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RESUMO

Sida rhombifolia ¢ uma planta extensivamente conhecida no Brasil, principalmente pelo nome
popular Guanxuma. Sua popularidade como erva medicinal é reconhecida em varias partes do
mundo, no entanto, ainda sdo escassos os estudos mais aprofundados que elucidem seus
beneficios. O objetivo deste estudo foi selecionar dentre as técnicas de extracdo, convencionais
em comparacao a métodos mais avangados, a rota que melhor corresponde a extragao de
compostos bioativos a partir de S. rhombifolia. Extragdo Supercritica (ESC) e Extracdo com
Liquido Pressurizado (PLE), foram avaliadas e integradas para recuperar compostos fenolicos
das folhas de S. rhombifolia. Além disso, foi avaliada a despressurizagdo na ESC visando
aumentar a eficiéncia do PLE num conceito de biorrefinaria. O conteudo fendlico total dos
extratos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, e a atividade antioxidante in vitro foi
obtida pelos métodos DPPH e ABTS, enquanto a andlise de ruptura da parede celular decorrente
do processo de despressurizacdo foi comprovada pela analise de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). O maior teor fenolico (91 mg GAE-g™!) e a capacidade antioxidante por
ABTS (4,3 mmol TE-g! extrato) foram obtidos por PLE a partir do residuo da ESC apés rapida
taxa de despressurizacdo. A andlise de dados obtidos por cromatografia LC-ESI-MS/MS
identificou 31 compostos fenodlicos dos extratos, dos quais 21 foram reportados pela primeira
vez em associagdo com a S. rhombifolia. Isoquercitina foi o principal fendlico dos extratos. A
integracao dos processos ESC e PLE possibilitou recuperar diferentes fragdes das folhas de S.
rhombifolia e melhorou o rendimento de processo e o potencial antioxidante dos extratos. A
segunda parte do trabalho consistiu avaliacdo do escalonamento em quatro vezes a quantidade
amostral de PLE para viabilizar maior recuperagdo em massa do extrato vegetal, com as
caracteristicas apresentadas na primeira etapa deste estudo. Para tanto, os dados experimentais
foram modelados matematicamente, para descrever o comportamento de transferéncia de massa
na fase soluto/solvente, sendo que o modelo de Sovova (1994) demonstrou o melhor ajuste,
seguido de Martinez (2003) e Esquivel (1999), respectivamente. Os resultados para atividade
antioxidante ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) entre os processos de diferentes
escalas. J& para composicdo de fendlicos, os extratos obtidos na escala ampliada foram
estatisticamente superiores aos da menor escala (CFT 62,97 e 74,57 (mg EAG-g™)), o que pode
ser atribuido a maior massa de amostras envolvida no processo, mas que também corresponde
a uma maior recuperagdo de compostos bioativos. Dessa forma, um maior volume de extrato
possibilita a manipulagio do mesmo para confecgdo de produtos com propriedades
antioxidantes de fonte renovavel. Para tanto, na terceira parte do trabalho a técnica de
microencapsulacdo do extrato de S. rhombifolia por meio de spray-drying visa proporcionar a
manutengdo da estabilidade do extrato. Spray-dry ¢ uma operagao unitaria de secagem, técnica
difundida no setor industrial de producdo alimentos. A formagdo de microcapsulas por meio
desta técnica esta associada a utilizacdo de um material encapsulante, nesse caso a
maltodextrina (MD) (DE-10) a 20 % (m/m) foi estudada como amostra controle (MSD). Foram
avaliadas, incorporagdes de 2,5 e 5,0 % de extrato de S. rhombifolia como material de nucleo
nas solugdes base (MD + 4gua) para a encapsulacdo, denominadas ME 2,5 e ME 5,0,
respectivamente. A obtencao de microcéapsulas foi avaliada quanto a eficiéncia do processo e
sua morfologia por meio de imagens em MEV. A autofluorescéncia atribuida aos compostos
fendlicos foi observada por meio dos ensaios de Microscopia de Fluorescéncia, indicando que
0s compostos presentes no extrato emitem fluorescéncia e assim corroboram com os resultados
de MEV, onde foi possivel observar particulas de nicleo em capsulas fragmentadas. Além
disso, as analises térmicas indicam resultados de maior estabilidade ao ME 2,5. Os parametros



de cor indicaram que MD protegeu as microcapsulas pela formacgao de revestimento ao extrato,
mas também expdem diferenga na variagdo de cor entre ME 2,5 ¢ ME 5,0. As analises de
capacidade de retencao a 6leo (CRO) e capacidade de retengdo a 4gua (CRA) indicaram que os
materiais microencapsulados sdo altamente higroscopicos, uma vez que as amostras foram
totalmente solubilizadas no ensaio de CRA, e baixa CRO. A cinética de adsor¢ao de umidade
foi avaliada em 8,25 h até a estabiliza¢ao da umidade relativa, os dados obtidos tiveram bons
ajustes ao modelo de Peleg. As curvas de isotermas de adsor¢ao apresentaram um aumento da
umidade de equilibrio com o aumento da atividade de 4gua, com melhores ajustes (R? > 0,99)
para o modelo de GAB em comparacao ao modelo de BET. Portanto, a microencapsulagao de
compostos fendlicos de fonte vegetal renovavel pode ser uma alternativa viavel a obtencao de
produto para incorporagao na formulacao de alimentos.

Palavras-chave: S. rhombifolia; Extragdo Supercritica; Biorrefinaria; Extragdo Liquida

Pressurizada; Modelagem Matematica; Spray-dry; Microencapsulagao.



ABSTRACT

Sida rhombifolia s a plant widely known in Brazil, mainly by the popular name Guanxuma. Its
popularity as a medicinal herb is recognized in many parts of the world; however, further studies
to elucidate its benefits are still scarce. The aim of this study was to select among the
conventional extraction techniques compared to the most advanced methods, the route that best
corresponds to the extraction of bioactive compounds from S. rhombifolia. Supercritical
Extraction (SFE) and Pressurized Liquid Extraction (PLE) were evaluated and integrated to
recover phenolic compounds from S. rhombifolia leaves. In addition, depressurization in SFE
was evaluated to increase the efficiency of PLE in a biorefinery concept. The total phenolic
content of the extracts was determined by the Folin-Ciocalteu method, and the in vitro
antioxidant activity was obtained by the DPPH and ABTS methods, while the cell wall rupture
analysis resulting from the depressurization process was confirmed by the scanning eletron
microscopy analysis (SEM). The highest phenolic content (91 mg GAE - g™') and antioxidant
capacity by ABTS (4.3 mmol TE - g'! extract) were obtained by PLE from the SFE residue after
rapid depressurization rate. LC-ESI-MS / MS chromatographic data analysis identified 31
phenolic compounds from the extracts, 21 of which were first reported in association with S.
rhombifolia. Isoquercitin was the main phenolic of the extracts. The integration of SFE and
PLE processes made it possible to recover different fractions of S. rhombifolia leaves and
improved the process yield and antioxidant potential of the extracts. The second part of the
work consisted of evaluation of the four times the sample quantity of PLE to enable greater
mass recovery of the plant extract, with the characteristics presented in the first stage of this
study. For this, the experimental data were mathematically modeled to describe the mass
transfer behavior in the solute / solvent phase, and the Sovova (1994) model showed the best
fit, followed by Martinez (2003) and Esquivel (1999), respectively. The results for antioxidant
activity showed no statistical difference (p> 0.05) between the processes of different scales. For
phenolic composition, the extracts obtained in the enlarged scale were statistically superior to
those of the smaller scale (CFT 62.97 and 74.57 (mg EAG - g'!)), which can be attributed to the
larger sample mass involved in the study. process but also corresponds to a greater recovery of
bioactive compounds. Thus, a larger volume of extract allows its manipulation to produce
products with antioxidant properties of renewable source. Therefore, in the third part of the
work the technique of microencapsulation of S. rhombifolia extract by spray drying aims to
maintain the stability of the extract. Spray-dry is a unitary drying operation, a widespread
technique in the industrial food production sector. Microcapsule formation by this technique is
associated with the use of an encapsulating material, in which case the 20% (w / w) maltodextrin
(MD) (DE-10) was studied as a control sample (MSD). Incorporations of 2.5 and 5.0% S.
rhombifolia extract as core material in the base solutions (MD + water) for the encapsulation,
called ME 2.5 and ME 5.0, respectively, were evaluated. Microcapsules were evaluated for
process efficiency and morphology through SEM images. The autofluorescence attributed to
phenolic compounds was observed through the fluorescence microscopy assays, indicating that
the compounds present in the extract emit fluorescence and thus corroborate the SEM results,
where it was possible to observe nucleus particles in fragmented capsules. In addition, thermal
analyzes indicate results of greater stability to ME 2.5. The color parameters indicated that MD
protected the microcapsules by coating formation on the extract, but also expose difference in
color variation between ME 2.5 and ME 5.0. Oil retention capacity (ORC) and water retention
capacity (WRC) analyzes indicated that microencapsulated materials are highly hygroscopic
since the samples were fully solubilized in the WRC assay and low ORC. Moisture adsorption



kinetics was evaluated at 8.25 h until the relative humidity stabilization, the obtained data had
good adjustments to the Peleg model. Adsorption isotherm curves showed an increase in
equilibrium moisture with increasing water activity, with better adjustments (R? > 0.99) for the
GAB model compared to the BET model. Therefore, microencapsulation of phenolic
compounds from renewable plant sources may be a viable alternative to obtaining product for
incorporation into the food formulation.

Keywords: S. rhombifolia; Supercritical Extraction; Biorefinery; Pressurized Liquid Extraction;
Mathematical Modeling; Spray-dry; Microencapsulation.
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LISTA DE ABREVIACOES E NOMENCLATURAS

Abs = Absorbancia

ABTS = 4cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico)
ANOVA = Analise de variancia

BHT = 2,6-diterc-butil-p-creso (inglés: butylated hydroxyanisole)
BIC = C¢élulas intactas e quebradas (Inglés: Broken and Intact Cell)
CER = Etapa constante de extracio

CFT = Compostos fenolicos totais

CGE = Curva global de extragao

CO> = Dioxide de carbono

DC = Difusao

DPPH = 1,1-difenil-2-picrilidrazina

ECso = Concentragdo das amostras necessaria para captar 50 % do radical livre
ELP — Extracao com Liquido Pressurizado

EQ = Equivalente de Quercetina

EQM = Erro quadratico médio

ESC = Extra¢ao supercritica

ESC DL = Despressurizagao lenta na extragcdo supercritica

ESC DR = Despressurizacao rapida na extragao supercritica
ESI-MS/MS = Fonte de Ionizagao

EtOH = Etanol

FER = Etapa de extracdo decrescente

FLOR = Herbéario da Universidade Federal de Santa Catarina

GAE = Equivalente 4cido gélico

GRAS = Reconhecido como Solvente Seguro (Ingl€s: General Recognized as Safe Solvente)
H>O = Agua

HEX = Hexano

HPLC = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Inglés: High Performance Liquid
Chromatography)

J(X,Y) = Fluxo de transferéncia de massa interfacial

LATESC = Laboratério de Termodinadmica e Tecnologia Supercritica
MEYV = Microscopia eletronica de varredura

MRM = Monitoramento de Rea¢des Multiplas

pH = Potencial Hidrogenionico

QCO; =vazao de CO;

SC = Santa Catarina

SOX = Soxhlet

tCER = Tempo da etapa CER

TEAC = Equivalente em Trollox para capacidade antioxidante (Inglés: Trollox Equivalent
Antixodant Capdcity)

tFER = Tempo da etapa FER

FT = Compostos Flavonoides

UFSC = Universidade Federal de Santa Catarina

US = Ultrassom

UV-Vis = Ultravioleta-visivel

YCER = Concentragdo do soluto na fase solvente na etapa CER



LISTA DE SIMBOLOS

< LOQ = Nao quantificado

a* = Coordenada vermelho-verde na escala CIELab

Abs = Absorbancia

Ai = Parametro ajustavel do modelo de Martinez et al. (2003)
Aw= Atividade de agua

b = Parametro ajustavel do modelo de Esquivel et al. (1999)

b* = Coordenada amarelo-azul na escala CIELab

bi = Parametro ajustavel do modelo de Martinez et al. (2003)

C = Parametro ajustavel do modelo de GAB e do modelo de BET
C* = Cromacidade

d = Diametro do leito extrator

dp = Diametro de particula

€ = Porosidade

F = Massa do material sélido para o modelo de Esquivel (1999)
H = Altura do leito

h° = Angulo de matiz

k1 = Coeficiente de ajuste do modelo de Peleg

k2 = Coeficiente de ajuste do modelo de Peleg

k = Parametro ajustavel do modelo de GAB

K = Massa de soluto inacessivel dentro da fase solida particulas
Kf = Coeficiente de transferéncia de massa para a fase de fluida
Ks = Coeficiente de transferéncia de massa do soluto na fase solida
kXa = Coeficiente de transferéncia de massa na fase solida
kYa = Coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida

L* = Luminosidade

mo = Massa inicial de soluto

mam = Massa de amostra

mesf vidro = Massa de esferas de vidro

mext = Massa de extrato

mf = Massa final de amostra

mi = Massa inicial de amostra

N = Massa de solido inerte

nd = Nao detectado

O = Massa do soluto contido inicialmente na fase solida

P = Massa de soluto facilmente acessivel (para modelo de Sovova (1994))
P = Pressao

pH = Potencial Hidrogenionico

R = Raio do leito

R? = Coeficiente de correlacdo por erro quadratico

S = Area da seco transversal

Si = Funcao relativa a solubilidade do componente i

T = Temperatura

tCER = Tempo da etapa CER

tFER = Tempo da etapa FER

tmi = Parametro ajustdvel do modelo de Martinez et al. (2003)



u = Vazao massica do solvente de alimentagao

U = Velocidade superficial do solvente

V = Vazao do solvente de alimentagao

Wi = Transparéncia

X (EtOH) = Fragao do solvente de alimentagdo

X (H20) = Fragao do solvente de alimentacao

Xo = Rendimento global

Xeq = Umidades de equilibrio

xk= Massa inicial de material extraivel em células intactas
Xp = Massa inicial de material ndo extraivel em células intactas
Y% = eficiéncia de encapsulagdo

Y* = Solubilidade do extrato na fase solvente

Yi = Indices de amarelecimento

AE = Diferenca total de cor

AG = Energia de Gibbs

AH = Varia¢ao de Entalpia

AL = Energia livre

AS = Variacao de Entropia

p amostra = Densidade da amostra

p Esf. vidro = Densidade das esferas de vidro

p EtOH+H20 = Densidade da mistura de solventes de alimentag¢do
pa = Massa especifica aparente

pCO2 = Massa especifica do CO;

pr = Massa especifica real
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DIAGRAMA CONCEITUAL

C Por qué? )

- Guanxuma (Sida rhombifolia) € utilizada na medicina popular com diversas finalidades,

incorporada tradicionalmente no chimarrio, bebida tipica do Rio Grande do Sul/Brasil.

- E abundante em todo hemisfério sul. de facil propagagio.

- Proporcionar através de estudos a disseminacfio de uma fonte natural com potencial em
. funcgdo de seus compostos bioativos.

(o que consta na literatura? \J

- Alguns trabalhos que avaliam sua composi¢ao e atividades bioldogicas:

- Nas pesquisas realizadas observou-se que nfo constam na literatura o emprego de CO:
supercritico para obtengdo de extratos, tdao pouco demais técnicas nao convencionais de
extracio.

- Nao foi encontrado na literatura trabalhos que facam a integragao de processos com essa
matéria-prima, ampliacdo de escala de extragdo e microencapsulagio do extrato.
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- E possivel recuperar compostos bioativos da Guanxuma?

|- E possivel a encapsulacdo dos extratos obtidos a alta pressdo?
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Respostas?

- Selecionar o método mais eficiente para obtengdo de compostos fendlicos de S. rhombifolia.
- Microencapsular por spray-drying o extrato obtido através dos métodos a alta pressio.

- Caracterizar as microcapsulas quanto a morfologia, adsorc¢io de umidade, grupos funcionais,
propriedades térmicas e fisico-quimicas.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS



1 INTRODUCAO

Tendo em vista a crescente demanda por alimentos com menor intervencao de aditivos
sintéticos e que estes promovam beneficios a saude do consumidor, urge a necessidade de
desenvolvimento e aplicacdo de novas tecnologias no preparo de tais produtos. Neste sentido,
tanto no desenvolvimento quanto no aprimoramento destes novos produtos, deve-se considerar,
além da seguranca, as demandas atuais sob o ponto de vista ambiental e aspectos nutricionais
no que tange o interesse por prevengao € manutencao da saude.

A cadeia produtiva de alimentos, alvo de criticas, principalmente quanto as grandes
quantidades de aditivos sintéticos incorporados nos produtos de consumo, expde a demanda por
alternativas vidveis para formulagdo e processamento de alimentos. Mediante esse cenario,
viabilizar alternativas que correspondam aos anseios industriais, € atendam ao aspecto
sustentavel e de qualidade, tem sido assunto de grande interesse, destacando as investigacdes
quanto aos antioxidantes naturais.

Antioxidantes naturais sdo compostos que tém expressiva importancia no cenario
industrial alimenticio e farmacéutico. Técnicas que permitam sua recuperagdo de matérias-
primas naturais e renovaveis para incorporagao nestes setores da indistria, tém impulsionado a
pesquisa e o desenvolvimento, principalmente no que se refere as metodologias de obtengao de
compostos mediante maior seletividade e qualidade.

A obtencdo de compostos bioativos € possivel por diversas técnicas, as quais sdo
divididas em dois grandes grupos: convencionais e ndo convencionais. As técnicas
convencionais apresentam, como principais vantagens, o baixo custo de aplicacdo e a facilidade
operacional. No entanto, normalmente apresentam elevado tempo de operacao e a utilizacao de
solventes organicos danosos ao meio ambiente. De modo a contornar essas desvantagens e
obter-se alternativas vidveis, as técnicas ndo convencionais surgem cOmo pProcessos
ambientalmente amigaveis para a obtencdo de compostos mais puros e seguros.

Sida rhombifolia, conhecida popularmente no Brasil como Guanxuma, ¢ uma planta
semi-arbustiva, perene, de ampla ocorréncia em terrenos baldios e plantagdes, considerada uma
erva-daninha, visto sua facilidade em desenvolver-se nos diferentes tipos de solos. Atribui-se a
esta, agdes benéficas a satide, com consumo reportado pela medicina popular, na preparagao de
chas ou incorporada a outras bebidas, como por exemplo o chimarrao, famoso e difundido
principalmente na regido sul do Brasil.

Os métodos de extragdo com emprego de altas pressdes, caracterizam-se pela eficiéncia

na obtencao seletiva de compostos de interesse. Os parametros aplicados nestes métodos podem



exercer influéncia na composi¢ao do extrato obtido. Dessa forma, o estudo acerca dos diferentes
processos de extra¢do, bem como a integragdo de técnicas, numa abordagem de biorrefinaria,
pode corresponder a recuperagao dos compostos bioativos presentes em S. rhombifolia cuja
acdo vem sendo reportada tradicionalmente através do senso comum.

Os beneficios reportados a esta matriz vegetal, sugere a adequagdo da técnica a alta
pressdo para escalonamento de extragdo. Permitir a disponibiliza¢do de compostos bioativos de
interesse com fonte alternativa, representa claras vantagens em termos de aplicacdo de
tecnologias verdes, bem como de contribui¢do ao setor industrial alimenticio e farmacolégico.
Desse modo, estudar e viabilizar maiores informagdes pertinentes ao aumento de escala de
extragdo, torna possivel estreitar ensaios em modulos laboratoriais para aplicagdes industriais.

O método de extragdes em termos de processamento verde a alta pressdo em aumento
de escala, sugere a investigacdo de alternativa para a manutenc¢ao da estabilidade dos compostos
obtidos. Nesse contexto, tem-se na técnica de microencapsulagao por spray-dry a possibilidade
de proporcionar a necessaria manuten¢do da qualidade do extrato com alto potencial
antioxidante. Ja difundido no setor de alimentos, o spray-drying ¢ uma operac¢ao unitaria de
secagem que permite a formagdo de cépsulas, método este que representa estreitar o processo
de implanta¢do industrial.

Dessa forma, o presente estudo propde obter extratos de S. rhombifolia em baixa e altas
pressoes, permitindo a andlise comparativa entre os mesmos. Promover e otimizar a utiliza¢ao
de solventes ambientalmente seguros para obtencao de compostos de interesse, evidenciando a
importancia em agregar conhecimento de modo a minimizar impactos ambientais, mas também
prover alternativas de matriz vegetal, as quais sdo amplamente disponiveis em beneficio da
saitde do homem. Nesse sentido, estudar o escalonamento da técnica a alta pressdo com
melhores resultados em termos de rendimento e composi¢do demonstra ser necessario para
disponibilizar informacdes pertinentes a aplicacdo industrial. Do mesmo modo, avaliar a
microencapsulagdo em spray-dry permite aliar baixo custo e producdo continua, bem como
ampliar as possibilidades para aplicacdo industrial pela incorporacdo na formulacao de

alimentos com estabilizacdo dos compostos de potencial antioxidante.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Extrair por meio de métodos convencionais € nado convencionais, a baixa e alta pressao e
com uso de solvente ambientalmente seguros, compostos bioativos presentes em S. rhombifolia

L. e microencapsular em spray-dryer.

1.1.2 Objetivos Especificos

a. Obter extratos da porcdo aérea de S. rhombifolia por meio das técnicas soxhlet e ultrassom,
e avaliacdo em termos de rendimento global;

b. Obter extratos da porcao aérea de S. rhombifolia por extragdo supercritica, com uso de
etanol como cossolvente e, identificar a melhor condi¢cdo de pressdo e temperatura, em
termos de rendimento global, selecionando-a para testes posteriores;

c. Obter extratos da por¢ao aérea de S. rhombifolia via extragdo por liquido pressurizado e
avalia-los em termos de rendimento global, tracando um comparativo entre todas as
técnicas utilizadas;

d. Avaliar a integracdo de processos para maximizar a recuperagao de compostos de interesse
da matriz vegetal;

e. Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de S. rhombifolia por meio de técnicas in
vitro: Compostos Fenolicos Totais (CFT), Teor de Flavonoides Totais (FT), captura do
radical DPPH e captura do radical ABTS;

f. Avaliar os extratos obtidos no que diz respeito a composi¢ao quimica por meio do HPLC-
ESI-MS/MS;

g. Validar processo de escalonamento de extragdo para método de melhores caracteristicas
avaliadas e modelar matematicamente os dados experimentais;

h. Encapsular o extrato e caracterizar as capsulas obtidas pela técnica de spray drying, por
isotermas de adsor¢dao de umidade, colorimetria, Microscopia de Fluorescéncia e MEV,

CRA/CRO, TG-DSC e FTIR.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2 FAMILIA MALVACEAE

1.2.1 Importancia socioeconomica da familia Malvaceae

A familia Malvaceae possui distribuicdo predominantemente pantropical, incluindo
cerca de 250 géneros e 4.200 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de 80 géneros e 400 espécies.
A familia Malvaceae é uma valiosa fonte de fibras, alimentos, bebidas, farmacos, madeira e
paisagismo. Dentre as espécies florestais nativas do Brasil, destacam-se os géneros
como Ceiba (paineira e sumaima) e Theobroma (cacau e cupuacu) (CARVALHO; GAIAD,
2015).

