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RESUMO

O mamao é um fruto originario de regides tropicais e subtropicais e é
amplamente consumido pela sua disponibilidade e baixo custo. Além do
consumo "in natura" o fruto é comercializado na forma de polpa,
compotas e frutas cristalizadas, tendo as sementes como principal
material de descarte. A semente de mamdo é muito conhecida pelo
emprego para fins medicinais e apresenta um amplo espectro fitoquimico,
com destaque para o composto BITC (benzil-isotiocianato) que esta
diretamente ligado com as atividades bioldgicas da semente. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade bioldgica da semente de
mamao empregando diferentes técnicas de extracdo para obtencdo de
extratos. As técnicas de extracdo aplicadas foram Soxhlet (SOX), liquido
pressurizado (PLE), extracdo com fluido supercritico (ESC) e processo
combinado de ESC e PLE, extracdo ESC da semente de mamado e
posterior extracdo do residuo com PLE. Os diferentes métodos foram
avaliados quanto ao rendimento de extracdo, contelido de compostos
fendlicos, atividade antioxidante (DPPH e descoloragdo do B-caroteno) e
atividade antimicrobiana pelo método de concentracdo minima inibitéria
(CMI). Os maiores rendimentos foram observados para as extragdes SOX
com etanol (24,3%) e hexano (24,3%), sendo estes estatisticamente iguais
aos obtidos por PLE com etanol (23,7%). Maiores teores de compostos
fendlicos e de atividade antioxidante foram detectados nos extratos
obtidos com agua e agua/etanol por PLE e pelo processo combinado de
ESC e PLE. Todos os extratos da semente de maméo apresentaram
atividade antimicrobiana frente as micro-organismos E. coli, S. aureus e
C. albicans, com destaque para 0s extratos obtidos por ESC que
apresentaram caracteristicas de forte inibidor, especialmente para a
bactéria E. coli (7,5 pg.mL?* condicdo 20 MPa/40 °C). O processo
combinado melhorou o potencial antioxidante e antimicrobiano da
semente de mamao e possibilitou 0 maximo aproveitamento da matéria-
prima. O 6leo da semente de mamao mostrou-se como uma valiosa fonte
de compostos naturais, especialmente BITC, apresentando concentracfes
de BITC de 12% para a condicéo de 20 MPa/80 °C. O modelo matematico
gue melhor se ajustou as curvas experimentais foi 0 modelo de Sovova,
sendo 0 mecanismo de convecgdo 0 mais representativo no processo de
extracéo.

Palavras-chave: Semente de mamao. Extracdo supercritica. Extragéo
com liquido pressurizado. Processos combinados.






ABSTRACT

Papaya is a fruit that originates in tropical and subtropical regions and is
widely consumed for its availability and low cost. In addition to the "in
nature” consumption, the fruit is marketed in the form of pulp, jams and
crystallized fruits, with seeds being the main disposal material. The
papaya seed is well known for its medicinal uses and has a broad
phytochemical spectrum, especially the BITC (benzyl isothiocyanate)
compound that is directly linked to the biological activities of the seed.
Thus, the objective of this work was evaluate the biological activity of the
papaya seed using different extraction techniques to obtain extracts. The
extraction techniques were Soxhlet (SOX), pressurized liquid (PLE),
supercritical fluid extraction (ESC) and combined ESC and PLE process,
ESC extraction of the papaya seed and subsequent extraction of the
residue with PLE. The different methods were evaluated for extraction
yield, phenolic content, antioxidant activity (DPPH and B-carotene
discoloration) and antimicrobial activity by the minimum inhibitory
concentration (CMI) method. The highest yields were observed for SOX
extractions with ethanol (24.3%) and hexane (24.3%), which were
statistically the same as those obtained by PLE with ethanol (23.7%).
Higher levels of phenolic compounds and antioxidant activity were
detected in extracts obtained with water and water/ethanol by PLE and by
the combined process of ESC and PLE. All extracts of the papaya seeds
presented antimicrobial activity against the E. coli, S. aureus and C.
albicans microorganisms, especially the extracts obtained by ESC that
presented strong inhibitory characteristics, especially for E. coli
bacterium (7.5 ug.mL* condition 20 MPa/40 °C). The combined process
improved the antioxidant and antimicrobial activities of the papaya seed
and made possible the maximum use of the raw material. Papaya seed oil
proved to be a valuable source of natural compounds, especially BITC,
exhibiting BITC concentrations of 12% for the 20 MPa/80 °C condition.
Sovova was the mathematical model which best-adjusted experimental
data, the convection mechanism was more representative in the extraction
process.

Keywords: Papaya seed. Supercritical extraction. Extraction with
pressurized liquid. Combined processes.
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1 INTRODUCAO

O mamao é uma das frutiferas mais comum em regiGes tropicais e
subtropicais, cultivada em mais de 50 paises, com producdo mundial de
6,8 milhdes de toneladas (SAEED et al., 2014). O Brasil é o terceiro
colocado no ranking das principais na¢@es produtoras de frutas, estando
atras da China e da India, respectivamente (REETZ et al., 2015).

A fruta apresenta um amplo espectro fitoquimico, incluindo
polissacarideos, vitaminas, minerais, enzimas, proteinas, glicosideos e
flavonoides, sendo esses componentes bioativos responsaveis pelas
propriedades farmacoldgicas, medicinais e alimenticias desta planta
(SUDHAKAR e THEIVANAI VIDHYA, 2014). Com isso, hd um
elevado consumo dessa fruta, atrelado as propriedades descritas acima e
também pela alta disponibilidade do fruto em todo territério nacional e
durante todo o ano, resultando na geracao de residuos na forma de cascas
e sementes.

As sementes sao responsaveis por 14% da massa do fruto (JORGE
e MALACRIDA, 2008), sendo normalmente descartadas. Estudos
relatam que a semente de mamao apresenta atividades hipolipidémicas,
anticancerigena,  antioxidante,  anti-inflamatdria,  antifertilidade,
antiparasitaria e antimicrobiana (KRISHNA; PARIDHAVI e PATEL,
2008; RASHED e FOUCHE, 2013; SAEED et al., 2014; YOGIRAJ et al.,
2014; KHOR e WONG, 2014; HE et al., 2017). Devido ao elevado
volume de residuos gerados com o processamento do mamao, € de
extrema importancia a aplicacdo de processos de extragdo capazes de
recuperar compostos que apresentem as atividades relatadas.

A qualidade dos extratos depende do procedimento de extracéo e
do tipo de solvente empregado, sendo que esses fatores devem ser
cuidadosamente selecionados para proporcionar um equilibrio adequado
para aumentar o rendimento e a seletividade do processo (AZMIR et al.,
2013). A extracdo Soxhlet é uma das técnicas convencionais mais
aplicadas, porém na maioria das vezes utiliza de solventes toxicos e ndo
amigaveis ao meio ambiente, mas é uma técnica padrdo e de referéncia
para avaliacdo de outras técnicas de extragdo (WANG e WELLER, 2006).
A extracdo com fluido supercritico (ESC) e extracdo com liquido
pressurizado (PLE), s@o técnicas ndo convencionais e foram
desenvolvidas para a recuperagdo de compostos bioativos, sendo
processos que minimizam ou ndo utilizam solventes téxicos (AZMIR et
al., 2013).



28

O interesse por técnicas ndo convencionais de extracdo para
obtencdo de compostos bioativos é em virtude do apelo ambiental e pela
seletividade dos métodos, sendo essa uma das linhas de pesquisa do
Laboratorio de Termodinamica e Tecnologia Supercritica - LATESC.

Além do apelo ambiental das técnicas de extracdo os
conhecimentos populares e medicinais da semente de mamao indicam um
grande potencial dessa planta. Com o intuito de relacionar as técnicas de
extracdo com o potencial desse residuo, esse estudo foi desenvolvido.

O presente documento esta dividido em seis capitulos. No Capitulo
2 é apresentada uma revisdo bibliografica sobre a matéria-prima
selecionada para o estudo, semente de mamé&o. Além disso, apresenta uma
breve descri¢do dos procedimentos de extracdo aplicados para obtengéo
dos compostos bioativos da semente de maméo.

Visando incentivar a aplicacdo da tecnologia supercritica em
escala industrial, especialmente na América Latina, o Capitulo 3 avaliou
a modelagem da cinética de extracdo supercritica, com CO; do 6leo da
semente de mamao, em funcéo das condicdes de operacéo do sistema e
realizou-se um estudo de ampliacdo de escala.

No Capitulo 4 estdo descritos os procedimentos experimentais
convencionais e ndo convencionais utilizados para obtengdo dos extratos
da semente de mamao. Nesse Capitulo o objetivo foi avaliar o efeito de
diferentes técnicas de extracdo frente ao rendimento, além disso, as
atividades biolégicas, antioxidante e antimicrobiana, e a caracteriza¢éo
quimica dos extratos foi realizada. Os resultados obtidos no Capitulo 4
induziram ao estudo da aplicacdo de técnicas combinadas de extracdo,
utilizadas no Capitulo 5.

O Capitulo 5 teve como objetivo integrar 0s processos de extragdo
ESC e PLE para obtencéo de produtos com caracteristicas diferentes e um
esgotamento da matéria-prima. A extracdo com fluido supercritico
usando CO, como solvente extraiu os compostos apolares e 0 uso de
solventes polares na extracdo com liquido pressurizado permitiu a
recuperacdo de compostos de maior polaridade. Os extratos foram
caracterizados quanto a atividade antioxidante, antimicrobiana e
composicdo quimica.

Finalmente, no Capitulo 6 estdo descritas as conclusdes obtidas nos
Capitulos 3, 4 e 5 e as perspectivas de trabalhos futuros.
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2 OBJETIVOS
2.1  OBJETIVO GERAL

Estudar o aproveitamento e realizar um fracionamento do residuo,
semente de mamdo da espécie Carica papaya L., para obtencdo de
extratos ricos em compostos antioxidantes e antimicrobianos, através da
avaliacdo das técnicas de extracdo supercritica e extracdo com liquido
pressurizado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter extratos da semente de mamdo pelo emprego de extracéo
supercritica, extracdo com liquido pressurizado e extracdo Soxhlet, em
diferentes condic@es de operagao;

b) Obter extratos da semente de maméao pelo emprego da extragéo
supercritica combinada com a extracdo com liquido pressurizado da
semente de mamao e extracdo com liquido pressurizado do residuo do
processo de extragdo supercritica;

¢) Comparar os rendimentos globais obtidos pelos diferentes métodos de
extracdo;

d) Avaliar a atividade antioxidante e compostos fenolicos dos extratos
obtidos pelas diferentes técnicas;

e) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos pelas diferentes
técnicas, frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e
frente ao fungo Candida albicans;

f) Caracterizar quimicamente os extratos com melhor desempenho,
buscando correlacionar atividades biolégicas e composicao;

g) Realizar estudo das curvas cinéticas de extragao supercritica em funcéo
das condicdes de operagdo (pressao e vazao);

h) Aplicar modelos matematicos com desenvolvimento de codigo
computacional para correlacionar as curvas cinéticas com cinco modelos
matematicos;

i) Modelagem e ampliacdo de escala do ensaio com melhor ajuste
matematico.
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3

DIAGRAMA CONCEITUAL

Recuperacdo de extratos ricos em compostos bioativos da semente
de mamao Carica papaya L. por extragdo supercritica e por liquido
pressurizado

Por qué?

« A producéo de residuos, proveniente de descarte e industrializacéo de alimentos,
tem aumentando e de encontro com isso a importancia de destinar esses residuos
deve ser levada em consideragéo, assim como a possibilidade de agregar valor a
esses subprodutos;

* A semente de mamao é um material de descarte, tanto do consumo “in natura”
como do processamento, e apresenta compostos com potencial biol6gico;

* A busca por compostos bioativos deve estar atrelada a uma produgdo mais limpa
e com menor geracao de residuos, e a utilizagdo de tecnologias ndo convencionais
de extracdo permite a obtencdo desses compostos.

Quem ja fez?

« Constam na literatura trabalhos envolvendo a extragdo de compostos bioativos
da semente de mamao, empregando técnicas convencionais de extracéo e fazendo
uso de solventes organicos;

« Apenas um trabalho foi encontrado na literatura que fez uso da tecnologia
supercritica para obtengdo de compostos da semente de maméo;

« Entretanto, ndo ha trabalhos que fagam uso de tecnologias combinadas para
obtencdo de compostos da semente de maméo;

* E o estudo “in vitro ” das atividades bioldgicas muitas vezes ndo € avaliado.

Hipdteses

« E possivel a utilizacio de técnicas ndo convencionais de extrago para obtengéo
de compostos da semente de mamao.

» Todo conhecimento medicinal e cultural envolvido nessa matéria-prima pode
ser observado utilizando técnicas ambientalmente amigaveis.

« A utilizagdo de processos combinados é eficiente para melhor aproveitamento
da matéria-prima.

« Existe potencial biolégico nesse residuo.

Como fazer?

« Estudar os processos de extracdo ndo convencionais, a fim de selecionar as
melhores condi¢des para obter melhor seletividade dos processos;

 Avaliar a aplicacdo de processos combinados na obten¢do de compostos
bioativos;

» Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos; Avaliar a capacidade
antimicrobiana frente a diferentes micro-organismos; Estudar o perfil quimico
dos extratos.




Capitulo 2
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1 MAMAO

O mamoeiro é uma das frutiferas mais comuns em quase todos 0s
paises da América Tropical, aléem de ser uma das frutiferas mais
cultivadas e consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo.
Seus frutos, conhecidos como mamdo ou papaia, sdo amplamente
utilizados em dietas alimentares (SERRANO; CATTANEO, 2010).

O Brasil destaca-se no ranking das principais na¢des produtoras de
frutas, estando atras apenas da China e da India, respectivamente. Além
disso, é o segundo pais que mais colhe mamdes, ficando atras da india
(REETZ et al., 2015).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), a Bahia é o estado brasileiro com maior produ¢do de maméo,
com 753,417 toneladas em 2016, seguido pelo Espirito Santo com
251,365 toneladas e Ceard com 110,520 toneladas (IBGE, 2016).

A cultura do mamoeiro sustenta-se em uma estreita base genética,
sendo bastante limitado o numero de cultivares plantadas nas principais
regibes produtoras. As cultivares mais exploradas no Brasil séo
classificadas em dois grupos, conforme o tipo de fruto: Solo (ex.: Sunrise
Solo e Improved Sunrise Solo Line) e Formosa (ex.: Tainung)
(TRINDADE et al., 2000).

A variedade Solo apresenta um formato de pera, com massa média
de 500 g e polpa vermelha-alaranjada, enquanto que a variedade Formosa
apresenta um formato mais alongado ou arredondado, com massa média
entre 800 g e 1100 g e coloracdo da polpa laranja-avermelhada, como
pode ser observado na Figura 1 (CEAGESP, 2007).

Figura 1 - Variedades de mamé&o comercializadas.

§ # ‘ & Vo Vg
Formosa Redondo Formosa Comprido Sunrise Golden
Fonte: (CEAGESP, 2007)

De forma geral, 0 mamao apresenta uma polpa delicada e saborosa,
cujas caracteristicas fisicas, quimicas e digestivas tornam esta fruta um
alimento completo e saudavel.
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Geralmente, 0 maméao é consumido na forma “in natura”, mas sua
industrializacdo oferece extensa gama de produtos e subprodutos para
consumo direto e utilizacdo na indUstria de alimentos, farmacéutica e de
racBes animais. Dentro dos principais métodos de industrializacdo do
mamao destaca-se a producdo de compotas, puré ou polpa, frutas
cristalizadas, produtos minimamente processados e de papaina
(DURIGAN; DURIGAN, 2014).

Além do consumo e industrializacdo do mamao, as propriedades
medicinais da fruta e partes da planta também sdo bem conhecidas no
emprego para fins medicinais. O fruto verde € usado tradicionalmente
para o tratamento de malaria, hipertensdo, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia, ictericia, helmintiase intestinal, anemia falciforme
(KRISHNA; PARIDHAVI; PATEL, 2008; SUDHAKAR; THEIVANAI
VIDHYA, 2014).

O fruto maduro é usado como curativo de Ulceras cronicas da pele,
as folhas sdo usadas para colica, febre, beribéri, aborto, asma, e cancer
(YOGIRAJ et al.,, 2014). O latex é empregado como adstringente e
aplicado em queimaduras e tecido necrosado (NAYAK et al., 2012).

Em um screening fitoquimico realizado na planta Carica papaya
L. identificou-se a presenca de enzimas (no latex), carotenoides (no fruto
e sementes), alcaloides (em folhas e sementes), compostos fenoélicos
(frutos, sementes, folhas e brotos) e glicosinolatos (em frutos e sementes)
(ASGHAR et al.,, 2016; EKE; AUGUSTINE; IBRAHIM, 2014,
RASHED; FOUCHE, 2013).

1.1 SEMENTE DE MAMAO

A semente de maméo é proveniente do fruto. O residuo (semente)
¢ proveniente tanto do consumo in natura, como da industrializacéo do
fruto. Segundo Jorge e Malacrida (2008), as sementes correspondem em
média a 14% da massa do fruto, que constituem geralmente de material
de descarte tanto na industria de alimentos como no consumo doméstico,
entretanto, poderiam ser transformadas em produtos com valor agregado.

Como citado anteriormente 0 mamao contém um amplo espectro
de componentes fitoquimicos, estando estes presentes nas varias partes
das plantas. Especificamente nas sementes encontram-se acidos graxos,
proteina bruta, fibra bruta, o glicosideo benzilglicosinolato, o alcal6ide
carpaina, a aglicona isotiocianato de benzila (BITC), o esterol j-
sitosterol, a benziltiouréia, e a enzima mirosina (KRISHNA;
PARIDHAVI; PATEL, 2008).
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Destes componentes destaca-se 0 glicosideo benzilglicosionalto,
que é um glicosideo pertencente ao grupo dos glicosinolatos. Os
glicosinolatos s&o anions organicos contendo glicose e enxofre formando
um tioglicosideo ligado a uma cadeia lateral (Grupo R) derivada de um
aminoacido. Sendo esses metabdlitos classificados de acordo com o
aminoacido precursor do seu grupo R e pelos tipos de modificacdes
sofridas por esse grupo (FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001).

A liberacdo desses compostos é catalisada pela enzima hidrolitica
mirosinase, que cliva a glicose na ligagdo com o atomo de enxoftre,
resultando na aglicona, isso ocorre quando os tecidos da planta sdo
lesionados e as células vegetais rompidas. A aglicona resultante, instavel,
reorganiza-se, com a perda do sulfato, dando origem a produtos volateis
pungentes, quimicamente reativos e com diversas atividades bioldgicas,
entre 0s quais estdo os isotiocianatos, nitrilas, tiocianatos, oxazolidina-2-
tionas e epitionitrilas (Figura 2). As proporcdes desses produtos variam
dependendo do tipo de glicosinolato, da espécie da planta e das condic6es
de hidrolise como temperatura, pH, concentracdo de ions metalicos,
presenca de proteinas e cofatores (CLARKE, 2010).

Figura 2 - Degradagdo do glicosinolato pela mirosinase.

HSO4
HO Glicose —J- R-N=C=5
C’ Isotiocianato
“K Mirosinase Nitrilas
0505 °s°’ —+R-S-C=N
Glicosinolato Aglicona Tiocianato
\ n
7\ /o
~( Epitionitrila

Oxazolidina-2-tiona

Fonte: Adaptado de (FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001).

Estudos fitoquimicos tém demostrando que a semente de maméao
apresenta compostos biologicamente ativos. Asghar et al. (2016)
determinou os polifendis e flavonoides e a atividade antioxidante e
antimicrobiana das principais partes do Carica papaya, utilizando
técnicas convencionais de extracdo e obteve os melhores resultados de
atividades antioxidante e antimicrobiana com o uso de etanol como
solvente.
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Corréa (2011) analisou 23 extratos de residuos agroindustriais,
preparados a partir de cinco solventes (hexano, clorofdrmio, acetato de
etila, etanol:dgua e agua), os quais foram utilizados para avaliacdo
antimicrobiana frente ao micro-organismo Listeria monocytogenes.
Apenas os extratos aquosos de talo de brocolis e de casca de abdbora
moranga e extrato cloroférmio de semente de mamao apresentaram
atividade frente ao micro-organismo L. monocytogenes. A composicao
quimica dos extratos de talo de brocolis e casca de abdbora moranga
apresentaram alguns acidos fendlicos e organicos, enquanto que no
extrato de semente de mamdo o Unico composto encontrado com
potencial antimicrobiano foi o benzil-isotiocianato.

A atividade antimicrobiana da semente de mamdo também foi
relatada por Al-Judaibi (2015), onde extratos metandlicos e etanélicos
apresentaram forte atividade antibacteriana contra Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes e Shigella sonnei. Nos extratos foram
identificados os metab6licos secundarios alcaldides, flavondides, taninos,
glicosideos e terpenos.

Outros estudos também relatam atividade antimicrobiana da
semente de mamado frente a diferentes micro-organismos. Tumpa;
Hossain e Ishika (2015) observaram atividade antimicrobiana de extratos
metandlicos de semente de maméo frente a Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Salmonella typhi, destacando a maior
eficiéncia para as bactérias Gram positivas. Nayak et al. (2012)
observaram atividade antimicrobiana de extratos etandlicos contra
Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus. He et al. (2017)
analisaram a composi¢do quimica e a atividade antifingica de extratos de
semente de mamé&o obtidos por hidrodestilagdo. O constituinte principal
encontrado na semente de mamdo foi o0 benzil-isotiocianato, e o extrato
mostrou efeito inibitério contra as cepas de C. albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropical.

Barroso et al. (2016) avaliaram a composicdo do 6leo de semente
de maméo Carica papaya L. obtido por extracdo supercritica com CO-
nas condi¢Bes de operacdo de 40, 60 e 80 °C e 10, 15 e 20 MPa. As
melhores eficiéncias foram encontradas na condicdo de 80 °C e 20 MPa
(2,56%), seguida da condicdo de 40 °C e 20 MPa (1,33%), sendo
identificado em ambas as condi¢Ges o componente benzil-isotiocianato,
porém na condicdo de 20 MPa e 80 °C esse componente apresentou-se
mais concentrado.
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Avaliando os dados relatados na literatura para a semente do
mamao, verifica-se que esse residuo apresenta uma importante fonte de
compostos biol6gicos, sendo imprescindivel o estudo de novas
tecnologias de extracdo para a recuperagdo dos compostos bioativos.

2 METODOS DE EXTRACAO

A extracdo € uma operacdo unitaria que tem por objetivo a
separacdo de determinadas substancias a partir de diversas matrizes,
s6lidas ou liquidas, através de processos quimicos, fisicos ou mecanicos
(EGGERS; JAEGER, 2003).

A técnica de extracdo empregada na obten¢do de extratos bioativos
influencia diretamente na qualidade e composi¢do final do produto
desejado. Ou seja, 0 método de extracdo bem como o solvente utilizado,
esta diretamente ligado ao rendimento e a composicao dos extratos. Sendo
assim, é importante levar em conta o solvente que sera trabalhando, bem
como 0s compostos de interesse a serem extraidos, pois cada método
apresenta suas particularidades.

No caso da separagdo de substdncias de matrizes vegetais, as
técnicas de extracdo podem ser classificas como solido-liquido e podem
ser divididas em convencionais e ndo convencionais. Os métodos
convencionais sdo conhecidos como técnicas cléssicas baseadas na
aplicacdo de solventes orgéanicos, aplicacdo de calor ou agitagdo, como a
extracdo assistida por ultrassom e Soxhlet. Os métodos ndo convencionais
s80 as técnicas de extracdo que usam liquidos pressurizados, ultrassom,
enzimas, pulso elétrico, micro-ondas. Em contrapartida aos
convencionais, as técnicas ndo convencionais apresentam-se como uma
alternativa mais econémica, menos agressiva ambientalmente, utilizam
menor quantidade de solvente, diminuem a degradagdo da amostra,
melhoram a eficiéncia de extracdo e a seletividade (JACQUES, 2005;
VIGANO; MARTINEZ, 2015).

