Figura 55: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 7 a 8 minutos.
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Figura 56: Composic¢ao quimica no intervalo de coleta de 8 a 9 minutos.
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Figura 58: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 9 a 10 minutos.
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Figura 59: Composig¢do quimica no intervalo de coleta de 10 a 11
minutos.
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Figura 61: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 11 a 12
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Figura 62: Composic¢do quimica no intervalo de coleta de 12 a 13 minutos.
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Figura 64: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 13 a 14

minutos.
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Figura 65: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 14 a 15

minutos.
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Figura 67: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 15 a 20
minutos.
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Figura 68: Composigdo quimica no intervalo de coleta de 20 a 30 minutos.
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Figura 69: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 30 a 40 minutos.
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Figura 70: Composigdo quimica no intervalo de coleta de 40 a 60 minutos.
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Figura 73: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 80 a 100
minutos.
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Figura 74: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 100 a 120
minutos.
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Figura 75: Composigdo quimica no intervalo de coleta de 120 a 140 minutos.
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Figura 77: Composi¢ao quimica no intervalo de coleta de 140 a 160 minutos.
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Figura 76: Composi¢do quimica no intervalo de coleta de 160 a 180

minutos.
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