Figura 1 — Representagdo da distribuicdo da familia Malvaceae no mundo

Fonte: Discerife, 2b17

Individuos dessa familia possuem relevancia socioecondmica, compondo as principais
culturas para obtencao de fibras do mundo. Dentre elas a cultura mais importante ¢ do algodao,
obtido a partir de quatro espécies de Gossypium, com producdo anualmente de cerca de 20
milhdes de toneladas e também destacam-se a kenaf e a juta como fibras de representativo valor
econdmico, com producgdes da ordem de 1 e 2 milhdes de toneladas anuais, respectivamente.

Além da obtencao de fibras, as plantas da familia Malvaceae também sao usadas para
alimentos, bebidas, madeira, na medicina tradicional e na horticultura (HINSELY RS, 2008). O
setor alimenticio também tem grande contribuicdo de plantas pertencentes a esta familia. O

quiabo (4belmoschus esculentus), planta arbustiva originaria da Africa e introduzida no Brasil
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através dos escravos, sendo uma hortali¢a de baixo custo de produgao, muito popular e presente
em todos mercados. Outro exemplo ¢ o Cacau (Theobroma cacao), planta originaria da floresta
tropical americana, amplamente utilizada para compor a base de chocolates.

Hé também dentro dessa familia as plantas consideradas popularmente como daninhas
ou invasoras. Espécies do género Sida sdo de ocorréncia comum, principalmente em terrenos
baldios e planta¢des, sendo importante seu reconhecimento de modo a promover seu controle e
assim evitar prejuizos a economia agricola. No entanto, essas plantas podem representar
influéncia econdmica no que se refere a sua utilizagdo como alimento, medicinal, ornamental
ou ainda forrageira (BRANDAO FERREIRA; MACEDO; LACA BUENDIA, 1984). Inimeras
espécies da familia Malvaceae sdo amplamente utilizadas em todas as partes do mundo como
plantas ornamentais, matérias-primas na industria de bens de consumo e para fins medicinais

(BOVINI; VIEIRA, 2001; OTERO et al., 2000).
1.2.2 Género Sida

Sida ¢ um género botanico inserido na familia Malvaceae, pertencente a ordem Malvales
(LOURENCO BRANDAO et al.,, 2017). No Brasil, tem sua predominincia nas regides
Nordeste e Sul e, em menor proporcao, nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste (SILVA et
al., 2006). Plantas do género Sida sdo ervas anuais ou perenes, eretas, com folhas geralmente
indivisiveis, serrilhadas, flores pequenas com cores amareladas e sementes em forma triangular
(FRYXELL, 2014; LOURENCO BRANDAO et al., 2017).

As espécies pertencentes a este género sao as mais polimoérficas de toda a familia, apesar
disso, apresentam algumas caracteristicas importantes para sua identificagdo como a presenca
de folhas pubescentes, com tricomas estrelado em ambas as faces, e ainda, suas folhas sdao
serrilhadas na porgdo distal e inteiras na por¢io proximal (BOVINI; VIEIRA, 2001; RONDON,
2009). Essa diversidade polimérfica pode também ser reflexo das condi¢cdes ambientais as quais
as plantas sdo submetidas, tendo em vista a ampla area onde os exemplares deste género sdao
encontrados.

Algumas espécies dentro do género Sida, como por exemplo, Sida acuta, Sida
cordifolia, Sida rhombifolia, Sida spinosa e Sida veronicae sao amplamente utilizadas como
medicamentos de culturas tradicionais de povos indianos, chineses, americanos e africanos.
Compostos isolados dessas plantas, mediante seus extratos apresentaram atividades
antimicrobiana, antiinflamatéria e analgésica, hepatoprotetora, antiulcerogénica, citotoxica,

cardioprotetora, neuroprotetora, antituberculose, antioxidante, nefroprotetora, antidiabética e
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antiobesidade, abortivas, antipiréticas (AJITHA BAI et al., 2012; KUMAR et al., 2013;
SRINITHYA B, 2014).

1.2.3 Guanxuma (Sida rhombifolia L.)

Sida rhombifolia, também descrita pelo nome cientifico Sida rhomboidea (PLANTS
OF THE WORLD ONLINE, 2017), no Brasil ¢ popularmente conhecida como guanxuma ou
guaxuma, vassourinha e reldgio, nome que remete a pontualidade com que as flores se abrem e
se fecham diariamente (KISSMANN; GROTH, 2000; LORENZI; MATOS, 2008). Trata-se de
uma planta herbacea ou subarbustiva, anual ou perene, ereta, fibrosa, pouco ramificada, de 30
a 80 cm de altura, nativa do continente americano ¢ amplamente encontrada em todo o territorio
brasileiro. Ocorrem no pais também outras espécies desde género e géneros afins com
caracteristicas e propriedades semelhantes, das quais destaca-se S. cordifolia e S. acuta Burm.
F. (LORENZIL; MATOS, 2008).

S. rhombifolia ¢ nativa do continente americano, mais presente na América do Sul e no
Brasil ¢ mais pronunciada na regido sul (LORENZI; MATOS, 2008). Sua ocorréncia ¢é
espontanea e com grande vigor em solos cultivados com lavouras anuais e perenes, beira de
estradas e terrenos em todo o pais, sendo considerada séria planta daninha na agricultura.
Apresenta folhas simples, peciolos, membranaceas, medindo de 1 a 3 cm de comprimento e
flores amarelas, solitarias ou em pequenos grupos, axilares, que se abrem somente pela manha,

conforme ilustra¢cdo a imagem da Figura 2.

Figura 2 — Imagem do exemplar de Sida rhombifolia L.

Fonte: Bayer, 2017
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A planta ¢ amplamente empregada na medicina caseira em todo o pais e até no exterior,
sendo declarada ndo toxica mesmo em administra¢ao aguda (OUEDRAOGO P.; KONATE, K.
BARRO, N.; SAWADOGQO, L.L., 2013). Sua utilizacao ocorre em todo territorio nacional e
ainda vem sendo feita com base na tradi¢do popular (SIMOES et al., 2004; VENDRUSCOLO;
MENTZ, 2006). Nesse sentido, a etnofarmacologia, tem fundamental importancia como
ferramenta para a contribui¢do ao direcionamento das investigagdes cientificas, as quais podem
levam a comprovacao da atividade farmacoldgica definida pela medicina popular (FERREIRA;
PINTO, 2010).

As raizes e folhas de guanxuma em forma de chas sdo usadas na india como ténico, para
cura de febres e inflamagdes, além de outras finalidades que incluem o tratamento de diversas
doencgas do sistema cardiovascular, combate ao colesterol, hipertensao e agao diurética
(THOUNAOJAM et al., 2011; VENKATESH et al., 1999; LOPES, 1997). Em estudo
desenvolvido por Vendrusculo ¢ Mentz (2006), ¢ reportado o uso de infusdes de raizes e
sementes como agente emagrecedor e fortalecedor de couro cabeludo. As folhas sdo muito
valorizadas devido ao gosto agradavel que propicia no uso de infusdes ou chés. Folhas
maceradas quando utilizadas externamente sao emolientes, as quais sao aplicadas topicamente
como solugdo de urgéncia no campo, para aliviar dores ocasionadas por picadas de insetos
(LORENZI; MATOS, 2008).

Conforme relatado por Pinheiro (2016), mediante a analise de composi¢cdo de acidos
graxos de S. rhombifolia, foi possivel identificar um percentual de 87, 36% de acidos graxos
presentes nas partes aéreas, sendo acido palmitico (27,97%), 4cido linolénico (26,81%) e oleico
(25,09%) os majoritarios.

Tendo em vista todos os beneficios atribuidos ao uso da guanxuma, a andlise de
composicdo quimica ¢ de suma importancia, de modo a identificar principios ativos e sua
distribui¢do nas distintas partes da planta. Neste sentido, sdo relatadas presengas de trés tipos
de alcaloides, especialmente criptolepina e vascina, além de efedrina nas raizes, enquanto na
parte aérea estdao presentes oito tipos de esteroides, saponinas € mucilagem, como componentes

mais abundantes (ROBINEAU, 1995).
1.3 OBTENCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A obtengdo e posterior avaliagao de compostos bioativos de plantas, deve ser precedida
de etapas que consistem na preparacdo da matéria-prima, de modo a obter confiabilidade e

maximizar os resultados. A primeira das etapas desse processo consiste na padroniza¢do do
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material, em termos de granulometria e teor de umidade. No que se refere a obtencao de extratos
concentrados de compostos de interesse, o processo € descrito como uma operagao unitaria que
tem por objetivo a separacao de determinadas substancias a partir de diversas matrizes, solidas
ou liquidas, por processos quimicos, fisicos ou mecanicos (EGGERS; JAEGER, 2003).

Nos processos de extragao alguns aspectos devem ser considerados, como: a escolha do
solvente, a temperatura ¢ a acdo mecanica (agitagdo e pressdo). Ainda influenciada pela
estrutura molecular do soluto, o tamanho, localizagao e a sua ligacdo com outros componentes
da matriz, as extragdes podem ser conduzidas de diferentes formas. Da mesma forma, as
caracteristicas quimicas dos solventes, a estrutura e composi¢ao do produto natural fazem com
que cada sistema material-solvente mostre comportamento particular, de dificil previsdo. Os
fenomenos de transferéncia de massa influenciam fortemente nos processos extrativos, onde, o
solvente desempenha um papel importante na velocidade da dissolucdo e a agitacdo pode
contribuir na diminui¢do do tempo de processo (SOARES et al., 1998; TSAO; DENG, 2004).

Nesse contexto, vale ressaltar as grandes diferengas conferidas pelos processos de
extracdo nao convencionais, como, extracao com fluido supercritico e subcritico na obtengao
de compostos naturais. Estes sdo métodos alternativos ainda pouco utilizados no Brasil, mas
que podem representar novas possibilidades para as industrias de alimentos, firmacos e
cosméticos. Cada uma destas técnicas apresenta vantagens e desvantagens quando comparadas
as convencionais, largamente empregadas tanto em técnicas laboratoriais quanto na produgao
em larga escala. Vale ressaltar que a escolha do método a ser utilizado deve levar em conta no
minimo trés fatores principais: (i) obtencdo de produto diferenciado do existente no mercado
(qualidade, atividade bioldgica, composi¢do quimica, estabilidade, auséncia de traco de
solvente, etc.), (i1) custo de manufatura mais vantajoso (maior rendimento, menor tempo, menor
consumo de energia), e/ou (iii) redu¢do no impacto ambiental.

Os procedimentos e resultados da obten¢do de extratos, bem como, a avaliacdo dos
mesmos deve ser seguida de testes biologicos, selecionados com base na sua suposta
bioatividade. Os testes in vitro sdo rapidos e requerem pequenas quantidades de amostra e por
isso sdo frequentemente utilizados. Uma vez verificada a atividade bioldgica, os compostos
bioativos devem ser identificados e para isso existem diversos métodos cromatograficos. Apos
a identificagcdo dos compostos presentes nos extratos, deve-se tentar correlacionar os compostos

e sua funcionalidade (BRUSOTTI et al., 2014).
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1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
1.4.1 Compostos fenolicos

As estruturas vegetais sao constituidas de diversos metabolitos gerados em resposta a
varias condi¢des que a planta ¢ exposta, dentre os quais se destacam os compostos fenolicos
cuja estrutura lhes confere significativa atividade antioxidante (RAMACHANDRA RAO;
RAVISHANKAR, 2002).

Os compostos fenodlicos constituem um grupo substancial e importante de
fenilpropanoides. As plantas sintetizam estes compostos como meio de defesa quimica contra
predadores e propagacio da espécie (VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014). Os fendlicos
sdo compostos quimicos que possuem pelo menos um anel aromatico ao qual um ou mais
grupos hidroxila estao ligados a estruturas aromaticas ou alifaticas (BRAVO, 2009). Compostos
fenolicos podem ser classificados em diferentes grupos. Eles sdo agrupados em funcdo do
numero de anéis fendlicos que contém e dos radicais que ligam esses anéis a outro (MANACH;
et al, 2005).

Os compostos fenolicos t€ém demonstrado agdo na prevencao de doengas degenerativas
cronicas, como diabetes, declinio cognitivo e doencas cardiovasculares, bem como diferentes
tipos de cancer através da inibi¢do de sua iniciagdo e progressao pela modulacdo de genes
envolvidos em processos chave de regulagio (ANANTHARAJU et al., 2016; GUTIERREZ-
GRIJALVA; CASTILLO, 2016).

Além disso, compostos fendlicos sdo caracterizados pela capacidade de quelar ions
metalicos, evitando a formagao de radicais livres (PEREIRA et al., 2009). Dessa forma, os
compostos fendlicos demonstram vérias atividades biologicas, incluindo anticancerigenas,
antivirais, antibacterianas e anti-inflamatorias (SHASHANK; PANDEY, 2013). Quercetina 3-
rutinosideo, 4cido 3,5-di-cafeoilquinico, 4acido 4,5-di-cafeoilquinico e 4cido 5-mono
cafeoilquinico de G. pseudochina var. extratos de folhas de hispida possuem propriedades anti-
inflamatérias, bem como a inibigao do anti-NF-«B foi relatada (SIRIWATANAMETANON;
HEINRICH, 2011).

1.4.2 Métodos de avaliacio quantitativa

A quantificacdo de compostos com atividades antioxidantes pode ser realizada mediante

diversas técnicas laboratoriais, dentre as quais destacam-se o método de captura do radical 2,2-
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difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e método de captura do radical acido 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6- sulfonico) (ABTS), a fim de se estimar a atividade antioxidante de frutas
e vegetais (THAIPONG et al.,, 2006). O ensaio empregando o radical DPPH tem sido
amplamente utilizado em diferentes amostras, tais como frutas, vegetais, plantas medicinais,
ervas aromaticas, temperos, cereais, leguminosas, chas, folhas, cogumelos e algas, devido a sua
alta sensibilidade e facilidade de aplicacdo (BOROSKI et al., 2015, MOON; SHIBAMOTO,
2009).

A metodologia DPPH ¢ utilizada para avaliagdo do potencial de eliminacao de radicais

livres de uma molécula antioxidante, sendo também considerado um método colorimétrico
padrdo e de facil execugdo para a avaliacdo de propriedades antioxidantes de compostos
puros. O DPPH ¢ um radical livre sintético estavel que ¢ amplamente utilizado para avaliar a
capacidade dos compostos de agirem como sequestradores de radicais livres ou doadores de
hidrogénio radicais e para medir a atividade antioxidante (ALMA et al., 2003; JABBARI et al.,
2014; JABBARI; GHARIB, 2012; KARIOTI et al., 2004; KORDALI et al., 2005; SHARMA;
BHAT, 2009).
Na reacdo de oxirreducao entre o radical DPPH e a espécie antioxidante, o elétron
desemparelhado do atomo de N se emparelha com um atomo de H cedido pelo composto
antioxidante. O antioxidante, por outro lado, perde o atomo de H mas se estabiliza por
ressonancia (BOROSKI et al., 2015). O radical DPPH possui coloragao violeta, com absorcao
maxima na regido de 517 nm (515 a 528 nm) e por se tratar de uma reag@o estequiométrica em
relacdo ao numero de dtomos de hidrogénio absorvidos, tem sua absorbancia diminuida em
decorréncia da presenga de antioxidantes, passando para coloragdo amarela, através da reagdo
(BOROSKI et al., 2015; IONITA, 2005; MOON; SHIBAMOTO, 2009), conforme ilustrado na
Figura 3.

Figura 3 - Estabilizagdo do radical DPPH
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Fonte: BOROSKI et al., 2015
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Os resultados sdo geralmente expressos em funcao do valor do ECso da amostra, ou seja,
a quantidade necessaria de antioxidantes na referida amostra para diminuir a concentragao
inicial do radical DPPH em 50% (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

O método ABTS (4cido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) segue o
mesmo principio de avaliacdo de extratos com base em sua capacidade de capturar radicais
livres e tem expressiva aplicacdo nos ensaios de quantificacdo de compostos antioxidantes em
diferentes matrizes (NENADIS et al., 2004).

A atividade antioxidante da amostra mediante esta metodologia ¢ medida pela
capacidade em estabilizar o cation radical ABTS presente na solugdo (coloracdo verde-escura),
que volta a forma do composto neutro ABTS (coloragdo verde-clara) (Figura 4). O
deslocamento do equilibrio entre as duas formas do ABTS ocasiona a descoloragdo da solugao

e a diminuigao da absorbancia em 734 nm (BOROSKI et al., 2015).

Figura 4 - Estabilizacao do radical ABTS
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Fonte: BOROSKI et al., 2015

Para desenvolver esta técnica, € necessario gerar o radical estavel ABTS por meio de
uma reagao de oxidagdao do ABTS que geralmente ocorre com uso de persulfato de potassio
(K2S205) (BOROSKI et al., 2015). O uso comum de Trolox como antioxidante padrao torna o
método conhecido como Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox, comumente usada a
sigla originaria do inglés TEAC (Trollox Equivalent Antioxidant Capacity). Os resultados sdao
expressos como atividade antioxidante equivalente ao Trolox, ou seja, a concentracdo da
solucdo equivalente a uma concentragdo pré-estabelecida de Trolox (SANCHEZ-MORENO,
2002).

A simplicidade de execug¢do, aliada a versatilidade do radical ABTS, o qual pode ser

dissolvido em um meio aquoso e organico, além de quantificar compostos antioxidantes de
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carater hidrofilico e lipofilico, fazem do método, um dos mais aplicados em analises de
antioxidantes de fontes diversas, tais como: frutas, vegetais, plantas medicinais, bebidas,

cereais, dentre outros (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009; SANCHEZ-MORENO, 2002).

1.4.3 Teor de Flavonoides

Os flavonoides podem ser encontrados em diferentes partes de uma planta, estando
contidos nos vacuolos das células vegetais. S3o substincias que constituem importantes
propriedades farmacoldgicas no organismo humano (YAO et al., 2004) e compdem a classe de
componentes fitoquimicos isolados para espécies de Sida (SUTRADHAR et al., 2008). A
presenga de flavonoides em espécies vegetais parece estar relacionada a defesa da planta, a
radiacdo ultravioleta, a fungos e bactérias, bem como a atracdo para agentes polinizadores em
funcao de sua pigmentacdo (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Os flavonoides sao compostos polifendlicos compostos por 15 carbonos com dois anéis
aromaticos ligados por uma ponte de trés carbonos. Conforme ilustrado na Figura 5. As
principais subclasses desses compostos C6 — C3 — C6 sdo as flavonas, flavonois, isoflavonas,
flavanonas e antocianidinas. Outros grupos flavonoides que sdo componentes dietéticos
menores sao as chalconas, di-hidrocalas, diidroflavonois, flavan-3,4-didis, cumarinas e auronas.

O esqueleto basico de flavonoides pode ter numerosos substituintes (DEL RIO et al., 2013).

Figura 5 — Estrutura basica de Flavonoides

Fonte: (DEL RIO et al., 2013)

Flavonoides através de sua capacidade de estabilizar radicais livres e espécies reativas de
oxigeénio, sdo considerados potentes antioxidantes naturais (PETRUSSA et al., 2013). Esse
potencial ¢ devido aos de grupos hidroxila ligados a estrutura, sendo diretamente proporcional

o aumento da atividade antioxidante com o aumento de hidroxilas e queda da atividade
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antioxidante devida as glicosilagdes. Esse fenomeno ocorre porque os flavonoides sdo doadores
de elétrons/H+, devido a redugdo dos diversos grupos hidroxila presentes na estrutura
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1996; YAO et al., 2004).

2 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Concomitante ao crescente desenvolvimento tecnologico para a industrializagdo de
alimentos, com processos ageis e eficazes, ¢ uma realidade também crescente, a preocupagao
quanto aos aspectos da saude do consumidor. Assim, uma tendéncia que ganha forga € a busca
por alternativas vidveis de substitui¢do de compostos sintéticos pelos naturais, para emprego
nas formulagdes de alimentos. Desse modo, o continuo estudo em pesquisa e desenvolvimento
vem de encontro a necessidade, principalmente no que se refere a manutengdo da qualidade,
como de composi¢do e relevancia nutricional.

A aplicagdo de métodos tecnoldgicos que demonstrem gerar menores impactos ambientais,
bem como produtos obtidos por estes sistemas, que atendam as necessidades produtivas, mas
com maior responsabilidade ambiental tem ganhado aten¢do de empresas e consumidores.
Diante de tal cendrio, as técnicas de extragdo propostas no referido estudo, possibilitam conferir
a obtencao de compostos bioativos de alta qualidade, aliadas aos requisitos de uma producao
mais limpa e com menor geragao de residuos. Garantindo assumir uma maior responsabilidade
ambiental para os fabricantes do produto em questao.

Diante do exposto, pretende-se com este estudo, a obtengdo de extratos de S. rhombifolia,
vegetal amplamente conhecido pela sua extensa ocorréncia em plantagdes e terrenos baldios,
sendo até¢ mesmo considerado uma erva-daninha. No entanto, o interesse nesta planta baseia-se
inicialmente no conhecimento de senso comum, denotando a possivel presenga de compostos
bioativos, pois ¢ reportado seu uso no sul do Brasil como erva medicinal, por meio de sua
incorporagdo no preparo do chimarrao, bebida tipica da regido.

Relatos bibliograficos remetem a S. rhombifolia ser uma espécie vegetal abundante, de
ocorréncia mundial. Em funcdo de sua extensa ocorréncia em areas agricolas, onde exemplares
dessa espécie podem ser concorrentes as cultivares, sdo reportados na literatura estudos que
visam o controle de seu desenvolvimento. No ambito que corresponde a beneficios medicinais,
sdo escassas as informagdes, restringindo a relatos baseados em técnicas convencionais de

extracdo, através do emprego de agitacdo mecanica e utilizagdo de solugdes hidro alcoolicas e
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solventes organicos, no entanto denotando aos extratos de S. rhombifolia atividades
cardioprotetoras, anti-malarial, antioxidantes.