2.1  EXTRACAO SOXHLET (SOX)

O extrator Soxhlet foi desenvolvido em 1879 e esta técnica vem
sendo considerada como uma metodologia padrao por mais de um século.
Nessa técnica, a seletividade é unicamente influenciada pela escolha do
solvente. A extragdo com Soxhlet apresenta diversas vantagens: a amostra
esta sempre em contato com o solvente de extracdo; recirculacdo do
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solvente, que aumenta o coeficiente de particdo e a eficiéncia da extracao;
ndo ha necessidade de filtracdo para separacdo da matéria-prima do
solvente ao término da extracdo; a metodologia é simples; e o
equipamento apresenta baixo custo (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010).

As maiores desvantagens da extragdo com Soxhlet em comparagao
a outras técnicas sdo o longo tempo de extracdo e a grande quantidade de
solvente utilizado. Além disso, a amostra geralmente é extraida no ponto
de ebulicdo do solvente durante longos periodos, o que pode resultar na
decomposicdo térmica das espécies termolabeis (LUQUE DE CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

2.2 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

A extracdo com liquido pressurizado (PLE) é uma técnica que se
baseia no uso de solventes liquidos a temperatura e pressdo elevadas, o
gue melhora o desempenho da extracdo em comparacdo com as técnicas
realizadas a temperatura ambiente e pressdo atmosférica (CAMEL, 2001).
O maior objetivo dessa técnica é promover a extracdo de compostos de
matrizes sélidas ou semi-sélidas em um curto periodo de tempo e usando
uma pequena quantidade de solventes (VIGANO; MARTINEZ, 2015).

Uma ampla gama de temperaturas de extracdo podem ser aplicadas
no PLE, geralmente varia da temperatura ambiente a 200 °C e a faixa de
pressdo entre 35 a 20 MPa (OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013).
Devido ao sistema estar pressurizado a maior vantagem do PLE é que o
solvente pressurizado permanece no estado liquido mesmo que as
temperaturas sejam superiores ao seu ponto de ebulicdo. Essa condicdo
melhora o poder de solvatacdo do liquido e a cinética de dessorcdo da
matriz s6lida (MEIRELLES et al, 2012).

O processo de extracdo PLE pode ser dividido em dindmico ou
estatico. Na configuracdo dinamica, o solvente de extracdo é bombeado
continuamente pelo extrator atraves da matriz sélida, sendo que a bomba
fornece uma vazao de solvente constante e a valvula de saida da célula de
extracdo é mantida aberta. J4 na configuracdo estatica, o processo de
extracdo consiste em um ou Varios ciclos de extracdo, onde o solvente
preenche o extrator, enquanto que a valvula de saida da célula de extracéo
¢ mantida fechada, e permanece em contato com a matriz durante um
tempo determinado (SAITO et al., 2004).

A extracdo dindmica € mais eficiente que a estatica, por evitar a
saturacdo do solvente, enquanto que a extracdo estatica permite maior
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penetracdo do solvente nos nano e micro poros da matriz devido ao maior
tempo de contato entre as fases (NIETO et al., 2010).

De acordo com Vigané e Martinez (2015), o processo de PLE pode
ser dividido em dois estagios (Figura 3). O primeiro estagio corresponde
ao periodo que a extracdo é controlada pela solubilidade enquanto que o
segundo estéagio é controlado pela difusdo dos solutos no solvente.

Figura 3 - Cinética de extracdo com liquido pressurizado.
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Fonte: Adaptado de (MUSTAFA; TURNER, 2011).

Em matrizes controladas pela difusdo normalmente existem fortes
interacdes entre matriz e analito, ou caminhos de difusdo longos demais
para que os analitos possam passar através da matriz. Nestes casos, a
temperatura do solvente e o tamanho de particula podem ser fatores
importantes na melhoria da eficiéncia de extracdo. Enquanto que em
matrizes controladas pela solubilidade, as interagGes analito-matriz sdo
bastante fracas e a taxa de extracdo depende, principalmente, da
compartimentagdo do analito entre a matriz e o fluido de extracdo. Neste
caso, o rendimento é melhorado utilizando-se a extracdo em modo
dindmico (MUSTAFA; TURNER, 2011).

O desempenho das extracbes PLE dependem muito do tipo de
solvente, tempo de extracdo, pressdo e temperatura. Destaca-se também a
importancia da natureza da matriz, as caracteristicas especificas dos
compostos alvo e sua localizagdo dentro da matriz (OSORIO-TOBON;
MEIRELES, 2013).

A utilizac8o de misturas de solventes pode auxiliar no aumento da
solubilidade e interagdo com o composto de interesse e a utilizacdo de
temperaturas elevadas proporcionam maior rendimento da extragdo. O
uso de altas temperaturas promove a eficiéncia da extracdo assim como
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ajuda no rompimento das interagdes analito-amostra na matriz,
diminuindo a tensdo superficial do solvente, soluto e matriz, diminuindo
a viscosidade do solvente liquido e promove a taxa de difusdo
(MUSTAFA; TURNER, 2011). Além disso, a utilizagdo de temperaturas
elevadas também aumenta o coeficiente de difusdo aumentando as taxas
de transferéncia de massa, no entanto, em algumas extragoes, a utilizacéo
de temperaturas moderadas é preferivel tendo em vista a degradacgdo de
compostos (CAMEL, 2001).

A pressao € um parametro que nao apresenta forte influéncia, tendo
em vista que liquidos n4o sdo fluidos compressiveis (OSORIO-TOBON;
MEIRELES, 2013). No entanto, quando a pressdo de vapor dos
componentes alvo é importante para sua solubilizacdo no solvente, a
pressdo pode ter um papel muito importante no processo de PLE. Por
outro lado, a utilizacdo de altas pressbes facilita a extragdo de
componentes situados no interior dos poros da matriz, devido a um
aumento de pressdo, forgando o solvente a penetrar em lugares onde com
pressdo atmosférica ndo seria possivel (JIANG et al., 2007).

A extracdo com liquido pressurizado é uma alternativa aos
métodos de extracdo convencionais, como Soxhlet, uma vez que o uso de
temperatura e pressdo elevadas durante a extracdo ndo s6 melhora o
rendimento de extracdo, como também diminui o tempo e o consumo de
solventes, além de ser uma técnica mais amigavel e diminui os impactos
ambientais em consideracao as técnicas convencionais (SMITH, 2002).

2.3 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

A extracdo supercritica ¢ uma operacdo unitaria de transferéncia
de massa baseada no uso de fluidos a temperaturas e pressdes acima dos
valores criticos (GOMEZ; OSSA, 2002; FREITAS, 2007). Nessas
condicdes de pressdo e temperatura, as propriedades de um solvente sdo
diferentes daquelas apresentadas no estado liquido ou gasoso,
encontrando-se no estado de fluido supercritico (BRUNNER, 1994).

Um fluido supercritico é qualquer substancia a uma temperatura e
pressdo acima de seu ponto critico termodinamico. Os fluidos
supercriticos sdo os Unicos solventes que podem ter seu poder de
solvatacdo controlado por pequenas alteracbes na pressdo efou
temperatura. Sua massa especifica é muito maior do que aquela dos gases
tipicos e ligeiramente menor do que aquelas dos liquidos. Por outro lado,
a viscosidade do fluido supercritico assemelha-se a dos gases, e é muito
menor do que a dos liquidos. Esta caracteristica assegura a capacidade
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elevada da fase fluida para a transferéncia de massa, fazendo com que 0s
fluidos supercriticos sejam escolhidos como solventes de extracao
(BRUNNER, 1994).

O fluido supercritico mais utilizado é o dioxido de carbono (CO,)
gue € barato, ecoldgico, seguro e apresenta alta difusividade combinada
com forca de solvente facilmente ajustavel. A temperatura e pressdo
critica do CO; (31,1 °C e 7,38 MPa) sdo favoraveis no processo por
permitirem a extracdo de compostos termicamente labeis ou compostos
facilmente oxidaveis. Além disso, na temperatura e pressdo ambiente o
CO; é gasoso, 0 que torna a recuperacao do analito muito simples e livre
de solventes (BRUNNER, 1994; HERRERO et al., 2010).

A ESC possui vantagens em relagdo as técnicas convencionais de
extracdo porque possibilita o ajuste continuo do poder de solvatacéo e,
consequentemente da seletividade do solvente, ndo utiliza solventes
organicos poluentes e, portanto, ndo necessita da etapa de evaporacdo dos
extratos para a eliminacéo do solvente (MICHELLIN, 2009). Além disso,
a degradacgdo térmica de compostos sensiveis é evitada por operar em
temperaturas mais baixas enquanto a auséncia de luz e oxigénio previne
reacOes de oxidacdo, o que constitui uma grande vantagem para a extragdo
de antioxidantes, garantindo a conservacdo de suas propriedades
bioldgicas (DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Como desvantagem da extracdo supercritica pode ser citado o
elevado custo de investimento, se comparada as técnicas tradicionais de
extracao a pressdo atmosférica (REVERCHON; DE MARCO, 2006), e a
dificuldade de extracdo de compostos muitos polares quando se utiliza
somente CO; como solvente supercritico (MELECCHI, 2005). Porém
para aumentar a extracdo de moléculas polares podem ser utilizados
modificadores, os quais sdo adicionados ao solvente supercritico para o
aumento da solubilidade devido a acdo conjunta dos componentes, sendo
chamado de efeito cossolvente. O etanol é o cossolvente ou modificador
mais utilizado nos processos de extragdo supercritica devido a sua baixa
toxicidade e sua miscibilidade no CO; (DAINTREE; KORDIKOWSKI;
YORK, 2008; JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).

Os extratos obtidos por ESC sdo considerados naturais e tém
permissdo para aplicacdo em alimentos, uma vez que apresentam status
GRAS (do inglés Generally Recognized As Safe). Além disso, o alto
gradiente de pressao entre a coluna de extracdo e a saida do extrator pode
produzir extratos livres de micro-organismos e esporos, com maior vida
atil quando comparados aos extratos obtidos por processos a baixa
pressdo (DIAZ-REINOSO et al, 2006)
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2.3.1 Procedimento de extracao

A extracdo supercritica consiste basicamente de duas etapas:
solubilizacdo dos compostos presentes na matriz sélida e separacao
desses do solvente supercritico. Durante a extragdo, o solvente flui através
do leito de particulas, solubilizando os compostos presentes na matriz
vegetal, e ao sair do extrator carrega as substancias solubilizadas, que por
meio da reducdo da pressdo, o solvente é liberado do extrato (PEREIRA;
MEIRELES, 2010).

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através de um
leito fixo formado por particulas sélidas, solubilizando os componentes
presentes no sélido. A medida que o solvente escoa através do material
vegetal, ocorre a transferéncia de massa do soluto da fase sélida para a
fase fluida e, em qualquer ponto dentro do extrator, a concentragdo de
6leo a ser extraido varia continuamente em cada fase até que o equilibrio
seja alcancado. Ou seja, a for¢a motriz para a transferéncia de massa no
processo € o equilibrio da concentracéo de solutos entre as fases sélida e
fluida (BRUNNER, 1994; MICHIELIN et al., 2009).

Os parametros que afetam o processo de extracdo supercritica
podem ser divididos em dois grupos principais. O primeiro grupo inclui
caracteristicas especificas do material, como massa especifica, didmetro
do poro, porosidade, geometria e teor de umidade. O segundo grupo inclui
pardmetros do processo como pressdo e temperatura de extracdo, vazdo
do solvente, tempo, temperatura e pressdo de separacdo (MARTINEZ;
VANCE, 2007). A selecéo correta destes parametros é fundamental para
a otimizacdo da extragdo dos compostos desejados em menor tempo
(REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Quanto maior o poder de solvatagdo, maior a solubilidade de um
determinado composto e maior o nimero de compostos solubilizados de
uma mistura. Desta forma, alta solubilidade significa baixa seletividade e
vice-versa. Em processos com solventes supercriticos, o grande potencial
para a transferéncia de massa é determinado pela diferenca no estado de
equilibrio (BRUNNER, 1994; MUKHOPADHYAY, 2000; AGHEL et
al., 2004).

A extracdo com fluidos supercriticos tipicamente utiliza pressdes
entre 20 e 50 MPa, temperaturas de até 80 °C, razdo de alimentagdo de
solvente entre 6 e 30 kg de CO; por kg de amostra e adicdo méaxima de
20% de cossolvente (KASSING et al., 2010). O tempo do processo de
ESC varia de acordo com as caracteristicas da matéria-prima,
equipamento e condi¢des de operacdo, sendo definido com base nas
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informagBes fornecidas pelo comportamento cinético da extracdo
(BRUNNER, 1994).

2.3.2 Curvas de extragao supercritica

O comportamento do processo de extracdo pode ser observado
através da construcdo da curva de extracdo, que normalmente €
apresentada como um grafico da massa acumulada de extrato em fungéo
do tempo de extracdo. Sao varios os fatores que afetam o comportamento
das curvas de extracdo, como vazdo de solvente utilizada e tamanho da
particula formadora do leito. Desta forma, ¢ dificil fazer a comparagéo
entre curvas obtidas a partir de matérias-primas e equipamentos
diferentes, mas as informagdes que ela pode fornecer como a duracéo da
etapa de taxa constante de extracdo sdo Uteis para comparar uma série de
experimentos com o0 mesmo substrato e 0 mesmo equipamento
(BRUNNER, 1994).

Diferentes mecanismos de transferéncia de massa controlam as
curvas de extracdo, que sdo representadas em 3 periodos: a) periodo de
taxa constante de extracdo (CER), b) periodo de taxa decrescente de
extracdo (FER) e c¢) periodo difusional (DC) (BRUNNER, 1994;
MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009; PEREIRA; MEIRELES,
2010; SOVOVA, 1994):

a) No periodo CER a superficie externa da particula estd coberta
com o soluto, que é chamando "soluto de facil acesso". Neste periodo a
convecgdo é o mecanismo dominante e, portanto, a resisténcia a
transferéncia de massa esta na fase fluida;

b) No periodo FER falhas na cobertura de soluto sobre a superficie
externa comecam a aparecer dando inicio a difusdo do soluto presente no
interior da particula. Neste periodo os mecanismos de transferéncia de
massa por difusdo e conveccdo ocorrem simultaneamente;

c) No periodo DC a camada externa de soluto praticamente
desaparece, e a transferéncia de massa se da por difusdo do interior das
particulas do substrato. Neste periodo a resisténcia a transferéncia de
massa esta na fase solida. A representacdo esquematica de uma curva de
extracdo e matriz da particula em cada periodo é apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo da curva de extracdo e matriz da particula em
cada periodo.

Rendimento (%)

‘—Mam'z da particula Teen ";“ Tempo (min)
Fonte: Adaptado de (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

A transicdo entre o periodo de velocidade constante e decrescente
de extracdo é influenciado pelo tamanho de particula, pelo contetdo
inicial de 6leo no sélido e pela estrutura celular do material. Particulas
grandes causam um aumento no periodo difusional e o periodo de taxa
decrescente de extracdo ocorre antes do que em particulas de menor
tamanho. Quando o material possui alto contetido de 6leo, a transferéncia
de massa ocorre predominantemente em velocidade constante, sendo a
velocidade de extracdo controlada pela solubilidade do substrato no
solvente (MUKHOPADHYAY, 2000).

A representacdo da curva de extracdo pode ser utilizada na
determinacdo de pardmetros de processo, tais como tempo de extracéo,
caracterizacdo das etapas de extragdo supercritica e determinacdo da
solubilidade, como também na modelagem da transferéncia de massa do
sistema. InformacGes a respeito da pressdo, temperatura e vazdo de
solvente podem ser obtidas por meio da modelagem das curvas de
extracdo, possibilitando a ampliagdo de escala do processo de extracdo
supercritica (SILVA, 2004; PERRUT, 2001).

A modelagem matemdtica de dados experimentais de ESC tem
como principal objetivo a determinacdo de pardmetros para design de
processos, tornando possivel com esses parametros a predicdo de custos
do processo em escala industrial (MARTINEZ et al., 2003).

O estudo da cinética e modelagem da ESC de ampliacdo de escala
do 6leo de semente de maméao sdo ferramentas importantes para projetos
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de escala industrial. A modelagem das curvas de extracdo da semente de
mamao fornece informacdes sobre o mecanismo de transferéncia de
massa na extracdo supercritica, auxiliando a definicdo de metodologias
para estudos de ampliacdo de escala.

3 ATIVIDADES BIOLOGICAS
3.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O interesse por compostos com atividade bioldgica aumentou no
inicio do século 21 e permanece crescendo até hoje, devido aos beneficios
vinculados ao consumo dessas substancias para a satde e para a industria
alimenticia e farmacéutica. Segundo Boroski et al (2015), os
antioxidantes podem ser definidos como moléculas capazes de inibir ou
retardar significativamente a oxidacdo de outras moléculas, podendo
atuar em alimentos ou sistemas bioldgicos. O efeito do antioxidante
consiste na inativacdo dos radicais livres, na complexacdo de ions
metalicos ou na reducdo dos hidroperdxidos (ARAUJO, 2004).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes: sintéticos e
naturais. Os antioxidantes sintéticos sao estruturas fenolicas que podem
apresentar varios graus de substituintes alquilas e sdo adicionados a
matrizes sem a inten¢do de nutrir, mas de retardar o aparecimento de
alteragdes oxidativas no alimento (ANVISA, 1997). Enquanto que os
antioxidantes naturais podem ser sintetizados, mas sua obtencédo deve ser
de fontes naturais. Dentre 0s antioxidantes naturais destacam-se
compostos fendlicos, quinonas, lactonas e os polifendis (ARAUJO,
2004).

Os efeitos dos antioxidantes naturais presentes em frutas e vegetais
estdo relacionados a dois grandes grupos: antioxidantes hidrofilicos, que
compreendem &cido ascorbico e compostos fendlicos, e antioxidantes
lipofilicos, como tocoferdis e carotenoides. Sendo assim, diversas
metodologias sdo utilizadas a fim de determinar a capacidade
antioxidante de diferentes compostos (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).

Dentre as metodologias utilizadas, 0 método do radical DPPH é
um dos mais utilizados e baseia-se ha medida da capacidade antioxidante
de uma determinada substéncia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-
0 a hidrazina. Quando uma determinada substancia que age como doador
de atomos de hidrogénio é adicionada a uma solucdo de DPPH, ocorre
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uma mudanca na coloragdo de violeta a amarelo palido (ALVES et al.,
2010; SUCUPIRA et al., 2014).

Outro método que tem sido amplamente utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de extratos vegetais e sucos de frutas é o método
de branqueamento do B-caroteno. Esse método trata-se de um ensaio
espectrofotométrico baseado na oxidagdo (descolorag¢do) do B-caroteno,
induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido linoleico
(ALVES et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2014).

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O interesse por produtos naturais sempre existiu, porém tem
aumentando nos ultimos anos, tornando o uso das plantas medicinais
relativamente geral por apresentarem amplo espectro de atividade sobre
micro-organismos. Segundo Tippayatum e Chonhenchob (2007)
antimicrobianos alimentares sdo compostos adicionados ou presentes em
alimentos com a funcdo de retardar ou inibir o desenvolvimento
microbiano.

Os principais grupos de compostos com propriedades
antimicrobianas, extraidos de plantas incluem: terpendides, alcal6ides,
lectinas, polipeptideos, substancias fendlicas e polifendis, taninos e
cumarinas (RESCHKE; MARQUES; MAYWORM, 2007; HAIDA et al.,
2007). Tais compostos podem atuar no metabolismo intermediario
ativando enzimas, alterando a acéo de inibidores que influenciam os
nutrientes do meio, interferindo nos processos enzimaticos em nivel
nuclear ou ribossomal, provocando alteragdes nas membranas ou
interferindo no metabolismo secundério (LIMA, 2001).

As vantagens esperadas da utilizagdo de antimicrobianos naturais
incluem a redugdo da dependéncia total de antibidticos, a redugdo do
desenvolvimento da resisténcia aos antibiéticos por micro-organismos
patogénicos, o controle de contaminacgBes cruzadas por patdgenos de
origem alimentar, 0 melhoramento da tecnologia de preservacdo de
alimentos e o fortalecimento do sistema imunoldgico em humanos
(VOON; BHAT; RUSUL, 2012).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através
da concentragdo minima inibitéria (CMI), que consiste na determinagdo
de uma pequena quantidade de substancia necessaria para inibir o
crescimento do micro-organismo testado (OSTROSKY et al., 2008).



Capitulo 3

AUMENTO DE ESCALA E MODELAGEM DA EXTRA(N;AO
SUPERCRITICA COM CO, DA SEMENTE DE MAMAO
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1 INTRODUCAO

O fluido supercritico mais utilizado como solvente nas extracdes
supercriticas (ESC) para extrair volateis e 6leos essenciais € 0 COy,
devido a sua baixa polaridade, condi¢Bes criticas de operagdo baixas
(Pc=7,38 MPa e T=31,1 °C), é ecolbgico, seguro, de baixo custo e de
facil remog&o do extrato ndo deixando residuos de solvente (HERRERO
et al., 2010; PEREIRA; MEIRELES, 2010; STARMANS; NIJHUIS,
1996). Embora a extracdo com fluidos supercriticos esteja bem
estabelecida em algumas aplica¢des industriais, hd uma certa relutancia
com as empresas para implementar ESC em escala industrial,
especialmente na América Latina. A tecnologia supercritica pode ser
empregada para que a inddstria brasileira de alimentos ocupe o lugar de
lideranca compativel com seu nivel de producdo agricola, possibilitando
e desenvolvendo novos produtos.

Dado os fatos acima mencionados, a avaliacdo das curvas de
extracdo supercritica é de suma importancia para incentivar a aplicacdo
da tecnologia supercritica em escala industrial. O design e a ampliagdo de
escala de um processo industrial para a extragdo supercritica requerem o
desenvolvimento de um modelo que permita descrever 0 comportamento
do processo. Varios modelos sdo propostos na literatura para representar
a cinética da extracdo empregando fluidos supercriticos a partir de
matrizes sélidas, seja uma equacdo simples de modelos de primeira ordem
ou mais complexos, incluindo transferéncia de massa nos poros das
particulas solidas e na fase fluida, e coeficiente de particdo de fluido
(SOVOVA, 1994; MARTINEZ et al., 2003).

Assim, o objetivo do Capitulo 3 do presente trabalho é avaliar a
modelagem da cinética de extragdo com CO; supercritico do éleo da
semente de mamdo, em diferentes condi¢cdes de operacdo (vazdo e
pressdo), além de realizar um estudo de ampliacéo de escala do processo.

2 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo relatados os materiais e métodos utilizados para
avaliacdo dos efeitos das condi¢des de processo frente as curvas cinéticas
de extracdo, ampliagdo de escala, modelagem matematica e avaliacdo de
compostos fendlicos, sendo um resumo grafico desse Capitulo
apresentado na Figura 5. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de
Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).
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Figura 5 - Resumo gréfico da parte experimental.
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Fonte: a autora.

2.1 OBTENGAO E PREPARO DA AMOSTRA

As sementes de mamao utilizadas nesse estudo foram provenientes
do residuo do processamento minimo de mamao, gentilmente cedidas
pela empresa Comercial Kazmierski de Jaragua do Sul - Santa Catarina.
As sementes sdo oriundas de mamdes do cultivar Formosa, produzidos no
estado da Bahia — Brasil, da safra de 2016.

As amostras recebidas no LATESC foram higienizadas em agua
corrente, secas em estufa de circulagdo de ar (DelLeo, Porto Alegre/RS -
Brasil) a temperatura de 45 °C durante 24 horas. Em seguida, as sementes
foram trituradas em moinho de facas, tipo Willey (DelLeo, Porto
Alegre/RS - Brasil), fracionadas em sacos de polietileno e armazenadas
em congelador doméstico (Consul, Joinville/SC - Brasil) a -18 °C. Na
Figura 6 é apresentada a matéria-prima in natura, desidratada e triturada.