Tendo em vista as propriedades desta matriz vegetal e a lacuna existente nos relatos
literarios, o referido estudo visa contribuir com a comunidade cientifica e industrial. Nesse
contexto, extracao supercritica e extracdo com liquido pressurizado, usando solventes GRAS
para obtencdo de compostos bioativos de interesse, sdo estudadas por meio de andlise
comparativa, inclusive com as técnicas convencionais a baixa pressao. Além disso, avaliar o
comportamento quanto a ampliagdo de escala em extracdo com liquido pressurizado, por
representar ser rota para obten¢do de um produto final, passivel de ser incorporado a formulagao
de um alimento ou farmaco mediante sua estabilizagdo em microcapsulas obtidas por meio do
spray-drying. Deste modo, ndo sé pelos fatores de qualidade e seguranca envolvidos, garantindo
suas funcionalidades e aplica¢ao, ¢ fechado o ciclo produtivo de um promissor produto oriundo

de fonte renovavel e de processamento sob conceitos de tecnologia verde.
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CAPITULO 111

ABORDAGEM INTEGRADA DE BIORREFINARIA PARA AUMENTAR A
RECUPERACAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DE Sida rhombifolia’

'"FERRO, D. M., MAZZUTTL S., VITALL L., OLIVEIRA MULLER, C. M., & FERREIRA, S. R. S. Integrated
extraction approach to increase the recovery of antioxidant compounds from Sida rhombifolia leaves. Journal
of Supercritical Fluids, 149, 10-19, 2019. (Vide apéndice)
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1 INTRODUCAO

S. rhombifolia, planta pertencente a familia Malvaceae, tem sido amplamente reconhecida
como uma planta de propriedades medicinais, antioxidante e anti-inflamatdria, principalmente. Sao
atribuidos a espécie diferentes propriedades conforme relatos da literatura. Nesse sentido, a
abordagem da integracdo de processos, ¢ incorporada ao estudo na concep¢do de maximizar a
recuperagdo de compostos de interesse. A integracao de processos, no conceito de biorrefinaria, ¢
descrita primordialmente como a conversao de biomassa (bioresiduos, microalgas, algas, plantas,
biomassa florestal, etc.) em energia e uma variedade de subprodutos, principalmente biocombustiveis
e coprodutos de valor agregado (HERRERO; IBANEZ, 2018).

Dentre os métodos de extragdo comumente empregados para obtencdo de compostos bioativos
de matrizes vegetais, sdo os convencionais ja consolidados industrialmente, no entanto com uso de
solventes potencialmente danosos ao meio ambiente, hexano por exemplo. Tendo em vista a aplicagao
de tecnologias e metodologias que visam uma maior seletividade de compostos de interesse, bem
como a redu¢do de impactos ambientais, cabe a aplicacdo de métodos de extragcdo nao convencionais.

Extragdes com CO; supercritico e extragdo com liquido pressurizado sdo alternativas
ambientalmente viaveis. Ambos métodos representam o interesse da comunidade cientifica, no
ambito de elucidar aspectos pertinentes a estas ferramentas que auxiliam nos processos com menor
impacto ambiental, otimizando e maximizando resultados.

Neste sentido, o emprego das tecnologias de extracdo supercritica e liquido pressurizado visam
a obtencdo de extratos concentrados em compostos de interesse. A abordagem integrada de
biorrefinaria, além de proporcionar a obten¢ao de produtos em diferentes fases do processo, permite
ainda considerar a primeira etapa como um pré-tratamento para os ensaios sequenciais. Dessa forma,
esse projeto permite o estudo da primeira de extracdo com CO; supercritico como um estagio de pré-

tratamento para o PLE, propiciando maior rendimento de extrato com grande potencial antioxidante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Brasil, a biorrefinagao tem sido essencialmente ligada a produgdo de biocombustiveis e os
estudos de biorrefinarias enfatizam frequentemente analises de viabilidade técnica e econdmica e
avaliacdo do desempenho ambiental (MATHEWS et al., 2011; SOUZA; GOPAL; SEABRA, 2015).
Enquanto a maioria deles se concentra na producdao de portadores de energia, a relevancia da
agroindustria brasileira orienta a exploragcdo de compostos bioativos baseados em biorrefinarias, no
campo da extracao de produtos naturais para a obtencdo de compostos direcionados das matrizes
vegetais. Em particular, a extracao de compostos bioativos ¢ de grande interesse, tanto para a industria
de alimentos funcionais quanto para a producdo de suplementos alimentares (HERRERO; IBANEZ,
2018; SANTOS; MAGRINI, 2018).

A extracao de compostos de alto valor de matrizes naturais, em um conceito de biorrefinaria,
deve usar solventes alternativos, recuperar energia, usar tecnologias inovadoras, produzir coprodutos
em vez de residuos, reduzir operagdes unitarias e favorecer seguranga, robustez e controle processos
(CHERUBINI, 2010; MATHEWS et al., 2011). Para alcangar estes requisitos, técnicas avangadas
ambientalmente amigaveis, como a extracdo com fluido supercritico (ESC) e a extragdo com liquido
pressurizado (do inglés: Pressurized Liquid Extraction (PLE)) podem ser de interesse (DEL PILAR
SANCHEZ-CAMARGO et al., 2017; MEIRELES, 2007).

Diversos fatores afetam o processo de PLE e esta técnica versatil pode ser integrada com
outros métodos para a aplicagcdo de um conceito de biorrefinaria, por exemplo com o uso de ESC no
primeiro passo, seguido por PLE. Essa combinagdo intercalada por uma etapa de despressurizagao
permitiria a fragilizagdo das paredes celulares da matriz solida, liberando o soluto que nao € soluvel
em CO; supercritico, podendo considerar como uma etapa de pré-tratamento para o PLE.

A despressurizagdo rapida durante a ESC causa ruptura celular, devido a expansao de CO>
(UQUICHE; MARTINEZ, 2016; ZHENG; LIN; TSAO, 1998). Este processo de ruptura celular ¢
dividido principalmente em duas etapas. Na primeira, a matriz vegetal ¢ saturada com o fluido
supercritico em condigdes constantes de temperatura e pressao durante o processo de extracao.
Subsequentemente, o sistema ¢ levado a um estado supersaturado pela pressdo de reducdo rapida
(pressdo induzida pela separacdo de fases) resultando no crescimento de bolhas de gas dentro da
matriz com consequente ruptura da parede celular (KHOSRAVI-DARANI et al., 2004; UQUICHE;
MARTINEZ, 2016). A despressuriza¢io ocasiona o colapso da estrutura vegetal, permitindo acesso
aregiodes e compostos de dificil acesso. Uma vez obtida essa abertura, novos caminhos para o solvente

na PLE estdo disponiveis, o que representa o aumento de rendimento na segunda fase de extragdes.
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2.1 METODOS DE EXTRACAO A BAIXA PRESSAO

2.1.1 Soxhlet

A metodologia de extracdo por Soxhlet foi desenvolvida pelo quimico alemao Ritter Von
Soxhlet, em 1989, com o intuito de determinar a fragdo lipidica em leites (LUQUE DE CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010). O aparato ¢ composto por: um condensador, um extrator com sifao, um

frasco coletor e uma manta de aquecimento, conforme demonstrado na Figura 6.

Figura 6 — Ilustracdo do aparato para Extracdo em Soxhlet
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Fonte: Luque de Castro; Priego-Capote (2010).

Integrando um dos métodos considerados convencionais, o processo basicamente € realizado
pela adi¢do da amostra em cartucho que posteriormente ¢ acoplado ao extrator. O solvente, em
quantidade pré-determinada, ¢ inserido no frasco coletor e aquecido até entrar em ebuli¢do. Ao chegar
ao condensador por onde circula um liquido a baixa temperatura, o vapor do solvente ¢ condensado,
e ao gotejar sobre o cartucho, extrai o composto de interesse. O sifao trabalha como um vaso
comunicante, controlando o nivel de solvente em contato com o cartucho. Quando o nivel de solvente
ultrapassa o nivel maximo do sifdo, solvente e extrato sao direcionados para o frasco coletor e assim,
o processo se reinicia (AZMIR et al., 2013; LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998;
LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Pela facilidade em executar o procedimento, este método apresenta vantagens como o baixo

custo de aquisi¢ao do aparato e itens periféricos de facil aquisi¢ao e/ou adaptacdo. Assim, o uso de



31
solvente e o emprego de temperaturas elevadas, facilita o desprendimento do extrato frente a

matriz, resultando em alto rendimento de extracdo e a supressao da etapa de filtragdo, uma vez que a
amostra solida ndo se encontra em contato direto com o solvente (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010). Em contrapartida, o que ¢ tido como vantagem, em alguns casos, pode ser visto
como desvantagem quando se analisam outros aspectos, como longo tempo de operagdo, a alta
temperatura empregada pode degradar compostos termolébeis de interesse. Outra desvantagem do
método ¢ o uso de solventes organicos, os quais, em muitos casos, estdo associados a problemas
ambientais (BIMAKR et al., 2011; LOPRESTO et al., 2014; LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010).

Mesmo considerando as desvantagens significativas, este procedimento de extracdo ¢
utilizado como método oficial em diversas aplicagdes (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010) e devido ao alto rendimento, resultante da baixa seletividade, aliado a simplicidade de
operacdo, o método ¢ utilizado como forma de comparacdo com métodos nao convencionais em

termos de rendimento e qualidade de extratos obtidos (GRIGONIS et al., 2005).
2.1.2 Ultrassom

Ultrassom ¢ considerado um método eficaz para a extragdo de compostos a partir de amostras
solidas, devido a sua rapidez, simplicidade, baixo custo, e baixos volumes de solvente empregados
(PINGRET; FABIANO-TIXIER; CHEMAT, 2013). Além disso, possibilita a extracdo de compostos
termolébeis (LUQUE-GARCI; CASTRO, 2003). Esse método tem sido utilizado para a obtencdo de
varios compostos de produtos naturais, como proteinas, agucares, complexos polissacarideos-
proteinas, 6leos, antioxidantes, entre outros. Assim como a técnica de Soxhlet, a seletividade ¢
unicamente influenciada pela escolha do solvente JOANA GIL-CHAVEZ et al., 2013).

A eficiéncia da extracdo por ultrassom pode ser afetada por diversas variaveis, como
composicao do solvente, temperatura, amplitude do ultrassom, ciclo, pH do solvente e relagdo
solvente-solido (CARRERA et al., 2012; SETYANINGSIH et al., 2016). A técnica de ultrassom
baseia-se na formag¢ao de ondas ultrassonicas de alta frequéncia que sao capazes de causar cavitagcao
devido aos ciclos de expansdo e contragdo experimentados pelo material. Esses ciclos interrompem
as paredes celulares da matriz sdlida e isso favorece a penetra¢do do solvente e a transferéncia de
massa, aumentando assim a taxa de extragdo (SANTOS et al., 2015; TOMA et al., 2001).

A agdo sob a matriz s6lida € dada em fung¢do dos ciclos de compressdo e expansdo que formam
bolhas de cavitagdo que por sua vez crescem sucessivamente devido as variagoes de amplitude das
ondas. Uma vez que as bolhas atingem seu tamanho critico, o minimo de energia recebida resulta em
um colapso instantaneo (Figura 7). Devido ao colapso, cada bolha pode gerar energia capaz de

aumentar a temperatura e pressao local em 5000 K e 500 atm, respectivamente, seguida de um
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resfriamento repentino de aproximadamente 109 K/s (WU et al., 2013). Segundo Chemat; Zill-E-

Huma; Khan (2011), a pressdao no momento de colapso das bolhas pode chegar a 2000 atm, em um

banho ultrassonico operando a temperatura constante.

Figura 7 — Colapso da matriz s6lida mediante bolhas de cavitacdo
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Fonte: (CHEMAT et al., 2017)

O ultrassom ¢ um tipo de radiagdo que ¢ usado atualmente em um nimero crescente de
aplicagcdes na industria, engenharia, medicina e quimica. Em particular, os quimicos analiticos
incorporaram a extragao assistida por ultrassom em seu trabalho devido a sua capacidade de acelerar

as etapas do processo analitico (CAPOTE; CASTRO, 2007; CASTRO, 2004).

2.2 METODOS NAO CONVENCIONAIS DE EXTRACAO A ALTA PRESSAO

2.2.1 Extrac¢ao Supercritica (ESC)

A ESC tem sido reconhecida como um procedimento promissor para aplicagcdes em alimentos,
na area farmacéutica e cosmética, pois proporciona maior seletividade, menores tempos de extragdo
e ndo utiliza solventes organicos toxicos (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006; SERRA et al.,
2010).

A tecnologia com fluido supercritico tem se desenvolvido consideravelmente em um grande
numero de setores industriais. Fluidos supercriticos sdo empregados para extragdo de vérias
substancias, tais como a cafeina do café, nicotina do tabaco, 6leos de alimentos, em corantes de
tecidos fabris ou como fase movel em cromatografia de fluidos supercriticos (MARSAL et al., 2000).

O fluido quando submetido a pressdo e temperatura acima do seu ponto critico torna-se

supercritico. Nestas condi¢des o fluido apresenta densidade similar a dos liquidos e viscosidade que
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se assemelha a dos gases, conferindo a capacidade de difusdo intermediaria entre estes dois estados.

Dessa forma, ao assumir a condi¢ao supercritica, conforme demonstrado pela Figura 8, o fluido pode
ser definido como o estado no qual liquido e géas sao indistinguiveis entre si (HERRERO;

CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

Figura 8 — Diagrama de fases para um componente puro
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Fonte: Adaptado de Mukhopadhyay (2000)

A variagdo da pressao e/ou temperatura faz com que os fluidos supercriticos tenham alterado
seu poder de solvatacdo, o que possibilita o controle da mesma. Também vale ressaltar que a
viscosidade do fluido supercritico possui caracteristica que assegura elevada capacidade para a
transferéncia de massa, uma vez que esta ¢ muito menor do que a dos liquidos e semelhante a dos
gases, tornando-os solventes de extragdo em um processo supercritico (BRUNNER, 1994)

Dentre os diferentes fluidos possiveis de serem utilizados em um processo de extragao
supercritico, destaca-se o didxido de carbono (CO2), sendo o mais empregado devido a facilidade em
obté-lo, por ser seguro e de baixo custo (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

O CO; supercritico tem crescente interesse na recuperagdo de compostos benéficos a saude,
sendo atrativo para as industrias de alimentos e farmacéuticas. Considerado ideal para a extragdo de
produtos naturais, por apresentar baixa toxicidade, ndo ser explosivo e ser facil de remover a partir
de produtos extraidos. Além disso, o0 CO; por fazer parte de um método de extragao livre de solventes

organicos, ¢ reconhecido como ambientalmente amigavel (KHAW et al., 2017).
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2.2.1.1 Procedimento de Extragdo

O processo de extragdo ¢ baseado na interagao de um fluido em estado supercritico, no caso o
CO; e um leito fixo de amostra, sendo desencadeado um processo de separacao fisica que remove um
soluto ou mistura de solutos da fase solida, inicialmente propriamente da extragdo, seguida pela
separagdo do extrato do solvente empregado. No esquema da Figura 9 esse processo ¢ ilustrado de

forma simplificada.

Figura 9 — Esquema simplificado do processo ESC
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Fonte: Suflux, 2018

De acordo com Brunner (1994), este processo de extragdo compreende alguns passos: 1)
fluido supercritico absorvido pela matriz vegetal, inchando as estruturas celulares e,
concomitantemente, diminuindo a resisténcia a transferéncia de massa; 2) os compostos sdao
dissolvidos no interior das células; 3) processo de difusdo, os compostos sdo transportados para fora
das células; 4) ao sair das células, a mistura entre compostos e CO» supercritico € direcionada para a
superficie da matriz vegetal onde, por fim, serd completamente extraida por conveccao.

Esse comportamento ¢ caracteristico do processo extrativo com fluidos supercriticos,
permitindo a constru¢do de uma curva cinética ou curva global de extragdo (CGE), obtida pela relacao
massa acumulada de extrato em funcao do tempo total de extragdo, com dados coletados em intervalos
pré-determinados de tempo. A CGE fornece informacdes fundamentais acerca dos fenomenos de
transferéncia de massa relativos a matriz vegetal em estudo, possibilitando comparagdes de diversos
ensaios desta mesma matéria-prima realizadas no mesmo equipamento (BRUNNER, 1994).

Diferentes mecanismos de transferéncia de massa controlam o processo extrativo, permitindo

que sejam atribuidas a CGE trés distintas etapas de extragdo (DA SILVA; ROCHA-SANTOS;
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DUARTE, 2016; FERREIRA; MEIRELES, 2002; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009),

conforme descrito abaixo e ilustrado na Figura 10:

a) Taxa de extragdo constante (CER — Constant Extraction Rate): etapa onde a superficie
externa da particula € coberta pelo extrato, o qual ¢ facilmente extraido pelo solvente, atingindo sua
concentragdo maxima na saturagdo (solubilidade de equilibrio). Segundo Pereira; Meireles (2010),
50 a 90% do extrato pode ser obtido nesta etapa. Portanto, em muitos casos, a extragdo ¢ finalizada
logo apos a etapa CER, exceto nos casos onde um composto de interesse apresenta baixa solubilidade

no solvente ou se localiza em uma estrutura celular de dificil acesso por parte do solvente.

b) Taxa de extracdo decrescente (FER — Falling Extraction Rate): etapa na qual a
disponibilidade do extrato localizado na superficie da particula diminui. Concomitantemente, inicia-

se o processo de transferéncia de massa por difusdo.

c) Taxa de difusdo controlada (DC — Diffusion Controlled): etapa final de extragdo, onde a
transferéncia de massa por difusdo ¢ preponderante, ocorrendo desde o interior das particulas.

Figura 10 — Ilustra¢do da Curva Global de Extragdo (CGE)
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Fonte: (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

De forma continua o fluido pressurizado que permeia através do leito de particulas, ¢
absorvido pela estrutura celular que se dilata, sendo que a resisténcia ao transporte de massa diminui.
Os componentes solubilizados sdo carreados para a superficie do sdlido, compondo a etapa difusional.
Paralelamente, os compostos soluveis sao dissolvidos pelo solvente, passando a fazer parte da fase
fluida e escoando para a saida do extrator. Apds a extragdo ocorre a etapa de separacdo em que a

pressdo do sistema ¢ reduzida, o poder de solubilizacdo do solvente extrato diminui drasticamente e
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o soluto precipita. Apds a separagdo, o solvente pode ser reutilizado no sistema (BRUNNER, 1994;

PEREIRA; MEIRELES, 2010).

2.2.2 Extra¢ao com Liquido Pressurizado (PLE)

Extracdo com Liquido Pressurizado ¢ uma técnica de extracdo onde geralmente o soluto a
partir de amostras sélidas ¢ obtido com um solvente adequado sob temperatura de 40 a 200 °C, e
pressdo de 3 a 20 MPa, por curtos periodos de tempo. No entanto, para a obtengdo de compostos
bioativos comumente se estabelece uma pressao de extracao alta o suficiente para manter os solventes
no estado liquido, e a influéncia da pressdo de extracdao ndo ¢ mais estudada (MUSTAFA; TURNER,
2011; WIINGAARD et al., 2012a). A diminui¢do da viscosidade do solvente pelo aumento da
temperatura ocasiona que a solubilidade do soluto seja aumentada. Além disso, o emprego de altas
temperaturas provoca a diminuicao das interagdes entre o soluto e a matriz, facilitando a difusao do
soluto para a superficie da matriz.

Nos processos que envolvem compostos bioativos, temperatura ¢ um ponto que deve ser tratado com
aten¢do, uma vez que temperaturas elevadas podem ocasionar perdas da bioatividade de alguns compostos e ao
mesmo tempo fornecer melhores resultados em termos de rendimento de extragdo. Portanto, esse parametro deve
ser selecionado levando em consideragdo aspectos intrinsecos da matriz vegetal. A temperatura ¢ um ponto que
permite elucidar pardmetros benéficos para a busca de composig¢des naturais de uma amostra, ja reconhecida como
uma vantagem adicional em termos de bioatividade dos extratos obtidos (AMASHUKELI et al., 2007; CHA et al.,
2010; PLAZA et al., 2010).

Em termos de compostos extraiveis, a possibilidade de recuperacdo mais eficientes, pode ser
atribuida ao emprego de temperaturas elevadas, as quais aumentam a solubilidade destes compostos,
aumentando a difusdo e reduzindo a viscosidade do solvente, a tensao interfacial ¢ assim aumentando
a transferéncia de massa. Além disso, a temperatura também afeta a constante dielétrica do solvente,
afetando sua seletividade (MACHADO et al., 2015).

O processo PLE pode ser executado pelo método estatico, dinamico ou ainda pela combinacao
destes. No método estatico, o leito de extracao ¢ formado pelo empacotamento da amostra no extrator
de aco inoxidavel, cuja temperatura de processo ¢ mantida constante pelo escoamento de agua através
da camisa externa do extrator (Figura 11). Na sequéncia o sistema ¢ preenchido com o solvente de
extragcdo e permanece dessa forma pelo tempo pretendido, até que o sistema seja esgotado mediante
inje¢do de gas inerte, obtendo o extrato no frasco coletor. No método dindmico, o solvente ¢
continuamente bombeado através da amostra, consequentemente, os equilibrios podem ser
deslocados e a eficiéncia do procedimento de extragcdo pode ser aumentada. Esta abordagem mostrou
fornecer rendimentos de extragdo mais elevados do que as extracdes estaticas no isolamento de
taxanos diterpénicos de Taxus canadenses (WANG et al., 2011) e extracdo de compostos fendlicos

de diferentes espécies de Pinus (LIN; CHANG; DENG, 2009).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/facilitated-diffusion
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/interfacial-tension
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Figura 11 — Esquema simplificado do processo PLE
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Fonte: (TURNER; WALDEBACK, 2013)

A eficiéncia desta técnica de extragdo tem sido comparada, quanto a rendimento € composicao
de extratos, a de outras técnicas modernas e classicas (CHOI K. K. C.; LEUNG, H. W.; HUIE, C.
W., 2003; CONTE et al., 1997, HAWTHORNE et al., 2000, HEEMKEN; THEOBALD;
WENCLAWIAK, 1997; L1 R.; MANSUY, L.; FLECK, S.; FAURE, P., 2002). Solventes de grau
alimenticio, como etanol e dgua, podem ser propostos como uma abordagem verde para a extracao
de componentes bioativos utilizando esta técnica (HERRERO et al.,, 2013). O emprego de
temperaturas elevadas contribui para a redugdo da polaridade do solvente, uma vez que as estruturas
destes solventes sdo afetadas. Isso faz com que haja dissolugdo de compostos apolares. Vale ressaltar
também, que o aumento das temperaturas no processo PLE, ndo diminui a capacidade de doagdo e
aceitagdo de dipolaridade e ligagdo de hidrogénio desses solventes, de modo que eles também
dissolvem e resolvem solutos polares (MARCUS, 2018).

Uma das tendéncias mais importantes na aplicacdo de PLE ¢ a obtencdo de compostos
bioativos com caracteristicas antioxidantes. Neste cendrio, matrizes vegetais sao mais frequentemente
estudadas, e tem como principal ponto em comum o emprego de solventes ecoldgicos e considerados
GRAS, estreitando o caminho para as aplica¢des na produgao de compostos alimenticios. Uma analise
comparativa do PLE com maceragdo, US (CHA et al., 2010) e soxhlet (HU et al., 2011), demonstrou
que PLE fornece melhores resultados do que as técnicas convencionais de extra¢do, envolvendo

significativamente, volumes menores de solvente e menor tempo de processo (HERRERO et al.,

2013).
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Nesse contexto, PLE tém sido recomendado para aplicagdo de extragcdes de compostos

bioativos de matrizes vegetais (GARCIA-MENDOZA et al.,, 2017, MACHADO et al., 2017;
PEREIRA et al., 2016; VIGANO et al., 2016a, 2016b). As vantagens correspondem a tendéncia de
investigar sua instalagdo em acoplamentos com outros sistemas de extracao, para proporcionar maior
eficiéncia de extracdo e grau de pureza dos compostos obtidos (ROSTAGNO; D’ARRIGO;
MARTINEZ, 2010). Por exemplo, extragdes com CO, supercritico como solvente, prioritariamente
a recuperagao de compostos sdo de caracteristica apolar, enquanto que pela técnica PLE, sdao os
compostos de polares os mais susceptiveis a extracdo, dentre eles estao os polifendis (WIINGAARD
et al., 2012b). Portanto, configura-se a possibilidade de ampliacdo de rendimentos e diversidade de

produtos nos sistemas combinados com PLE.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

3.1.1 S. rhombifolia L.

A coleta das partes aéreas de S. rhombifolia ocorreu no municipio de Florianopolis — SC, em
margo de 2017. A espécie foi identificada mediante comparativo com exemplares do Herbario Flor
da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, onde também foi realizado um depodsito da
exsicata, registrada sob o nimero FLOR 49727.

A determinacdo do local de coleta foi baseada na observacdo de muitos exemplares da espécie
nas proximidades da via publica de transito, localizada no Bairro Costeira do Pirajubaé, no municipio

de Floriandpolis/SC. A Figura 12 elucida as condi¢des ambientais encontradas no local de coleta.

Figura 12 — Local de coleta da Guanxuma

Fonte: O autor

3.1.2 Determinacio do teor de umidade e volateis

O teor de umidade foi determinado de acordo com a metodologia 012/IV do Instituto Adolfo
Lutz (LUTZ, 2008). Pesaram-se cerca de 5 g de amostra em cadinho previamente tarado, com auxilio
de balanga analitica com 0,0001 g de precisdo (AY220, Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil), seguido de
aquecimento em estufa com circulag¢do for¢cada de ar (E.L. 003, Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil)
a 105 °C por 3 h. Decorrido esse tempo, o cadinho foi colocado em dessecador para arrefecimento e

entdo pesado. Em seguida, repetiu-se a etapa de aquecimento, seguida de resfriamento e peso, de hora
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em hora, até observacdo de peso constante. Para o célculo do teor de umidade e substincias

volateis, realizado em triplicata, em base imida, empregou-se a Equagao 1.

Mi—m

L 100 (1)

% umidade =

4

Onde, m; ¢ a massa final da amostra em gramas € m; € a massa inicial da amostra.

3.1.3 Determinac¢io do tamanho médio de particula

As plantas coletadas foram dispostas em bandejas e secas em estufa com circulagdo forgcada
de ar (De Leo, Porto Alegre, Brasil), a 40 °C por 24 h. Em seguida, as amostras foram fragmentadas
em moinho de facas (De Leo, Porto Alegre, Brasil), acondicionadas em sacos de polietileno e
armazenadas em freezer doméstico a -18 °C até os experimentos serem realizados.

A determinacdo do didmetro médio das particulas se deu pela inser¢ao de 100 g da matéria-
prima devidamente seca e moida, pesada em balanca de 0,0001 g de precisdo (AY220, Shimadzu,
Sdo Paulo, Brasil), posteriormente colocadas em jogo de peneiras série Tyler, com mesh variando de
-16/+80, sendo o conjunto de peneiras agitado por 30 min. Com as fra¢des retidas em cada peneira,

calculou-se o diametro médio das particulas, Equacdes 2 e 3 (GOMIDE, 1980).

2

Al =T 3)

Onde, d; ¢ o didmetro médio das particulas (mm), m; ¢ a massa de amostra retida na peneira

i(g), m; é a massa total de amostra (g), d; ¢ o didmetro da peneira i (mm) e n é o nimero de fragdes.
3.1.4 Determinacio da massa especifica real

A massa especifica real (pr) da amostra de Guanxuma foi determinada no Laboratoério de
Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC), utilizando a técnica de picnometria em gas
hélio, qual segue o principio de Arquimedes de deslocamento de fluidos, com o uso do equipamento

AccuPyc II 1340 da Micrometrics. A utilizacdo dessa técnica em geral apresenta bons resultados,
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uma vez que o gas hélio penetra nos poros da matriz vegetal devido a sua baixa tensdo superficial

sem alterar as caracteristicas das particulas. Os resultados foram expressos em g.cm™.
3.1.5 Caracterizacio do leito de particulas

A massa especifica aparente (pa) foi determinada por meio da relagdo entre a massa de amostra
utilizada nas extragdes e o volume do leito ocupado. A porosidade total do leito de particulas () foi
calculado com os dados da massa especifica real obtida na se¢do 3.1.4 e a massa especifica aparente

por meio da Equacao 4.

=1 b
E=1-"¢ 4)

3.2 EXTRACOES A BAIXAS PRESSAO
3.2.1 Extrac¢ao Soxhlet

A obtencao de extratos pelo método Soxhlet se deu de acordo com a metodologia 920.39C da
AOAC (2005). Foram pesados 5 g de amostra diretamente em cartucho de papel filtro, o qual foi
inserido em extrator Soxhlet. Respeitando a razao 1:30 (m/v), foram adicionados 150 ml de solvente
no baldo de fundo chato, procedendo-se a ligacdo de manta de aquecimento na temperatura de
ebulicdo do solvente e prote¢do com laminas de aluminio para manuten¢do da temperatura, conforme

Figura 13. O tempo total de anélise foi de 6 h contadas a partir do inicio do gotejamento.

Figura 13 — Aparato experimental do método de extragdo por Soxhlet

Fonte: O autor
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Hexano foi o solvente empregado para o estudo, para quantificagio em rendimento de
compostos apolares, evidenciando o procedimento convencional empregado e reportado na literatura.
Além desse, com a proposta de utilizar solventes de média e alta polaridade e também,
ambientalmente seguros, foram entdo empregados o etanol (99,8%, Neon, Sdo Paulo, Brasil) e dgua

destilada.

3.2.2 Extracido com Ultrassom

A técnica de Extracdo Assistida por Ultrassom foi adaptada de Cheok et al. (2013) onde,
previamente, 5 g de amostra foram pesadas em um béquer de 250 ml e solubilizadas em 150 ml de
solvente (etanol, 4gua e misturas etanol-agua), mantendo a razdo amostra — solvente em 1:30 (m/v).
Em seguida, a amostra foi inserida em um equipamento ultrassonico (Ultronique QR 500, Ecosonics,
Indaiatuba, Brasil). Uma sonda de titdnio de 4 mm de didmetro foi introduzida na amostra, a 5 mm
da superficie, como meio de transmissao de ondas a 20 kHz de frequéncia.

Em decorréncia de processos de cavitagdo oriundos dos efeitos de expansao e compressao das
bolhas, um superaquecimento na amostra pode comprometer a qualidade do extrato. Para tanto, a
amostra inserida no béquer foi continuamente resfriada buscando manter o controle da temperatura
durante o experimento. Os parametros tempo (min) e poténcia (W) foram fixados em 10 e 250,

respectivamente.
3.3 EXTRACOES NAO CONVENCIONAIS A ALTAS PRESSOES
3.3.1 Extracao Supercritica

Neste estudo os experimentos foram conduzidos com fluido supercritico em regime dindmico
de extragdo, o qual caracteriza-se pela passagem continua do solvente supercritico através matriz

solida, tanto nos experimentos cinéticos como na determinagao do rendimento global de extracdo.
3.3.1.1 Unidade de Extragdo Supercritica

Os experimentos de extragao supercritica foram realizados na unidade de extracao localizada
no Laboratério de Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). A unidade de extracdo opera em pressdes de até 30 MPa e vazdes de solvente
de até 2,2 kg.h!. A Figura 14 apresenta a unidade de extragio supercritica utilizada no presente

trabalho.
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Figura 14 — Unidade de extrag@o supercritica do LATESC

Fonte: O autor

A unidade de extracdo supercritica utilizada no presente trabalho foi montada no Laboratorio
de Termodindmica e Tecnologia Supercritica (LATESC). Maiores detalhes acerca dos principios de
elaboracdo e da construgdo do equipamento podem ser visualizados através do trabalho apresentado
por (MAZZUTTI et al., 2012; MEZZOMO et al., 2013). A Figura 15 apresenta o diagrama da

unidade, contemplando os equipamentos que a compdem, bem como o fluxo de extragao.

Figura 15 — Diagrama ilustrativo da unidade de extrago supercritica
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Fonte: O autor
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O sistema ilustrado pela Figura 13, consiste em:

1 — Reservatorio de COg;

2 — Banho de resfriamento do COg;

3 — Ar comprimido;

4 — Bomba de COg;

5 — Coluna de extragao;

6 — Banho de aquecimento;

7 — Frasco coletor de extrato;

8 - Rotametro;

9 — Bomba de cossolvente;

10 - Reservatorio de cossolvente;

11 — Purga do COz> do sistema;

M1 — Manometro de entrada do CO»;
M2 — Manometro de entrada da coluna;
M3 - Manometro de saida da coluna;
V1 — Valvula de entrada do COg;

V2 — Valvula macrométrica de saida do CO; da coluna;

V3 — Valvula micrométrica de saida do CO> da coluna;

3.3.1.2 Determinagao da Cinética de Extracao

O estudo cinético de extracdo permite a obtengdo de informagdes que possibilitam a
determinagdo do tempo mais viavel para o processo, em func¢ao das caracteristicas da matéria-prima
estudada. Nos ensaios para a determinacao da cinética de extragdo da S. rhombifolia a coluna foi
preenchida com 15 g de matéria-prima, o que permitiu a formagdo de um leito de particulas com
altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator considerando-se que, com esta relacdo entre
altura e didmetro do leito, a dispersao axial pode ser desprezada. Apos a pressurizagdao, o CO2 puro
foi admitido no sistema a uma vazdo de 11 + 2 g min"!. Os ensaios foram realizados a uma pressio
de 20 e 30 MPa e temperatura de 40 °C, correspondentes ao ponto central dos experimentos. Os
frascos de coleta foram previamente pesados e a coleta do extrato obtido realizada em intervalos de
tempo pré-determinados. Apos 5 min da coleta, a massa dos frascos foi aferida e entdo determinada
a massa de extrato obtida.

A curva global de extragdo de S. rhombifolia esta representada na Figura 22. O tempo de
extracdo foi calculado a partir da curva de extragdo. Os tempos tCER e tFER representam o final das
etapas de velocidade constante e decrescente de extragdo, respectivamente. A velocidade de

transferéncia de massa na etapa CER (MCER) foi obtida a partir de regressao linear da curva de
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extracdo no periodo CER, realizada com o auxilio de planilha eletronica, enquanto a concentragao

de soluto na fase solvente na etapa CER (YCER) foi determinada pela razdo entre MCER e QCOa.

3.3.1.3 Procedimento Experimental

A 1ilustracao diagramatica da unidade de extracdo supercritica descrita no subitem 3.3.1.1,
permite visualizar cada etapa de operacdo durante o processo de extracdo. Inicialmente, CO; adentra
o sistema, tendo seu controle de fluxo realizado pela valvula do cilindro e valvula de regulagdo (V1),
e entdo segue para o banho termostatico frio (-5 °C) contendo etilenoglicol (2), de modo a garantir
que o CO; esteja em estado liquido ao entrar na bomba, evitando possiveis danos causados por
cavitagdo. A bomba de CO> (4) ¢ alimentada por um fluxo de ar comprimido (3) a pressao de 0,4
MPa e controlada pela valvula de frequéncia, pressurizando o CO; até a pressao desejada de operagdo.
O CO; ¢ entdo direcionado para o leito de extracdo, com leituras manométricas de pressdo na entrada
e saida do leito (M2 e M3). No processo com uso de cossolvente ¢ neste momento que o CO>
pressurizado entra em contato com o fluxo de cossolvente oriundo da bomba HPLC (9) e ambos, de
forma ascendente, adentram a célula de extragcdo encamisada (5). A coluna ¢ mantida a temperatura
de extracdo por meio de dgua controlada por um banho termostatico que circula no compartimento
encamisado. Ao sair da coluna, o CO; no estado supercritico passa pelo processo de despressurizacao,
o qual ¢ controlado pelas valvulas micrométrica e macrométrica (V2 e V3), ambas imersas em um
banho termostatico quente operando a temperatura de 60 °C, evitando o congelamento do CO> ao
expandir-se. Por fim, o CO> segue para o frasco coletor (7), onde, pela diferenca de densidade
resultante da despressurizacdo, extrato e CO> s@o separados: o CO» segue para o rotametro (8), com
o intuito de se controlar a vazao de saida do solvente e o extrato ¢ coletado no frasco ambar (7). No
caso de operagdao com cossolvente, temos a coleta de extrato em meio liquido, o que torna necessario
uma etapa de eliminagao do solvente em rotaevaporador, para obten¢ao do extrato puro.

A pressdo do sistema € controlada por 3 manometros: o primeiro mandémetro (M1), instalado
logo ap6s a valvula do cilindro, permitindo o controle da pressdo de entrada na linha; o segundo
manometro (M2), localizado antes da célula de extracdo, garantindo que solvente adentre a célula na
pressdo desejada; o terceiro manometro (M3), acoplado imediatamente apos a célula de extragdo,

onde a pressdo indicada deve coincidir com a pressdo observada no mandmetro de entrada da célula.

3.3.1.4 Determinagao do Rendimento de Extragao

O tempo de extragdo da S. rhombifolia foi definido em 3 h por meio da observacao das curvas
globais de extragdo obtida com 20 e 30 MPa, 40 °C e vazio de solvente de 11 + 2 g min™". Nos

experimentos foram utilizadas as mesmas massas de matéria-prima empregadas na determinagdo da
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cinética de extracdo. As extremidades da coluna foram revestidas com algodao para evitar a entrada

de particulas so6lidas na linha de extrag@o e o espago restante do leito foi preenchido com esferas de

vidro, conforme ilustragao da Figura 16.

Figura 16 — Representacao da montagem do leito na coluna de extragédo
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Fonte: O autor

A massa de extrato obtida nos frascos foi medida em balanga analitica e armazenada em
congelador doméstico a -18 °C até a realizagdo dos ensaios de avaliagdo da atividade biologica. O
rendimento global (Xo) foi calculado pela razao entre a massa de extrato obtida e a massa de matéria-
prima utilizada para formar o leito. A temperatura de 40 °C estd acima da temperatura critica do CO2

(31,1 °C) e ¢ normalmente utilizada na extragdo de materiais vegetais nos processos de ESC.

3.3.1.5 Uso de cossolvente

As condicdes de extracdo de S. rhombifolia para a adi¢ao de cossolvente com base em dados
da literatura foram definidas em 5,0 e 10,0% (m/m) de etanol (MAZZUTTI et al., 2012). As extragdes
foram realizadas em duplicata, na condi¢do de operacdo de 20 e 30 MPa, 40 °C, vazdo de CO2 de 11

+2 gmin e tempo de 3 h.
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3.3.2 Extracao com Liquido Pressurizado

Neste estudo os ensaios foram conduzidos pelo método dindmico de extragdo, o qual
caracteriza-se pela passagem continua do solvente através da matriz sélida, tanto nos experimentos
cinéticos como na determinagdo do rendimento global de extragdo. Foi também conduzido o estudo
de integracdo de processos, usando em PLE o residuo do leito de extracdo da ESC, ou seja, faz-se
ESC e a mesma porc¢ao de matriz vegetal passa por uma nova extragdo, contribuindo para o conceito

de biorrefinaria.
3.3.2.1 Unidade de Extracdo com Liquido Pressurizado

Os ensaios PLE de S. rhombifolia foram realizados no equipamento de extra¢do construido

LATESC da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), conforme apresentado na Figura 17.

Figura 17 — Unidade de Extragdo com liquido pressurizado do LATESC

Fonte: O autor

A unidade de extragdo PLE utilizada no presente trabalho foi montada no Laboratério de
Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC) e os detalhes acerca dos principios de
elaboracdo e da construcao do equipamento podem ser visualizados no trabalho apresentado por Lasta
(2017). A Figura 18 apresenta o diagrama da unidade, contemplando os equipamentos que a

compdem, bem como o fluxo de extracgao.
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Figura 18 — Diagrama ilustrativo da unidade extracdo com liquido pressurizado
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Fonte: O autor

O sistema ilustrado pela Figura 18, consiste em:

1 — Reservatorio de solvente;

2 — Bomba HPLC para solvente;

3 — Banho de aquecimento;

4 — Coluna de extragao;

5 — Frasco coletor de extrato;

M1 — Manémetro leitura pressao na coluna;

V1 - Valvula de entrada do solvente;

V2 — Valvula macrométrica de saida do solvente e extrato;

V3 — Valvula micrométrica de saida do solvente e extrato;
3.3.2.2 Determinacao da Cinética de Extracao

Para os estudos de cinética de extragdo da S. rhombifolia a coluna foi preenchida com 3 g de
matéria-prima e 33 g de esferas de vidro. Os ensaios foram realizados a pressao constante de 10 Mpa,
temperatura de 40 °C e vazdo de solvente de 2 mL.min"!. Os frascos de coleta foram previamente
pesados e a coleta do extrato obtido realizada em intervalos de tempo pré-determinados.

Para a construgdo da curva global de extragdo representada na Figura 25, foi necessaria a etapa de
eliminagdo do solvente, para entdo quantificar a massa de extrato. O tempo de extragdo foi calculado
a partir da curva de extracao.
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3.3.2.3 Procedimento experimental

Foram preparadas para as extragdes, 3 g de S. rhombifolia misturados com 33 g de esferas de
vidro, empregada como agente de dispersao, posteriormente acondicionados na coluna de extragado
de aco inoxidavel de 60 mL, assim como efetuado no processo cinético de extragdao. Antes de cada
extragdo, a coluna foi pré-aquecida a temperatura de operagdo. Para extracdes com mistura de agua
destilada como solvente, esta foi sonicada por 10 min para a remog¢do do ar dissolvido antes da
extracao.

No equipamento descrito no subitem 3.3.2.1 inicialmente, as valvulas V2 e V3 sdo mantidas
fechadas, enquanto ocorre a pressurizagao pela bomba que envia o solvente a coluna de extragdo, em
fluxo descendente. A coluna de extracdo ¢ mantida a temperatura desejada de operagao por um banho
termostatico que faz circular dgua através da camisa do extrator. Esse procedimento segue até atingir-
se a pressao desejada, faz-se entdo a abertura das vélvulas V2 e V3, iniciando assim, a contagem do
tempo de extragdo, caracterizando-se regime dindmico de extracao.

As extragdes foram realizadas a pressao constante de 10 MPa e as temperaturas de 40, 60 ¢
80 °C. Utilizou-se a mesma razdo entre amostra e solvente (1:30 m/v) utilizada nas analises a baixa

pressao, a titulo de comparagdo. O tempo total de extracdo foi de 1 h.
3.3.2.4 Determinacdo do Rendimento de Extragao

O tempo de extracao da S. rhombifolia foi definido em 1 h a partir da observacao das curvas
globais de extracdo obtida com 10 MPa, 40, 60 e 80 °C e vazio de solvente de 2 mL.min!. Nos
experimentos foram utilizadas as mesmas massas de matéria-prima empregadas na determinagdo da
cinética de extracdo. As extremidades da coluna foram revestidas com algoddo para evitar a entrada
de particulas solidas na linha de extracdo e o espaco restante do leito foi preenchido com esferas de

vidro, conforme ilustra¢do da Figura 19.



Figura 19 — Representacao da montagem do leito na coluna de extragdo

Fonte: O autor
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A determinagdo da massa de extrato obtida nos ensaios ¢ dependente da etapa de eliminagao

do solvente. A eliminag¢do do solvente foi realizada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo

(Fisatom 802, Fisatom, Sao Paulo, Brasil) e liofilizador (L 101, Liotop, Sao Carlos, Brasil) (Figura

20). Apos a massa aferida, os foram armazenados em congelador doméstico a -18 °C até a realizacao

dos ensaios de avaliacdo da atividade biologica.

Figura 20 — Rotaevaporador utilizado na eliminagdo do solvente sob pressdo negativa

Fonte: O autor
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3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As determinagdes do teor de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante dos
extratos de S. rhombifolia foram realizadas no Laboratorio de Termodinamica e Tecnologia
Supercritica (LATESC). A atividade antioxidante in vitro dos extratos foi avaliada por duas técnicas

distintas, sendo elas: método do radical DPPH e método do radical ABTS.
3.4.1 Determinacio de compostos fenolicos totais (CFT)

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos de S. rhombifolia
foi realizada por meio do método de Folin-Ciocalteau (PESCHEL et al., 2006; SINGLETON; ROSSI,
1965).

Para a construcdo da curva analitica de acido galico preparou-se uma solugao estoque de 0,005
gmL! de 4acido gilico em 4gua destilada. Em baldes volumétricos de 100 mL, foram diluidas
aliquotas da solugdo estoque para a obtengdo de fra¢des finais de 0, 50, 100, 150, 200, 250 e 350
mg-L!. A reacio de oxidagio foi realizada em baldes volumétricos de 10 mL, sendo transferidos para
estes 100 pL. de cada uma das fragdes, 2 mL de dgua destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-
Ciocalteau. Apds 30 segundos e antes de 8 min apds a adicao do reativo, foram adicionados 1,5 mL
de solucdo aquosa de carbonato de sodio a 20 % (m/v). Os baldes foram aferidos com dgua destilada
até a marca de 10 mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por
2 h para que a reagdo ocorresse. A absorbancia de cada uma das solucdes foi medida a 765 nm em
espectrofotometro. A curva analitica de acido galico foi representada pelo grafico de absorbancia
versus concentragio de dcido galico (mg-L') e est4 apresentada no Apéndice A.

Os extratos de S. rhombifolia foram diluidos em alcool etilico absoluto P.A. na fragao final de
10 mg-L!, e seguiu-se 0 mesmo procedimento de reagio de oxidagio descrito para a curva analitica
de 4cido galico. Os valores de absorbancia encontrados para cada tipo de extrato foram
correlacionados com a curva analitica e o teor de compostos fendlicos totais (CFT) foi determinado
pela Equacao 5. Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados expressos em mg de
GAE.g' de extrato, como média + desvio padrio.

)

Dextrato

Onde:
GAE: equivalente em 4cido galico, obtido pela curva analitica (mg GAE-L™);

D: dilui¢do da amostra (mg extrato-L™).
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3.4.2 Método do radical DPPH

A atividade antioxidante foi determinada em acordo com a metodologia descrita por Mensor
et al. (2001). Concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500 mg-mL™") dos extratos obtidos
de S. rhombifolia foram adicionadas a uma solucdo etandlica de DPPH 0,3 mmol-L"!, mantidos ao
abrigo da luz e temperatura ambiente e apds 30 min efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro em
517 nm.

A concentragdo das amostras necessarias para captar 50% do radical livre DPPH (EC50 —
Effective concentration) foi calculada por analise de regressao linear. Os resultados encontrados de

concentragdo efetiva (ECso) para os extratos analisados foram expressos como média = desvio padrio.

3.4.3 Método do radical ABTS

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS,
utilizou-se a metodologia descrita por Re et al (1999), adaptada por Nenadis et al (2004).
Basicamente, o radical ABTS ¢ preparado pela reacdao de 5 mL de uma solugdo estoque de ABTS 7
mM com 88 plL de uma solugdo de persulfato de potassio 2,45 mM. Em seguida, a solugdo ¢
armazenada ao abrigo da luz, em temperatura ambiente, por 16 h. A solucdo aquosa de ABTS foi
diluida com tampao fosfato de sddio 5 mM a pH 7,4 até uma absorbancia de 0,7 (= 0,05) a 734 nm.