Figura 6 - Amostra in natura (a), desidratada (b) e triturada (c).

(b)
Fonte: a autora.
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2.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E
SUBSTANCIAS VOLATEIS

O teor de umidade e substancias volateis da amostra de semente de
mamao, foi determinado pelo método n° 925.09 proposto pela AOAC
(2005), cujo procedimento consiste na perda de umidade e substancias
volateis em estufa a 105 °C.

Aproximadamente 5 g de amostra foram aquecidas a 105 °C por 3
h em capsulas de aluminio, resfriadas em dessecador até temperatura
ambiente e as massas medidas, as operacGes de aquecimento e
resfriamento foram repetidas até massa constante da amostra. O
procedimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em
porcentagem + desvio padréo.

2.3 DETERMINACAO DO DIAMETRO MEDIO DE
PARTICULAS

Para determinar o diametro médio de particulas, 100 g de amostra
moida foram dispostas em agitador de peneiras (Bertel Metalurgic,
Caieiras/SP - Brasil) e agitadas durante 60 minutos com peneiras da série
de Tyler de 20, 35, 50, 70 e 80 mesh. Em seguida, as fracOes retiradas em
cada peneira foram pesadas para o calculo do diametro médio de
particulas, conforme Equagdes 1 e 2 propostas por Gomide (1980).

1)

Al = — @)

Onde: ds é 0 didmetro médio superficial das particulas (mm), m; é a massa
de amostra retira na peneira i (g), M é a massa total de amostra (g), di é o
didmetro da peneira i (mm) e n é o nimero total de fragdes.
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24 DETERMINACAO DA MASSA ESPECIFICA REAL (p))

A massa especifica real da amostra foi determinada, utilizando
picndmetro em gés hélio (Micrometrics, AccuPyc 11 1340, S&o Paulo/SP
- Brasil), que segue o principio de Arguimedes de deslocamento de
fluidos. Nesta técnica o gas hélio penetra nos poros da matriz sélida,
determinando o volume verdadeiro de um sélido por variacdo da presséo
de gas em uma cdmara de volume conhecido. O resultado foi expresso em
g cm + desvio padrao.

25 CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS
25.1 Determinacéo da massa especifica aparente (p,)

A massa especifica aparente das particulas de semente de mamao
foi determinada pela relagdo entre a massa de amostra utilizada nas
extracdes e o volume por ela ocupada no leito de extracdo supercritica
(ESC).

2.5.2 Porosidade do leito (g)

A porosidade do leito foi determinada por meio da Equacéo 3, que
relaciona a massa especifica real (pr) e a massa especifica aparente (pa).

L P
Pr

&€= 3)

2.6 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

Os experimentos de ESC foram realizados em duas etapas. Na
primeira, o objetivo foi estudar a influéncia de parametros (presséo e
vazdo de solvente) na descricdo das curvas cinéticas de extracdo e na
aplicacdo de modelos matematicos, visando a criacdo de um programa de
modelagem. Na segunda etapa, foi selecionada uma condigéo da primeira
etapa para ampliacdo de escala (AE), com o objetivo de reproduzir o
comportamento da curva cinética de extracdo da escala pequena.
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O método dinamico de extragdo foi utilizado para os experimentos
cinéticos e para os experimentos de determinacdo do rendimento global.

2.6.1 Unidade de extracdo

As extracBes ESC foram conduzidas em uma unidade de extragéo
homemade, descrita por Mazzutti et al. (2017). O fluido supercritico
utilizado como solvente foi CO> puro (99,9 %), entregue a uma presséo
de 60 MPa em um cilindro equipado com tubo pescador (White Martins,
Joinville/SC - Brasil). As Figuras 7 e 8, apresentam a unidade de extragao
ESC e o diagrama com os componentes detalhados.

Figura 7 - Unidade de extracdo ESC.

22 Qe E

Fonte: a autora.
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Figura 8 - Diagrama da unidade de extracdo ESC.

7 3

Fonte: Mazzutti et al. (2017).

Onde: 1: Cilindro de CO2; 2: Manometro; 3: Regulador/redutor de pressao
de COg; 4: Banho de resfriamento; 5: Regulador de ar comprimido; 6:
Bomba de COy; 7: Coluna de extracdo 2 (EV2); 8: Coluna de extragéo 1
(EV1); 9: Banho de aquecimento; 10: Valvula reguladora (Regulador
needle valve); 11: Valvula (Block needle valve); 12: Banho de
aquecimento; 13: Frasco coletor e14: Rotametro.

2.6.2  Procedimento experimental de extracdo

Mazzutti et al. (2017) descreveram o procedimento de extracao
apresentado no diagrama da Figura 8. A unidade contém uma coluna de
extracdo de 138,2 mL (EV1, didmetro interno de 20 mm e altura de 440
mm) e outra coluna de 622 mL (EV2, didmetro interno de 45 mm e altura
de 391,1 mm), feitas em aco inoxidavel AISI 316. As colunas de extracdo
sdo revestidas termicamente e controladas por banho de aguecimento
(Microquimica, modelo MQBTZ 99-20, Palho¢a/SC - Brasil). As
pressbes de extragdo sdo controladas por mandmetros analégicos
(Conexoes Gerais, Campinas/SP - Brasil).

O CO; é comprimido por uma bomba de alta pressdo (Maximator,
modelo M111, Alemanha), juntamente com um banho termostatico
(Microquimica, modelo MQBMPO1, Palho¢a/SC - Brasil). Um banho de
aquecimento de agua (Fisatom, modelo 572, S&o Paulo/SP - Brasil)
mantém a temperatura & 60 °C das valvulas reguladoras (HIP, modelo 10-
11 NFA e modelo 10-11 NFA-REG, EUA) responsaveis pelo controle de
vazdo de CO,. E a vazdo de CO; é monitorada por um rotdmetro
(Swagelok, modelo VAF-G4-1933-1-0, EUA).

No inicio do processo de extracdo as valvulas 10 e 11 sdo mantidas
fechadas. O cilindro é aberto e aguarda-se a equalizacdo dos mandmetros.
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A bomba € acionada e estabelece-se a pressdo de trabalho desejada pela
da regulagem do ar comprimido que entra na bomba. Apos estabelecida a
pressao desejada as valvulas 10 e 11 sdo abertas para despressurizagao do
solvente e controle da vazdo de solvente. Apés passar pela valvula, o
soluto é coletado em frascos Ambar e armazenado.

2.6.3 Determinacao das cinéticas de extracéo

A curva global de extracdo fornece informacdes sobre o
comportamento cinético da extragdo, possibilitando a determinacdo do
tempo de ciclo mais viavel para o processo. Nos ensaios para a
determinacdo da cinética de extracdo da semente de mamdo a coluna
(EV1) foi preenchida com aproximadamente 15 g de amostra e esferas de
vidro para formar um leito de particulas fixo dentro da coluna, o que
permitiu a formacao de um leito de particulas com altura de pelo menos
0 dobro do diametro do extrator, considerando assim, desprezada a
dispersdo axial.

Os frascos de coleta foram previamente pesados em balanca
analitica (Shimadzu, modelo AY220, S&o Paulo/SP - Brasil) e a coleta do
soluto extraido realizada em tempos pré-determinados, sendo nos
primeiros 30 minutos coletadas amostras de 5 em 5 minutos, ap6s foram
realizadas coletas de 10 em 10 minutos até o intervalo de 120 minutos, e
apos esse tempo foram realizadas coletas de 30 em 30 minutos até o final
da extracdo. Posterior a coleta, as massas dos frascos foram novamente
medidas para determinar a massa de 6leo obtida em funcéo do tempo de
experimento.

Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO; puro,
e as curvas de extracdo foram construidas com os dados experimentais
avaliando-se a influéncia da vazdo de CO; e pressdo de opera¢do na
cinética e modelagem. As condicdes de operacdo sdo apresentadas na
Tabela 1.
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Tabela 1 - ParAmetros para 0s ensaios cinéticos de semente de mamao, a
temperatura constante de 40 °C.

. Pressa Vaza
Ensaio (GSPSZ)" (kg. ri?)

1 30 0,70
2 30 0,35
3 30 0,21
4 20 0,70
5 15 0,70
6 15 0,35

Os tempos de cada um dos periodos de extragdo foram calculados
a partir das curvas de extragdo. Os tempos tcer € trer representam o final
das etapas de velocidade constante e decrescente de extracdo,
respectivamente. A velocidade de transferéncia de massa na etapa CER
(Mcer) foi obtida a partir de regressdo linear da curva de extracdo no
periodo CER, realizada em planilha eletronica, enquanto a concentracéo
de soluto na fase solvente na etapa CER (Y cer) foi determinada pela razdo
entre Mcer € Qcoo.

O rendimento global (Xo) foi calculado pela razéo entre a massa
final de 6leo extraido (Mextrato) pela massa de matéria-prima (M) utilizada
para formar o leito, conforme Equacéo 4.

X, = Mewan 10 )
M

2.6.4  Ampliagdo de escala (AE)

A condicdo de operagdo utilizada para ampliacdo de escala foi
selecionada a partir dos resultados obtidos nos ensaios cinéticos e
considerando a geometria do equipamento. O experimento foi conduzido
na mesma unidade descrita no item 2.6.1 desse capitulo, sendo utilizado
no procedimento de ampliacdo de escala a coluna de extracdo EV2, com
volume de 622 mL.

A proposta adotada foi selecionada de acordo com 0s mecanismos
de transferéncia de massa envolvidos na extracdo, apresentado por



57

Clavier e Perrut (2004), onde para processos em que a difusdo e a
solubilidade sdo mecanismos limitantes, ambas as proporc¢des, Mson/M
(massa de solvente/massa de matéria-prima) e Qco2/M (vazdo do
solvente/massa de matéria-prima), devem ser mantidas constantes entre
escala pequena e grande.

A razdo de ampliacdo de escala utilizada foi de 5,4 vezes,
atendendo a geometria do equipamento de extracdo. A fim de atender a
conservagdo das razbes indicada pela proposta, a massa de amostra
utilizada no experimento foi de 85 g, temperatura de 40 °C, pressao de 30
MPa e vazdo de CO; de 1,21 kg.hl. Os frascos de coleta foram
previamente pesados e a coleta do soluto extraido realizada em tempos
pré-determinados, sendo nos primeiros 30 minutos coletadas amostras de
5 em 5 minutos, ap6s foram realizadas coletas de 10 em 10 minutos até o
intervalo de 120 minutos, e ap0s esse tempo foram realizadas coletas de
30 em 30 minutos até o final da extracdo. Posteriormente a coleta, as
massas dos frascos foram novamente medidas para determinar a massa de
6leo obtida em funcéo do tempo de experimento.

2.6.5 Modelagem Matemética das Curvas de Extragéo

A modelagem das curvas de extracdo foi realizada com o objetivo
de avaliar a influéncia dos parametros de operacdo (vazédo de solvente e
pressdo de operacdo), avaliar a abordagem de cada modelo no melhor
ajuste das curvas experimentais de ESC e validar um codigo
computacional de modelagem.

A modelagem foi realizada utilizando os modelos de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999), Goto, Sato e Hirose (1993), Martinez et al.
(2003), Sovova (1994) e Tan e Liou (1988). As equacdes que descrevem
0s modelos matematicos aplicados para a representacdo das curvas ESC
encontram-se descritas no Anexo A.

O cddigo computacional foi desenvolvido na linguagem
MATLAB R2013a para facilitar a selecdo do modelo matematico mais
apropriado para cada tipo de matéria-prima. Este programa foi nomeado
de MSEM - MATLAB (Simulation Extraction Models).

O MSEM modela os dados experimentais com modelos
matematicos de Sovov4, Martinez, Esquivel, Goto e Tan e Liou
simultaneamente, selecionando o melhor modelo através do melhor ajuste
entre os dados experimentais e numéricos e pela anélise estatistica dos
modelos.
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Os parametros necessarios para aplicacdo dos modelos foram
determinados experimentalmente, calculados por dados experimentais ou
obtidos da literatura.

2.7 CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A determinacgdo do contetdo total de fendlicos foi realizada pelo
método de Folin-Ciocalteu descrito por Kosar, Dorman e Hiltunen
(2005). A curva padrdo de acido galico foi prepara com uma solugdo
estoque de 2 mg.mL* de acido galico (98% de pureza, Sigma Aldrich)
em agua destilada. Esta solucdo foi diluida em diferentes concentracoes
para obtencdo da curva analitica (R? = 0,9965). A curva analitica de &cido
galico esta apresentada no Apéndice A.

Os extratos foram diluidos em etanol P.A. (NEON) na
concentracdo de 30 mg.mL™%, e a mistura reacional continha 10 pL de
extrato ou solvente, 50 pL de reagente Folin-Ciocateau (Sigma Aldrich),
150 pL de carbonato de sodio (Lafan) a 20% e 800 uL de agua destilada.
Apo6s 2 h de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em
760 nm utilizando espectrofotometro UV-vis (Femto 800 XI, Séo
Paulo/SP - Brasil).

Os valores de absorbancia encontrados para cada extrato foram
correlacionados com a curva padrdo de acido galico. A absorbancia foi
substituida na equagdo do &cido galico para calcular o valor da
concentracdo (C), em seguida o CFT foi calculado conforme a Equacéo
5. As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos
em miligramas de acido galico equivalente por grama de matéria seca
(mgGAE-gextrato-l)-

C %1000

CI:T(mgGAE ) g;(trato) = C

()

extrato

Onde: CFT é o contetdo de fendlicos totais (Mgcak.Qextrato?), C a
concentragdo (mg.L!) equivalente ao é&cido galico e Cexiao @
concentracdo do extrato (mg.L™?).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA E DO LEITO DE
PARTICULAS

Inicialmente amostra passou por um processo de secagem para
aumentar a vida atil, facilitar o armazenamento e além disso, altos teores
de 4gua presente na amostra podem afetar negativamente o rendimento
da extragéo.

A semente de mamao, apds a secagem, apresentou teor de umidade
e substancias volateis de 16,95 + 0,10 %. Jorge e Malacrida (2008)
obtiveram um valor de 10 % de umidade e substancias volateis para a
semente de mamao. A diferenga encontrada pode estar relacionada as
diferencas de cultivar e ao tempo e equipamento utilizado no processo de
secagem.

A caracterizacdo do leito de particulas é de fundamental
importancia para a compreensdo da cinética de extracdo e analise dos
parametros e curvas obtidos pela modelagem matematica. Na Tabela 2,
estdo apresentados os valores de didmetro de particula, massa especifica
real, massa especifica aparente, porosidade do leito e solubilidade do
soluto em COx.

Tabela 2 - Caracterizagdo do leito de particulas.

Parametros Valor
Diametro médio de particulas (mm) 0,59 +0,12
Massa especifica real (kg.m3) 1156,80 + 0,01
Massa especifica aparente (kg.m?3) 686,15 + 10,62
Porosidade do leito (kg.m=3) 0,41 +0,01
Solubilidade do soluto (Qextrato.g ™ co2) 0,007 ®

M (CORSO, 2008)

3.2 INFLUENCIA DAS CONDICOES DE OPERACAO NA
CINETICA DE EXTRACAO

Os parametros de extracdo avaliados para estudar as condi¢des de
transferéncia de massa da extragdo supercritica da semente de mamao
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foram vazdo de CO; e pressdo, totalizando 6 ensaios a temperatura
constante de 40 °C.

A massa acumulada (Mo) e 0s parametros cinéticos tcer (tempo de
duracdo da etapa CER), Mcer (taxa de extracdo da etapa CER) e Ycer
(concentragdo de soluto na fase solvente na etapa CER), obtidos nas
curvas de extracdo, sdo apresentados na Tabela 3. Todas as curvas de
extracdo obtidas para os ensaios listados na Tabela 3 sdo apresentadas na
Figura 9.

As etapas da curva de extracdo indicam diferentes estagios da
extracdo e diferentes mecanismos que controlam a transferéncia de massa.
No inicio da extracdo, a convec¢do é o principal mecanismo de
transferéncia de massa, uma vez que as particulas se encontram
completamente envoltas por uma camada superficial de soluto. Quando
este soluto é esgotado, os compostos do interior das particulas comecam
a ser extraidos, de modo que a difusdo se torna 0 mecanismo de controle
(FERREIRA e MEIRELES, 2002; SOVOVA, 1994).

Tabela 3 - Pardmetros cinéticos, densidade do solvente e rendimento
global para as curvas de ESC da semente de mamao a 40 °C .

Ensaio Pressdo Vazdo  tcer Mcer Ycer p CO20 Mo
(MPa)  (kgh?)  (min)  (g.min*) (9.9%) (9cm?) (%)

1 30 0,7 34,8 0,044 3,77 x 10%° 0.911 21,6

2 30 0,35 61,22 0,020 3,36 x10°  0.911 16,8

3 30 0,21 84,09 0,013 3,59 x 103 0.911 15,1

4 20 0,7 92,45 0,019 1,67x10°  0.840 18,6

5 15 0,7 287,62 0,008 6,63 x 10 0.781 17,1

6 15 0,35 270,05 0,006 9,65x10% 0.781 13,1

@ Angus; Armstrong; De Reuck, 1976.

A concentracdo de soluto na fase solvente (Ycer) foi determinada
pela inclinacdo do periodo CER (Mcer/Qco2). Os maiores valores de Y cer
foram obtidos nas condi¢bes de maior densidade de CO- (ensaios 1, 2 e
3). A solubilidade dos compostos estd inteiramente relacionada a
densidade do fluido supercritico, quanto maior a densidade, maior a
solubilidade do extrato no fluido e consequentemente maior o valor de
Y cer.

O efeito da vazdo do solvente é observado comparando os ensaios
realizados a 30 MPa (Tabela 3). Aumentando a vazdo de CO; para a
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mesma condi¢do de pressao (ensaios 1, 2 e 3), observa-se um aumento na
taxa de extracdo (Mcer) e consequentemente uma diminui¢do do tempo
de duragdo da etapa de taxa de extracdo constante (tcer), OU Seja, O
aumento da vazdo acelera a remocao do soluto de facil acesso.

Figura 9 - Curvas de extracéo a 40 °C. (#) Ensaio 1: 30 MPae 0,7 kg.h'; (x)
Ensaio 2: 30 MPa e 0,35 kg.h!; (a) Ensaio 3: 30 MPa e 0,21 kg.h'; (e) Ensaio 4:
20 MPae 0,7 kg.h'; (w) Ensaio 5: 15 MPa e 0,7 kg.h'%; (+) Ensaio 6: 15 MPa e

0,35 kg.h™2.
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O efeito da pressdo é observado na Figura 9, comparando 0s
ensaios 1, 4 e 5 realizados com vazdo de CO, de 0,7 kg.h%, na qual é
possivel observar o aumento do rendimento (4,5%) com o aumento de
pressdo. Esse comportamento é explicado pelo aumento da densidade do
solvente com a pressao e consequentemente o poder de solvatacéo do CO;
(BRUNNER, 1994).

Além disso, 0 aumento da pressdo pode causar rupturas na matriz
da planta e facilitar a liberagdo de compostos que néo estavam disponiveis
a pressGes mais baixas, aumentando assim o rendimento do processo
(CAMPOS et al., 2005). Barroso et al. (2016) também observaram um
aumento no rendimento na extracdo da semente de mamé&o com elevagédo
da pressdo 15 para 20 MPa. Nas condicdes de vazdo de CO, de 16,45
mL.min, 40 °C e tempo de extracdo de 180 min, o rendimento da
extracdo de 15 e 20 MPa foi de 0,89 e 1,33%, respectivamente.
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A vazdo de CO- e a pressao de operacdo do sistema de extragdo
afetam o rendimento da extracdo, como pode ser observado na Tabela 3.
O maior rendimento, teste 1, (21,6%) foi obtido em condic¢des de maior
densidade de CO,, pressdo e vazdo de CO,.

3.3 MODELAGEM DAS CINETICAS DE EXTRAGCAO

Os cinco modelos estudados, Sovova, Goto, Martinez, Esquivel,
Goto e Tan e Liou (equagdes apresentadas no Anexo A), foram aplicados
para a descricdo das curvas de extracdo e 0S parametros cinéticos
estimados sdo apresentados na Tabela 4, juntamente com a variancia
(S?R) e o coeficiente de correlacéo (R?) para cada ajuste. Pode-se observar
que o0 modelo Sovova, Goto e Martinez obtiveram valores maiores de R?,
superiores a 0,95. Os modelos Esquevil e Tan e Liou foram descartados

por apresentarem R? inferior a 0,95.
As Figuras 10, 11 e 12 apresentam as curvas de ESC da semente

de mamdo, com os dados experimentais e modelados, obtidos nas
condicdes de 30 MPa, 40 °C e vazdo de 0,7 kgh'; 15 MPa, 40 °C e vazdo
de 0,35 kgh e 20 MPa, 40 °C e vazdo de 0,7 kgh'l, respectivamente. As
curvas de ESC dos outros ensaios cinéticos sdo apresentadas no Apéndice

B.

Figura 10 - Curva experimental e modelada da extracao supercritica da
semente de mamao a 30 MPa, 40 °C e vazdo de 0,7 kgh.
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Figura 11 - Curva experimen
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Tabela 4 - Pardmetros cinéticos estimados e parametros estatisticos
calculados para os cinco modelos testados.

Ensaios
Modelos Parametros
1 2 3 4 5 6
Xk 0,001 0,081 0,065 0,060 0,036 0,037
K, 6,868 2,626 1,740 2,100 1,264 0,904
Sovova k 0592 0545 0562 0,589 0,514 0,599
R? 0,980 0,975 0,979 0,994 0,988 0,995
S2R 0,029 0,029 0,021 0,008 0,015 0,003

¢ (109) 530 243 500 202 061 086
K (107) 849 689 733 699 594 419

Goto
R? 0972 0956 0958 0974 0978 0,989
S2R 0039 0050 0038 0032 0026 0,007
b; 0030 0016 0013 0015 0007 0,006
b 0,006 6919 19522 5936 0075 0,074
Martinez R? 0977 0969 0975 0987 0979 0,988
SR 0032 0036 0024 0016 0025 0,007
ky 0043 0022 0013 0039 0038 0,019
If‘onua”d R? 0870 0869 0848 0879 0863 0,882
SR 0174 0143 0138 0142 0156 0,068
b 1333 2977 4214 3137 8466 9834
Esquivel R? 0,900 0869 0848 0879 0863 0,882
SR 0134 0143 0138 0142 0156 0,068

Xk razdo massica de soluto de dificil acesso; K, coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida; k coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida; R? coeficiente de correlagio; S?R
variancia; ¢ coeficiente global de transferéncia de massa; K constante de dessorgdo do modelo
Goto; b e tm,) pardmetros ajustaveis do modelo de Martinez; kq constante de dessorcéo do
modelo Tan e Liou; b parametro ajustavel do modelo de Esquivel.

Observando as Figuras 10, 11 e 12 e avaliando os valores de S?R
apresentados na Tabela 4, é possivel verificar que o modelo de Sovova
foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais para todos os ensaios.
Este modelo apresenta bons resultados quando as curvas experimentais
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tém um periodo de taxa constante de extragdo bem definido e tem como
principal vantagem a descri¢do do fenbmeno que ocorre no processo de
extracdo supercritica, dando um significado claro aos paradmetros
ajustaveis (SOUSA et al.,2005; BENELLI, 2010).

O parametro K, é definido como o coeficiente de transferéncia de
massa na fase fluida, e é diretamente afetado pela velocidade de
escoamento do fluido, que por sua vez aumenta com o aumento da vazao
de solvente (MICHIELIN et al., 2009; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; AGUIAR, 2011). Ja o valor de k é definido como o
coeficiente de transferéncia de massa na fase solida e ndo sofre a
influéncia da vazdo do solvente, pois €é representado pela difusdo do CO;
e da mistura de CO2+soluto no interior das particulas de matéria-prima
(BENELLLI, 2010).