O Trolox foi utilizado como padrdo e os valores foram calculados a partir da curva padrao (de
0,25 a 2 mM). Os valores das cinco diferentes concentra¢des de cada amostra testada no ensaio dao
uma resposta linear entre 20 e 80% da absorbancia do branco. Todas as andlises foram realizadas em
triplicado. Os resultados foram expressos em mmol de equivalente de trolox por g de extrato seco.

Para se calcular a atividade antioxidante da amostra, deve-se substituir, na equagdo da reta
gerada a partir dos valores das absorbancias, o valor da absorbancia equivalente a concentracao de
1000 pmol-L! do padrio Trolox, valor obtido mediante a construgdo prévia da curva padrio.

O valor obtido para o termo X (abscissas) corresponde a dilui¢io da amostra (mg-L!)
equivalente a 1000 pmol-L! de Trolox. A curva padrio de Trolox relativa ao método ABTS,
juntamente com um diagrama simplificado relativo ao preenchimento dos reagentes nos tubos pelo

método ABTS estdo disponiveis no Apéndice: Figura 26 e Tabela 17, respectivamente.

3.4.4 Determinacio de flavonoides totais (FT)

O teor total de flavonoides foi determinado espectrofotometricamente segundo Woisky e
Salatino (1998) com modificacdes. Para tanto 2 mg do extrato vegetal, foram adicionados a 1 mL do

solvente de maior solubilidade do mesmo e lavado ao banho de ultrassom para maior solubilizagao.
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O preparado da solu¢dao de determinag@o consiste na jungdo da aliquota de 0,15 mL da solugdo

com o extrato, 0,15 mL de uma solucao de AICI; 2 % e 0,7 mL de EtOH (p.a.). Ap6s 30 min de
repouso, foram feitas as leituras das absorbancias das misturas em um espectrofotdmetro de UV-VIS
a 415 nm. Como branco, foi utilizada uma solucao preparada conforme o procedimento acima, sem
a adi¢do da solu¢dao de AICl3. O aparecimento de coloragdo verde ¢ indicativo da presenca de
flavonoides. Foi construida uma curva analitica com solug¢do de quercetina nas concentragdes de
0,0039 a 0,125 mg-mL"!, para comparagdo (y = 10,57X — 2,29; R? = 0,999). Os testes foram feitos
em triplicata. O teor de flavonoides foi expresso em equivalentes de quercetina, ou seja, em mg EQ.g"

! de amostra vegetal.
3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A andlise por MEV (JEOL JSM 6390 LV, Akishima, Japao) (Figura 21) foi realizada no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, SC, Brasil), com o conjunto operado a 10 kV, com aumento de x 1000. Quatro amostras
foram analisadas, a saber: (A) matéria prima solida integral; (B) amostra solida apés extracao de
Soxhlet; (C) amostra s6lida apds fluxo lento de despressurizacdo de ESC; e (D) amostra s6lida apds
vazao de despressurizagdo rapida do ESC. As amostras foram fixadas nos stubs e, devido as amostras

apresentarem baixa condugdo elétrica, recobertas com uma fina camada de ouro usando um

metalizado (Baltec SCD 0005).

Figura 21 — Equipamento para analise microscopia eletronica de varredura (MEV)

Fonte: O autor
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3.6 CARACTERIZACAO QUIMICA POR HPLC-ESI-MS/MS SERIES (AGILENT®

TECHNOLOGIES, ALEMANHA)

A separacdo cromatografica e analise espectrométrica das massas foram realizadas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo 1200 Series (Agilent® Technologies, Alemanha)
equipado com bomba quaternaria (G1311A) e degaseificador online (G1322A). O HPLC foi acoplado
ao espectrometro de massas quadrupolo modelo Q trap 3200 com fonte de ionizagdo ESI, Turbo V
Ion Source/TurbolonSpray, (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada), disponiveis no
Laboratorio de Eletroforese Capilar no Departamento de Quimica da UFSC. A ionizagdo foi
conduzida no modo negativo. O software Analyst versao 1.6.2 foi usado para aquisi¢ao e tratamento
dos dados obtidos. Os compostos foram separados em coluna SynergiTM Polar-RP 80 A (4.0 um, 2.0
x 150 mm d.i.; Phenomenex, USA) acoplada a uma pré-coluna com mesmo material de
empacotamento. A fase movel consistiu de uma solu¢dao de metanol/agua 95:5 v/v (A) e acido férmico
em agua 0,1 % v/v (B). A separacao foi realizada a 30 °C utilizando elui¢do por gradiente segmentado
de acordo com as seguintes etapas: 0 — 5 min, 10 % A; 5 — 7 min, 90 % A; 7 — 10 min, 90 % A; 10 —
17 min, 10 % A. O fluxo utilizado foi de 250 pl min! e o volume de injegdo foi de 10 puL. Os
compostos foram monitorados utilizando monitoramento de reagdes multiplas (MRM). A
identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada com base no tempo de retengdo, ion precursor €
seus fragmentos por meio da comparagdo com os respectivos padroes disponiveis comercialmente. A
otimizacdo dos parametros do espectrometro de massas foi realizada por infusdo direta de solugdes
contendo cada composto de interesse individualmente. A quantificagdo foi realizada monitorando um
ion quantitativo selecionado para cada composto e utilizando curva de calibragdo construida em razao
dos compostos previamente identificados. Os resultados de concentragdo dos compostos nas amostras

foram expressos em mg por g de amostra.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento global de extragdo, teor de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante foram avaliados estatisticamente por analise unidirecional de variancia (ANOVA).
Quando se verificaram 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. Dessa forma, a
analise estatistica foi realizada para detectar diferencas significativas entre os valores de rendimento

de extragdo e entre as percentagens de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO (Xo)

Processos de extragdo sao importantes métodos para o isolamento e posterior identificacao de
compostos bioativos. A selecdo do método de extragdo e o solvente empregado afetam diretamente a
composicao quimica e as propriedades funcionais do extrato final, portanto o estudo destes processos
visa identificar a metodologia mais adequada para a obtencao de compostos de interesse em fungao
da seletividade do processo.

Os resultados apresentados neste item mostram o rendimento de extragdo (Xo), o conteudo total
de fendlicos e o teor de flavonoides totais para a matéria-prima S. rhombifolia, com teor de umidade
igual a 11 % e didmetro médio de particula de 0,25 mm. Foram estudados processos combinados,
realizados com solventes em ordem crescente de polaridade (CO2 ou hexano menor que a mistura

etanol / agua).
4.1.1 Métodos Convencionais de Extracao

4.1.1.1 Soxhlet (SOX) e Ultrassom (US)

Dentre os métodos convencionais de extra¢do o processo por SOX ¢ um dos mais conhecidos
e empregados. O mesmo também ¢ utilizado como pardmetro comparativo com o método de extracao
por via supercritica, em fun¢do das caracteristicas apolares dos solventes envolvidos nestes dois
métodos.

Conforme demonstram dados da Tabela 1, a extracdo SOX apresentou rendimento de (4,86 %
+ 0,1). A alta temperatura, tempo de processo e reciclagem de solvente usados contribuem para
aumentar a extracao. Por exemplo, temperaturas mais altas reduzem a tensdo superficial e a
viscosidade do solvente, permitindo o acesso de sitios ativos dentro da matriz s6lida, aumentando a
solubiliza¢ao do soluto (MARKOM et al., 2007).

Diferentes solventes empregados neste método de extracao resultam em diferentes indices de
solubilidade e portanto extratos com diferentes composicoes, variando de acordo com o solvente
empregado, por exemplo, solutos polares sdo soliiveis em solventes polares como metanol, etanol,
agua, etc.; e solutos apolares dissolvem-se em solventes apolares como hexano, benzeno,
ciclohexano, tolueno, etc. A solubilidade dos compostos naturais geralmente aumenta com o aumento

nos indices de polaridade (JADHAYV et al., 2009).
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A solubilidade atribuida ao indice de polaridade dos solventes pode corresponder ao

comportamento apresentado para extra¢des utilizando dgua como solvente, onde observou-se
significa diferencga para os demais solventes testados. Segundo Kawamura et al. (2016), o aumento
da polaridade do solvente reduz a densidade da superficie onde o soluto esta presente.

Ja na Extragdo Assistida por Ultrassom, técnica classificada como ndo convencional a baixa
pressdo, a mesma pode ser uma alternativa para a otimizagdo do processo extrativo. Optou-se por
utilizar diferentes solventes neste processo extrativo, com a finalidade de: estudar qual retornaria com
o maior rendimento e a possibilidade de atuar com solventes GRAS, tais como etanol, 4gua e misturas
etanol-agua (v/v). Os resultados para rendimento global das amostras estdo apresentados na tabela

abaixo Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento global de extragdo por Soxhlet e Ultrassom

SOX US

Solvente Xo (%)
Hexano 4,86°+0,11 7,94*+ 0,51
Etanol 9,13+ 0,30 3,632+ 0,34
EtOH/H>0 [70/30] - 8,59+ 0,11
EtOH/H>0 [50/50] - 4,09+ 0,51
EtOH/H,0 [30/70] - 3,62+ 0,71
Agua 18,56* + 0,51 3,96 + 0,41

(1) média + desvio padriio (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que niio ha diferenca significativa (p > 0,05).

Os resultados demonstram que o emprego de 4gua como solvente ocasionou uma significativa
redu¢do no rendimento, quando comparado ao processo SOX. Esse fato pode estar relacionado as
caracteristicas distintas entre os processos de extracdo, um com alta temperatura e extenso tempo de
extracao (SOX) e outro com reduzido tempo de extracdo e controle da temperatura. No entanto, um
aumento dos rendimentos de extracdo de S. rhombifolia quando foram utilizadas misturas de etanol
e agua foi observado, o que pode estar relacionado a presenca de gases contidos na dgua. Esse
comportamento ¢ caracteristico da extracdo por US, sob influéncia do processo de cavitacdo,
permitindo a maior extracdo em comparacao ao SOX. Na extracao os gases sao adsorvidos nos poros
das particulas mediante a cavitagdo no liquido, os gases sao comprimidos para o interior da particula,
e num segundo momento, onde ocorre a expansdo, esses gases ou vapores sao dirigidos para fora da

particula, promovendo a ruptura da parede celular (MARTINES et al., 2000).
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4.1.2 Extracio Supercritica

4.1.2.1 Caracterizacao do Leito de Extragdo

O teor de umidade das amostras de S. rhombifolia foi de 12,6 + 0,5%. Na Tabela 2 estdao
apresentados o diametro médio de particula, massa especifica real, massa especifica aparente e
porosidade do leito das amostras de conforme descrito anteriormente nas se¢des 3.1.2 ao 3.1.5. Estes
parametros sdo de suma importancia para a caracterizagdo do leito de extragdo, e posterior
entendimento dos mecanismos de transferéncia de massa envolvidos e o conhecimento das partes que

compodem o sistema de extracao.

Tabela 2 — Caracterizagdo do leito de extracdo de S. rhombifolia

Diametro médio das Massa especifica  Massa especifica Porosidade do leito
particulas (mm) real (g.cm™) aparente (g.cm™) ©

0,230+ 0,01 1,441 £ 0,01 0,621 £0,01 0,57

4.1.2.2 Determina¢ao da Cinética de Extragao

Um processo de extragdo pode ser avaliado pela quantidade de extrato (massa de extrato ou
rendimento) como fung¢do do tempo de processo, estes resultados permitem a construgdo de uma curva
global de extracdo. As curvas de extragdes, mediante o comportamento cinético de S. rhombifolia,
foram construidas para as condi¢des de 40 °C, 20 MPa (A) e 40 °C, 30 MPa (B), ambas com vazao

de CO; empregada de 11 +2 g min™!, representa na Figura 22.

Figura 22 — Curvas de extragdo cinética com CO, supercritico 4 40 °C ¢ 11 £ 2 g-min™' de CO,a 20 MPa (A)
e 30 MPa (B)
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A determinacdo do tempo de extragdo ¢ necessaria para a avaliagdo da influéncia das
condi¢cdes de temperatura e pressdo empregadas na determinacdo do rendimento global de extragao
(Xo) com fluido supercritico, sendo definido com base nas etapas da curva de extragao.

Conforme citagdo na sec¢do 2.2.1 deste capitulo, a extracdo pode ser dividida em trés etapas,
que juntas formam a curva de extragdo, sendo elas: etapa de velocidade constante de extragdo (CER),
etapa de velocidade decrescente de extracdo (FER) e o processo difusional. Para a determinagdo do
rendimento de extragcdo (Xo), o tempo de extracdo utilizado levou em consideragdo o minimo
suficiente para assegurar que o periodo difusional fosse alcancado (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Verifica-se pela andlise da curva de extra¢do (Figura 20), que o comportamento da amostra
frente as condi¢des de processo, permitem que sejam ajustadas trés retas, aos dados experimentais.
Sendo que a primeira reta representa a velocidade de transferéncia de massa da etapa CER. Logo o
tempo correspondente a intersec¢do entre as duas primeiras etapas, visiveis pelas retas, ¢ o tCER,
indicando o tempo minimo de duragdo de um ciclo de ESC. O tempo tFER, corresponde a interse¢ao
entre a segunda e terceira reta e, em geral representa a duragdo maxima que um ciclo de ESC pode
manter, tendo em vista a viabilidade econdmica (MEIRELES, 2007).

O comportamento cinético da extragdo permite obter pardmetros para melhores condi¢des
operacionais no processamento da matéria-prima. Na Figura 20, estdo identificadas as etapas da
extracdo, as quais permitem compreender os parametros cinéticos tCER (tempo de duragdo da etapa
CER) e MCER (taxa de extracdo da etapa CER) e YCER (concentragdo de soluto na fase solvente na
etapa CER) obtidas pela regressao linear dos dados obtidos nas curvas de extrag@o e apresentados na

Tabela 3.
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Tabela 3 — Pardmetros cinéticos de extracdo de S. rhombifolia com fluido supercritico nas condi¢oes de 40

°C, vazdo de CO, 11 £2 gmin’!, 20 MPa (A) e 40 °C, vazdo de CO, 11 + 2 g min™' 30 MPa (B)

Periodo de extracao

Parametro CER® FERT DC®
A B A B A B
t@ 0-25 0-20 30-100 25-90 100 -360 100 - 360
m® 0,136 0,251 0,229 0,213 0,153 0,074
Xo® 0,453 0,836 0,769 0,708 0,509 0,245
M® 0,005 0,013 0,011 0,003 0,002 0,0003
Y® 0,0005 0,001 0,0003 0,0003 - -

(t: duragdo da etapa de extragdo (min); m®: massa de extrato aproximada (g); Xo®: rendimento da etapa (%); M®: taxa
de extragdo (g min™'); Y®): concentragdo de soluto na fase solvente (kg kg™'); CER® etapa de extragdo constante; FER(?

etapa de extragio decrescente, DC® etapa difusional.

Para a cinética (A) as etapas: CER, FER e difusional ocorrem: entre 0 e 25 min; 30 e 100 min
e apos 120 min, respectivamente. Ja na cinética (B) as etapas: CER, FER e difusional ocorrem: entre
0 e 20 min; 25 e 90 min e ap6s 100 min, respectivamente. O tempo fixado para os experimentos e
necessario para que seja alcangada a etapa difusiva é de aproximadamente 2 h (120 min), pelo fato
de obter a maior parte do soluto disponivel na extracdo. Com estes parametros estabelecidos, ¢

estipulado o consumo de 1.320 g de COz por extragdo (Msotvente/M = 88 kg CO2/Kg amostra)

4.1.2.3 Determinag¢ao do Rendimento da Extracao

Ao determinar o rendimento global de extracdo, faz-se referéncia ao maximo de soluto
possivel de se obter de uma matriz s6lida, fazendo uso de técnicas e parametros pré-estabelecidos. O
rendimento global da extracdo para o processo de ESC em leito fixo de particulas e método dindmico
de extragdo ¢ definido como a quantidade de extrato presente na matriz sdlida possivel de ser extraido
pelo solvente nas condicdes estabelecidas de temperatura e pressao para um tempo de processo pré-
determinado (SOVOVA, 1994).

Os resultados para rendimento global de extracdo (Xo) dos experimentos de ESC, estdo
relacionados na Tabela 4, juntamente com as condigdes de temperatura e pressdo utilizadas nos
ensaios. Sao apresentados também os dados correspondentes de massa especifica (p) do CO>

(ANGUS; ARMSTRONG; REUCK, 1976).
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Tabela 4 — Rendimentos globais (Xo) obtidos por extracdo supercritica de S. rhombifolia em diferentes
condig¢des de temperatura (T) e pressao (P).

TCC) P(MPa) p(g.cm?) Rendimento

(%)(1)
40 20 0,840 1,38+ 0,01
40 30 0,911 1,42° + 0,03
50 20 0,785 1,47° + 0,01
50 30 0,871 1,612+ 0,02

(1) média + desvio padriio (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que nio ha diferenca significativa (p > 0,05).

O maior rendimento para a ESC de S. rhombifolia foi verificado na condi¢ao de 30 MPa e 50
°C, sendo este estatisticamente diferente aos demais obtidos no estudo. O menor rendimento global
de extracdo foi verificado na condi¢do de 20 MPa e 40 °C, sendo estatisticamente igual aos valores
obtidos na condicdo de 30 MPa na temperatura de 40 °C. No geral, observa-se que o rendimento de
um soluto e sua seletividade, por serem fortemente dependentes da solubilidade, sdo determinadas
pela temperatura e pressao de operagao.

Os resultados obtidos demonstram que na condi¢do isotérmica de 50 °C o rendimento aumenta
de 1,47+ 0,01% para 1,61 = 0,02% quando a pressdo de operagdo ¢ elevada de 20 para 30 MPa. O
solvente supercritico ¢ afetado pela pressdo e temperatura de operagdo, em fun¢do de sua agdo na
densidade. O poder de solvatacdo diminui a pressdo constante, uma vez que a temperatura estd em
elevacdo, enquanto que a temperatura constante, um aumento da pressdo aumenta a densidade do
fluido supercritico (BRUNNER, 1994). Dessa forma, o aumento no rendimento de extracao de S.
rhombifolia a temperatura constante pode ser atribuido ao aumento da densidade do fluido
supercritico decorrente do aumento da pressao.

O rendimento total da extracdo ¢ uma indicacdo quantitativa da eficiéncia do processo,
embora seja importante determinar ndo apenas o efeito das variaveis do processo no rendimento, mas
também seu impacto sobre as atividades dos extratos finais. Como a solubilizacdo implica em
repulsoes eletrostaticas e atracao entre o solvente e o soluto, admite-se que um solvente polar favorece
a solubilizagdo e a extragcdo de compostos polares, enquanto um solvente menos polar promove a

extragdo de moléculas menos polares (JACOTET-NAVARRO et al., 2018).

4.1.2.4 Uso de cossolvente

O CO; ¢ amplamente utilizado em sistemas de extragdo supercritica, no entanto do ponto de
vista da extracdo de compostos bioativos de matrizes naturais, a principal desvantagem de sua

utiliza¢do ¢ a baixa polaridade. Este fato faz com que haja uma limita¢do na capacidade de extrair
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compostos de maior polaridade, como s3o a maioria das substancias com propriedades

antioxidantes (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

A utilizagdo de modificadores ao CO» supercritico pode representar o aumento desejado do
rendimento de extragdo, por aumentarem a solubilidade dos compostos presentes na matriz solida,
além do nimero de componentes solubilizaveis (HERRERO et al., 2010). O emprego de etanol como
cossolvente, nas fragdes de 5,0 e 10% em relagdo a massa de CO; utilizada, foi baseado em outros
estudos ja realizados com adicao de modificadores a extracao supercritica realizados no LATESC
(ANDRADE et al., 2012; BENELLI et al., 2010; MAZZUTTI, 2016).

A sele¢do de um solvente adequado ¢ baseada na seguranga do operador e do processo,
protecdo ambiental e sustentabilidade, o que significa que o solvente verde deve ser quimicamente e
fisicamente estavel, facil de usar e facil de reciclar com possibilidade de reuso. Etanol ¢ considerado
um solvente verde ou agrossolvente (BUBALO et al., 2018), sendo selecionado como cossolvente ao
CO> devido também a sua ampla utilizagdo na industria de alimentos e farmacéutica e também devido
a sua facilidade de eliminacdo dos extratos por meio de rotaevaporagdo. Os resultados para as
extragcdes com cossolvente nos experimentos de ESC sdo demonstrados nas Figuras Figura 23 e

Figura 24, juntamente com as condi¢des de temperatura e pressdo utilizadas nos ensaios.

Figura 23 - Rendimentos globais (Xo) para os extratos de S. rhombifolia utilizando etanol como cossolvente a

20 MPa, 40 ¢ 50 °C e vazdo de 11 =2 g min™'.
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Figura 24 - Rendimentos globais (Xo) para os extratos de S. rhombifolia utilizando etanol como cossolvente a

30 MPa, 40 ¢ 50 °C e vazdo de 11 =2 g min™.
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Os resultados no que diz respeito ao rendimento global de extragdo (Xo) com cossolvente
proporcionou um incremento nos valores de rendimento global. A adi¢do de 10% de cossolvente em
40 °C proporcionou um aproximadamente o dobro do rendimento obtido em relagdo ao uso de CO»
puro. O emprego de cossolvente em todas condigdes representou aumento de Xo, esse fato se deve a
solubilizacdo de compostos polares na mistura cossolvente/CO2 em virtude da afinidade caracteristica
do solvente, podendo levar a uma redug¢ao da seletividade do processo, mas aumentando o rendimento

de extracgdo pela obtengdo de um maior nimero de compostos solubilizados (PEREIRA; MEIRELES,
2010).

4.1.3 Extracio com Liquido Pressurizado

A extragdo por liquido pressurizado (PLE) foi realizada como segunda técnica de extragdo em
alta pressao dos compostos bioativos das folhas de S. rhombifolia. Os resultados apresentados nesta
seccao referem-se aos ensaios efetuados com a matéria-prima original, conforme descrito nos itens

3.2.1e4.1.2.1, bem como referente as amostras que contemplam a integracao de processos entre ESC
e PLE.
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4.1.3.1 Determinacdo da Cinética de Extracao

A construcdo da curva global de extragdo, ¢ um processo que permite a caracterizagdo dos
parametros a serem empregados nos ensaios de extracdo. Baseado em estudos anteriores realizados
no LATESC, foram avaliadas as misturas de etanol e dgua (70:30 / 50:50 / 30:70). Os resultados
corroboram com o estudo de Lasta (2017) onde o aumento de polaridade do solvente propiciou o
maior percentual de rendimento, caracteristica atribuida a mistura etanol e agua (70:30), quando
avaliado com folhas de beterraba. Desta forma, a obtengado de soluto em fun¢do do tempo de processo,
auxilia na compreensao do comportamento cinético (Figura 25) das amostras de S. rhombifolia, onde

foram empregadas as condigdes de 40, 60 e 80 °C, 10 MPa e vazio de solvente 2 mL min™.

Figura 25 - Curva de extragdo cinética em PLE a 10 MPa, 40, 60 ¢ 80 °C ¢ 2 mL-min"' de EtOH
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As curvas cinéticas da extracdo permitem compreender qual a melhor condi¢ao operacional,
no que se refere a rendimento de soluto no processamento da matéria-prima. Na Figura 26, estdao
identificadas as curvas de extragdo que demonstram comportamento semelhante, no entanto com
incremento de massa acumulada em fun¢do do tempo de processo. Observa-se que o inicio do
processo, etapa CER, correspondente pelo maior percentual obtido dentre as etapas de extragdo,
corroborando com os estudos (OKIYAMA et al., 2018; MAZZUTTI et al., 2012; MEZZOMO et al.,
2013). Esse comportamento ¢ também caracterizado quando observado o padrao dos extratos obtidos
na cinética, conforme Figura 26, onde vislumbra-se a diminui¢do da concentracdo do soluto no

solvente em funcdo do tempo.
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Figura 26 — Concentragdo de soluto nos extratos da cinética em PLE antes da recuperagdo do solvente
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4.1.3.2 Determina¢ao do Rendimento da Extracao

Com o objetivo de obter a maior quantidade de compostos bioativos com potencial agdo
antioxidante a partir de S. rhombifolia foi realizado o método PLE, de maior afinidade na obtencdo
de fenodlicos e por ser ambientalmente sustentavel. Em funcdo das caracteristicas e propriedades
inerentes ao etanol e agua, estes ensaios visam extrair compostos com composi¢do na atividade
antioxidante. A Tabela 5 apresenta rendimentos de extragdo de S. rhombifolia obtidos com extragao

em PLE com variacdo de solventes e temperatura de operagao.

Tabela 5 — Rendimentos de extragdo (Xo) de S. rhombifolia obtidos via PLE

Temperatura (°C) Solvente Rendimento! (%)

40 EtOH 7,12+ 0,21
EtOH/H,0 (70:30) 8,95% + 0,30
EtOH/H,0 (50:50) 7,50 + 0,27
EtOH/H,0 (30:70) 6,012+ 0,28
H0 4,332+ 0,31
EtOH 8,12¢7 £ 0,24
EtOH/H,0 (70:30) 10,58 + 0,33

60 EtOH/H,0 (50:50) 9,02¢ £ 0,26
EtOH/H>0 (30:70) 7,61 £ 0,30
H>0 6,42 + 0,36
EtOH 11,03% £ 0,29
EtOH/H,0 (70:30) 12,34* + 0,35

80 EtOH/H,0 (50:50) 10,014 £ 0,25
EtOH/H,0 (30:70) 9,76°4 + 0,35
H,0 8,639+ 0,33

(1 média + desvio padrio (n=2); Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p > 0,05).

Os resultados observados na Tabela 5, elucidam a significativa diferenca (p<0,05) entre o
tratamento com maior temperatura e variagdo de solvente para a razdo etanol e agua (70:30),

reportando o maior valor de rendimento (12,34%). Observa-se que de modo geral, as extragdes que
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envolveram a maior temperatura de misturas de etanol em agua, correspondem aos maiores

percentuais de rendimento. Esse comportamento pode ser atribuido a acdo da mistura de etanol e 4gua
como meio de liquefagdo, o que pode ter contribuido para um aumento significativo da recuperagao
de compostos de qualidade (CHEN et al., 2012; MINAMI; SAKA, 2005; YUAN et al., 2007). As
misturas etanol e dgua favorecem a liquefacdo da biomassa reduzindo a formagdo de intermediarios
de alto ponto de ebuli¢do. A densidade e a constante dielétrica da mistura etanol com agua tém
grandes efeitos na dissolugado de lignina e derivados de celulose. Conforme Ni e colaboradores (1995)
a solubilidade atribuida a mistura etanol e dgua atuando em compostos lignocelulosicos, aumenta
fortemente conforme a concentragdo de etanol aumenta até 50%, aumenta lentamente na concentracao
de etanol acima de 50% e atinge a solubilidade maxima quando a concentragdo de etanol ¢ de 70%.
Para a determinacdo do rendimento das extragdes de S. rhombifolia foram também
considerados também os aspectos de uma abordagem para o desenvolvimento de um procedimento
de biorrefinaria, onde avaliou-se a influéncia de diferentes condigdes da matéria-prima na extracao
do rendimento do PLE, conforme apresentado na Tabela 6. O uso do residuo ESC obtido com a
extracdo lenta da taxa de despressurizagao apresentou a menor extragdo de rendimento (11,15 +0,7).
Por outro lado, a integracao de processos possibilitou obter os maiores rendimentos de extragdao, com
valores de 12,75 + 1,0% para uma extra¢ao anterior de SOX, seguida por 12,15 £+ 0,7% para ESC

anterior com extragao rapida da taxa de despressurizagao.

Tabela 6 — Rendimentos de extragdo (Xo) em PLE pela integracao de processos

Ensaio Método Solvente Amostra Rendimento (%)
PLE EtOH/H>0 (70/30) Amostra original 12,34*+ 0,31
PLE EtOH/H>0 (70/30) Residuo SOX 12,152 £ 0,71
Integrado PLE EtOH/H20 (70/30)  Residuo ESC DL 11,50+ 0,41
PLE EtOH/H,0 (70/30)  Residuo ESC DR® 12,75+ 1,01

(DResiduo da ESC obtido com despressurizacdo lenta; @PResiduo da ESC obtido com despressurizacdo rapida. Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

Além da capacidade solvente para solubilizar um soluto, os fenomenos de transporte de massa
determinados pelas complexas interagdes que ocorrem entre o material vegetal e o solvente devem
ser considerados quando a extracdo ¢ realizada. Os valores de rendimento de extracio do PLE
mostraram diferenga estatistica entre as duas taxas de despressurizagao do ESC (lenta e rapida) (p
<0,05). O maior rendimento de extragao foi observado quando foi empregado o fluxo rapido de
despressurizacdo. A liberagdo instantdnea de CO; a alta pressdo pode promover a ruptura da parede
celular e aumentar a extracao de rendimento do PLE. Esta ¢ outra importante abordagem desenvolvida
para processos de biorrefinaria, o uso de CO; para romper as paredes celulares da matriz celuldsica

bruta.
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Como pode ser observado, os extratos obtidos quando utilizado 4gua e as misturas dgua e

etanol como solventes, apresentaram resultados estatisticamente maiores se comparado aos demais
rendimentos de processo. Isso pode ser explicado devido a polaridade da 4gua e do aumento que ela
proporciona na mistura com etanol, se comparado com a polaridade do etanol isolado. O alto
rendimento das extragdes utilizando agua como solvente pode estar relacionado a possivel
solubilizacdo de carboidratos hidrossoluveis, como pectinas, mucilagens, gomas e hemiceluloses

(BENELLI et al., 2010).

42 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

Inicialmente as analises de contetido de fendlicos totais (CFT) e conteudo de flavonoides totais
(FT) foram realizadas como indicadores de compostos com atividade antioxidante. Na Tabela 7 sdo
apresentados os resultados obtidos para os extratos de S. rhombifolia por diferentes técnicas de

extracgao.

Tabela 7 — Teor de fendlicos e flavonoides totais dos extratos de S. rhombifolia

. CFT FT
Método  Solvente (mg EAG g) (mg EQ g
SOX HEX 5,332+ 0,91 17,03% +0,10
SOX EtOH 79,33* £ 0,61 67,57* 291
SOX H>O 36,594+ 0,31 36,55+ 0,61
US HEX 2,976+ 0,51 12,94" + 0,40
US EtOH 54,25+ 0,81 23,48%4 + 0,51
uUsS EtOH/H-0 (70:30) 62,31°+0,31 26,18°+ 0,41
Us H>0O 33,559+ 1,51 15,518 £ 0,51
ESC 20 MPa - COz 13,727+ 0,41 20,06 + 0,61
ESC 30 MPa - CO> 16,457+ 0,91 20,64% +0,81
ESC 30 MPa - CO2/EtOH 5% 26,53°+ 1,51 22,879 +£0,30
ESC 30 MPa - CO,/EtOH 10% 39,019+ 0,91 23,02% +0,61

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p > 0,05).

Compostos fenolicos compde um dos principais grupos de metabodlitos secundérios e seus
precursores biossintéticos sao metabolitos das vias das pentoses fosfato, chiquimato e fenilpropanoide
(RANDHIR; LIN; SHETTY, 2004; VOGT, 2010). Os compostos fenolicos tém sido associados a
beneficios para a saude, incluindo prevengao e tratamento de varios tipos de doencgas, como cancer,
doengas cardiovasculares, diabetes ¢ obesidade (CHACKO et al., 2010; ZHANG et al., 2015b). A
obtenc¢do destes compostos a partir de matrizes vegetais ¢ dependente do meio reacional utilizado,
sendo observado que o emprego de solventes com diferentes polaridades contribui para o isolamento

destes compostos bioativos. Desse modo, € possivel observar que em geral, os compostos fendlicos
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sdo caracterizados como polares, apresentando os maiores niveis de solubilizagdo em meios de

maior polaridade.

A andlise da Tabela 8 demonstra que a presenga de solventes de maior polaridade permite a
obten¢do de resultados melhores, tanto para CFT como FT, quando comparado aos demais. A
utilizagdo de solventes como etanol e dgua, constituem um poderoso método de recuperacao de
compostos fenolicos, uma mistura favorece o aumento da polaridade do meio (BARRALES et al.,
2018; PASQUEL REATEGUI et al., 2014; PEREIRA et al., 2016; VIGANO et al., 2016b). Nesse

sentido sdo reportados na Tabela 8 os dados referentes apenas ao PLE.

Tabela 8 — Teor de compostos fenodlicos totais e flavonoides totais para os extratos obtidos no método

com liquido pressurizado

Temperatura Solvente CFT FT

‘O (mg EAG g (mg EQ g™
EtOH 32,187+ 1,11 20,579 + 1,21
EtOH/H,0 (70:30) 52,33+ 0,61 18,76% + 0,51

40 EtOH/H>0 (50:50) 51,66 + 0,71 17,84% + 0,41
EtOH/H,0 (30:70) 32,187+ 1,11 23,27° +0,41

H,0 35,897+ 0,81 22.64° 0,71

EtOH 32,727+ 1,30 19,34% + 0,91
EtOH/H,0 (70:30) 55,01°+2,31 19,419+ 0,91

60 EtOH/H>0 (50:50) 50,22¢ + 1,90 18,919+ 0,51
EtOH/H,0 (30:70) 32,72f+ 1,31 23,73¢ +0,21

H>O 38,43% + 1,41 258> £0.,51

EtOH 33,92F+ 0,81 20,019+ 0,11
EtOH/H>0 (70:30) 62,97 + 1,41 20,594 + 0,61

80 EtOH/H,0 (50:50) 51,09 + 0,31 19,759+ 0,60
EtOH/H>0 (30:70) 33,917+ 0,81 25,84° +0,71
H>O 41,999+ 0,40 28,41* +0,70

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

Os processos extrativos, ndo convencionais sdo rotas de obten¢do de solutos ricos em
compostos fendlicos, por justamente compreenderem os quesitos que propiciam melhores resultados
de CFT de um substrato sélido utilizando solventes ambientalmente seguros. Esse comportamento ¢
visto pela analise dos resultados, sendo que as extracdoes a 80 °C em PLE, demonstraram ser
significativamente diferentes e o resultado de rendimento percentual foi obtido com a utilizagdo a
mistura de etanol e agua (70:30) como solvente. O aumento da temperatura faz com que forgas
intermoleculares como ligacdes de hidrogénio, van der Waals e dipolo-dipolo sejam reduzidas.
Assim, a energia de ativacao para a dessor¢ao de compostos extraiveis diminui. Deve-se considerar

também que a viscosidade do solvente e a tensdo superficial diminuem a medida que a temperatura
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aumenta, o que favorece a penetracdo do solvente no substrato solido (MACHADO et al., 2015;

VIGANO et al., 2016b).

As misturas de solvente, agua ao etanol aumentam o rendimento global de extragdo. As
caracteristicas do solvente determinam que tipo de composto pode ser dissolvido, em fungao do soluto
conter polaridade similar MUSTAFA; TURNER, 2011). Dessa forma, destacam-se o etanol e a 4gua,
os quais dissolvem compostos moderadamente polares e de alta polaridade, respectivamente. Na
mistura destes dois solventes, em fun¢ao da concentragao e das condigdes as quais sdo submetidos, ¢
possivel dissolver compostos de polaridade moderada a alta (PEREIRA et al., 2016).

Estudos anteriores com S. rhombifolia e espécies do género Sida, ndo reportam o emprego do
método PLE para a obtencdo e caracterizagdo dos extratos quanto a composi¢do de fenodlicos.
Segundo Chaturvedi e Fulukani (2015), foram encontrados valores superiores de CFT, comparado
aos demonstrados na extracdo de PLE deste estudo, no entanto foram empregados como solventes o
metanol e cloroféormio. Considerando a utilizacdo de solventes ambientalmente amigaveis, os
resultados de CFT obtidos neste estudo, demonstram ser superiores aos relatados por Dhalwal e
colaboradores (2005), os quais realizaram seus ensaios de quantificacdo de CFT em extratos obtidos
a partir da maceragdo com a mistura de etanol e agua (90:10). Portanto, PLE demonstrou ser efetivo
na recuperacao de compostos fendlicos e que atentam as premissas de seguranga ao meio ambiente,
no que diz respeito ao impacto gerado pela obtencdo de extratos.

Os resultados obtidos para a determinacdo de flavonoides, seguem o comportamento descrito
para CFT, destacando significativamente a extra¢do utilizando 4gua como solvente, onde foram
obtidos os maiores valores para equivalente de quercetina nas amostras de S. rhombifolia, pelo
método PLE e SOX, nesse ultimo sendo superado apenas pela extracdo com etanol. Os dados obtidos
corroboram com resultados descritos na literatura, onde ¢ relatada presenca de flavonoides nas
espécies do género Sida, aos quais ¢ atribuida funcdo de defesa dos vegetais que os contém
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Dentro do género Sida, um grande nimero destes glicosideos, como estdo naturalmente
presentes, mediante os resultados encontrados, correspondem aos valores de 12,94 a 67,57 mg EQ-g’
! deste estudo. Por serem os flavonoides, compostos descritos como componentes responsdveis, em
parte, pelos efeitos protetores de uma dieta rica em frutas e vegetais, tém despertado o crescente
interesse da pesquisa em nutricdo humana. S3o compostos classificados como polifenodlicos,
amplamente reportados as matérias-primas como chas, vinhos, café e cacau (DEL RIO et al., 2013).

Os resultados apresentados na Tabela 9 sdo muito promissores no que diz respeito a separacao
eficiente de duas fragdes da matéria-prima, no melhor uso do residuo e agregando valor aos produtos
obtidos. Como a abordagem de biorrefinaria, o processo compreende ESC ou Soxhlet com hexano
seguido por PLE, dois extratos diferentes sdo obtidos: um com carater nao polar, enriquecido com

lipideo, e outro com carater polar, enriquecido com fendlico. Como pode ser observado, os valores
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de CFT foram maiores quando o ESC residuo foi utilizado em comparagdo com o residuo de

Soxhlet. Além disso, o tempo de processo necessario para Soxhlet mais PLE foi de 6,3 h (6 h SOX +
20 min PLE), enquanto ESC mais PLE foram realizados em 2,3 h (2 h ESC + 20 min PLE).

Tabela 9 — CFT e TF dos extratos de S. rhombifolia obtidos por diferentes técnicas de extracdo

Ensaio Método Solvente* Amostra** CFT FT
(mg GAE g™) (mg EQ g7)
SOX HEX Integral 5,33°+ 0,91 10,57*+ 0,10
ESC CO2 Integral 16,4594+ 0,91 20,649+ 0,71
Us EtOH/H,0 Integral 62,31°+ 0,31 26,18° + 0,50
PLE EtOH/H,0O Integral 62,97+ 1,41 20,59%¢ + 0,41
PLE EtOH/H>O Residuo SOX 79,41° + 5,00 17,04°+£0,11

Integrado  PLE EtOH/H>O Residuo ESC DL 83,38%+ 2,00 30,70°+ 0,31
PLE EtOH/H,O Residuo ESC DR 90,81*+ 0,00 12,212+ 0,50

* — Mistura de Etanol e Agua (70:30); ** — ESC DL: Despressurizagio Lenta. ESC DR: Despressurizagdo Rapida. Letras

iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

As taxas de despressurizacdo na ESC (lenta e rapida) mostraram efeito significativo na
recuperagdo de CFT para extratos de Sida (p <0,05). Além disso, os valores de CFT nos extratos
obtidos com PLE realizados com residuos de ESC foram maiores do que quando se empregou
matéria-prima integral. No final da extracdo ESC o CO; ¢ expulso para fora das células, as quais estao
saturadas com CO: e a despressuriza¢do subita aplicada gera um gradiente de pressdo através da
parede celular (UQUICHE; MARTINEZ, 2016). A despressurizagido na ESC aumenta a difusdo do
solvente na extracdo da PLE ao romper ou danificar agregados e parede celular. Portanto, esse pode
ser um passo muito importante para a extragdo de biomoléculas de fontes naturais, permitindo o uso
de solventes mais leves e sustentaveis e melhorando o rendimento da extracao.

Os efeitos benéficos dos flavonoides sdo atribuidos as suas capacidades antioxidantes e
quelantes (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). As taxas de despressurizacdo do ESC (lenta
e rapida) mostraram efeito significativo na recuperagdo da FT para Sida (p <0,05). O maior valor de
FT foi obtido na extracdo PLE com o uso do residuo ESC com baixa taxa de despressurizacao (30,70
+ 0,3 mg EQ-g ). Como verificado para os valores de FT, a abordagem da biorrefinaria usando
residuos ESC e extracdo PLE proporcionou maior recuperagdo de FT (Figura 27). Os valores de FT
obtidos sdo consistentes com o teor de flavonoides do género Sida relatado na literatura (DHALWAL

et al., 2005).
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Figura 27 — Contetido de fenodlicos totais (A) e Contetdo de Flavonoides (B) nos extratos obtidos pela
integragdo de processos
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Fonte: O autor

Os processos combinados foram realizados com solventes em ordem crescente de polaridade
(CO2 ou hexano menor que a mistura etanol / agua). Como pode ser observado na Figura 27, a
abordagem da biorrefinaria (ensaios realizados em duas etapas) mostrou que a integracdo dos
processos, além de permitir o uso mais completo da matéria-prima, pode ser utilizada para aumentar
a eficiéncia da extracao da técnica PLE.

Os menores resultados dos extratos de CFT e FT de S. rhombifolia foram obtidos para PLE
utilizando matéria-prima integral. Dois fatores principais parecem influenciar as diferencas entre os
resultados dos experimentos de PLE: remogao do contetido lipidico na 1? etapa (composigao quimica)
e ruptura da parede celular causada pela despressurizagao ou extragdo de Soxhlet (estrutura),

aumentando a transferéncia de massa dos extrativos.

43 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliagdo das propriedades funcionais dos extratos de S. rhombifolia, a capacidade
antioxidante foi fornecida pelos métodos DPPH e ABTS e os resultados sdo apresentados na Tabela
10. Levando em consideragdo caracteristicas e aplicabilidade de cada método de avaliacao da
atividade antioxidante, atualmente reporta-se que a medida utilizando ambos métodos ¢ a forma mais
assertiva para determinar a capacidade antioxidante e ird refletir exatamente a ‘“capacidade
antioxidante total” de uma amostra (BADARINATH et al., 2016; KARADAG; OZCELIK; SANER,
2009).
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Como a atividade antioxidante de um composto pode apresentar resultados distintos com

diferentes radicais, ele deve ser examinado por mais de um teste. Os valores de EC50 do ensaio de
DPPH representam a concentragdo requerida para um antioxidante para eliminar 50% da
concentracao inicial de radicais livres de DPPH. Consequentemente, valores mais baixos de EC50
indicam maior atividade de eliminacdo de radicais livres. Enquanto os resultados de ABTS sao
expressos em equivalente de Trolox, observados pela degradacgao da coloragao das amostras testadas
e reporta a atividade antioxidante em fun¢ao dessa equivaléncia, com maiores valores, maior também

¢ a atividade atribuida a amostra.

Tabela 10 — Atividade antioxidante dos extratos de S. rhombifolia

DPPH ABTS
Método  Solvente EC 50 (mmol TEAC g!
(mg mL™) extrato)

SOX HEX 1,641+ 0,02 0,18+ 0,02
SOX EtOH 1,66+ 0,03 3,222 + 0,08
SOX H,0 4,23+ 0,31 0,14°+ 0,01
US HEX 4,474+ 0,51 0,16°+ 0,03
UsS EtOH 3,829+ 0,15 1,42+ 0,13
US EtOH /H,0 (70:30) 3,29+ 0,01 2,37°+0,13
US H,0 4,922 + (0,36 0,115+ 0,01
ESC 20 MPa - CO» 4,728%¢ + 0,22 0,319+ 0,05
ESC 30 MPa - CO; 4,98% + 0,02 0,369+ 0,01
ESC 30 MPa - CO, /EtOH 5% 5,11°2+0,11 0,389+ 0,01
ESC 30 MPa - CO, /EtOH 10% 5,37+ 0,17 0,539+£0,12

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

Os extratos que apresentaram melhores resultados de atividade antioxidante foram obtidos pelos
métodos de extragdo que favorecem a solubilidade de compostos fendlicos por indice de polaridade
do solvente empregado. Observa-se que a utilizacdo de etanol e sua mistura com agua, representam
as avaliacdes onde este fendmeno pode ter contribuido de forma significativa para os ensaios
realizados. Os valores encontrados corroboram com os obtidos no estudo de Gupta et al (2016), que
avaliaram a atividades antioxidante de extratos de S. cordifolia.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos obtidos nos experimentos de PLE estao
apresentados na Tabela 11. Nas extragdes, diferentes temperaturas foram avaliadas, fazendo com que
as propriedades fisicas dos solventes sejam modificadas, permitindo a recuperagdo de distintos
compostos em func¢do das condi¢cdes empregadas. A possivel variabilidade dos compostos
recuperados nas extracdes, apresentam também distintos resultados nos ensaios espectrofotométricos
de atividade antioxidante determinado pelo método do radical ABTS e DPPH. As condigdes pelas

quais as amostras sdo submetidas e seus resultados podem sugerir a formagdo de novos compostos
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antioxidantes decorrentes das reagdes de Maillard, caramelizagdo e termo-oxidagdo (PLAZA;

TURNER, 2017).