Os valores dos coeficientes de transferéncia de massa na fase fluida
(Ka) foram superiores aos valores obtidos para o coeficiente de
transferéncia de massa na fase sélida (k), para todas as curvas avaliadas
pelo modelo de Sovova (Tabela 4). Um baixo valor de k (fase sélida)
indica que o mecanismo de difusdo é menos representativo quando
comparado com a convec¢do (MARTINEZ et al., 2003). Este fendmeno
ocorre devido ao soluto exposto na superficie da matriz possuir maior
facilidade de ser dissolvido, enquanto que o soluto retido no interior da
matriz necessita de um tempo maior para ser solubilizado pela fase fluida.
Esse comportamento pode ser observado nas Figuras 10, 11 e 12, onde
grande parte da massa acumulada da cinética de extracdo ja € removida
na etapa CER, sendo nessa etapa a convecgao o mecanismo dominante.

Alguns estudos também relatam esse comportamento, na extra¢do
de améndoa de péssego realizado por Mezzomo, Martinez e Ferreira
(2009), Guindani (2014) na extracdo do residuo de semente de chia,
Andrade (2011) na extracdo de casca e borra de café e Michielin (2009)
na extracdo de erva-baleeira.

O aumento da vazdo de 0,21 para 0,35 e 0,7 kg.h"* proporcionou o
aumento do parametro K, de 1,74 para 2,63 e 6,87 kg.m?3s?,
respectivamente. Esse aumento também foi verificado por Michielin
(2009), Aguiar (2011) e Mezzomo, Martinez e Ferreira (2009). Esta
relacdo entre o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (K,) e
a vazdo de solvente ocorre pelo fato do coeficiente Ka ser diretamente
afetado pela velocidade de escoamento do fluido, que por sua vez
aumenta com o aumento da vazéo do solvente.

Ja o valor do coeficiente de transferéncia de massa na fase solida
(k) manteve-se constante, uma vez que este coeficiente ndo sofre
influéncia da vazédo do solvente, pois é representado pela difusdo do CO-
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e da mistura COz+soluto no interior das particulas da matriz de extracéo
(MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009).

A andlise do valor R? por si s6 ndo revela qual modelo melhor se
adapta aos dados experimentais, sendo assim, uma analise mais efetiva
foi realizada, o teste F. Este teste compara as melhorias significativas
introduzidas por um modelo acima do outro, através do S°R de cada
modelo (MAYER et al., 2016). O S°R para cada modelo foi calculado
utilizando a Eqg. (6):

exp enum 2

n e
SR = LR - 6
Zm:l n_q ©)

Onde: g € o nimero de parametros ajustados; e é a massa acumulada
experimental no ponto i; ei"™ é a massa acumulada calculada no ponto i;
n é o nimero total de pontos coletados.

O resultado do teste F pode ser expresso como o quociente do S?
R, comparados dois modelos, Eq. (7). O S?R do modelo que produziu o
melhor ajuste ou o mais alto nivel de significancia é colocado no
denominador (S?Rg)) e assim realizada a analise.

SR
Fo =< - (7)
SR,

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores do teste F obtidos na
comparacdo dos modelos testados (Sovova, Goto e Martinez) que
apresentaram R? acima de 0,95. Este teste pode ser utilizado para
determinar se um modelo cinético é mais preciso do que outro e se houve
diferenca estatisticamente significativa quanto a precisdo dos modelos
(MAYER et al., 2016).

O valor do teste F é obtido para um determinado nivel de
probabilidade e graus de liberdade do sistema, para 0 numerador € 0
denominador.

Ao analisar os valores obtidos no teste F, Tabela 5, observa-se que,
para 0s modelos cinéticos testados (Sovova, Goto e Martinez) a um nivel
de probabilidade de 95%, ndo houve diferenca significativa para os testes
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1, 2,3 e5 (Fr> Fc). No entanto, no teste 6 Sovova foi melhor do que o
modelo Goto (Fr < F¢), mas ndo teve diferenca significativa com o
modelo Martinez e no teste 4 Sovova foi melhor quando comparado aos
outros modelos (Fr < Fc). Como o modelo de Sovova se apresentou
melhor ou igual a um nivel de probabilidade de 95% para todos 0s testes,
este modelo foi escolhido como ideal para modelar a cinética ESC do 6leo
de semente de maméo.
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Tabela 5 - Teste F de variancia residual da ESC para um intervalo de

confianga de 95%.

Graus de

. 2
Ensaios Modelos S°R Fe Liberdade Fr
Sovové (S) 0,029
GIS PYr
1 Goto (G) 0,038 1,331 24:24:00 1,984
, M/S  GIM
Martinez (M) 0,032 1,103 1,206
Sovova (S) 0,029
2 Goto(G o0s9 O3 25:25:00 1,955
oto (G) ’ 1,708 o '
) M/S  G/M
Martinez (M) 0,035 1,223 1,396
Sovova (S) 0,015
3 Goto(G 0025 OIS 2727:00 1,905
(©) * 1,707 o '
) M/S  G/M
Martinez (M) 0,024 1,660 1,028
Sovova (S) 0,003
4  Goto(G 0006 O 26:26:00 1,929
©) * 1,971 e ‘
) MIS MG
Martinez (M) 0,007 2118 1,075
Sovova (S) 0,021
5  Goto(G o0 O3 24:24:00 1,984
©) * 1,819 o '
) M/S  GIM
Martinez (M) 0,023 1,124 1,617
Sovova (S) 0,008
GIS o5
6 Goto (G) 0,032 3,892 25:25:00 1,955
) M/S  GIM
Martinez (M) 0,015 1,916 2,031

S°R: variancia; F: teste F calculado; Fr: teste F tabelado.
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3.4 CURVAS DE EXTRAGCAO GLOBAL

A Figura 13 compara as curvas experimentais e modeladas, pelo
modelo de Sovova, para os ensaios 1, 4 e 5, permitindo avaliar o efeito da
pressdo. Observa-se que quanto maior a pressao, maior o rendimento
obtido (ensaio 1). Este comportamento é justificado pelo aumento da
densidade do solvente com a pressdo, aumentando o poder de solvatacéo
do CO; (BRUNNER, 1994). E ainda, o aumento da pressdo pode gerar
rupturas na matriz vegetal e facilitar a liberacdo de compostos, dessa
forma, aumentando o rendimento do processo (CAMPOS et al., 2005).

Figura 13 - Curva experimental e modelada (Sovova) 40 °C e 0,7 kg.h*
nas condicOes de (m) Ensaio 1: 30 MPa; (@) Ensaio 4: 20 MPa; (A)
Ensaio 5: 15 MPa.

Massa Acumulada (g)

T T T T T T T T T
( 100 200 30y A0 300

Tempo (min)

O efeito da vazdo de solvente nas curvas de extracdo global e o
desempenho do modelo de Sovova podem ser observados na Figura 14,
comparando os ensaios 1, 2 e 3. A taxa de extracdo aumenta com o
aumento da vazdo de solvente na primeira etapa de extragdo, devido a
maior vazdo de solvente presente no leito de extracdo. A uma vazao de
solvente de 0,7 kg.h%, a massa acumulada de extrato obtida a 50 min foi
de 2,59 g, enquanto que a0 mesmo tempo na vazao de 0,35 kg.h* foi de
0,89 g e para a vazdo de 0,21 kg.h™* foi obtido 0,53 g. Este comportamento
também foi observado na extracdo de cascas de café por Andrade et al.
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(2012) e na extracdo de 6leo de améndoa de péssego por Mezzomo et al.
(2010).

Figura 14 - Curva experimental e modelada (Sovova) a 40 °C e 30 MPa
nas condi¢des de (m) Ensaio 1: 0,7 kg.h'%; (@) Ensaio 2: 0,35 kg.h%; (a)
Ensaio 3: 0,21 kg.h™™.

Massa Acumulada (g)

T T T T T
0 100 200 300 400 500
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De acordo com Silva e Martinez (2014), o aumento da velocidade
causa uma retracdo da camada limite de massa que envolve as particulas,
como consequéncia, a resisténcia a transferéncia de massa externa é
reduzida e a taxa de extragdo aumenta. De acordo com Kitzberger (2005),
0 aumento da massa acumulada com o aumento da vazéo de solvente pode
estar relacionado com a porosidade do s6lido na matriz, fazendo com que
0 soluto seja extraido por difusdo mais rapidamente neste passo, ou
também com a maior concentracdo de 6leo presente na superficie do
solido que é rapidamente retirada na etapa CER, aumentando desse modo
a taxa de extra¢do nesta etapa.

Outro fator a ser observado na Figura 14 é que 0 aumento da vazéo
de CO- causou maior inclinacdo no primeiro estagio de extracdo (CER).
De acordo com Marrone et al. (1998), a maior disponibilidade de solvente
no extrator por unidade de tempo proporciona um maior gradiente de
concentracdo entre o sélido e o solvente, causando uma maior taxa de
transferéncia de massa como resultado do aumento da conveccgéo, causada
pela ndo saturacdo de CO; por soluto.
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35 AMPLIACAO DE ESCALA

A proposta de ampliacdo de escala sugerida para a extracdo da
semente de mamao foi uma rela¢do constante Qco2/MA. Esta proposta
baseia-se na difusdo intra-particula como um mecanismo limitante no
processo ESC. O ensaio 3 (ESC 30 MPa / 40 °C / 0,21 kg.h') foi
selecionado para o estudo de aumento de escala devido a limitagBes da
geometria do equipamento e para que a relacdo Qcoz/MA fosse mantida
constante durante o processo. A relacdo Qco./MA foi de 0,2365g.g™ min.

O modelo de Sovova foi utilizado para descrever as curvas globais
de extracdo obtidas por testes em escala pequena e ampliada. A
comparagao entre as curvas experimentais e modeladas sdo apresentadas
na Figura 15, e pode-se observar que, para ambos 0s casos, 0 modelo de
Sovova apresentam um bom ajuste. Os parametros ajustaveis para 0s

ensaios em pequena e grande escala, obtidos pelo modelo Sovova, estdo
listados na Tabela 6.

Figura 15 - Curvas modeladas (Sovova) e experimentais nas condicfes
em (m) pequena escala (30 MPa, 0,21 kg.h e 40 °C) e em (®) escala
ampliada (30 MPa, 1,21 kg.h e 40 °C).

22,04
16.5 -

11.0 -

Rendimento (%o)
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Tempo (min)
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Tabela 6 - Pardmetros ajustaveis para 0s ensaios em pequena e grande
escala obtidos pelo modelo de Sovova.

Pequena Ampliacdo de

Parametros
escala escala
0.065 0.088
K, 1.740 1.481
X 0.562 0.572
tcer 84.090 79.320
trer 146.180 178.190
R? 0.979 0.992

K. coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida; k coeficiente de transferéncia de massa
na fase sélida; x« razdo massica de soluto de dificil acesso; tcer tempo de duracédo da etapa CER,;
trer tempo de duracdo da etapa FER; R? coeficiente de correlagéo.

Os dados da Tabela 6 mostram valores similares de tcer € trer entre
a escala pequena e a ampliagdo, considerando uma relagdo Qcox/MA
constante. Esta analogia implica que a difusdo intra-particula é o
mecanismo limitante na cinética ESC do 6leo da semente de mamao.
Outro ponto importante é que os parametros K, k e xx possuem valores
préximos entre as duas escalas, 0 que mostra que mantendo constante a
relacdo Qcoz/MA é possivel manter as propriedades de transporte iguais
entre as escalas.

O valor obtido para o coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida (K,) foi superior ao valor do coeficiente de transferéncia de massa
na fase sélida (k), assim como ja observado na se¢do 3.2. Como ja
explicado, isto indica que a convecgdo do soluto no solvente é mais
representativa que a difusdo na extracdo do 6leo da semente de mamao.

Além de avaliar a influéncia dos parametros no processo de
extracdo, o contelido de compostos fenolicos presentes nos extratos da
semente de mamao foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau.
Os compostos fendlicos séo os principais antioxidantes naturais, embora
ndo sejam a Unica classe de substancias que contribuem para o
desempenho antioxidante de produtos naturais (ROGINSKY; LISSI,
2005). Sendo assim, o conteldo de compostos fendlicos (CFT) da
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semente de mamao foi analisado em cada ponto da cinética de extracdo
da ampliacdo de escala, conforme mostra a Figura 16.

Figura 16 — Curva cinética da ampliacdo de escala da semente de
mamao com relacdo ao (@) contelido de compostos fendlicos e a (m)
massa acumulada.
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As maiores concentracBes do contelldo de compostos fendlicos
foram obtidas durante a etapa cinética de taxa de extracdo constante
(CER). Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que no
estagio CER a superficie externa da particula é coberta com o soluto de
facil acesso, obtendo neste passo uma grande quantidade de amostra e
consequentemente um contetdo maior de CFT. Além disso, no final da
extracdo (aproximadamente apds 250 min), o conteldo de compostos
fenolicos aumenta novamente, provavelmente relacionado a difusdo de
compostos fenolicos presentes dentro da particula.

Khor e Wong (2014) avaliaram o contetido de compostos fendlicos
a partir de sementes de mamao extraidas com hexano e obtiveram valores
CFT de 6,13 mgcae.Jextrato™>. Como pode ser observado na Figura 16, o
contelido de compostos fendlicos é de 10 mgcae.Jextrato™* NOS primeiros 10
minutos de extragdo, mostrando a eficiéncia do processo para a obtengdo
de compostos fendlicos.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo da modelagem e ampliacdo de escala da extracdo
supercritica da semente de mamao mostrou-se como uma alternativa para
a valorizacdo de subprodutos de baixo valor.

A modelagem da ESC das sementes de maméo indicou que 0s
melhores ajustes foram alcancados pelo modelo de Sovova. A proposta
de aumento de escala foi adequada para as sementes de maméo e 0s
parametros cinéticos e a modelagem séo indicados para a simulagdo das
curvas de extracdo em escala industrial.

As maiores concentragBes de conteddo de compostos fendlicos
foram obtidas durante a etapa cinética de taxa de extragdo constante.

Essas descobertas sugerem que o uso das sementes de maméo para
obter bioextratos, pode ser direcionado para o desenvolvimento de novos
produtos atraentes, com propriedades bioativas aplicando extragdo
supercritica.

E o codigo computacional desenvolvido para avaliar
simultaneamente cinco modelos matematicos se mostrou como uma
6tima ferramenta para selecdo do modelo com melhor ajuste.

Nos capitulos seguintes serdo apresentados estudos destacando as
propriedades bioativas do residuo do mamao, a semente, e COMo essas
propriedades sdo afetadas por diferentes técnicas de extracao.



Capitulo 4

EFEITO DAS TECNICAS DE EXTRAGCAO NO RENDIMENTO
GLOBAL E ATIVIDADES BIOLOGICASNDOS EXTRATOS DA
SEMENTE DE MAMAO
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1 INTRODUCAO

A busca das indUstrias alimenticias e farmacéuticas por novas
fontes naturais de compostos com potencial de conservacao de alimentos
ou emprego em medicamentos e cosméticos tem aumentado e despertado
0 interesse de estudos e aplicagdo de novas tecnologias para a extracéo
desses compostos.

Dentre as novas tecnologias de extracdo, destaca-se 0 uso dos
métodos ndo convencionais de extracdo, como extracdo supercritica
(ESC) e extragdo com liquido pressurizado (PLE). Esses métodos sdo
atraentes para a recuperagdo de compostos bioativos e apresentam apelo
favoravel ao meio ambiente, pois utilizam etanol, 4gua ou CO2 como
solventes, sendo assim uma boa alternativa devido a reducdo do consumo
de energia e asseguram extratos de alta qualidade (HERRERO et al.,
2013).

O dioxido de carbono (CO>) é o solvente mais utilizado na ESC
para extrair volateis e 6leos essenciais devido a sua baixa polaridade,
condicdes criticas brandas, ndo é inflamavel, de baixo custo e facilmente
removido do extrato (PEREIRA; MEIRELES, 2010). O PLE utiliza
solventes liquidos a temperaturas elevadas e pressdo controlada,
aumentando as propriedades de solubilidade e transferéncia de massa.
Etanol e agua, tém sido amplamente utilizados para a extracdo de
compostos fenolicos, carotenoides, entre outros compostos bioativos de
plantas (HERRERO et al., 2015; PESCHEL et al., 2006).

Diversos métodos podem ser utilizados para a extracdo de
compostos bioativos. Fatores como, valor envolvido no processo de
extracdo, uso do extrato, substéncia alvo, a presenca de residuo, podem
ser levados em consideracdo para a escolha de um método especifico. Por
tanto, o objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito de diferentes técnicas
de extracédo frente ao rendimento e as atividades bioldgicas, antioxidante
e antimicrobiana, do extrato da semente de maméo.

2 MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do serdo relatados os métodos utilizados para a extragao
do 6leo da semente de maméao e as metodologias aplicadas para avaliagdo
da atividade antioxidante, antimicrobiana e composi¢do quimica dos
extratos da semente de mamdo. Um resumo grafico desse Capitulo é
apresentado na Figura 17.
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Os ensaios de extracdo e atividade antioxidante foram conduzidos
no Laboratério de Termodindmica e Tecnologia Supercritica (LATESC)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), os ensaios de
atividade antimicrobiana foram conduzidos no Laboratério de
Bioprocessos, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da UFSC, e as andlises de composicdo quimica dos extratos
foram realizadas no Laboratdrio de Produtos Naturais, do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

Figura 17 - Resumo grafico do Capitulo 4

COz+ Oleo
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T » Avaliagio do Rendimento global
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PLE t —————— = Solvente
L Atividade Antimicrobiana
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- —

Etanol
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Etanol + Agua

Fonte: a autora.

2.1 OBTENGCAO E PREPARO DA AMOSTRA

As sementes de mamao utilizadas nesse estudo foram gentilmente
cedidas pela empresa Comercial Kazmierski de Jaragua do Sul - Santa
Catarina. E sdo provenientes de mamdes do cultivar Formosa, produzidos
no estado da Bahia — Brasil.

As amostras recebidas no LATESC foram higienizadas em &gua
corrente, secas em estufa de circulacdo de ar (DeLeo, Porto Alegre/RS -
Brasil) a temperatura de 45 °C durante 24 horas. Em seguida, as sementes
foram trituradas em moinho de facas, tipo Willey (DelLeo, Porto
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Alegre/RS - Brasil), fracionadas em sacos de polietileno e armazenadas
em congelador doméstico (Consul, Joinville/SC - Brasil) a -18 °C.

22 EXTRACAO EM SOXHLET (SOX)

A extracdo Soxhlet (SOX) foi realizada de acordo com o método
920.39C da AOAC (2005), utilizando etanol P.A. e hexano P.A. como
solventes de extracao.

O aparato Soxhlet € composto de um extrator acoplado na
extremidade inferior a um baldo e na extremidade superior a um
condensador (Figura 18). Para cada extracdo foram utilizadas 5 g de
amostra acondicionadas em um cartucho de papel filtro e 150 mL do
solvente, que foi adicionado ao baldo e aquecido até a temperatura de
ebulicdo, por meio de uma manta de aquecimento. Em todas as extracfes
SOX manteve-se a relacdo de amostra e solvente em 1:30 (m:v). O
processo de extracdo ocorreu sob forma continua com velocidade de
gotejamento de 4 a 5 gotas de solvente por segundo, durante 6 h.

Os extratos obtidos apds a extracdo SOX passaram por processo de
eliminacdo do solvente, em rotaevaporador (Fitason Modelo 802, S&o
Paulo/SP - Brasil) com arrefecimento por banho termostatico na
temperatura de 45 °C (Microquimica, MQBTZ99-20, Palhoca/SC -
Brasil), apds foram acondicionados em frascos &mbar e armazenados em
freezer (Freezer Consul, Joinville/SC - Brasil) & -18 °C. As extracOes
foram conduzidas em ftriplicata e o resultado expresso como média +
desvio padrao.
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Figura 18 - Aparato para extracdo Soxhlet.

Fonte: a autora.

2.3 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

O método dindmico de extracdo com CO; supercritico foi
empregado para os experimentos de determinagdo do rendimento global.
A unidade de extracdo e o procedimento experimental estdo descritos nos
itens 2.6.1 e 2.6.2 do Capitulo 3, respectivamente.

2.3.1 Determinacéo do rendimento global (Xo)

O rendimento global de extracdo (Xo) é a quantidade de éleo
extraivel presente na matriz sélida, referente a uma dada condicdo de
extracdo. Conforme abordado no item 2.6.3 do capitulo 3, na Equagéo 4,
os rendimentos foram calculados através da razao entre a massa de extrato
obtida e a massa de matéria-prima utilizada na extracao.

Os ensaios de extracdo supercritica foram realizados em diferentes
condi¢des de pressdo e temperatura, com objetivo de avaliar a influéncia
destas condicGes no rendimento global de extracdo. O fluido supercritico



81

utilizado como solvente foi CO, puro, 99,9 % (White Martins,
Joinville/SC - Brasil).

O efeito da pressdo e temperatura no rendimento da ESC foi
avaliado utilizando como condicdes de operacdo pressdes de 20 e 30 MPa,
temperaturas de 40, 60 e 80 °C, vazéo fixa de solvente (0,7 kg.h') e tempo
de extracdo de 4 h, determinado pelos ensaios cinéticos apresentados no
capitulo anterior. As condi¢des de pressdo selecionadas para o estudo
foram determinadas de acordo com o estudo das cinéticas de extracdo, e
as temperaturas foram selecionadas com base em Clarke (2009) que relata
extracOes dos compostos de glicosinolatos sdo realizadas a temperaturas
de 65 a 100 °C, partindo do pressuposto que deve-se inativar a enzima
mirosinase, que cliva a glicose resultando na aglicona.

Foram utilizados 15 g de amostra para o preenchimento do leito de
extracdo, e 0 espaco restante da coluna foi preenchido com esferas de
vidro. As extremidades da coluna foram revestidas com algoddo para
evitar a entrada de particulas sélidas na linha de extracdo. A Tabela 7
apresenta 0s ensaios de extracdo supercritica para a determinacdo dos
resultados.

Tabela 7 - Ensaios de extragdo supercritica para determinacéo do
rendimento global (Xo).

. Pressdo Temperatura
Ensaio

(MPa) (°C)
1 20 40
2 20 60
3 20 80
4 30 40
5 30 60
6 30 80

Os experimentos de rendimento global foram realizados em
duplicata e os extratos obtidos nestas operacdes foram empregados para
as andlises de atividade bioldgica, antioxidante e antimicrobiano, bem
como na andlise da composicdo da fracdo volatil por cromatografia
gasosa.
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24  EXTRACAO LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

Os experimentos de PLE foram realizados em duas etapas. Na
primeira etapa, 0 objetivo foi realizar a cinética de extracdo para
determinacdo do tempo de processo. Na segunda etapa o objetivo foi
avaliar diferentes condigdes de operacdo do sistema frente ao rendimento
e a seletividade dos extratos. O método dinamico de extracao foi utilizado
para 0s experimentos.

2.4.1 Unidade de extragéo

As extracdes PLE foram conduzidas em uma unidade de extragdo
descrita por Lasta (2017). Sendo utilizado como solventes de extracéo
etanol P.A. 99,8 % (Neon, Suzano/SP - Brasil), agua destilada e uma
mistura agua/etanol (1:1). As Figuras 19 e 20, apresentam a unidade de
extracdo PLE e o diagrama com os componentes detalhados.

Figura 19 - Unidade de extracdo PLE.

A A R

Fonte: a autora.
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Figura 20 - Diagrama da unidade de extracdo PLE.

Fonte: adaptado de Mazzutti et al., 2017

Onde: (1) Suprimento do solvente; (2) Bomba de Solvente; (3 e 7)
Valvula de bloqueio; (4) Coluna de extracdo; (5) Banho termostatico; (6)
mandmetro; (8) Valvula back pressure; (9) Recipiente de coleta do
extrato.