Tabela 11 — Atividade antioxidante por DPPH e ABTS para os extratos obtidos por PLE

Temperatura Solvente DPPH ABTS
¢C) EC 50 (mg mL™) (mmol TEAC g! extrato)

EtOH 5,97¢+ 0,73 1,068 + 0,04
EtOH /H>0 (70:30) 2,488+ 031 1,18+ 0,18

40 EtOH /H>0 (50:50) 7,64+ 0,29 1,07¢" + 0,02
EtOH /H>0 (30:70) 18,83 + 1,04 0,99" + 0,04
HO 12,13+ 0,78 0,38 + 0,02
EtOH 6,90+ 0,21 1,23 + 0,02
EtOH /H>0 (70:30) 2,25¢+ 0,31 1,57+ 0,13

60 EtOH /H>0 (50:50) 6,51°+ 0,56 1,329+ 0,03
EtOH /H>0 (30:70) 22,71*+ 1,10 1,12%"+ 0,01
HO 9,76% + 0,60 1,711 £ 0,03
EtOH 5,577+ 0,21 1,51%4+ 0,07
EtOH /H>0 (70:30) 1,09¢ + 0,01 2,852+ 0,01

80 EtOH /H>0 (50:50) 2,128+ 0,39 1,71+ 0,03
EtOH /H>0 (30:70) 19,17° + 0,78 1,40 + 0,11
HO 7,64 + 0,05 0,76' + 0,03

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 11 demonstram que a maior atividade antioxidante
identificada foi observada na extragdo a 80 °C e utilizando a mistura de etanol e agua (70:30).
Comportamento que se repete em ambas técnicas de avaliagdo da atividade antioxidante, com valores
de 1,09 mg-mL"! para DPPH e de 2,85 mmol TEAC-g "' para ABTS. Estes dados apresentaram
valores maiores na avaliacao de atividade antioxidante entre S. rhombifolia e S. cordifolia, conforme
estudo de Gupta (2016).

Ja na avaliagdo de integracdo de processos (Tabela 12), a atividade antioxidante apresentou
comportamento diferente dependendo das condigdes de extracdo. Extratos obtidos por PLE com
mistura etanol / 4gua apresentaram maior atividade antioxidante em relagdo as demais extragdes. Esse
fato ¢ atribuido a baixa solubilidade de compostos antioxidantes em CO», se comparado a mistura
etanol / agua. Além disso, a temperatura (80 °C) pode ter sido capaz de, ndo apenas aumentar a
recuperacdo de antioxidantes presentes na amostra, mas também de permitir a geracdo de novos
compostos antioxidantes (PLAZA et al., 2010). Esse fato, aliado ao processo de despressurizacao
rapida, contribui a determinagao das melhores rotas de extracao para obtencao de uma alternativa ao
aditivo sintético terc-butilhidroquinona (BHT). Sendo o PLE e PLE ESC DR, os extratos que compde

atividade antioxidante similar, mas obtidos por métodos ambientalmente seguros.



Tabela 12 - Atividade antioxidante por DPPH e ABTS para os extratos obtidos na integracdo de processos
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ABTS

Ensaio Método Solvente* AmostraP® EC DPPH » (mmol TEAC g!
50 (mg mL™)
extrato)

SOX  HEX Integral 1,64°+0,02 0,187+0,01
ESC CO; Integral 4,98 +0,02 0,36"+ 0,01
UsS EtOH/H2O Integral 3,29+ 0,01 2,444 0,30
PLE  EtOH/H;0O Integral 1,09° + 0,04 2,8°+0,05
PLE  EtOH/HO Residuo SOX 1,66°+ 0,02 1,56+ 0,05

Integrado @ PLE  EtOH/H2O Residuo ESC DL 2,477+ 0,08 3,82+ 0,30
PLE  EtOH/H20 Residuo ESC 1,919+ 0,04 4,3%+ 0,02

DR
BHT 0.31% 0,04 7.70° £ 0,02

* _ Mistura de Etanol e Agua (70:30); ** — ESC DL: Despressurizagdo Lenta. ESC DR: Despressurizagdo Réapida. Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

Os resultados indicam que o extrato de S. rhombifolia obtido por PLE com matéria-prima integral
apresenta a maior capacidade antioxidante medida pelo ensaio DPPH (1,09 + 0,04 ugmL"), enquanto
o PLE com ESC reduz a capacidade antioxidante medida pelo ensaio ABTS (4,3 £ 0,02). Embora os
compostos fendlicos sejam os principais antioxidantes naturais, eles ndo sdo a Unica classe de
substancias que contribuem para o desempenho antioxidante dos produtos naturais (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Para uma melhor compreensdo da inter-relagdo entre a
atividade antioxidante ¢ o CFT, foi realizado o teste de correlacdo de Pearson. A melhor correlagao
foi encontrada entre ABTS e conteudo fendlico total que apresentou valor de coeficiente de correlagao
de 0,884. A inter-relagdo entre 0o DPPH e o CFT apresentou correlacdo fraca, com valores de -0,377,
podendo ser atribuida que outros componentes, além de substincias fendlicas, influenciaram o
potencial antioxidante dos extratos de S. rhombifolia.

As taxas de despressurizacdo do ESC (lenta e rapida) apresentaram efeito significativo no
desempenho antioxidante (p <0,05). A taxa rapida de despressurizacdo do ESC forneceu extratos com
maior atividade antioxidante. Dados da literatura mostram uma dependéncia da densidade de CO2 na
despressurizagdo e ruptura da parede celular. Quando a densidade de CO> aumenta, a quantidade
liquida de géas absorvida nas células aumenta e, por sua vez, aumenta a for¢a causada pela rapida
despressurizacdo. Como resultado, ocorre a ruptura das paredes celulares quando o CO; retorna ao
estado gasoso devido a répida despressurizacio (KHOSRAVI-DARANI et al., 2004; UQUICHE;
MARTINEZ, 2016).

44 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As imagens obtidas com MEV das folhas de S. rhombifolia, sdo apresentadas pela ordem: (A)

matéria-prima integrada; (B) apds a extracdo de Soxhlet; (C) apds fluxo lento de despressurizacao de
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ESC; e (D) ap6s fluxo rapido de despressurizacdo ESC. Apods a extragdo com Soxhlet e ESC (Fig.

Figura 28B, Figura 28C e Figura 28D), a superficie foi completamente modificada quando comparada
a matéria-prima original. Como demonstra a Figura 28D, foi observada a presenca de alguns tricomas.
Essas observagdes estdo de acordo com aquelas previamente descritas por Alber e Victoria Filho
(2002). Quanto as folhas submetidas a ESC, os tricomas pareciam ser erodidos pela despressurizacao
do ESC (Figura 28D), o que pode ser atribuido aos efeitos da despressurizado no sistema ESC,
realizado previamente a este ensaio. Esse comportamento pode ser observado nas imagens da Figura
28.

Figura 28 - Imagens MEV de S. rhombifolia com uma ampliacdo de 1000x: (A) matéria-prima original; (B)
apos a extragdo de Soxhlet; (C) apds fluxo lento de despressurizagdo de ESC; e (D) apos fluxo rapido de

despressurizagdo ESC.

ES
—

Fonte: O autor

Como pode ser observado, a vazao de despressuriza¢do rapida do ESC causou a maior ruptura
da estrutura, com o comportamento semelhante de uma explosao. As imagens de MEV corroboraram

os resultados e interpretagdes das se¢des anteriores (rendimento global de extragao, teor fendlico total
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e atividade antioxidante). Além disso, pode-se afirmar que os resultados do estudo da extracdo PLE

dos residuos ESC e SOX foram relacionados com as modificagdes estruturais na matéria-prima, que

foram causadas pelas diferentes condi¢des das primeiras extracdes.

4.5 ANALISE HPLC-ESI-MS/MS

Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (MS)
(AMAROWICZ et al., 2010; ZHANG et al., 2015a) tem sido amplamente usada para a analise de
polifenodis em leguminosas (OJWANG et al., 2013). Os resultados do perfil fendlico dos extratos de
S. rhombifolia obtidos por diferentes técnicas de extragdo e apresentado na Tabela 13.

Dentre os 46 fenolicos testados, um total de 31 foram detectados em todas as amostras,
predominantemente compostas por acidos fendlicos e flavonoides, embora outras classes fenolicas
também tenham sido detectadas. O PLE realizado com matéria-prima, o residuo ESC DR e o residuo
SOX foram os mais ricos, produzindo um total de 30 compostos identificados, seguido de perto por
PLE com residuo ESC DL com 29 compostos e US com 27 fenoélicos. Por outro lado, o SOX realizada
com hexano apresentou 8 compostos identificados ¢ a ESC com CO; supercritico apresentou 11
compostos fenodlicos identificados.

A andlise da Tabela 13 evidencia uma diferenca significativa na recuperacdo de compostos
fendlicos para as extragcdes com solventes polares (mistura etanol / 4gua) em contraste com aqueles
em que se utilizou solventes nao polares (CO» supercritico € hexano). Além disso, € possivel observar
que a extracdo com CO; supercritico permitiu obter extratos mais ricos em compostos fenolicos do
que a extracdo SOX com hexano. Estes resultados estdo de acordo com os valores de CFT (Tabela

13).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/high-performance-liquid-chromatography

Tabela 13 — Perfil fendlico dos extratos de S. rhombifolia (mg-g"' de amostra) obtidos por diferentes técnicas de extragio.
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ESC SOX PLE US
CO» HEX Matéria-prima  Residuo ESC Residuo ESC Residuo SOX EtOH
integral DL DR
Ac. Fenolicos
1 3,4 Ac. dihidroxibenzoico 0,0036° + 0,01 0,082+0,01 0,0079* +£0,01 0,00722 £0,01 0,0079* £0,01 0,0086%+0,01  0,0094* + 0,01
2 4- Ac. aminobenzoic acid nd nd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
3  4- Ac. hidroximetilbenzoico  0,0069°+ 0,01  0,0187% +0,01 0,0179*+0,01 0,0191*+0,01 0,0182 +0,00 0,0212*+0,01 0,024* £0,01
4 Ac. caféico <LOQ nd 0,6523 40,15  0,8745% 0,14 1,0064%* +0,01 0,7069* £0,20  0,7092% £ 0,02
5 Ac. clorogénico 0,0038°+ 0,00 0,0092%+0,01 0,0619%+0,01  0,0588**+0,05  0,1343%+0,01 0,0914%+0,01 0,0136° + 0,01
6 Ac. elagico nd nd 0,2818%+0,02 0,1067°+0,01 0,3384%+0,04 <LOQ 0,2054* £0,05
7 Ac. fertlico nd nd 4,6931% +0,04 4,7443* 40,36  3,9259% 42,12 2,7042* +0,32  3,9049%° + 0,27
8 Ac. gilico <LOQ <LOQ 0,0213*+0,01 0,0184%* +0,01 0,0276* £0,01 0,0202% +0,01 <LOQ
9 Ac. metoxifenilacetico <LOQ <LOQ 0,1361*+0,08 <LOQ 0,1146* +0,01 0,0691*+0,04  0,1417*+ 0,01
10 Ac. p-Cumarico nd nd 0,1290* £0,01  0,1875® 0,04  0,2069°£0,03  0,1444% 0,05 0,1475®+ 0,01
11 Ac. salicilico nd nd 0,2942% +0,04 0,2754* £0,03 0,3057* +0,07 0,2308*+0,06  0,1223+ 0,01
12 Ac. sinapico nd nd 0,0094* +0,02 0,0098*+0,01 <LOQ 0,0069* +£0,01 0,0044* + 0,01
13 Ac. siringico nd nd 0,0115*+0,01 0,0067* +0,01  0,0095°® +0,01  0,0052% 40,01 0,0106* £+ 0,00
14 Ac. vanilico 0,0147°+ 0,01  0,0407°° +0,01 0,1617*+0,03 0,1106*+0,02 0,12232+0,01 0,1375*+0,01 0,1688*+ 0,03
Flavonoides

15 Epicatequina nd nd <LOQ <LOQ 0,0042% +0 0,0043% +0 <LOQ
16 Hispidulina nd nd 0,0048° 40,01 0,0065* £0,01 0,0059* +0,01 0,0012°+0,01  0,0013°+ 0,00
17 Isoquercetina 0,1376%+ 0,02 nd 7,2494° +1,12 10,634°° +0,60  7,8018°°+0,57  16,626*+0,36  2,8272¢+0,19
18 Isorientina nd nd <LOQ nd nd <LOQ nd
19 Kaempferol nd nd 1,12312+0,01 0,9644*+0,04 1,0264*+0,22  0,8025®+0,03  0,3013°+ 0,01
20 Miricetina 0,0094°+ 0,01  0,0239°+0,01 0,1017*+0,01 0,0923% +0,01 0,1083*+0,01 0,0939* +0,01 0,0456° + 0,01
21 Naringenina nd nd Nd 0,0009% £0,01 0,0006* £0,01 <LOQ 0,0007* + 0,01
22 Quercetina nd nd 0,39612+0,03 0,3244% +0,03 0,41222+0,03 0,1702°>+0,03  0,4291*+ 0,01
23 Rutina nd nd 0,0661¢+0,01 0,1058 +0,01 0,06429 +0,01 0,1552%+0,01 0,0135°+ 0,01
24 Taxifolina nd nd 0,0036* +0,01 0,0039% £0,01 0,0043% +0,01 0,0058*+0,01 nd
25 Vitexina <LOQ <LOQ 0,0318*+0,01 0,0550* +0,01 0,0075* £0,01 <LOQ 0,0305% 0,01
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Aldeidos fendlicos

26 Coniferaldeido nd nd 0,1205% +0,06 0,1098? +0,02 0,1213%+0,01 0,09732+0,01 0,1037+ 0,03

27 Sinapaldeido nd nd 0,0029* +0,01 0,00322 +0,01 0,0044%* +0,01 <LOQ nd

28 Siringaldeido 0,0376*+ 0,06 nd 0,0114*+0,00 nd <LOQ nd nd

29 Vanilina nd nd 0,0199%+0,01 0,0129* +£0,01 0,0136* £0,01 0,0175% £0,01 0,0184* £ 0,01
Cumarina

30 Escopoletina nd nd 0,00832+0,01 0,00922 +0,01 0,00732 £0,01 0,0054* +0,01 0,00222 + 0,01

31 Umbeliferona nd nd 0,1985*+0,01 0,2528%+0,02  0,1435%+0,01  0,1282%+0,08  0,0429" + 0,01

<LOQ — Nao quantificavel. Resultados com mesma letra por linha ndo apresentam diferencga estatistica (t-test, p <0,05). nd - ndo detectado. Informagdes referentes aos parametros de

analise e tratamento dos dados podem ser observados no Apéndice B.
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Os dados obtidos e apresentados na Tabela 13, quando correlacionados com os percentuais
de rendimento de S. rhombifolia para as diferentes técnicas de extragdo, permitem quantificar
0s compostos por grama de amostra, mediante uso de padroes. Conforme estudos de Sousa
(2016) e Kumar (2012), os resultados foram expressos em mg-L™! para a concentracio de
polifendis e Rao et al (2011) e Zhang et al (2012), expressaram em mg-g '. Ambos as formas
de quantificacdo dos dados sdo de fato muito importantes para projetar moédulos de extragdo e
devem ser sempre relatados em conjunto. Tendo em vista as maneiras de expressar os resultados
de quantificagdo, a correlacdo se estende ao percentual de rendimento visto cada processo
extrativo. Dessa forma, essa correlagdo direta ao rendimento de extrato obtido de S.
rhombifolia, permite maximizar a compreensao de proporcionalidade dos principais compostos

identificados, conforme indica a Figura 29

Figura 29 — Compostos fenolicos de maior abundancia nos extratos de S. rhombifolia obtidos por

diferentes extracdes
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Isoquercetina (17) foi o principal composto fenolico encontrado nas amostras (7,2494
mg-g”! na PLE com matéria-prima, 10,634 mg-g"! na PLE com residuo ESC DL, 7,8018 mg-g
"'na PLE com residuo ESC DR, 16,626 mg-g™! em PLE com residuo de SOX e 2,8272 mg-g’!
em extragao de US).

Isoquercitina (quercetina-3-O-B-d-glucopiranosideo) ¢, juntamente com a rutina
(quercetina-3- O -rutinosideo), uma das principais formas de glicosidicas da quercetina,
importante flavonoide de origem vegetal. Isoquercitina tem maior biodisponibilidade do que a
quercetina e apresenta varios efeitos quimioprotetores tanto in vitro quanto in vivo, contra o
estresse oxidativo, cancer, distarbios cardiovasculares, diabetes e reagdes alérgicas
(VALENTOVA et al., 2014). O coniferaldeido também tem sido relacionado ao potencial anti-
carcinogénico (KIM et al., 2016).

Acido fertlico (7), coniferaldeido (26) e kaempferol (19), os quais também estdo entre os
principais compostos encontrados. As estruturas quimicas dos principais compostos fenolicos

identificados nas amostras sdo mostradas na Figura 30.

Figura 30 — Estruturas quimicas dos compostos fendlicos destacados nos extratos de S. rhombifolia

OH Q
OH = OH
HO
o HO HO
OH
OH O D\ZFJ;Z;HZDH OCHg
Isoquercetina (17) Acido Ferlico (7)
0
H,CO N
HO
Coniferaldeido (26) Kaempferol (19)

Fonte: (DEL RIO et al., 2013; KUMAR, 2017).
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Acido ferulico exibe ampla variedade de atividades biologicas, tais como antioxidante,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, hepatoprotectora, anticarcinogénica,
antitrombotica, aumentar a viabilidade do esperma, acdes antivirais e vasodilatadoras, agente
quelantes de metal, modulagdao da atividade da enzima, ativacdo de fatores de transcrigdo,
expressdo do gene e de sinal transdu¢do. Com base nisso, tem sido proposto como um
tratamento potencial para muitos distarbios, incluindo doenca de Alzheimer, cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus e doencas de pele (KUMAR; PRUTHI, 2014; MANCUSO;
SANTANGELO, 2014).

O Kaempferol ¢ um flavonol natural presente em diferentes espécies de plantas, que ¢
considerado um valioso ingrediente alimentar funcional com uma ampla gama de aplicagdes
terapé€uticas, como anticarcinogénico, antioxidante e anti-inflamatério. O Kaempferol atua em
uma gama de alvos intracelulares e extracelulares envolvidos nas vias de sinalizacdo celular
que, por sua vez, sdo conhecidas por regular as marcas de progressao do crescimento do cancer,
como apoptose, ciclo celular, invasdo ou metastase, angiogénese e inflamagao (DEVI et al.,
2015; KASHYAP et al., 2017).

Comparando os resultados de compostos fendlicos da PLE realizados com residuos de ESC
(Tabela 9), ¢ possivel verificar que para a maioria dos compostos fenolicos detectados nao
houve diferenga significativa (p>0,05) na sua quantidade quando utilizou-se taxas de
despressurizagao lenta e rapida (DR e DL, respectivamente). No entanto, o extrato de ESC DR
apresentou maior conteudo de 4cido elagico (6), acido metoxifenilacético (9) e siringaldeido
(28), enquanto para o extrato ESC DL o maior contetido encontrado foi de 4cido sindpico (12)
e rutina (23).

Os resultados apresentados na Tabela 9 e na Tabela 13 sugerem que ESC DR pode ser
usado como uma estratégia para aumentar a recuperagao do conteudo fendlico de folhas de S.
rhombifolia na extracdo PLE, desde extratos ricos em compostos fendlicos e com maior
rendimento de extracao do que a naquela onde a taxa de despressurizagdo em ESC foi lenta.

Um maior nimero de compostos fenolicos em S. rhombifolia foi encontrado no presente
trabalho quando comparado a outros estudos. Chaves et al. (2017) identificou nove compostos
a partir de partes aéreas de S. rhombifolia: escopoletina, scoparone, etoxi-ferulato, campferol,
campferol 3-O-B-D-glicose-6" - a-D-ramnose, quindolinone, 11-metoxi -quindolina, quindolina
e sal de criptolepina. Embora a isoquercetina tenha sido encontrada em grande quantidade em
nosso estudo, ndo ¢ identificada por Chaves et al. (2017). Isso pode ser causado principalmente
por diferengas na técnica de extragdo e solvente, bem como na metodologia utilizada para a

identificacdo e quantificagao dos compostos fenolicos.
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As técnicas de extracdo combinadas com a analise LC-ESI-MS/MS, permitiram a
identificacdo de 21 fenolicos que estdo sendo reportados pela primeira vez para a S. rhombifolia,
que ¢ o acido 3,4-di-hidroxibenzdico (1), 4 acido aminonbenzoic (2), 4-hydroxymethylzenzoic
acido (3), acido caféico (4), acido elagico (6), acido galico (8), acido metoxifenilacético (9), p-
cumadrico acido (10), acido siringico (13), epicatchin (15), hispidulina (16), isorentin (18),
miricetina (20), naringenina (21), taxifolina (24), vitexina (25), coniferaldeido (26),

sinapaldeido (27), siringaldeido (28), vanilina (29) e umbeliferona (31).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo os dados obtidos a partir da matéria-prima S. rhombifolia, para a obtengado
de extratos bioativos demonstram serem promissores. Nas extracdes realizadas com solventes
mais polares (etanol ou mistura de agua e etanol) em PLE, Soxhlet e Ultrassom foram obtidos
extratos com melhores rendimentos em comparagdo as extracdes realizadas com CO;
supercritico.

O maior rendimento de extracdo para S. rhombifolia (12,34 + 0,3%) foi obtido por PLE
com a mistura de etanol/dgua (70/30 v/v). Os extratos apresentaram um alto contetido de
compostos fendlicos e forte atividade antioxidante, especialmente quando utilizados solventes
de maior polaridade, e a0 método PLE. A avaliacdo da atividade antioxidante, frente ao sintético
BHT, demonstrou bons resultados que podem contribuir para a ado¢do dos extratos de S.
rhombifolia como uma possivel alternativa aos produtos comumente utilizados nos processos
industriais atuais.

No que diz respeito a abordagem de biorrefinaria realizada para recuperar diferentes
fragdes de S. rhombifolia, os resultados demonstram que foi eficaz para maximizar o uso de
matéria-prima. Além disso, os dados indicam que os processos integrados a jusante podem ser
usados para aumentar a eficiéncia de extracao da técnica PLE. Analises MEV mostraram que
as extracoes ESC e SOX causaram a ruptura da parede celular da matéria-prima, melhorando a
eficiéncia da extracao PLE.

A maior capacidade antioxidante medida pelo método ABTS para S. rhombifolia foi
obtida no PLE com residuo de taxa de despressurizacgao rapida de ESC (4,3 = 0,02 mmol TE g’
! de extrato). Os resultados indicam um processo de abordagem de biorrefinaria como um
método promissor para fornecer duas fracOes importantes da matéria-prima, um extrato
enriquecido com lipidios (da etapa ESC ou SOX) e um produto rico em antioxidantes (da etapa
PLE).

O delineamento do perfil fen6lico mediante andlise de HPLC, permitiu a identificagao
de compostos que até entdo, nao possui relatos de ocorréncia em extratos de S. rhombifolia na
literatura. Além disso, contribuiu para a confirma¢do de que estes compostos, quantificados
para os extratos estudados, possuem alta capacidade antioxidante, destacando a isoquercetina

com valores significativamente distintos aos demais compostos identificados.
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CAPITULO IV

ESTUDO DE AMPLIACAO DE ESCALA NA EXTRACAO LiQUIDA
PRESSURIZADA DE COMPOSTOS FENOLICOS DE S. rhombifolia
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1 INTRODUCAO

A extragdo de compostos de alto valor agregado a partir de matrizes naturais, fazendo uso
de solventes alternativos, os quais compreendem o conceito de aplicagdo de tecnologias ditas
verdes, ou ambientalmente amigaveis, tem sido assunto de investigacdes acerca da obtengao de
compostos bioativos. Nesse sentido o estudo elucidado no Capitulo III revela os beneficios
intrinsecos da S. rhombifolia, no que diz respeito principalmente a composi¢do em compostos
fendlicos, os quais correspondem a caracteristica de atividade antioxidante.