2.4.2  Procedimento experimental de extracao

Lasta (2017) descreveu o procedimento de extracdo apresentado
no diagrama da Figura 20. A unidade contém uma coluna de extracdo de
30,7 mL (didmetro interno de 12,5 mm e altura de 250 mm), feita em ago
inoxidavel AISI 316. A coluna de extracdo é revestida termicamente e
controlada por banho de aquecimento (Microquimica, modelo MQBTZ
99-20, Palhoga/SC - Brasil). O solvente é bombeado através de uma
bomba de alta eficiéncia (Waters 515 HPLC, UK) passando pela coluna
de extracdo, sendo uma valvula de blogueio (HIP, 10-11NFA-REG, PA -
USA) e uma valvula black pressure (Tescom, Uk) utilizadas para
controlar e manter a pressdo do sistema, visualizada com um man6émetro
(Header, modelo H-11, Sdo Paulo/SP - Brasil).

No inicio do processo de extracdo as valvulas sdo mantidas
fechadas. A bomba é acionada e estabelece-se a pressdo de trabalho
desejada pela vazéo de solvente que entra na bomba. Apos estabelecida a
pressdo desejada as valvulas de controle de pressdo sdo abertas regulando
a pressdo do sistema. O solvente entra em contato com a amostra
solubilizando os compostos e os carregando através do sistema e
coletados em frasco &mbar.
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2.4.3 Determinacéo da cinética de extracéo

A curva global de extracdo fornece informacgdes sobre o
comportamento cinético da extracdo, possibilitando a determinacdo do
tempo de ciclo mais viavel para o processo. Nos ensaios para a
determinacdo da cinética de extragdo da semente de mamao a coluna de
extracdo foi preenchida com aproximadamente 8,5 g de amostra e esferas
de vidro para formar um leito de particulas fixo dentro da coluna.

Os frascos de coleta foram previamente pesados em balanca
analitica (Shimadzu, modelo AY220, S&o Paulo/SP - Brasil) e a coleta do
soluto extraido realizada em tempos pré-determinados, sendo nos
primeiros 12 minutos coletadas amostras de 3 em 3 minutos, e apds esse
tempo foram realizadas coletas de 5 em 5 minutos até o final da extracéo
(102 min). Posterior a coleta, os extratos recolhidos foram rotaevaporados
(Fitason Modelo 802, Séo Paulo/SP - Brasil) e as massas medidas para
determinar a massa de extrato obtida em funcéo do tempo de experimento.

O experimento cinético foi conduzido a temperatura de 40 °C,
presséo de 10 MPa e etanol como solvente a uma vazdo de 3 mL.min™,

2.4.4  Determinacéo do rendimento global (Xo)

Os ensaios de extragdo com liquido pressurizado foram realizados
em diferentes condicfes de temperatura e solventes, com objetivo de
avaliar a influéncia destas condi¢6es no rendimento global de extracéo.

Os efeitos da temperatura e do solvente foram avaliados utilizando
condigdes fixas de pressdo, vazdo e tempo, 10 MPa, 3 mL.mint e 67 min,
respectivamente. As temperaturas estudadas variaram de 40, 60 e 80 °C e
os solventes utilizados foram etanol P.A., agua destilada e uma mistura
agua e etanol na proporgdo 50:50 (v:v). As condi¢es de temperatura
foram selecionadas partindo do pressuposto que deve-se inativar a enzima
mirosinase, que cliva a glicose resultando nos compostos de
glicosinolatos (CLARKE, 2009).

Foram utilizados de 5 a 8 g de amostra, sendo o preenchimento do
leito de extracdo realizado com esferas de vidro e amostra
homogeneizadas, para evitar o empacotamento do leito. As extremidades
da coluna foram revestidas com algoddo, para evitar a entrada de
particulas sélidas na linha de extracdo. A Tabela 8 apresenta os de ensaios
de extracdo supercritica para a determinagéo do rendimento global.
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Tabela 8 - Ensaios de extracdo PLE para determinacdo do rendimento

global (Xo).
Ensaio Temeeratu fa Solvente
(C)
1 40 Etanol
2 60 Etanol
3 80 Etanol
4 80 Agua
5 80 Agua e Etanol (1:1)

Os experimentos foram realizados em duplicata e 0s extratos
obtidos passaram por processo de eliminacdo do solvente, em
rotaevaporador (Fitason Modelo 802, Sdo Paulo/SP - Brasil). Foram
avaliadas a atividade bioldgica, antioxidante e antimicrobiano, e a fracéo
volatil por cromatografia gasosa dos extratos obtidos.

25 CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A determinacdo do contetdo compostos fendlicos totais foi
realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e encontra-se descrita no item
2.7 do capitulo 3 deste trabalho. Todos os extratos obtidos pelas extragdes
SOX, ESC e PLE foram avaliados.

As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados
expressos em miligramas de &cido galico equivalente por grama de
matéria seca (MgGAE.gextrato™).

2.6 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante “in vitro” dos extratos da semente de
mamao foram avaliados por duas técnicas distintas, método do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) e método de descoloracdo do sistema
B-caroteno/acido linoleico.



86

2.6.1 Método do radical DPPH

A atividade antioxidante pelo método do radical DPPH foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Mensor et al. (2001).
Nesse método, os extratos da semente de mamao foram diluidos em etanol
P.A em concentracoes de 0 a 500 pg.mL* para as extracdes PLE e de 0 a
900 pg.mL? para as extragdes ESC e SOX. Aos eppendorfs contendo as
diluicbes dos extratos foram adicionadas aliquotas de uma solucédo
etandlica de DPPH 0,3 mmol.L. Os eppendorfs foram homogeneizados
e incubados ao abrigo da luz e temperatura ambiente. A leitura da amostra
foi realizada em espectrofotémetro em 517 nm.

A concentragdo efetiva para reduzir em 50 % a atividade oxidativa
do radical DPPH (ECsp) foi calculada por regressdo linear. As analises
foram realizadas em triplicatas e os resultados encontrados para a
concentracao efetiva (ECso) foram expressos com média + desvio padrao.

2.6.2 Maétodo de descoloragéo do sistema B-caroteno

A atividade antioxidante pelo sistema [-caroteno/acido linoleico
dos extratos da semente de mamao foi realizada de acordo com 0 método
descrito por Matthdus (2002) e Kang et al. (2006). Para o preparo da
solugdo sistema B-caroteno/acido linoleico, utilizaram-se 3,4 mg de f-
caroteno, aos quais adicionaram-se 44 uL de acido linoleico, 400 mg de
Tween 20 e 5 mL de cloroférmio. O cloroférmio foi evaporado em
rotaevaporador e 100 mL de 4gua destilada foram acrescentados.

Em eppendorfs, 1 mL da solugdo do sistema B-caroteno foi
adicionada a 40 pL de solucdo de extrato etandlico (1,667 mg.mL™). E
para o controle a amostra foi substituida por etanol. As leituras foram
realizadas em espectrofotbmetro a 470 nm. Os eppendorfs foram
colocados em banho maria, a 50 °C, e as leituras realizadas antes da
incubacéo (t:0) e apds 2 h (t:120). Os resultados de atividade antioxidante
(AA %) foram calculados pela Equacdo 8 e expressos como média *
desvio padrdo.

AA% — 1_ {|: (Abst:120 - Abst:O ) :| loo} (8)
(AbSCOHtrolet:lzo - AbsControIet:O)
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2.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos da semente de maméo foi
avaliada frente as bactérias Escherichia coli ATCC 11229 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e frente ao fungo Candida albicans
MDM8. Estas espécies foram selecionadas por se tratarem de uma
espécie de bactéria Gram-negativa, uma Gram-positiva e um fungo, sendo
as especies de bactérias causadoras de doencas transmitidas por alimentos
de ocorréncia frequente e o fungo causador de infeccBes nos seres
humanos. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioprocessos,
do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.

2.7.1  Determinagéo da concentragdo minima inibitoria (CMI)

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada pelo
método de microdiluigdo em caldo, conforme a metodologia descrita por
Sarker; Nahar e Kumarasamy, (2007) e Ud-Daula et al., (2016) com
algumas modificacoes.

Os extratos obtidos por extragdes ESC e SOX com hexano foram
dissolvidos em caldo Mueller Hinton com 1 % de Tween 80, e os extratos
obtidos por extracdes PLE e SOX etanol foram dissolvidos em agua com
10 % de DMSO esterilizado.

Uma placa estéril de 96 pogos foi identificada e um volume de 90
pL de caldo (caldo Mueller Hinton para E. coli e S. aureus e caldo
Sabouraud para C. albicans) foi adicionado em todos 0s pogos, apés um
volume de 90 pL do extrato dissolvido (concentragdo inicial de 10
mg.mL1) foi pipetado no primeiro poco, sendo em seguida realizada as
diluicdes em série para os pogos seguintes. Apds, em todos 0S pogos
foram adicionados 10 pL da suspensdo do micro-organismo contendo
aproximadamente 108 UFC.mL™,

Para cada micro-organismo foram realizados um conjunto de
controles, Ca: dilui¢Bes seriadas de antibidtico ceftazidima (concentracéo
inicial de 74 uL) como controle positivo; C,: solugdo de agua com 10%
DMSO sem o extrato; Ca: solucdo de caldo com 1 % Tween 80 sem 0
extrato; Ca: controle de crescimento com caldo e suspensdo do micro-
organismo e Cs: controle negativo s com caldo. Os controles C, e Ca
foram realizados para verificar se 10 % de DMSO e 1 % de Tween 80 ndo
apresentavam atividade inibitoria frente os micro-organismos testados.

As placas foram fechadas e envoltas com filme para evitar que os
micro-organismos ndo desidratassem e foram incubadas a 35 - 37 °C por
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24 horas para as bactérias e 35 - 37 °C por 48 horas para o fungo. Apos 0
periodo de incubacao foi adicionado em todos os po¢os 10 UL da solucéo
indicadora de resazurina (6,75 mg.mL™*). A mudanca de cor foi avaliada
visualmente, sendo coloracéo azul indicativo de auséncia de crescimento
e coloragdo rosa/avermelhada indicativo de crescimento do micro-
organismo. A menor concentracdo em que a alteracdo de cor ocorreu foi
tomada como o valor de CMI, sendo os resultados expressos em pg.mL-
1, Os ensaios foram conduzidos em duplicata.

2.8 PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS

A anélise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) dos extratos da semente de mamao foi realizada no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal de
S&o Carlos (UFSCar). A identificacdo e quantificacdo dos componentes
volateis presentes nos extratos foi realizada em cromatdgrafo de gas triplo
quadrupolar GC-MS-TQ8030 (Shimadzu, Japdo) equipado com fonte de
ionizacao eletronica (EI).

As amostras do 6leo da semente de mamao foram secas sob pressao
reduzida para retirada da dgua residual, em seguida, foram dissolvidas em
cloroférmio e ajustadas para uma concentracdo de 1 mg.mL™. Para a
separacao dos compostos foi utilizada uma coluna capilar ndo polar RTX-
5M (30 m x 0,25 mm id com 0,25 pm). Os ensaios foram realizados com
inje¢do de 1 uL, com temperatura do injetor ajustada para 240 °C em
modo dividido (20:1). A temperatura do forno foi programada
inicialmente em 40 °C durante 1 min, aumentando linearmente até 290 °C
a uma taxa de 10 °C.mint. O hélio foi utilizado como gas de arraste a
uma vazdo de 1,2 mL.mint. As condicdes de EM foram as seguintes:
temperatura da interface da fonte de ions ajustada para 250 °C e 280 °C,
respectivamente, tempo de corte de solvente 2,5 min, impacto de elétrons,
varredura de modo (0,3 seg), varredura de massa de 40 - 400 m/z, energia
70eV.

A identificagdo dos compostos volateis foi realizada por
comparacgdo dos espectros de massa armazenados na biblioteca NIST
(Standard Reference Data Series of the National Institute of Standard and
Technology — Mass-spectral library with Windows Search Program) do
sistema de dados de CG-EM.

Uma vez identificado o composto BITC como composto
majoritario, optou-se por realizar a quantificagdo do mesmo nas diferentes
amostras de 6leo (obtidas por diferentes métodos de extracdo). O método
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do CG-EM foi otimizado, utilizando-se as mesmas condicGes anteriores,
porém com reducdo da faixa de temperatura (40°- 190°), e mudanca no
modo de aquisicdo de massas, de varredura passou para ion selecionado
(Q3), com o intuito de aumentar a sensibilidade de quantificacdo. A curva
de calibracdo foi construida (Apéndice C), utilizando-se o padréo benzil
isotiocianato-98% (Sigma-Aldrich), com adi¢do de padrdo interno de
Mentol (1 pg.mlt). Para a determinacdo de coeficiente angular e a
construcdo da curva, utilizou-se regressado linear e 0s seguintes pontos de
concentragdo: 1, 2, 5, 7, 8, 10 e 12 ppm. A amostragem quantificada foi
encontrada dentro dos limites de quantificacdo preditos pela curva de
calibracdo e a composicdo percentual de cada componente foi
determinada a partir da area do componente dividida pela area total de
todos os componentes isolados sob estas condigdes.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada para detectar diferencas
significativas entre os valores de rendimento de extragdo, conteido de
compostos  fendlicos totais, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana. Sendo esses resultados avaliados estatisticamente por
andlise unidirecional de variancia (ANOVA). Ao serem verificadas
diferencas significativas ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05) entre
as médias dos resultados, deu-se continuidade a analise aplicando o teste
de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CINETICAESC

Os parametros que afetam o processo de extracdo supercritica
podem ser divididos em caracteristicas do material e em parametros de
processo (MARTINEZ; VANCE, 2007). Entre os parametros de processo
destaca-se 0 tempo de operacdo. Sendo necessaria a fixacdo desse para
determinar o rendimento global de extragéo (Xo), possibilitando a anélise
da influéncia das demais caracteristicas do processo, como temperatura e
pressdo, em tempo constante de extracao.

De acordo com o capitulo 3 deste trabalho, onde realizou-se o
estudo das condigBes de processo (vazdo e pressdo) em relacdo as
cinéticas de extracdo, o tempo necessario para que a etapa difusiva seja
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alcancada € de aproximadamente 240 min (Figura 9, Capitulo 3), sendo
esse tempo fixado para todos os experimentos de determinacdo de
rendimento (Xo).

3.2 CINETICAPLE

Assim como para a ESC, a curva cinética de PLE também é
importante na determinacdo do tempo de processo para a avaliacdo do
rendimento global de extracdo (Xo). Na Figura 21 é apresentada a curva
cinética de PLE obtida na condicdo de 10 MPa e 40 °C. O etanol foi o
solvente empregado para a obtencdo da curva cinética, na vazdo de 3
mL.min-t,

Figura 21- Cinética de extracdo PLE a 10 MPa, 40 °C com etanol a 3
mL.mint,
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O tempo de extracdo PLE estabelecido nesse estudo foi de 67
minutos, tempo este onde a extragdo encontra-se na etapa difusiva. Este
tempo foi fixado para todos os experimentos de determinagcdo de
rendimento (Xo).



91

3.3 RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO (Xo)

Os resultados médios do rendimento global de extragdo obtidos
pelas técnicas de extracdo com liquido pressurizado (PLE), Soxhlet
(SOX) e extracdo supercritica (ESC) para a semente de mamao sdo
apresentados na Tabela 9.

O maior rendimento foi verificado na extracdo SOX com hexano
(24,32 %), porém esse valor ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado com as extracbes SOX etanol (24,30 %) e PLE etanol nas
temperaturas de 40 °C (22,36 %), 60 °C (23,35 %) e 80 °C (23,72 %). O
menor rendimento foi observado na extragdo ESC na condicdo de 20 MPa
a 80 °C (6,02 %), sendo estatisticamente diferente das outras condi¢fes
aplicadas.

O melhor desempenho da extracdo em SOX pode ser justificado
pelas maiores temperaturas envolvidas no processo e pelo refluxo de
solvente durante a operacdo. Na extracdo Soxhlet o solvente € utilizado
na sua temperatura de ebuli¢do, quando a tenséo superficial e viscosidade
do solvente sdo grandemente reduzidas, em comparac¢do com temperatura
mais baixa. Portanto, o solvente pode alcancar os sitios ativos dentro da
matriz com maior facilidade, solubilizando os solutos (MARKOM et al.,
2007). O reciclo do solvente de extragdo também facilita atingir o
equilibrio da transferéncia (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010).

Para as extracBes PLE, observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre as diferentes temperaturas analisadas para o solvente
etanol, ndo sendo observado incremento na resposta com a variagao dessa
condicdo de processo. Na temperatura de 80 °C as extragcdes com 0s
solventes agua/etanol e agua foram diferentes significativamente da
extracdo com etanol na mesma temperatura. E os solvente dgua/etanol e
agua ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Os resultados das extrag@es com PLE mostram que os rendimentos
foram afetados pelo solvente utilizado, e ndo pela condicdo de operacao
do processo, temperatura. Demostrando assim, que a diferenca nos
rendimentos foi afetada pela polaridade do solvente. Morrison e Boyd
(1981) reportam que o etanol, apesar de ser um solvente que solubiliza
preferencialmente substancias polares, pode também extrair lipidios,
conferindo maior rendimento as extragdes.

Asghar et al. (2016) avaliaram a extracdo pela técnica de
maceracdo durante duas semanas da semente de maméao e obtiveram
valores de rendimento para a extragdo com agua de 12,84%, com etanol
12,36% e hexano 0,71%. Muhamad et al. (2017) avaliaram a extracdo da
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semente de mamao por agitador orbital (shaker) e obtiveram valores de
rendimento para o solvente hexano de 0,12%, para agua de 0,04% e para
etanol 0,02%. Khor e Wong (2014) encontraram valores de rendimento
de 3,85% para a extracdo liquido-liquido com hexano. As condi¢bes
avaliadas pelos autores sdo distintas das empregadas no estudo, mas
destaca-se que em ambos 0s estudos os rendimentos foram afetados pela
polaridade dos solventes utilizados.

Tabela 9 - Rendimento global de extragédo para a semente de mam@o.

indi i @)
Método Solvente Indice de Rendimento

Polaridade @ (%)

Soxhlet Etanol 5,2 24,30% + 0,94
Soxhlet Hexano 0 24,327 + 0,67
Extracdo com Liquido Pressurizado (10 MPa)
40 °C/3 mL.mint Etanol 52 22,36"% + 0,58
60 °C/3 mL.min! Etanol 52 23,35% + 0,10
80 °C/3 mL.min Etanol 5,2 23,727+ 1,12
80 °C/3 mL.min?  Agua/Etanol 7,2 12,69 + 1,24
80 °C/3 mL.min' Agua 9,0 13,94° + 0,96

Método Solvente ‘()g.Cc(r)nz';z)) Rend(lgze)znto(z)
Extracdo Supercritica (0,7 kgCO,.h?)
20 MPa /40 °C CO; 0,840 17,208* + 0,40
20 MPa /60 °C CO2 0,724 15,388 + 0,32
20 MPa /80 °C CO; 0,600 6,02PF + 0,54
30 MPa/40°C CO2 0,911 18,088 + 0,32
30 MPa /60 °C CO; 0,830 17,328* +1,48
30 MPa /80 °C CO2 0,750 18,038+ + 0,53

@ Byers (2009); @ (g.cm?3) ANGUS, ARMSTRONG, DE REUCK (1976); @ média
+ desvio padrdo (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p > 0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras maitsculas indicam
analise entre todos os resultados, b) letras minGsculas indicam andlise entre as
extracOes PLE e c) simbolos gregos indicam analise entre extragfes ESC.
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Observa-se na Tabela 9, que o maior rendimento para as extragdes
ESC foi obtido na condi¢cdo de 30 MPa a 40 °C (18,08%), sendo
estatisticamente igual a todas as outras condigdes ESC estudadas, exceto
a condicdo de 20 MPa a 80 °C que foi diferente significativamente de
todas as outras condicdes, sendo essa a condi¢do de menor rendimento
(6,02%).

A temperatura e a pressdo sdo fatores que afetam tanto o
rendimento de extracdo como a classe de compostos extraidos. Na Tabela
9 é possivel observar que a temperatura constante, sdo obtidos maiores
rendimentos de extracdo com o aumento da pressdo. Para a condicdo de
80 °C, o incremento da pressdo de 20 MPa para 30 MPa proporciona o
aumento do rendimento de 6,02 + 0,54% para 18,03 + 0,53%. Esse mesmo
comportamento foi observado por Barroso et al. (2016) para a extracdo
de semente de mamé&o com fluido supercritico.

O poder de solvatacdo do solvente supercritico é afetado pela
pressdo e temperatura de operacdo devido a sua acdo na densidade do
solvente. A pressdo constante um aumento na temperatura diminuiu a
densidade do solvente e seu poder de solvatacdo, enquanto que a
temperatura constante, um aumento na pressdo aumenta a densidade do
fluido supercritico (BRUNNER, 1994).

Desta forma, o incremento da temperatura de 40 para 80 °C a
pressdo constante de 20 MPa, resultou na diminuicdo da densidade do
solvente (0,840 para 0,600 g/cm?) e consequentemente na diminuigéo do
rendimento. Para a condigao de 20 MPa, o rendimento diminuiu de 17,20
+ 0,40%, para 15,38 + 0,32% e posteriormente para 6,02 + 0,54%, ap6s a
temperatura de operacao ser elevada de 40 para 60 e posteriormente 80°C.

Barroso et al. (2016), avaliariam a extragdo supercritica da semente
de mamdo e os maiores rendimentos obtidos foram 2,56%, para a
condicdo de 20 MPa, 80 °C e tempo de extracdo de 180 min e 1,33% para
a condicdo de 20 MPa, 40 °C e tempo de extracdo de 180 min. Esses
valores séo inferiores aos obtidos nesse estudo, para a condigdo de 20
MPa, 80 °C e tempo de extracdo de 240 min o rendimento foi de 6,02% e
para a condigdo de 20 MPa, 40 °C e 240 min foi de 17,20%. As diferencas
encontradas para os valores de rendimento se devem as condicOes
experimentais utilizadas nos estudos, com destaque para o contetido de
agua presente na matéria-prima, pois Barrosso et al. (2016) relatam que
realizou um tratamento na amostra ap0s a extracdo supercritica para
remover uma quantidade de dgua presente ao 6leo extraido.
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34 CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

Os resultados referentes ao contetido de compostos fendlicos totais
para as extracdes Soxhlet, Liquido Pressurizado e Extracdo Supercritica
da semente de mamao sdo apresentados na Tabela 10. A curva analitica
de acido galico, utilizada para o calculo de CFT encontra-se no Apéndice
A.

Os valores de CFT dos extratos da semente de mamé&o variaram
entre 2,11+0,11 a 38,48+2,75 mgcae.g textrato. O €Xxtrato que apresentou
maior CFT foi obtido por PLE na condicdo de 10 MPa, 80 °C e 4gua como
solvente, com 38,48+2,75 mgcae.g  exrato, Valor este, estatisticamente
igual ao obtido para a condicdo de PLE a 10 MPa, 80 °C e &gua/etanol
como solvente, 38,33+1,78 mgcae.g extrato.

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de plantas
gue apresentam grande diversidade de estruturas, incluindo moléculas
simples como vanilina, acido galico e &cido cafeico, e polifen6is como
estilbenos, flavonoides e polimeros derivados desses varios grupos
(CHEYNIER, 2012). De modo geral, os compostos fendlicos séo
caracterizados como polares, e por isso sdo mais facilmente solubilizados
em solventes de maior polaridade.

O emprego de solventes de maior polaridade proporcionou a
extracdo de maiores teores de compostos fendlicos para a semente de
mamao, tanto nas extragcdes Soxhlet com etanol como PLE com &gua,
agua/etanol e etanol, confirmando o carater polar desses compostos. No
entanto, a dgua e a mistura agua/etanol proporcionaram uma extracéo de
compostos fenodlicos estatisticamente maior a extragdo com etanol puro.

Analisando o CFT dos extratos obtidos por PLE, os maiores
valores foram alcancados utilizando a4gua como solvente, seguido da
mistura agua/etanol, como comentando anteriormente. Além disso,
observa-se que o contetido de compostos fenolicos na extragdo PLE com
etanol aumentou com a variacdo da temperatura de 40 para 80 °C,
7,36+£0,48 para 12,48+0,77, respectivamente, ou seja, 0 aumento da
temperatura proporcionou uma maior extracdo de compostos fenélicos.
Este comportamento esta relacionado com a enzima mirosinase, que cliva
a glicose dando origem a produtos quimicamente reativos e com
atividades bioldgicas.
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Tabela 10 - Conteudo de fendlicos totais (CFT) para os extratos da
semente de mamao.

Método Solvente CFT (mgcae.g textrato)
Soxhlet Etanol 12,928+ 0,91
Soxhlet Hexano 6,74¢P° + 0,32
Extragdo com Liquido Pressurizado
40 °C/3 mL.min! Etanol 7,36+ 0,48
60 °C/3 mL.min! Etanol 8,08« + 0,54
80 °C/3 mL.min"! Etanol 12,4888+ 0,77
80 °C/3 mL.min' Agua/Etanol 38,334 + 1,78
80 °C/3 mL.min! Agua 38,48~ £ 2,75
Extracdo Supercritica
20 MPa /40 °C CO; 7,072 + 0,46
20 MPa /60 °C CO, 3,72PE0 + 0,07
20 MPa /80 °C CO; 7,622+ 0,77
30 MPa /40 °C CO, 2,115+ 0,11
30 MPa /60 °C CO2 3,86PE + 0,36
30 MPa /80 °C CO; 5,62¢Pd + 0,08

BHT 266,42

(@) média + desvio padrdo (n=3); @ Cruz (2016); Letras iguais na mesma coluna
indicam que ndo ha diferenga significativa (p > 0,05) para o Teste de Tukey, sendo
que: a) letras mailsculas indicam analise entre todos os métodos, b) letras minGsculas
indicam andlise entre as extracdes ESC, c) simbolos gregos indicam analise entre
extracBes PLE e d) forma geométricas indicam andlise entre extragdes SOX.

Os contetidos de compostos fendlicos reportados na literatura, por
métodos convencionais de extracdo com o uso de hexano como solvente,
variam de 6,13+0,25 mgcaeg Lextrato Verificado por Khor e Wong (2014),
6,741+0,02 mgcaeg texrato Verificado por Asghar et al. (2016) e 8,55+0,49
Mcaed Lextrato, Verificado por Muhamad et al. (2017). E com agua como
solvente Muhamad et al. (2017) obtiveram valores de CFT de 5,57+0,10
Mgcaed textrato € Asghar et al. (2016) de 27,94+0,09 mgcaed textrato-

E para o solvente etanol Asghar et al. (2016) obtiveram valor de
CFT de 43,42+0,06 mgcaedlexrato, Valor este superior a todas as
condicdes estudadas neste trabalho com o solvente etanol, e Muhamad et
al. (2017) obtiveram valores de CFT para o solvente etanol de 15,45+0,11



96

Mycaeg extrato, Valor préximo as condigdes obtidas com SOX (12,92 +
0,91 mgcaeg textrato) € PLE 80 °C (12,48+0,77 mgcaeg textrato). COM base
nos dados reportados na literatura e no estudo, pode-se inferir que 0s
solventes polares sdo preferiveis para a extracdo de compostos fendlicos,
e a diferenca observada entre os trabalhos reportados esta relacionada as
condi¢des da matéria-prima e ao preparo das amostras

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos da semente de
mamao obtidos por ESC ndo apresentaram tendéncia de variagdo com a
mudanca da pressdo ou da temperatura. Os valores de CFT variaram entre
2,140,11 e 7,6240,77 mgcaeg extrato. COMo pode ser observado na Tabela
10, os teores de compostos fendlicos totais obtidos por ESC foram
inferiores aos obtidos quando utilizados solventes de maior polaridade
nos métodos PLE e SOX, mostrando com isso a afinidade de composto
com os solventes polares.

A Figura 22 apresenta um comparativo entre o rendimento global
e 0 CFT de cada extracdo. Analisando o gréfico, percebe-se que a CFT
nado esta diretamente ligado ao rendimento obtido durante o processo de
extracdo, pois, 0 rendimento se mostrou inversamente proporcional a CFT
apresentado.

Figura 22 - Comparativo entre rendimento global e CFT dos extratos da

semente de mamao.
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3.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
351 Método DPPH

Na tabela 11 s8o apresentados os resultados da atividade
antioxidante dos extratos da semente de mamé&o obtidos pelas diferentes
técnicas de extracdo empregadas. A atividade antioxidante pelo método
DPPH foi apresentada em termos de ECso (concentracdo efetiva) que
expressa a concentracdo minima necessaria para inibir em 50% a
atividade dos radicais livres. O composto sintético BHT foi utilizado para
comparagdo dos resultados, sendo determinado com a mesma
metodologia utilizada no presente trabalho.

Na presenca de compostos antioxidantes, o radical DPPH recebe
um elétron, tornando-se mais estavel. Com isso, da-se a reducéo da sua
absorbancia, e este processo pode ser avaliado visualmente, por meio da
descoloracgdo da solugdo contendo o DPPH e também com a utilizagdo de
espectrofotdbmetro. Quanto menor o valor de ECsp, maior a atividade
antioxidante do extrato (SUCUPIRA et al., 2014). Os resultados de ECsg
obtidos para os extratos da semente de mamado variaram entre
201,01+7,40 a >1000 pg.mL™.

Os melhores resultados foram obtidos pela técnica de extragdo com
PLE, com os solventes agua (768,61+10,51 pg.mL?) e a mistura
dgua/etanol (201,01+7,40 pg.mL?). Estes resultados podem ser
relacionados com o teor de compostos fenolicos totais obtidos para estes
mesmos extratos, que foi de 38,48+2,75 mgcae.g lexrato Para agua e
38,33+1,78 mgycake.g Lextrato Para agua/etanol.

A mistura &gualetanol proporcionou a extragdo de maior
guantidade de compostos com atividade antioxidante comparada a
utilizacdo dos solventes agua e etanol puros. O valor de ECsg do extrato
obtido em PLE com &gua/etanol foi de 201 pg.mL?, sendo um valor
proximo ao verificado para o antioxidante padrao BHT (261 pg.mLY),
demonstrando um forte potencial antioxidante da amostra.
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Tabela 11 — Atividade antioxidante dos extratos da semente de maméo
pelo método DPPH, expressos em concentracdo efetiva a 50% (ECsy).

. ECs @
Método Solvente (ng.mL)
Soxhlet Etanol > 1000
Soxhlet Hexano > 1000
Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE)
40 °C/3 mL.min! Etanol > 1000
60 °C/3 mL.min! Etanol > 1000
80 °C/3 mL.min! Etanol > 1000
80 °C/3 mL.min'* Agua/Etanol 201,01~ + 7,40
80 °C/3 mL.min' Agua 768,61 + 10,51
Extracdo Supercritica (ESC)
20 MPa /40 °C CO; > 1000
20 MPa /60 °C CO; > 1000
20 MPa /80 °C CO; > 1000
30 MPa/40°C CO; > 1000
30 MPa/ 60 °C CO; > 1000
30 MPa /80 °C CO; > 1000
BHT 261B+12

(@) média * desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p > 0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras
mailsculas indicam andlise entre todos os métodos.

Os extratos obtidos por ESC, em todas as condigfes testadas
apresentaram valores de ECso superiores a 1000 pg.mL™. Neste caso,
pode-se assumir que nas condicbes de pressdo e temperatura
especificadas, os extratos ndo apresentaram atividade antioxidante
detectdvel pelo método DPPH, e também, a baixa afinidade dos
compostos polares antioxidantes com o CO, pode ter acarretado esses
valores.

O mesmo comportamento foi observado para as diferentes
condicdes de PLE com etanol, onde as variacdes de temperatura testadas
ndo apresentaram atividade detectavel. Além disso, para 0 método SOX
os valores de ECso também foram superiores a 1000 pg.mL™.,
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Khor e Wong (2014) avaliaram a atividade antioxidante da
semente de maméo dos extratos obtidos por extracao liquido-liquido com
os solventes hexano e acetado de etila pelo método DPPH, e observaram
melhores resultados de ECso para o solvente mais polar, o acetado de etila
(25,97+£0,30 pg/ml), e para o solvente hexano encontraram valores de
ECso de 143,11+£3,22 pg/ml.

3.5.2 Meétodo descoloragao do sistema B-caroteno

No método de descoloragdo do sistema [3-caroteno/acido linoleico,
o p-caroteno sofre descoloracdo na auséncia de um composto
antioxidante, resultando na reducdo da leitura espectrofotométrica da
absorbancia da solugéo, num dado tempo de reagdo. Isto ocorre devido a
formacéo de radicais livres a partir da oxidacdo do B-caroteno e do acido
linoleico (ALVES et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2014).

Na Tabela 12, sdo apresentados os valores da atividade
antioxidante para o método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico, expresso em percentual de atividade antioxidante (% AA) apés
120 minutos de reagdo. O composto sintético BHT foi utilizado para
comparagao dos resultados.

A atividade antioxidante dos extratos da semente de mamado variou
de 12,50+1,22 a 71,29+1,18 %, sendo o maior valor obtido pelo método
de extracdo PLE com a mistura agua/etanol como solvente, sendo este
valor estatisticamente igual ao obtido por PLE com agua como solvente
(70,2540,49 %). Ao comparar os resultados obtidos com o antioxidante
BHT, observa-se que as atividades antioxidantes dos extratos da semente
de mamado sdo inferiores a do antioxidante sintético.

Analisando os extratos obtidos por PLE com etanol como solvente,
observa-se que 0 aumento da temperatura, 40 para 80 °C, resultou no
aumento da atividade antioxidante, 12,50+1,22 para 36,44+2,54 %,
respectivamente. Resultados estes, inferiores aos obtidos pela mesma
técnica com &gua e gual/etanol como solventes.
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Tabela 12 - Atividade antioxidante dos extratos da semente de maméo
através do método descoloragao do sistema B-caroteno, expresso em
percentual de atividade antioxidante (%AA).

Método Solvente % AA @
Soxhlet Etanol 25,44PEF0 + 2 96
Soxhlet Hexano 12,859+ 1,01
Extragdo com Liquido Pressurizado (PLE)
40 °C/3 mL.min? Etanol 12,5064 + 1,22
60 °C/3 mL.min! Etanol 24,65PEF¢ + 2 47
80 °C/3 mL.min Etanol 36,44C0 + 2 54
80 °C/3 mL.min! Agua/Etanol 71,2982+ 1,18
80 °C/3 mL.min! Agua 70,2582+ 0,49
Extragdo Supercritica (ESC)
20 MPa /40 °C CO2 29,34P* + 1,34
20 MPa /60 °C CO2 21,29" + 2,07
20 MPa /80 °C CO; 27,665 + 1,48
30 MPa /40 °C CO; 24,29PEFaby + 2 32
30 MPa /60 °C CO; 22,61EPBr + 1,66
30 MPa /80 °C CO; 21,017+ 2,11

BHT 97,884+ 0,7

(@) média * desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p > 0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras
maiusculas indicam analise entre todos 0s métodos, b) letras mindsculas indicam
andlise entre as extragdes PLE, ¢) simbolos gregos indicam analise entre extragdes
ESC e d) forma geométricas indicam andlise entre extragdes SOX.

Valores de atividade antioxidante entre 21,01+2,11 e 29,34+1,34%
foram verificados para as extragdes com CO- supercritico (ESC). O
melhor resultado encontrado para esse método foi na condicdo de 20 MPa
e 40 °C (29,34+1,34 %), resultado esse estatisticamente igual aos obtidos
pelas condi¢bes a 20 MPa a 80 °C (27,66+1,48 %) e 30 MPa a 40 °C
(24,29% 2,32 %).

Observou-se que 0 aumento das condicGes de operagao do sistema,
pressdo e temperatura, acarretaram em valores inferiores de atividade
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antioxidante. Este comportamento também foi encontrado por Oliveira
(2015) em extratos supercriticos de semente de maracuja que observou
reducdo dos valores de atividade antioxidante quando ha uma variagéo na
pressdo mantendo a temperatura constante e quando ha um aumento na
temperatura em uma condi¢&o isobérica.

Os resultados obtidos pela extracdo SOX apresentaram valores de
atividade antioxidante inferiores aos métodos ESC e PLE, quando
comparados com solvente de polaridade semelhantes. Quando comparada
a atividade obtida por SOX etanol com as extra¢des PLE com etanol a 60
e 80 °C, observa-se que os valores obtidos por PLE foram maiores. E ao
comparar os valores de SOX hexano com as extragdes ESC, a atividade
antioxidante foi inferior a todas as condi¢6es analisadas por ESC.

36 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO MINIMA
INIBITORIA (CMI)

Na Tabela 13 sdo apresentados os resultados da concentragdo
minima inibitéria (CMI) dos extratos de semente de mamao obtidos por
Soxhlet, PLE e ESC frente a bactéria Gram-negativa (E. coli), a bactéria
Gram-positiva (S. aureus) e o fungo (C. albicans).

De acordo com Sartoratto e Machado (2004), Duarte et al. (2007)
e Wang et al. (2008) é possivel classificar os materiais como agentes
antimicrobianos baseando-se no valor de CMI apresentado pelos seus
extratos. Comumente, a classificacdo do extrato é estabelecida como forte
inibidor para CMI até 500 pg.mL*; moderado inibidor para CMI entre
600 e 1500 pg.mL* e fraco inibidor para CMI acima de 1600 pg.mL™.

Como pode ser observado na Tabela 13, varios extratos
apresentaram concentragdes minimas inibitdrias inferiores a 500pg.mL1,
0 que permite classifica-los como fortes inibidores. Destaca-se 0s extratos
obtidos por ESC, os quais, todos os resultados se mostraram como fortes
inibidores frente a todos os micro-organismos testados. Para a bactéria E.
coli as condi¢Ges de ESC a 20 MPa a temperaturas de 40 e 60 °C foram
mais efetivas, para a bactéria S. aureus a condigdo mais efetiva de ESC
foi a 30 MPa a 80 °C. Ja para o fungo C. albicans a condicdo de ESC a
20 MPa a 80 °C foi a melhor. Esse comportamento demostra que a
extracdo supercritica possibilita a obtencdo de extratos com maior
atividade antimicrobiana comparada a outras técnicas de extracao.

N&o foi possivel observar uma tendéncia clara de CMI com a
modificacdo das condigdes de operagdo, pressao e temperatura, para as
condig¢des ESC, mas como comentado anteriormente, todas as condi¢tes
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estudas se mostraram como fortes inibidoras frente aos micro-organismos
testados. Logo a extragcdo ESC mostrou-se como uma técnica eficaz para
a extracdo de compostos bioativos da semente de mamao.

Orhue e Momoh (2013) observaram que a atividade
antimicrobiana da semente de mamao depende do solvente utilizado no
processo de extracdo. Em solventes organicos como o éter de petréleo, o
extrato das sementes de C. papaya se mostrou mais eficiente do que em
solventes aquosos, como a agua. Dos extratos estudados, o éter de
petréleo foi o mais ativo com CMI de 2 mg.mL™, e o CMI obtido com
agua e com etanol apresentaram resultados de 30 mg.mL*e 28 mg.mL"1,
respectivamente. Ao comparar os resultados obtidos por Orhue e Momoh
(2013) com o solvente apolar éter de petroleo (2000 pg.mL ), observa-se
que o resultado obtido pelos autores é muito superior a todas as condicoes
ESC apresentadas nesses estudo, demostrando com isso a seletividade da
extracdo supercritica frente a compostos com atividade antimicrobiana.

Analisando as condigdes de PLE estudadas, observa-se que todas
as condi¢des aplicadas frente a bactéria E. coli mostram-se como fortes
inibidores, ja para a bactéria S. aureus os resultados classificam o extrato
da semente de mamao como moderado inibidor para todas as condicdes.
Além disso, para o fungo C. albicans os extratos obtidos com etanol como
solvente se mostraram como fortes inibidores, sendo as condicdes de 40
e 60 °C com melhores resultados.



103

Tabela 13 - Concentracdo minima inibitoria dos extratos da semente de
maméo contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida
albicans.

Concentracdo Minima Inibitéria

Método Solvente (ng.mLt) @
E.coli  S.aureus C. albicans

Soxhlet Etanol 967,540 > 967,5 > 967,5
Soxhlet Hexano 450,0%° 900,08 225,0¢
Extracé@o com Liquido Pressurizado
40 °C/3 mL.min! Etanol 8,16Hd 517,5P¢ 129,45
60 °C/3 mL.mint Etanol 32,3bv 517,5P¢ 129,4b¢
80 °C/3 mL.min! Etanol 39,4¢2 630,00 315,080
80 °C/3 mL.min Agua/Etanol 14,95 >954,0 >954,0
80 °C/3 mL.min! Agua 7,30 936,0" 936,0%
Extracao Supercritica
20 MPa /40 °C CO, 7,5Me 120,09 60,07
20 MPa/ 60 °C CO; 7,709 123,79 61,9
20 MPa/ 80 °C CO, 8,8FaB 70,348 30,968
30 MPa/ 40 °C CO; 9,1F« 146,2FP 73,1F8
30 MPa/ 60 °C CO; 8,16t 258,75 64,77
30 MPa/ 80 °C CO; 8,16y 64,7 129,4P¢

Antibidtico 0,6' 9,2 > 74,0

@ média (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p > 0,05) para o Teste de Tukey, sendo que: a) letras maitsculas indicam
analise entre todos os métodos, b) letras minusculas indicam analise entre as extracoes
PLE, c) simbolos gregos indicam analise entre extracdes ESC e d) forma geométricas
indicam analise entre extragbes SOX

Entre as condicdo PLE destaca-se a condi¢do com agua como
solvente a 80 °C que apresentou CMI para E. coli de 7,3 pg.mL™* e as
condig¢des com etanol nas temperaturas de 40 e 60 °C, frente a S. aureus
e C. albicans.

Al-Judaibi (2015) avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos
da semente de mamaéo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
O autor verificou que os extratos obtidos por extragao por agitador orbital
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(shaker) com o solvente etanol foi mais efetivo para E. coli e S. aureus,
em comparagdo com a 4gua como solvente.

Eke; Augustine e lbrahim (2014) também descrevem atividade
antimicrobiana da semente de mam&o com o uso de solvente etanol e
cloroférmio contra E. coli, Bacillus cerus e P. aeruginosa, sendo
observado melhores resultados para E. coli com o uso do solvente
cloroférmio quando comparado com etanol.

Analisando os extratos obtidos por SOX na Tabela 13, observa-se
gue o método de extracdo SOX apresentou bons resultados, mas quando
comparados com os outros métodos analisados, apresentam resultados
inferiores, possivelmente devido a degradacdo de compostos com a
exposicdo a altas temperaturas por longos periodos de tempo. Destaca-se
para esse método o extrato obtido com o solvente ndo polar, hexano, que
apresentou classificagdo de forte inibidor para E. coli e C. albicans.

Outros autores também destacam a atividade antimicrobiana da
semente de mamdo. Muhamad et al. (2017) encontrou valores de CMI
para E. coli com hexano de 11,25 mg.mL* e CMI de 11,25 mg.mL"* com
etanol. He et al. (2017) observou atividade antimicrobiana frente ao fungo
C. albicans por hidrodestilagdo, encontrando valores de CMI de 16
pug.mL?. Zhang e Chen (2017) relatam que a atividade de inibicdo do
extrato da semente de mamado frente ao fungo C. albicans, aumenta com
0 aumento da concentracdo do extrato, observado assim, para a
concentragdo de 18 pg.mL* inibicdo de 95,08%.

Pode-se observar que os extratos da semente de maméo foram mais
efetivos para a bactéria E. coli, seguido do fungo C. albicans e da bactéria
S. aureus. Essa caracteristica observada ¢ muito importante, pois indica
um potencial de aproveitamento dos residuos da semente de mamaéo para
controle de crescimento microbiano, visto que a inddstria apresenta
dificuldades de produzir novas classes de substdncias com atividade
contra as bactérias Gram-negativas, pois estes micro-organismos sdo mais
resistentes que os Gram-positivos (LEWIS; AUSUBEL, 2006).

A maior resisténcia das bactérias Gram-negativas provavelmente é
devida a diferencgas na parede celular dessas bactérias. A parede celular
das bactérias Gram-negativas apresenta uma sofisticada barreira a
permeabilidade quando comparada a parede simples das bactérias Gram-
positivas, que apresenta carater lipofilico e menor resisténcia a penetracéo
de compostos (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998).

Com base nesses resultados, pode-se verificar que tanto os extratos
obtidos com solventes polares como apolares apresentam atividade
antimicrobiana. No entanto, as fracGes apolares parecem ser mais
relevantes e apresentam maiores atividades. E os resultados indicam que
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a semente de mamdo é um residuo promissor para a obtencdo de
compostos com forte atividade antimicrobiana.

3.7  PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS

A determinacdo do perfil quimico dos extratos da semente de
mamao foi realizada apenas para alguns extratos, selecionados em funcgéo
dos resultados de rendimento e atividades antioxidantes e
antimicrobianas. Assim, 0s extratos selecionados foram: Soxhlet com
etanol, Soxhlet com hexano, PLE com &gua a 80 °C, PLE com agua/etanol
a 80 °C, PLE com etanol a 80 °C, ESC a 20 MPa e 80 °C e ESC a 30 MPa
a 40 °C.

A partir da anélise da composicdo quimica por GC-EM para as
condicdes citadas, observou-se que o isotiocianato de benzila (BITC) foi
identificado como o principal componente do extrato de semente de
mamao. A Figura 23(a) apresenta o cromatograma da condi¢do ESC a 30
MPa e 40 °C e observa-se que isotiocianato de benzila é o composto
majoritario da amostra. A Figura 23 (b) mostra 0 zoom do maior pico de
BITC (tr = 12,7 min) obtido a partir do extrato de semente de maméo.
Barroso et al. (2016), Corréa (2011) Tumpa, Hossain e Ishika (2015)
também encontraram isotiocianato de benzila como o principal
constituinte da semente de mamao.

Figura 23 - CG-EM para a condicdo de 30 MPa e 40 ° C: (a) CG-EM do
isotiocianato de benzila (componente majoritario); (b) Zoom do maior
pico de BITC- obtido a partir do extrato de sementes de maméo.
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De acordo com Clarke (2010), o isotiocianato de benzila (BITC) é
um composto bioativo catalisado pela enzima mirosinase, que cliva a
glicose do glicosinolato presente nas sementes de mamao. Este composto
pode ser tdxico contra fungos, bactérias e insetos, e estdo relacionados
principalmente a atividade antimicrobiana. As proporcdes destes
produtos variam dependendo do tipo de glicosinolato, espécies de plantas
e condi¢des de hidrdlise tais como temperatura, pH, concentragdo de ions
metalicos, presenca de proteinas e cofactores.

O BITC é uma substancia bioativa presente na semente de maméo,
sendo estudada entre diferentes areas devido a sua ampla faixa de
aplicacdo. As aplicagbes de BITC variaram do relaxamento vascular
(WILSON etal., 2002) a inibicao da proliferacdo do cancer (LUND et al.,
2001). A atividade anti-helmintica deste composto também é muito
estudada, sendo essa atividade dependente do tratamento que a semente
de maméo é submetida (FAHEY; ZALCMANN; TALALAY, 2001).

Apos identificacdo do composto BITC como majoritario, realizou-
se a quantificacdo dos extratos selecionados da semente de mamao,
obtidos pelas técnicas de extracdo SOX, PLE e ESC, apresentados na
Tabela 14.

A presenca de BITC foi detectada em todas as amostras extraidas,
tendo a maior concentragdo a condicdo extraida por ESC a 20 MPa a
80°C, com 12 %, sendo esta concentracdo de BITC muito superior a todas
as outras condigdes testadas e relacionada com a atividade antimicrobiana
detectada pelo método de CMI. Para a condi¢do de maior concentracéo
de BITC (20 MPa/80 °C) o extrato apresentou caracteristicas de forte
inibidor frente aos trés micro-organismos testados.
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Tabela 14 — Quantificacdo do composto majoritario presente no 6leo
extraidos da semente de mamao por diferentes métodos de extragéo.

Método Solvente BITC (%)

Soxhlet Etanol 4,82
Soxhlet Hexano 4,13
Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE)

80 °C/3 mL.min Etanol 4,17
80 °C/3 mL.min™ Agua/Etanol 4,82
80 °C/3 mL.min' Agua 1,69
Extracdo Supercritica (ESC)

20 MPa /80 °C CO; 12,36
30 MPa /40 °C CO; 1,31

As extracdes SOX e PLE apresentaram valores muito préximos de
BITC, sendo observando entre as extragdes SOX um maior valor de BITC
para o solvente etanol (4,82 %), sendo este valor igual ao obtido para a
extracdo PLE com a mistura agua/etanol como solvente (4,82 %).

N&o € possivel comparar as extracdes ESC frente ao BITC, pois as
condi¢des de operacdo do sistema sdo diferentes, mas Barroso et al.
(2016) observaram que o incremento na temperatura do processo de
extracdo com ESC, resultou em maiores concentragdes de BITC, sendo
isso observado nesse estudo.

Barroso et al (2016) obteve valores de 7 % para a condi¢do ESC a
20 MPa, 80 °C e 180 min de extracdo, valor este inferior ao obtido neste
estudo. A diferenca observada, pode estar relacionada ao tempo de
extracdo, sendo neste estudo aplicado 240 min, e também as
caracteristicas da planta, como cultivo.

Todos os métodos de extracdo se mostram eficientes na obtengéo
do composto BITC, com destaque a extragdo ESC que apresentou a maior
composicdo do composto majoritario. Consequentemente forte atividade
antimicrobiana foi verificada para os extratos da semente de mamao,
sendo esta associada a presenca do composto BITC.
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4 CONSIDERAGCOES FINAIS

Neste capitulo avaliou-se o efeito de diferentes técnicas de
extracdo frente ao rendimento e as atividades biol6gicas do extrato da
semente de maméo, sendo observado que o0 uso da semente de maméo
como matéria-prima para obtencao de extratos bioativos é promissor.

Os extratos obtidos por extracdes Soxhlet apresentaram
rendimentos estatisticamente iguais as extra¢cfes PLE com etanol como
solvente, e resultados superiores as extracdes ESC e PLE com agua e
agua/etanol. O maior rendimento de extracdo para a semente de mamao
(24,32 £ 0,67%) foi obtido por SOX com hexano.

Embora as extracbes PLE com agua e agua/etanol tenham
apresentado baixos rendimentos, seus resultados para os ensaios de CFT
e atividade antioxidante foram superiores aos outros métodos. Os
solventes de maior polaridade apresentaram maiores contelidos de
composto fendlicos e atividade antioxidante. A extracdo supercritica
apresentou aumento da atividade antioxidante, pelo método de
descoloragio do sistema B-caroteno/acido linoléico, com a diminui¢do da
pressdo de operagdo do sistema.

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana todos os extratos obtidos
pelas diferentes técnicas apresentaram 6timos resultados frente aos micro-
organismos E. coli, S. aureus e C. albicans, sendo a maioria dos extratos
classificados como forte inibidores (CMI até 500 ug.mL?). Os ensaios
por ESC apresentaram melhores resultados em comparagdo as outras
técnicas. Os extratos apresentaram forte atividade antimicrobiana,
especialmente frente a bactéria E. coli, com valores de concentracéo
minima inibitéria de 7,5 ug mL:, para o extrato de ESC na condigdo 20
MPa a 40 °C. A atividade antimicrobiana esta associada a presenca do
composto BITC.

O ¢6leo da semente de mamao pode representar uma fonte valiosa
de compostos naturais, especialmente o isotiocianato de benzila, ndo s
para aplicacBes biomédicas ou farmacéuticas, mas também para serem
utilizados como ingredientes alimentares. Necessitando para essas
aplicagdes maiores estudos.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os extratos
da semente de mamao apresentam tanto atividades antioxidantes como
antimicrobiana. Além disso, verifica-se que a técnica de extracdo por PLE
esta relacionada a obtencdo de compostos de maior polaridade e a técnica
de extragdo ESC para obtencdo de compostos de menor polaridade. Desta
forma, a integracdo dos métodos de extracdo permite a obtencdo de
diversos produtos.



Capitulo 5

APLICAQAO DE PROCESSOS INTEGRADOS PARA
VALORIZACAO DE EXTRATOS DA SEMENTE DE MAMAO
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1 INTRODUCAO

O mamdo é uma planta amplamente conhecida e presente em
regides tropicais e subtropicais. A fruta apresenta um amplo espectro
fitoquimico, responsavel pelas propriedades farmacoldgicas e
nutricionais. Com isso, ha um alto consumo dessa fruta, resultando na
geracdo de residuos na forma de casca e semente.

Sabendo do grande potencial bioativo presente na semente de
maméo, percebe-se uma grande oportunidade no estudo de processos
inovadores de extracdo, tais como a extracdo com fluido supercritico
(ESC) e extracdo com liquido pressurizado (PLE), para obtencdo de
extratos com alto potencial antioxidante e antimicrobiano.

Porém, a extragdo com fluido supercritico usando CO, como
solvente é uma técnica normalmente aplicada para a recuperagéo de
compostos apolares, enquanto que a extracdo com liquido pressurizado é
mais adequada para compostos polares (WIINGAARD et al., 2012).
Assim, é importante usar métodos para a recuperacdo de todos 0s
compostos de interesse da planta, portanto a integracdo de processos de
extracdo como ESC e PLE pode melhorar a eficiéncia de recuperacéo de
compostos e consequente valorizagdo da matéria-prima.

A recuperagdo dos compostos acima mencionados pode levar a
uma obtencdo de uma variedade de produtos comerciais, quer seja para
insumos de processos secundarios, substitutos para ingredientes, ou ainda
como novos produtos. Além disso, 0s processos de extragao integrada séo
inseridos no conceito de bio-refinaria, que utiliza toda a matéria-prima
através de processos combinados. No entanto, existem grandes desafios
técnicos e econdmicos que devem ser estudados para aplicacdo de bio-
refinarias em grande escala (TEMELLI e CIFTCI, 2015).

Com a finalidade de aproveitamento total da matéria-prima
vegetal, este Capitulo tem como objetivo integrar dois processos de
extracdo a alta pressdo, a ESC com CO; supercritico e 0 PLE com uso de
agua, etanol e agua/etanol como solventes, para obtencdo de extratos com
alto potencial bioldgico. Sendo a semente de mamao utilizada na extragéo
ESC e o residuo desse processo utilizado como alimentacdo para a
extracdo PLE, com isso obtém-se com esses processos dois produtos com
caracteristicas diferentes.
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2 MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do serdo relatados os métodos utilizados para a extragao
com processos integrados para obtencdo do 6leo da semente de mamao e
as metodologias aplicadas para avaliacdo da atividade antioxidante,
antimicrobiana e composicao quimica dos extratos obtidos. Um resumo
gréafico desse Capitulo € apresentado na Figura 24.

Os ensaios de extracdo e atividade antioxidante foram conduzidos
no Laboratério de Termodindmica e Tecnologia Supercritica (LATESC)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), os ensaios de
atividade antimicrobiana foram conduzidos no Laboratério de
Bioprocessos, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da UFSC, e as andlises de composi¢do quimica dos extratos
foram realizadas no Laboratério de Produtos Naturais, do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

Figura 24 - Resumo grafico do Capitulo 5.

CO: + Olea
ESC f—r CO:

Oleo

Solvente + Oleo

t———— = Solvente

'

/ Compostos Fendlicos

Atividade Antioxidante

Atividade Antimicrobiana

Processo Combinado Etanol Avaliagdo do Rendimento global
ESC + PLE Agua

\ Etanol + Agua /

Fonte: a autora.

2.1 OBTENGCAO E PREPARO DA AMOSTRA

As sementes de mamao utilizadas nesse estudo foram gentilmente
cedidas pela empresa Comercial Kazmierski de Jaragua do Sul - Santa
Catarina. E sdo provenientes de mamdes do cultivar Formosa, produzidos
no estado da Bahia — Brasil.

As amostras foram higienizadas em agua corrente, secas em estufa
de circulacdo de ar (DeLeo, Porto Alegre/RS - Brasil) a temperatura de
45 °C durante 24 horas. Em seguida, as sementes foram trituradas em
moinho de facas, tipo Willey (DelLeo, Porto Alegre/RS - Brasil),
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fracionadas em sacos de polietileno e armazenadas em congelador
domeéstico (Consul, Joinville/SC - Brasil) a -18 °C.

2.2 EXTRACAO SUPERCRITICA (ESC)

O método dindmico de extracdo foi empregado para 0s
experimentos de determinacdo do rendimento global. A unidade de
extracdo e o procedimento experimental de extracdo estdo descritos nos
itens 2.6.1 e 2.6.2 do Capitulo 3 deste trabalho, respectivamente.

2.2.1  Determinacao do rendimento global (Xo)

Conforme abordado no item 2.6.3 do capitulo 3, na equacéo 4, 0s
rendimentos foram calculados através da razdo entre a massa de extrato
obtida e a massa de matéria-prima utilizada na extrac&o.

Com o objetivo de avaliar o potencial do residuo obtido na extracéo
ESC, adotou-se uma condicéo fixa de extracdo supercritica para obtencédo
desse residuo para posterior analise em diferentes condigdes de operacéo
de extracdo PLE. O ensaio ESC foi conduzido com CO; (White Martins,
Joinville/SC - Brasil) nas condicGes de 30 MPa, 40 °C e vazdo de 0,7
kg.h, durante 4 horas de extragdo. Foram utilizados 15 g de amostra para
o0 preenchimento do leito de extracédo, e 0 espaco restante da coluna foi
preenchido com esferas de vidro.

A condigdo selecionada para esse estudo foi determinada de acordo
com o estudo realizado no capitulo anterior desse trabalho, capitulo 4.
Dentre as condi¢bes de operacdo ESC, o ensaio realizado a 30 MPa e
40°C apresentou melhor rendimento em comparagao as outras condi¢des
ESC ja estudadas, podendo-se assim esgotar todo o extrato obtido na
semente ao integrar esse residuo a outro processo de extracao.

Os ensaios de rendimento global foram realizados em duplicata,
sendo 0 extrato obtido nesta operacdo empregado para as analises de
atividades bioldgicas, e o residuo obtido na extracdo ESC aplicado como
matéria-prima para o processo de extracdo PLE.

2.3 EXTRACAO LIQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

O método dindmico de extragdo foi utilizado para os experimentos.
A unidade de extracdo e o procedimento experimental de extracdo com
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liquido pressurizado sdo descritos nos itens 2.4.1 e 2.4.2 do Capitulo 4
deste trabalho, respectivamente.

2.3.1 Determinacéo do rendimento global (Xo)

Os ensaios de PLE foram realizados em diferentes condi¢fes de
operacdo (temperatura, tempo e solvente) com objetivo de avaliar a
influéncia destas condi¢cbes no rendimento global de extracdo com
pressdo fixa em 10 MPa. As faixas estudadas para as variaveis
temperatura, tempo e solvente de extragdo, foram definidas com base nos
estudos dos capitulos anteriores deste trabalho. Na Tabela 15 séo
expressos os valores reais e codificados das varidveis estudadas.

Tabela 15 - Valores reais e codificados dos fatores estudados para o
planejamento fatorial.

Variaveis Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
Temperatura 40 °C 60 °C 80 °C
Tempo 47 min 57 min 67 min
Solvente Agua Agua/Etanol  Etanol

Para avaliar a influéncia das variaveis independentes -
temperatura, solvente e tempo de extragdo - sobre as varidveis
dependentes rendimento e compostos fenélicos (CFT), foi realizado um
planejamento fatorial 23 com 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios,
apresentados na Tabela 16. O método de planejamento fatorial foi
utilizado para identificar a significancia dos parametros de entrada
(tempo, temperatura e solvente) frente os pardmetros de resposta
(rendimento e CFT). O planejamento foi realizando usando o software
Statistica 7.0, versdo Ultimate Academic.
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Tabela 16 - Matriz com valores reais e codificados do planejamento
fatorial 23 + 3 pontos centrais para a extragdo PLE da semente de

mamao.
Ensaios  Temperatura Tempo Solvente
1 40 () 47 () Agua (-)
2 80 (+) 47 (-) Agua (-)
3 40 () 67 (+) Agua (-)
4 80 (+) 67 (+) Agua (-)
5 40 () 47 (-) Etanol (+)
6 80 (+) 47 (-) Etanol (+)
7 40 (-) 67 (+) Etanol (+)
8 80 (+) 67 (+) Etanol (+)
9 60 (0) 57 (0) Agua/Etanol (0)
10 60 (0) 57 (0) Agua/Etanol (0)
11 60 (0) 57 (0) Agua/Etanol (0)

Optou-se pelo uso do planejamento fatorial para selecionar as
melhores condigdes de extracdo PLE, com o residuo obtido pela extracdo
ESC, para obtencdo de extratos com alto rendimento e conteldo de
compostos fendlicos, e posterior continuacdo do estudo frente a atividade
antioxidante e antimicrobiana dos extratos selecionados pelo
planejamento.

Condigdes fixas de pressdo, vazdo e massa de amostra foram
utilizadas, sendo pressdo de 10 MPa, vazdo de solvente de 3 mL.min? e
4 g de amostra. O preenchimento do leito de extracao foi realizado com
esferas de vidro e amostra homogeneizadas, para evitar o empacotamento
do leito e as extremidades da coluna foram revestidas com algoddo, para
evitar a entrada de particulas sélidas na linha de extracao.

Os experimentos foram conduzidos em duplicata e os extratos
obtidos passaram por processo de eliminacdo do solvente, em
rotaevaporador (Fitason Modelo 802, Sdo Paulo/SP - Brasil). Foram
avaliadas a atividade antioxidante e antimicrobiana e a fracdo volatil por
cromatografia gasosa dos extratos selecionados pelo planejamento.



116

2.4  CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A determinacdo do contetdo de compostos fendlicos totais (CFT)
foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu e encontra-se descrita no
item 2.7 do Capitulo 3 deste trabalho. Todos os extratos obtidos pelas
extracOes do planejamento fatorial de PLE foram avaliadas.

As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados
expressos em miligramas de &cido galico equivalente por grama de
matéria seca (Mycae.Jextrato ™).

2.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante in vitro dos extratos da semente de
mamao foram avaliados por duas técnicas distintas, método do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) e método de descoloragdo do sistema
[-caroteno/acido linoleico.

O método do radical DPPH encontra-se descrito no item 2.6.1 do
Capitulo 4, deste trabalho. As analises foram realizadas em triplicatas e
os resultados encontrados para a concentragdo efetiva (ECso) foram
expressos com média + desvio padrao.

O método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico
encontra-se descrito no item 2.6.2 do Capitulo 4, deste trabalho. As
analises foram realizadas em ftriplicatas e os resultados da atividade
antioxidante (AA%) foram calculados pela Equacdo 8, apresentada neste
mesmo item, e expressos com média + desvio padréo.

Os extratos selecionados pelo planejamento fatorial foram
avaliados frente a atividade antioxidante.

2.6 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A concentracdo minima inibitéria (CMI) dos extratos selecionados
pelo planejamento fatorial foram avaliadas frentes aos micro-organismos
E. coli, S. aureus e C. albicans.

Os extratos foram dissolvidos em uma solugdo de agua 10 % de
DMSO esterilizado. E a metodologia aplicada para determinagdo da CMI
encontra-se descrita no item 2.7.1, do Capitulo 4 deste trabalho.

Os extratos selecionados pelo planejamento fatorial foram
avaliados frente a atividade antimicrobiana, sendo conduzidos em
duplicata e a menor concentracdo em que a alteracdo de cor ocorreu foi
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tomada como o valor de CMI, sendo os resultados expressos em
pg.mL2.

2.7 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

A anélise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) dos extratos da semente de mamao foi realizada no do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), sendo a metodologia descrita no item 2.8 do capitulo 4, deste
trabalho.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada para detectar diferencas
significativas entre os valores de contetdo de compostos fendlicos totais
e, atividade antioxidante. Sendo esses resultados avaliados
estatisticamente por analise unidirecional de variancia (ANOVA). Ao
serem verificadas diferengas significativas ao nivel de 5 % de
significancia (p < 0,05) entre as médias dos resultados, deu-se
continuidade a analise aplicando o teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO
EXTRATO DA SEMENTE DE MAMAO POR ESC

A condi¢do ESC de 30 MPa e 40 °C, foi selecionada para o
processo de extracdo sequencial, pois apresentou no estudo dos capitulos
anteriores melhores resultados de rendimento. Na Tabela 17, sdo
apresentados os resultados de rendimento e das atividades bioldgicas do
extrato da semente de mamao.

O rendimento obtido para a semente de maméao na condicdo ESC
de 30 MPa e 40 °C foi de 18,08 %, valor este considerado alto ao
compararmos com outros estudos de sementes de produtos vegetais, tais
guais de semente de butid com rendimento de 12,6 % (CRUZ et al., 2017)
e semente de chia com rendimento de 9,3 % (GUINDANI et al., 2016),
ambos obtidos nas mesmas condic¢des deste estudo.



118

Tabela 17 - Atividades biol6gicas do extrato da semente de mamao,
obtido por ESC.

ESC 30 MPae 40 °C

Rendimento® (%) 18,08 + 0,32
CFT® (mgcae.g textrato) 2,11+£0,11
ECso®@ (ug.mL) >1000

% AA® 24,29 + 2,32
CMI® E. coli (ug.mL?) 91
CMI® S, aureus (ug.mL?) 146,2
CMI® C. albicans (ug.mL™1) 73,1

(1) média + desvio padrdo (n=2); ® média + desvio padrdo (n=3); @ média (n=2).

Ao analisar os resultados obtidos para o conteldo de compostos
fenolicos e atividade antioxidante, tanto pelo método do radical DPPH e
pela descoloragdo do sistema [-caroteno/acido linoleico, observa-se
valores com baixo CFT e baixa capacidade antioxidante. Esse
comportamento é justificado pela baixa afinidade do CO; com os
compostos polares antioxidantes.

De acordo com Sartoratto e Machado (2004), Duarte et al. (2007)
e Wang et al. (2008) para CMI até 500 pg.mL™ o extrato é considerado
como forte inibidor. Como pode ser observado na Tabela 17, a atividade
antimicrobiana obtida para o extrato ESC na condicdo estudada,
apresentou caracteristica de extrato de forte inibicdo frente aos micro-
organismos testados, E. coli, S. aureus e C. albicans. Esse comportamento
demostra que a extracdo supercritica possibilita a obtencdo de extratos
com maior atividade antimicrobiana comparada a outras técnicas de
extracéo.

As técnicas de extracdo que empregam fluidos supercriticos (ESC)
ou fluidos subcriticos (PLE) apresentam algumas vantagens quando
comparadas as técnicas de extragao convencionais. Entre essas vantagens,
a seletividade e a baixa geracdo de residuos de solventes sdo mais
atraentes. No entanto, algumas desvantagens podem ocorrer em relacéo a
solubilidade dos compostos alvo. Para superar este problema e aumentar
a eficiéncia de extracdo, alguns autores sugerem extracGes sequenciais,
nas quais diferentes técnicas de extracdo sdo aplicadas na mesma matéria-
prima (VINGANO E MARTINEZ, 2015).
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Considerando os resultados obtidos pela extracdo ESC, observa-se
gue o extrato apresentou 6timo comportamento para a atividade
antimicrobiana, porém, para a atividade antioxidante os resultados
demostram baixa afinidade do solvente (CO.) com 0s compostos
antioxidantes. Sendo assim, o residuo obtido no processo de extracdo ESC
foi utilizando como matéria-prima para a extragdo PLE em diferentes
condicdes de operagdo.

3.2 PLE APLICADA AO RESIDUO DA ESC

Como verificado no item anterior, os extratos obtidos pela ESC
apresentam caracteristicas que favorecem a atividade antimicrobiana.
Com o intuito de melhorar a capacidade antioxidante dos extratos e um
melhor aproveitamento da matéria-prima, realizou-se um planejamento
fatorial para selecionar as melhores condic6es de extracdo PLE, frente as
respostas de rendimento e contelldo de compostos fenélicos. Na Tabela
18 sdo apresentando os resultados obtidos.

Tabela 18 - Rendimento de extracdo e CFT obtido em diferentes
condigdes experimentais por PLE para os extratos do residuo da
semente de maméo.

Ensaios OT t Solvente Rendimento (m(;z;.g'
(°C)  (min) (%) Lytrato)
1 40 47 Agua 22,74 25,65 + 1,41
2 80 47 Agua 16,99 33,97 #1,32
3 40 67 Agua 20,81 35,41 +3,09
4 80 67 Agua 17,28 40,81 +1,16
5 40 47 Etanol 1,58 28,97 +1,33
6 80 47 Etanol 4,50 31,01 +0,90
7 40 67 Etanol 1,57 32,64 +2,38
8 80 67 Etanol 4,86 29,38 +0,86
9 60 57  Agua/Etanol 16,42 38,82 +1,77
10 60 57  Agua/Etanol 16,38 38,08 +2,00
11 60 57  Agua/Etanol 17,89 38,63+ 1,53
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Os resultados mostram que o rendimento dos diferentes
tratamentos de extragdo variaram de 1,57 a 22,74 %. Sendo 0s maiores
valores observados para o0s tratamentos que utilizaram agua como
solvente de extracéo.

Para o solvente &gua, 0 aumento da temperatura resultou na
diminuicdo do rendimento, porém observa-se um incremento no contetido
de compostos fenolicos, e para o etanol na condigdo de 47 min, 0 aumento
da temperatura resultou no aumento do rendimento e de CFT.

O rendimento maximo de extracdo da semente de mamao obtido
no ensaio 1 (22,74 %) foi maior que o rendimento encontrado por Asghar
et al. (2016) 12,84 % e Muhamad et al. (2017) 0,04 %, para 0 mesmo
solvente com a matéria-prima integral. Mostrando com isso, que mesmo
apo6s a matéria-prima ter sofrido um processo de extragdo, o residuo
apresenta compostos a serem extraidos.

O contetdo de compostos fendlicos variou de 25,65 a 40,81
MQcae.g extrato. SENAO 0 Maiores valores observados para os tratamentos
utilizando &gua como solvente. Um fator importante a ser observado no
contetido de compostos fendlicos é que a realizacdo da extracdo ESC na
semente de mamao antes da extracdo PLE favoreceu o aumento do CFT.
Na Figura 25 é possivel observar esse comportamento.

Figura 25 — Comparativo do rendimento e do CFT entre as extracOes
PLE: Residuo (semente com o pré-tratamento ESC) e PLE (semente
sem o pré-tratamento ESC).
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Ao analisarmos os valores obtidos para CFT do residuo, amostra
da semente de mamé&o que sofreu um processo de extragdo ESC antes da
extracdo PLE, observa-se que para todos os solventes estudados o valor
de CFT aumentou ao comparar com o0s valores da semente integral
extraida por PLE. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato, de
que, a extracdo ESC removeu todos os compostos apolares, possibilitando
assim na extracdo PLE melhor interacdo entre o solvente e CFT. Isso
demostra que a extracdo com ESC além de remover o 6leo presente na
amostra pode ser utilizada como um pré-tratamento para o PLE.

O mesmo comportamento foi observado para a resposta
rendimento, no qual o pré-tratamento da matéria-prima com ESC
favoreceu a extracdo de maiores compostos. Observa-se que para 0
solvente etanol o valor obtido apds o tratamento foi menor, fato este
justificado por Morrison e Boyd (1981) que reportam que o etanol, apesar
de ser um solvente que solubiliza preferencialmente substancias polares,
pode também extrair lipidios, conferindo maior rendimento as extragdes.

De uma forma geral constata-se que a extracdo ESC remove todos
0S compostos com caracteristicas apolares (6leo) e a extracdo PLE os
compostos polares, sendo que ao realizar um tratamento nas amostras
com ESC antes do processo PLE obtém-se um ganho em rendimento e
CFT. Destacando com isso a importancia do processo sequencial, onde
uma técnica remove um composto ativo de afinidade e a outra técnica
outro.

Por meio da andlise pelo software Statistica 7.0, foi possivel
identificar que entre as varidveis independentes estudadas, o tipo de
solvente foi a variavel que apresentou efeito significativo (p-valor inferior
0,05) frente as respostas estudadas. Sendo assim, trés ensaios foram
selecionados para continuacdo dos estudos de atividades bioldgicas,
levando em consideracdo o solvente.

Os ensaios selecionados foram 4 (80 °C, 67 min e 4gua como
solvente), 8 (80 °C, 67 min e etanol como solvente) e 9 (60 °C, 57 min e
agua/etanol como solvente).

3.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA SEMENTE DE MAMAO
POR PROCESSOS INTEGRADOS

Na Tabela 19 sdo apresentando os resultados da atividade
antioxidante dos extratos obtidos da semente de mamao pela extracdo
ESC e pelos extratos obtidos do processo integrado ESC e PLE, sendo 0s
extratos do processo integrado provenientes do residuo da matéria-prima
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utilizada no processo ESC e extraidos por PLE. A atividade antioxidante
pelo método DPPH foi apresentada em termos de ECs (concentragdo
efetiva) que expressa a concentracdo minima necessaria para inibir em
50% a atividade dos radicais livres. E os valores da atividade antioxidante
para o método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico,
expressos em percentual de atividade antioxidante (% AA) apds 120
minutos de reacdo. O composto sintético BHT foi utilizado para
comparacdo dos resultados, sendo determinado com a mesma
metodologia utilizada no presente trabalho.

Os resultados de ECsp obtidos para os extratos do residuo da
semente de mamao, variaram entre 199,7 e 1000 ug.mL*. Observa-se que
0s extratos obtidos pelo processo integrado apresentaram valores de ECsg
melhores do que o extrato bruto obtido pela extragdo ESC ( > 1000
pg.mL ). Sendo assim, a combinagéo dos processos favoreceu a atividade
antioxidante da semente de mamao pelo método do radical DPPH.

O uso do solvente agua/etanol proporcionou a extracdo de maior
guantidade de compostos com atividade antioxidante comparada a
utilizacdo dos solventes agua e etanol puros, para 0 método do radical
DPPH. O valor de ECsy do extrato obtido com &gua/etanol foi de
199,07+3,19 pg.mL*, sendo inferior ao encontrado para o antioxidante
padrdo BHT (261 ug.mL-1), o que caracteriza com forte potencial
antioxidante da amostra.

Tabela 19 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por processos
integrados ESC e PLE da semente de mamao.

. ECs @ 0 ®
Condigéo Solvente (ng.mL) Yo AA
ESC 30 MPae 40 °C
CO: >1000 24,29° + 2,32

PLE Residuo
80 °C / 67 min Agua 1000” + 48,10 74,228 +4,28
60 °C /57 min Agua/Etanol 199,7¢+3,19 62,51¢+ 1,88
80 °C /67 min Etanol ~ 529,928 +3,29 92,30~ 6,67

BHT 261° 97,88~
(@ média * desvio padrdo (n=3); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p > 0,05) para o Teste de Tukey, sendo que letras maiusculas
indicam anélise entre todos 0s métodos.
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Como pode ser observado na Tabela 19, a atividade antioxidante,
pelo método de descoloragdo do sistema [-caroteno/acido linoleico, dos
extratos do residuo da semente de mamdo variou de 62,51+1,88 a
92,306,687 %, sendo o maior valor obtido com o uso do solvente etanol.
Ao comparar os resultados obtidos com o antioxidante BHT, observa-se
gue a atividade antioxidante obtida no ensaio com etanol €
estatisticamente igual a atividade do antioxidante sintético.

Analisando os extratos obtidos por PLE, observa-se um grande
aumento da atividade antioxidante. Ao comparar o valor de %AA do
residuo obtido por etanol (92,30%) com o extrato da semente de mamé&o
obtido por ESC (24,29%), observa-se um aumento de 3,7 vezes mais
atividade. Podendo mais uma vez destacar a eficiéncia da combinacédo de
processos para a maior extragdo de compostos com atividades biolégicas.

A Figura 26 relaciona os valores obtidos para atividade
antioxidante por extracdo PLE da semente de mamdo sem tratamento,
indicados na figura como PLE, e os valores obtidos para o residuo, extrato
este que passou por um pré-tratamento com extracdo ESC.

Figura 26 - Comparativo da atividade antioxidante entre as extragdes
PLE: Residuo (semente com o pré-tratamento ESC) e PLE (semente
sem o pré-tratamento ESC).

B Bezidue WPLE
2.3
1000 1000
71120 22 9995
62.51
32892
36,44
1997 201,01
Etanol  AguaFtanol  Agu Etanol AguaFtanol Agua
% AA EC30 (ug.mL1)

Ao analisarmos os valores obtidos para %AA, observa-se que para
o solvente etanol e para a 4gua a atividade foi maior com o pré-tratamento
da semente de mamdo com a ESC antes da extragdo PLE. O mesmo
comportamento ocorreu para as extragdes com etanol e agua/etanol para
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os valores de ECsp do residuo, onde o pré-tratamento favoreceu a
atividade antioxidante.

Como ja comentado para os ensaios de CFT, o pré-tratamento da
amostra realizando com a extracdo ESC também favoreceu a obtencdo de
compostos com maior atividade antioxidante através da extragdo PLE.
Comportamento este, observado ao analisar os resultados da extragdo com
PLE sem o pré-tratamento com a extragdo com o pré-tratamento.
Destacando a importancia de mais estudos com processos sequenciais,
onde uma técnica completa a outra e obtém-se compostos de grande
potencial bioldgico.

A atividade antimicrobiana dos extratos também foi avaliada. Na
Tabela 20 sdo apresentados os resultados da concentragdo minima
inibitoria (CMI) dos extratos obtidos por processos integrados da semente
de mamao frente a bactéria Gram-negativa (E. coli), a bactéria Gram-
positiva (S. aureus) e o fungo (C. albicans).

Tabela 20 - Concentracdo minima inibitdria dos extratos obtidos por
processos integrados ESC e PLE da semente de mamao contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.

Concentragdo Minima
Condicdo Solvente Inibitéria CMI (ug.mL™)®
E.coli S.aureus C. albicans

ESC 30 MPae 40 °C

91 146,2 73,1
PLE Residuo
80 °C / 67 min Agua 7,73 >990 >990
60 °C /57 min  Agua/Etanol 990 >990 >990
80 °C /67 min Etanol 1080 >1080 >1080
Antibiotico 0,58 9,25 >74
@ média (n=2);

Ao analisarmos os valores de CMI para os extratos do residuo
obtidos por PLE, observa-se que frente aos micro-organismos C. albicans
e S. aureus os extratos estudados ndo apresentaram atividade
antimicrobiana nas concentragdes estudadas. E para o micro-organismo
E. coli as concentracBes estudadas para a extracdo com agua/etanol e
etanol apresentaram classificagcdo de moderado inibidor e para a extra¢éo
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com agua a classificacdo foi de forte inibidor. De acordo com Sartoratto
e Machado (2004), Duarte et al. (2007) e Wang et al. (2008) a
classificacdo do extrato é estabelecida como forte inibidor para CMI até
500 pg.mL; moderado inibidor para CMI entre 600 ¢ 1500 pg.mL*e
fraco inibidor para CMI acima de 1600 pg.mL™.

Observa-se que CMI do extrato do residuo obtido com agua (7,73
pg.mLt) apresentou menor concentragdo de extrato para inibir o micro-
organismo E. coli, quando comparado com o extrato obtido por ESC (9,1
pg.mL™?).

De forma geral o pré-tratamento da amostra favoreceu tanto a
atividade antioxidante como a atividade antimicrobiana do extrato.
Demonstrando que para as condicBes estudadas, o uso de métodos
integrados pode melhorar as atividades bioldgicas dos extratos.

3.4  PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS

A determinacdo do perfil quimico dos extratos da semente de
mamao foi realizada para todos os extratos estudados nesse Capitulo. A
partir da andlise da composicdo quimica por GC-EM para as condigdes
estudadas, observou-se que o isotiocianato de benzila (BITC) foi
identificado como o principal componente do extrato da semente de
mamao. Barroso et al. (2016), Corréa (2011) e Tumpa et al. (2015)
também encontraram isotiocianato de benzila como o principal
constituinte da semente de mamao.

De acordo com Clarke (2010), o isotiocianato de benzila (BITC) é
um composto bioativo derivado da hidrolise da mirosinase, que cliva a
glicose do glicosinolato presente nas sementes de mamao. O BITC é uma
substancia estudada entre diferentes areas devido a sua ampla aplicacéo.
Variando do relaxamento vascular (WILSON et al., 2002) a inibi¢do da
proliferacdo do cancer (LUND et al., 2001).

Apos identificacdo do composto BITC como majoritario, realizou-
se a quantificacdo do composto para 0s extratos estudados, sendo a
concentracdo de BITC apresentada na Tabela 21.
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Tabela 21 - Quantificacdo do composto majoritario presente no 6leo
extraidos da semente de maméao por processos integrados de extracao.

Método Solvente BITC (%)
ESC 30 MPae 40 °C
CO2 1,31
PLE Residuo
80 °C / 67 min Agua 4,82
60 °C /57 min Agua/Etanol 3,70
80 °C /67 min Etanol 1,42

Todos os métodos de extracdo se mostraram eficientes na obtengéo
do composto BITC, com destaque para a extracdo do residuo com agua,
gue apresentou a maior composicdo do composto majoritario.
Consequentemente, esse ensaio obteve os melhores valores de atividade
antimicrobiana, sendo este comportamento associado a presenca do
composto BITC.

Outro fator importante a ser observado para a quantificacdo do
composto BITC, é que o processo integrado resultou em maiores
concentragBes do composto. Todos 0s extratos do residuo apresentaram
quantificacdo de BITC maior que o extrato bruto da semente de maméao
obtido por ESC.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Este capitulo avaliou a influéncia do processo integrado de ESC e
PLE na obtencdo de compostos bioativos da semente de mamdo. Em
geral, 0 processo combinado se mostrou como uma alternativa de melhor
aproveitamento da semente de mamao e como um processo que melhora
o desempenho das atividades bioldgicas.

O processo integrado, extragdo da semente de maméo por ESC e
posteriormente o residuo dessa extracdo aplicado como matéria-prima
para a extracdo PLE, proporcionou a obtencdo de dois produtos. Um
obtido pelo processo ESC onde apresentou alta atividade antimicrobiana
frente aos micro-organismos E. coli (CMI de 9,1 pg.mL™?), S. aureus
(CMI 146,2 pg.mL?) e C. albicans (CMI 73,1 ug.mL™) e o segundo
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obtido pelo processo PLE com a utilizagdo de diferentes solventes, agua,
etanol e agua/etanol.

O residuo ESC obtido por PLE com ambos os solventes se
mostraram mais eficientes na obtencdo de compostos fendlicos, onde o
pré-tratamento com ESC favoreceu a extracao de compostos fenélicos por
PLE.

A atividade antioxidante dos extratos do residuo apresentou
melhores resultados comparado com a obtencdo dos extratos s6 pela
técnica de extracdo PLE ou até mesmo pela extracdo ESC. O residuo ESC
obtido por PLE com a mistura de solventes agua/etanol apresentou
valores de ECso (199 pg.mL) considerado como extrato de alto potencial
antioxidante. E o residuo ESC obtido por PLE com o solvente etanol
apresentou valores de atividade antioxidante (92,3 %), pelo método
descoloragdo do sistema [-caroteno/acido linoleico, estatisticamente
igual ao antioxidante sintético BHT (97,88 %).

O método integrado proporcionou uma melhora na atividade
antimicrobiana do extrato do residuo obtido pela extracdo PLE com agua
como solvente. Indicando com isso, que a integracdo dos processos tanto
pode melhorar a extracdo de compostos com potencial antioxidante como
também de compostos antimicrobianos, sendo o determinante dessa
atividade a escola do solvente de extragdo no processo PLE.

O composto BITC foi identificado em todas as amostras, sendo que
a quantificacdo do composto aumentou com o pré-tratamento da matéria-
prima com ESC e posterior extragdo com PLE. Sendo ocbservado maiores
valores de BITC para o residuo extraido com agua (4,82 %).

A recuperagdo dos compostos com a utilizagdo de processos
combinados levou a uma variedade de produtos com diferentes
aplicacdes, antimicrobiano e antioxidante, e possibilitou 0 maximo
aproveitamento da matéria-prima, destacando o potencial da aplicacéo de
novas estratégias de extracao.






Capitulo 6

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS
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1 CONCLUSAO GERAL

Os resultados apresentados nos Capitulos 3, 4 e 5 desse trabalho
mostraram que 0 uso da semente de mamao para obtencdo de compostos
bioativos é promissor e apresentou-se como uma alternativa para a
valorizacdo desse subproduto. Os diferentes métodos aplicados para a
obtencdo dos extratos permitiram avaliar a influéncia das técnicas frente
ao rendimento e as atividades bioldgicas.

O modelo de Sovova obteve os melhores ajustes na modelagem
das curvas cinéticas da semente de mamao. E a proposta de aumento de
escala, com razdo msn/M e Qco2/M mantidas constantes entre escala
pequena e grande, foi adequada pois se ajustaram com 0s parametros
cinéticos modelados.

Os extratos obtidos por Soxhlet apresentaram 0s maiores
rendimentos de extracdo, sendo 24,30% com etanol e 24,32% com
hexano, esses valores sdo significativamente iguais aos valores de
rendimento obtidos pela extracdo com liquido pressurizado com etanol
(23,72%). As extracdes com fluido supercritico na pressdo de 30 MPa
também proporcionaram altos rendimentos, por volta de 18,03%.

Na avaliacdo dos compostos fenolicos totais os extratos obtidos
por PLE com agua e a mistura agua/etanol apresentaram os maiores
valores. O mesmo comportamento foi observado nas analises de atividade
antioxidante, onde os extratos obtidos por PLE com agua e agua/etanol
apresentaram os melhores resultados. Pode-se observar que os solventes
de maior polaridade apresentaram maiores conteldos de compostos
fenolicos e atividade antioxidante. Os extratos obtidos por tecnologia
supercritica apresentaram baixo potencial antioxidante e contelido de
compostos fendlicos, quando comparado com os outros métodos de
extracdo.

A extracdo da semente de mamdo possibilitou a obtencdo de
extratos com forte atividade antimicrobiana. Todos os extratos obtidos
pelas diferentes técnicas apresentaram atividade antimicrobiana frente
aos micro-organismos E. coli, S. aureus e C. albicans. Destaca-se 0s
ensaios por ESC que apresentaram o0s melhores resultados em
comparagdo as outras técnicas, especialmente frente a bactéria E. coli,
com valores de CMI de 7,5 ug mL, para a condi¢do 20 MPa a 40 °C. A
andlise cromatografica por GC-EM identificou a presenca do composto
BITC, composto esse relacionado a forte atividade antimicrobiana dos
extratos.
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Os resultados apresentados nesse trabalho demostram que a
semente de mamao é uma valiosa fonte de compostos bioativos. De forma
geral, extratos com altos rendimentos aliados a atividade antioxidantes
podem ser obtidos pelas técnicas de extracdo SOX e PLE a temperaturas
de 80 °C. E extratos com alto rendimento e forte potencial antimicrobiano
podem ser obtidos pelo emprego de extragdo ESC. Além disso, a
utilizacdo de processos combinados apresentou uma variedade de
produtos com aplicagdes tanto antioxidantes e antimicrobianas, e
possibilitou 0 méximo aproveitamento da matéria-prima.

2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

e Testar 0s extratos obtidos por ESC para mais espécies de
bactérias e fungos, principalmente para bactérias Gram
Negativas;

e Avaliar a atividade antitumoral dos extratos obtidos por ESC e
pelo processo combinado ESC e PLE;

e Auvaliar outras técnicas de extracdo como pré-tratamento da
matéria-prima;

e Analise de compostos polares por HPLC.
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APENDICE A - Curva analitica de 4cido galico

Figura 27 - Curva analitica de acido galico utilizada no célculo do
contetido de compostos fendlicos totais (CFT).
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APENDICE B - Curvas cinéticas modeladas

Figura 28 - Curva experimental e modelada da extragao supercritica da
semente de mamao a 30 MPa, 40 °C e vazdo de 0,35 kgh'.
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Figura 29 - Curva experimental e modelada da extracao supercritica da
semente de mamao a 15 MPa, 40 °C e vazdo de 0,7 kgh™.
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Figura 30 - Curva experimental e modelada da extracdo supercritica da

semente de mamao a 30 MPa, 40 °C e vazdo de 0,21 kgh.
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APENDICE C - Curva de calibragio do padr&o Benzyl
isothiocyanate-98%o

Figura 31 - Curva de calibracdo do padrdo Benzyl isothiocyanate-98%
para quantificacdo do composto majoritario.
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ANEXO A — Modelos Matematicos de Extracéo

Al. Modelo de Sovova (1994)

O modelo proposto por Sovova (1994) é um dos modelos mais
utilizados na simulacédo de curvas de extracdo com CO; supercritico. Este
modelo divide as curvas de extracdo em trés etapas diferentes: etapa de
extracdo de soluto de facil acesso (soluto disponivel na superficie das
particulas), onde a resisténcia a transferéncia de massa estd na fase
solvente; a sequnda etapa é a de exaustdo gradual do soluto de facil acesso
e inicio do processo difusivo (inicio da extracdo do soluto de dificil
acesso) e na terceira etapa sdo retirados os solutos de dificil acesso
presentes no interior das particulas sélidas, onde a resisténcia interna é
controlada pela transferéncia de massa. Essas trés etapas de extracdo
podem ser representadas pelas seguintes equagoes:

(x,r/Z ) 1-exp(-Z)| 1 for t<rz,
e : (x,7/Z }[r —r,explz, - Z )] : for r,<t<r, (9)
| %0 = Crp fEZ 1+ [exp (rp kZ ) - 1]exp[k(r, - T))/70}|  for rer,

| J

Onde, Xk € Xo S0 respectivamente a massa em relacdo a N (massa
da fase sélida livre de soluto (g)), a fracdo de dificil acesso do soluto e a
fracdo do soluto inicial dentro da particula. Os outros parametros (Z, ro,
T, Tm, Tn € Zw) Presentes na equagao (9) podem ser calculados seguindo as
equacoes:

K.h

Z=—-2 (10)
U
X

r,=—2> (11)
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K,y't
T= (12)
(1_e)prxk
T, =ly—1 (13)
1, |1+7,e"
T, =7, +—In| —"—— (14)
147,
1 r e[k(T_Tm)] _1
Z, = In< 2 (15)

kr, ry—1

Onde: K, € o coeficiente volumétrico global de transferéncia de
massa para a fase solvente (kgm=.s1); h é a coordenada axial (m); U é a
velocidade superficial do solvente (m.s); y* a solubilidade (gsoiuto.g™
solvente); 1 € 0 tempo (s); e k é o parametro do modelo Lack estendido (Ad).
Os parametros ka, k e xx sdo parametros ajustaveis do modelo Sovova.

A2. Modelo de Martinez et al. (2003)

Martinez et al. (2003) propuseram um modelo matematico para
descrever as curvas de extra¢do com CO; supercritico. Este modelo é uma
proposta para sistemas multicomponentes e pode ser aplicado
considerando o extrato como um pseudocomponente ou uma mistura de
substancias ou grupos de componentes com estrutura quimica similar. O
modelo negligencia o acimulo e a dispersdo na fase fluida devido a este
fendmeno ndo apresentar influéncia significativa no processo quando
comparado com o efeito de convecgdo. O modelo Martinez é descrito por:
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1+ e(bitm,i)
1_|_ e[bi (tm,i -t

m(h=H,t)= i

-1 (16)
e(bitm,i) )l

Onde: m;j e m; sd0 a massa inicial total extraida (g) e a massa
inicial total de um Gnico composto (g). Os parametros bi (min?) e tm;
(min) sdo pardmetros ajustaveis do modelo.

A3. Modelo de Esquivél et al. (1999)

Esquivel et al. (1999) apresentaram um modelo empirico baseado
na cinética do crescimento celular proposto por Monod. Este modelo pode
ser utilizado para representar o rendimento de extragcdo em fungdo do
tempo.

t
m=X,F, (mj (17)

Onde: m, Xo, Foe t sdo respectivamente a massa extraida (g), o
rendimento global (Ad), a massa inicial total da alimentacéo do leito (g)
e 0 tempo de extragdo (min). O parametro b é o Unico parametro ajustavel
do modelo Esquivel.

A4. Modelo de Goto et al. (1993)

Goto et al. (1993) desenvolveram um modelo matematico
considerando a difusdo de poros para descrever as curvas de extracao.
Este modelo ¢ um modelo tipico e muito aplicado em sistemas de
adsorcdo. A solucdo analitica para este modelo é:

Al 0-p)x .00 Ji{eﬁ:"‘?’ _]} i{] Y }} (18)

p r a
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Onde os pardmetros (a1, a2, A, b, ¢ e @) presentes na equagdo 18
podem ser calculados seguindo as equacdes:

aizé—b+\/b2—4c] (19)
a, :%[—b—\/b2—4c] (20)

_ (1-c)p on
[5+(L-p)Kle(a, -a,)

b= 9 + 1 + —¢(1_ ) 22)
B+@-pK] ¢ ¢

¢ (23)
[B+(1-p)K]e

¢ = kpapr (24)

C=

A5. Modelo de Tan e Liou (1988)

O modelo de Tan e Liou é representado pela equacao:

mo [ et® Je ) _q] (25)
Kq

Os parametros A e B da equacéo 25 séo descritos pelas equagdes
26 e 27, e a constante de dessorc¢ao (kq) é 0 Unico pardmetro ajustavel do
modelo de Tan e Liou.
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1-¢ i
A= Qco2 X, s (26)
€ Ps
eH
p =1 _ & 27)
U Qco2

A6. Nomenclatura dos modelos matematicos

ap specific area of mass transfer (m)

b adjustable parameter of Esquivel model (s)

b; adjustable parameters of the Martinez model

e mass of extract relative to N

€esq ration between the mass of solute recovery by initial mass free solute
(Ad)

eyim Value of e,z by an infinity time of extraction (Ad)

ef® numerical accumulated mass in the point i.

exp
i

e, experimental accumulated mass in the point i
h axial coordinate (m)

i point of collect on a given t

k parameter of extended Lack’s model (Ad)

K desorption constant of Goto model (s?)
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K, global volumetric coefficient of mass transfer to the solvent phase
(kg.m3.s1)

k; desorption constant of Tan and Liou model (s?)

kp mass transfer coefficient (m.s)

m extracted mass (g)

MA raw material mass (g)

m; total initial mass of extracted (g)

m,; total initial mass of a single compound (g)

N mass of the solute-free solid phase (g)

Qco2 CO; flow rate (g.s1)

1o Solid phase concentration considering the initial solute content (Ad)
t time (s)

U superficial velocity of solvent (m.s™)

x), fraction of solute hard access (Ad)

X, global yield (Ad)

x, fraction of initial solute inside of particle (Ad)

y* solubility (gsolute.g-tsolvent)

Z parameter of fast extraction period

z,, dimensionless coordinate (Ad)

B particle porosity (Ad)
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€ porosity of the bed (Ad)

p. apparent specific mass (kg.m-3)

Py specific mass of the seeds (k.gm-3)

ps specific mass of solvent (kg.m-3)

T dimensionless time (Ad)

Ty residence time of solvent of bed (s)

T, dimensionless time to start of the extraction from inside of particles
(Ad)

T,, dimensionless time to end of the extraction of easily accessible solute
(Ad)

¢ dimensionless global coefficient of mass transfer (Ad)