Segundo dados do Capitulo III, a Extragdo com Liquido Pressurizado (PLE) representou o
processo extrativo que melhor correspondeu as atividades bioativas descritas. A utilizagdo de
processos a alta pressdo requer estruturas robustas e controladas, no entanto possibilitam a
recuperagao seletiva de compostos. Visando maximizar o potencial desse recurso e favorecendo
a implantacao de tecnologias inovadoras, a otimizando das operagdes envolvidas representam
um estreitamento entre pesquisa ¢ implantagao industrial.

Sob o conceito de processamento verde, sdo claras as vantagens das técnicas
apresentadas neste estudo, desse modo, viabilizar maiores informagdes pertinentes ao aumento
de escala de produgdo, torna possivel estreitar a viabilizagdo do extrato para posteriores
aplicagdes industriais. O estudo de ampliacdo de escala requer a adequacdao do aparato
experimental para gerar resultados com confiabilidade. Para a realizacdo dos ensaios de maior
escala algumas abordagens, como andlise dimensional, teoria de similaridade e modelos
matematicos sdo adotadas para prever os parametros de processo (MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009).

Até o momento, o emprego de processos a alta pressdo aplicados a matéria-prima S.
rhombifolia e estudos de aumento de escala, até onde sabe-se, sdo desconhecidos ou nao
relatados anteriormente. Neste estudo, o objetivo foi avaliar o processo de escalonamento de
extracdo com liquido pressurizado (PLE), possibilitando validar essa otimizagdo de processo,
sob parametros de similaridade cinética dindmica e simulacdo matematica por meio de

diferentes modelos que descrevem a transferéncia de massa em processos extrativos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMPLIACAO DE ESCALA

O desenvolvimento tecnoldgico tem contribuido para agdes relacionadas as preocupagoes
de impacto ambiental, seja quanto a reutilizagdo de residuos oriundos de processo primarios,
bem como na possibilidade de desvendar novas matérias-primas, explorando todo seu potencial.
Nesse contexto, a agregacdo de valor ao produto ¢ resultado de um trabalho que tem como
principais vantagens a utilizagdo de solventes ndo toxicos e / ou GRAS e obtencao de produtos
de alta pureza, em virtude da utilizacdo de processos ndo convencionais, como exemplo,
técnicas de extracgdo a alta pressao.

Diferente das técnicas tradicionais de extracdo, que requerem longos periodos de
processo em temperatura relativamente alta, grandes quantidades de solventes e apresentam
baixa eficiéncia, os métodos propostos sugerem ser alternativas que atendem ao esforco para
superar esses problemas. Sao métodos inovadores de extragdo de crescente investigagdo nos
ultimos anos.

A recuperagdo de compostos fendlicos oriundos de matérias-primas vegetais, tem
despertado o interesse principalmente aos setores de alimentacdo e farmacéuticos. Estes
compostos possuem a caracteristica de atuar nas reacdes de oxidagdo, retardando e/ou
eliminando esse que ¢ um grande problema para a industria de alimentos, especialmente em
produtos ricos em acidos graxos insaturados, os quais promovem perdas de qualidade e menor
prazo de validade (GULCIN, 2012).

A extragdo de compostos fenolicos a partir de S. rhombifolia utilizando o método PLE
demonstrou bons resultados, conforme avaliagdo descrita no Capitulo III. Apesar das claras
vantagens das técnicas de alta pressdo sobre as técnicas convencionais de extracdo de
polifenois, ainda existem fatores limitantes que dificultam a aplicag¢@o dessa técnica em escala
industrial. Para tanto a otimizacdo do processo extrativo ¢ um passo fundamental para a
obtenc¢do de substancias bioativas, no entanto exige adequagdo das variaveis que influenciam a
extracdo, bem como processos bem estabelecidos, mas de grande importancia para a indudstria
(AZMIR et al., 2013).

As unidades de extracdo a alta pressdo, seja em pequena ou larga escala, exigem alto
investimento, em fungdo da robustez necessaria para desempenhar os ensaios. Para o aumento
de escala podem ser adotadas diferentes abordagens, como analise dimensional, teoria da

similaridade e predicdo com uso de modelos matematicos, com o objetivo de prever o
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comportamento dos processos de extragdo em maior escala, a fim de definir pardmetros de
processo, como dimensdes do equipamento ou vazdo do solvente (MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009).

Ensaios realizados em pequena escala permitem aferir as melhores condigdes de
processo. Desse modo, ¢ possivel mensurar os melhores parametros de processo, 0s quais tem
fundamental importancia para a realizagdo da ampliagdo de escala. (BERNA et al., 2000;
MUNOZ; ELIZALDE; ANCHEYTA, 2007). Os ensaios em pequena escala sio utilizados para
realizar uma varredura em diferentes pressdes, temperaturas e solventes, ¢ em seguida a
obtengio de dados termodindmicos e cinéticos (SOVOVA, 2005).

O aumento de escala de extragdo, esta condicionado a manuten¢ao das caracteristicas do
processo, para tanto pardmetros como grupos adimensionais e critérios de similaridade, podem
identificar os fatores mais influentes e limitantes do processo. Um simples critério de
escalonamento pode basear-se em manter constantes fatores geométricos ¢ dindmicos (CASAS
et al., 2009). Alguns critérios dinamicos convenientes sdo baseados em manter constantes as
razdes de massa de solvente para alimentacdo, m s/ M e/ou Q »/ M, onde M € a massa de
alimentagdo usada para cada extrator, m s ¢ a massa total de solvente ¢ O » € o fluxo de massa
(MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009), bem como um critério mais complexo, Q » - d
/M , que inclui o diametro dos extratores (d ) (MOURA et al., 2005).

Para a condicao de igualdade dos extratos e de sua composi¢ao em PLE, o processo em
escala ampliada deve seguir as premissas obtidas em pequena escala. Conforme descrevem
Santos et al (2012) e Osorio-Tobodn et al (2014), para que os resultados fossem os mesmos entre
a produgdo em menor € maior escalas, as mesmas condi¢cdes de processamento (temperatura,
pressao, relagcdo didmetro e altura do leito, porosidade do leito, etc. ) devem ser seguidas.

O escalonamento de extracdo para PLE ¢ um passo importante na obten¢do de compostos
de interesse, no entanto, até o momento se tem conhecimento de poucos estudos que reportam
essa técnica. Relatos pertinentes ao aumento de escala dao conta que a técnica ¢ baseada em
evidéncias e modelos experimentais, ¢ mesmo atualmente, o escalonamento continua sendo
feito com base, em parte, na experiéncia. Sendo esta experiéncia mais um fator para se tomar
como ferramenta de auxilio a utilizagdo de modelos e correlagdes empiricas (MUNOZ;

ELIZALDE; ANCHEYTA, 2007).
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2.2 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica de dados experimentais ¢ comumente utilizada na area da
engenharia e com aplicagdes mais especificas, ocasionando maiores investigacoes e criagao de
modelos, como exemplo os que representam as cinéticas de extracao de leitos empacotados de
matrizes sélidas (DEL VALLE; DE LA FUENTE, 2006; OLIVEIRA; SILVESTRE; SILVA,
2011). Modelos matematicos tentam nao apenas fornecer uma interpretacdo quantitativa dos
dados experimentais, e predizer valores reais dos parametros que sao fisicamente significativos,
mas também fornecer dados em pontos onde as medi¢des ndo sdo realizadas (HUANG; SHI;
JIANG, 2012).

Modelagens de processos extrativos com fluidos pressurizados a partir de matrizes vegetais
como ervas, sementes, folhas ou cascas sao complexas em fun¢ao das diferentes estruturas no
material. Normalmente, o material ¢ triturado para aumentar a area de superficie em contato
com o solvente e também aumentar a acessibilidade do soluto dentro das estruturas celulares,
aumentando assim a cinética de transferéncia de massa. Isso permite a descrigdo das particulas
resultantes usando as geometrias basicas, como placa, cilindro ou esfera. Para reduzir a
complexidade do modelo, também faz-se necessario, suposigdes simplificadoras sobre como o
soluto, permitindo maior compreensdo dos mecanismos envolvidos nas cinéticas de
transferéncia de massa, resisténcias de transferéncia de massa interna, resisténcias de
transferéncia de massa externa ou uma combinagdo de varios resisténcias (OLIVEIRA;
SILVESTRE; SILVA, 2011).

Modelos matematicos sdo ferramentas que auxiliam a compreensdo fenomenoldgica de
diferentes processos, corroborando com a predi¢do e validacao dos resultados em funcao dos
parametros previamente estabelecidos. De modo geral, a modelagem objetiva determinar os
parametros ajustaveis dos modelos a partir de dados experimentais, a fim de que estes sejam
mantidos constantes na transposi¢do de escala para, entdo, se obter o design do processo em
maior escala, como dimensdo de equipamento, vazado de solvente, tamanho de particula
(MARTINEZ et al., 2003).

A modelagem matemadtica para técnicas de extragdo ¢ considerada uma importante
ferramenta usada para definir as condi¢cdes O6timas de extracdo. Continuamente a investigagao
académica confere mais dados de literatura, enfatizando a importancia de ferramentas de
modelagem matematica para a otimizac¢ao do processo de extragdo (GRANATO et al., 2018;

PUTNIK et al., 2018).
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Em processos de extracdo a alta pressdo, alguns modelos de transferéncia de massa tém
sido usados para ajustar dados obtidos, principalmente para a técnica de ESC e também ESC
com co-solventes, utilizando principalmente o modelo de Sovova (BERMEJO et al., 2016;
TALANSIER etal., 2008; TRABELSI et al., 2016). Esses modelos ja existentes, desenvolvidos
para ESC podem também auxiliar na predicdo de processos extrativos com liquidos
pressurizados (PLE), (FERNANDEZ-PONCE et al., 2016).

Conforme relatam Huang, Shi e Jiang (2012) os estudos de modelagem matematica sdao de
grande importancia, pois podem permitir generalizar as observagdes experimentais dos sistemas
estudados para otimizar as condi¢cdes do processo ou estender-se a novos sistemas além dos
pesquisados. Posteriormente, esses trabalhos de modelagem podem ser quantitativa e
qualitativamente tuteis na promocao do desenvolvimento de procedimentos de ampliagao para
quaisquer aplicacdes de extragdo subsequentes. Além disso, o conhecimento do mecanismo de
transferéncia de massa e parametros cinéticos juntamente com restricdes termodindmicas
poderia ser usado para avaliar economicamente o processo de extragdo de laboratorio para
escala piloto e industrial. Enquanto isso, A compreensao de varias variaveis de processo € como
elas podem ser conectadas a um modelo tedrico para descrever a cinética de extragao também
pode ser obtida. Por esses motivos, muitos modelos matematicos para SFE foram propostos e
desenvolvidos, conforme resumido em dois artigos de revisao recentes (DEL VALLE; DE LA

FUENTE, 2006; OLIVEIRA; SILVESTRE; SILVA, 2011).
2.2.1 Modelo de Sovova

O modelo desenvolvido por Sovovd (SOVOVA, 1994) descreve um extrator semi-
continuo no qual uma corrente de solvente flui axialmente através de um leito de substrato
poroso com uma velocidade superficial constante. Supde-se que as particulas solidas contém
dois tipos de solutos: (1) soluto inacessivel que ¢ depositado nas células vegetais e representa a
transferéncia de massa interna (mecanismo de difusdo) e (2) soluto acessivel que esta na
superficie externa das particulas ou em paredes celulares rompidas apds um processo de preé-
tratamento (por exemplo, moagem), representando assim a transferéncia de massa externa
(mecanismo de convecg¢ao).

O modelo de Sovova (1994), descreve os processos de transferéncia de massa, na situacao
de leito fixo em que o solvente flui axialmente com a velocidade superficial “U” através de um
leito de material vegetal acondicionado em um extrator cilindrico. Inicialmente o solvente ¢

livre de solutos na entrada do extrator, e a temperatura e a pressdo sao consideradas constantes.
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O leito solido ¢ homogéneo em relagdo ao tamanho da particula e a distribui¢ao inicial do soluto.
O soluto ¢ o produto dos processos de extragdo, obtido mediante rompimento das paredes
celulares da matriz vegetal, num primeiro momento, disponivel em func¢ao do processo de
moagem ao qual a amostra ¢ submetida e ja formando o leito de extragdo diretamente exposta
ao solvente extraido das por¢des internas a matriz vegetal. A massa do soluto contido
inicialmente na fase solida (O), consiste na massa de soluto facilmente acessivel (P), e da massa

de soluto inacessivel dentro da fase solida particulas, (K):

O=P+K (6)
A massa da fase sélida isenta de soluto (N), permanece constante durante a extragdo. As

quantidades de soluto estdo relacionadas com essa quantidade, de modo que as concentragdes

iniciais esta:

X(t=0)=Xo= 2= Xp+ X; =

+
2=

(7

=z

Além disso, Sovova (1994) despreza nas equagdes diferenciais de balan¢o de massa, os
termos referentes a dispersao axial e ao acimulo na fase fluida, e a difusdo na fase so6lida, por
considerar que estes fendmenos ndo influenciam significativamente no processo quando
comparados a convecc¢do na fase fluida. As equacdes a seguir apresentam o balango de massa

nas fases fluida e solida segundo o modelo de Sovova (1994):

a _ J(XY)

Fase fluida: Usn = e (8)
g 0X _ J(XY)

Fase sélida: 3t = ths 9)

Onde:

JX,Y) = ky, Y*=Y) paraX > X, (10)

JXY) = kyq (1- %) paraX <X, (11)

Y*
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Onde kYA e kXA sdo os coeficientes de transferéncia de massa nas fases fluida e solida,
respectivamente e Y* ¢ a solubilidade do soluto no solvente. As condi¢des de contorno para as
equagoes de balango de massa sdo:

X(ht=0) =X, (12)

Y(h=0,t)= 0 (13)

Para a solucdo analitica das equagdes, Sovova (1994) propos a defini¢do de algumas

variaveis adimensionais:

reX (14)
Y
y=1-—= (15)
7 = k%h (16)
EkyapY ™t
_ Skrapt't 1
b= GCopsx (17

Onde:

Xk: concentragdo de soluto na fase solida a partir da qual a transferéncia de massa € retardada
pela difusdo na fase solida.

Y*: solubilidade do soluto no solvente.

kya: coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida.

Introduzindo as variaveis adimensionais obtém-se:

or 7] «
T2 ) 18)

Onde:
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J (r,y) = L&D (19)
kyal

As condig¢des de contorno passam a ser:

r(z,1=0) = r, (20)
y(z=01)=1 (21)
Definindo uma funcgao f'(r) tal que:

I (ry) = f(ny (22)
Onde: fr>1)=1lef(r<1)<l

Para determinar o perfil de concentragao na fase sélida, Sovova (1994) integrou considerando
J* independente da concentragdo de soluto na fase fluida (omissdo do termo y, tornando J*(r,

) =J*(r)), obtendo:

1 oJr

%52 +r = I (23)

Com a condig¢ao de contorno:

or (z=0,7) _

2200 = —f (1)

No periodo da extragdo no qual o soluto estd facilmente acessivel ao solvente (fase CER), ou

seja, X = Xk, temos que r = 1, logo:

or
a_Z +r= TO (24)

Com a condig¢ao de contorno:

or (z=0,7) _

ot -1
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Para X < Xk, ou seja, » < 1, pode-se definir uma constante k tal que:
Fr<1)=kr (25)

A funcdo da constante & ¢ introduzir no modelo o coeficiente de transferéncia de massa na fase

solida:

kxa st*k (26)
kyapY

Sovova (1994) obtém, assim, o perfil de concentragdo de soluto na fase solida:

r=r1y— 1exp(—z), parat < T, (27)
r=1y— Tpexpl=(z—-2z,)parat, < 1< 1,7, > Z, (28)
— To

"= Trtro expl k(r—tm)]—1) exp (=Tokz) ' paratm = T<Tnzsz, €PArat=t

(29)
Onde:
Tm=To— 1 (30)
Ty = T + %m[%zi“"”] (31)
7 = kyjh (32)
2, = Lln{ro exp[k(r—rm)]—l} (33)

kT'o To—l
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Integrando-se em relacao a y, obtém-se o perfil de concentragao de soluto na fase solvente:

y =exp(—2z), para 1 < T, (34)

_ _Tmexp(zw—2)
y = ——r— paraty, < 1< Ty, > Zy, (35)

1o exp[k(T—Tm)]
= r < T <zyeparat< T
y exp(rokz)+ 1o explk(t— t)]-1 ’ paratm = T< Tn; S Zyep n

(36)

Para a analise de dados experimentais, as equagdes do modelo devem ser fungdes de

grandezas facilmente mensuraveis, como tempo ou massa de extrato. As equacdes que definem
a curva de extracdo pelo modelo de Sovova (1994) sdo as que se seguem:

m(h =H,t) = QY [1—exp(—2)]t, parat < tcgg (37)

m(h = H,t) = Qco,Y"[t — tcgr-exp(z,, — 2)], Parategr <t < tpgg (38)

m(h=H,t) =N {XO - YW*ln [ 1+ exp (M;X") - 1] exp [WQ;OZ (tcer — t)] (%)}, parat >

LFER (39)

Onde:

Nkyap
= Mhvar 40
QC02 (1_8)95 ( )

Nkxa

= Mxa__ 41
Qco, (1-) (41)
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Qco
_zv* | Xoexp[——2(t—tcer)]- X
Zw = Yy (Xo= Xi) j (“42)
NXp
toen = 7 3)
WXo

N Xi+ Xpexp|—x

tper = tcgr + Y —In[ Xq & )] (44)
2

2.2.2 Modelo de Martinez

O modelo de apresentado no item 2.2.1 deste capitulo, descrever curvas de extragao de
solutos com um unico pseudocomposto, considerando o leito de extragdo, soluto e solvente um
sistema pseudoterndrio. No entanto, os extratos obtidos com tecnologias a alta pressdo sdo
misturas de varios compostos, tais como terpenos, flavonoides, fendis, entre outros. Franca e
Meireles (2000) propuseram um modelo onde o fluxo de transferéncia de massa interfacial é
fun¢do da quantidade de alguns grupos de compostos do extrato no solvente. A modelagem de
processos como este, leva em consideragdo a variacdo da composi¢ao do extrato ao longo da
extracdo, de forma que se possa otimizar o processo para a obtengao dos compostos de interesse,

conforme Equacdo 45.

JXY)= 8= XS (45)

Onde:
J(X,Y) ¢ o fluxo de transferéncia de massa na interface solido-fluido;

Si € a fungao relativa a solubilidade do componente 1i.

Franca e Meireles (2000), dividiram o processo de extragdo em duas principais etapas.
Na primeira, consideraram os valores de Si constantes e na segunda etapa, de taxa decrescente,
atribuiram a variagdo de Si na cinética de reagdes quimicas de ordem para cada componente,
onde observaram resultados razoaveis na modelagem de extra¢do de oOleos, acidos graxos e
carotenoides da fibra residual da prensagem da améndoa de dendé. Baseado neste modelo,

Martinez e colaboradores (2003) propuseram implantar uma nova fungao para substituir o termo
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Si na Equacdo 45, de modo a modelar a extragdo de cada grupo de compostos do extrato,

conforme mostra a Equacao 46.

_ Aibj exp[b;(tmi—t)]
Si®) = {1+exp[b;(tmi—)]}? (46)
Onde:
t € o tempo de extracao;
A, bi, tmi s30 0s parametros ajustaveis do modelo;

O balango de massa para a fase fluida pode ser expresso pela Equagdo 47, onde o termo

J(X,Y) ¢ dado pela Equacao 45.

¥ _ J)

on= e “7)

Utilizando a condig¢do inicial Y (h = 0) = 0, e integrando, obtém-se na saida do extrator:
H
Y(h=H) = u—g [y (48)

Sabendo-se que S; ¢ dado pela Equagdo 46 e integrando a Equagdo 48 com a condigdo

de contorno inicial:
m(h=Hg,t =0)=0 (49)
Entao tem-se a equagdo da curva de extracdo para cada grupo de compostos:

XoiMe 1+exp(bitmi)

m(h = Hg, t) = exp(bitmi) “1+explb;(tmi—t)]

-1} (50)

Onde:
bi e tmi s30 parametros ajustaveis;
Aj pode ser calculado em funcdo do valor de Xo;

Xo € a fracdo de soluto total disponivel (dado experimental)
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O modelo foi aplicado com sucesso por Martinez et al (2003) a dados de extracdo de
oleoresina de gengibre, tratando novamente o extrato como uma mistura de quatro grupos de

compostos.
2.2.3 Modelo de Esquivel

O modelo de Esquivel et al. (1999), representado pela Equagdo (51) possui dois parametros:
elim representa a extracdo maxima em um tempo infinito de extracdo e b é um pardmetro
ajustavel que nao possui significado fisico. Neste caso, a eficiéncia (e%) ¢ calculada como uma

razdo entre a massa extraida e a massa inicial em uma base livre de soluto.

t

e= eim (;7) (1)
Este ¢ um modelo empirico que baseia-se na cinética de crescimento celular proposta por

Monod (1949), podendo ser aplicado para demonstrar o rendimento de extragdo em funcao do

tempo. Conforme apresentado abaixo, o ajuste para determinacao da obteng¢ao de soluto a partir

de matriz solida:

t
Mext = XoF (m) (52)
Onde:
mexe € massa do extrato (g); F ¢ a massa do material solido (g); t € o (s) tempo (s) de extragao;

Xo ¢ a razao inicial de massa de soluto na fase sélida (g / g); e b € um parametro ajustavel (s).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO

Neste estudo os ensaios foram conduzidos pelo método dindmico de extracao, o qual
caracteriza-se pela passagem continua do solvente supercritico através matriz sélida, tanto nos
experimentos cinéticos como na determinagdo do rendimento global de extracdo. Conforme
descrito no Capitulo III, os melhores resultados obtidos para extratos de S. rhombifolia, foram
por meio do emprego da técnica PLE. Dessa forma, o que segue ¢ o estudo da ampliacdo de
escala de extracdo para esta mesma técnica. Para tanto, os parametros de processo seguem sendo
0s mesmos, salvo os contetdos de materiais, os quais tiveram seus valores corrigidos mantendo
a proporcionalidade da relacdo diametro vs altura do leito de extracdo e a porosidade. Para a
execugdo deste experimento foi criada a adaptacdo de outro aparato experimental, conforme

descrito a seguir.
3.1.1 Aparato de PLE Ampliada

Os ensaios de extracdo em escala ampliada por PLE de S. rhombifolia foram realizados
mediante adaptacdo ao aparato ja existente no Laboratorio de Termodinamica e Tecnologia
Supercritica (LATESC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), conforme
demonstrado pela Figura 31.

Figura 31 — Aparato experimental da PLE em escala ampliada

Fonte: O autor
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O aparato experimental utilizado compreende a unidade de extracdo multifuncional,
construida pelo LATESC. Maiores detalhes acerca dos principios de elaboragdo e da construgao
do equipamento podem ser visualizados no trabalho apresentado por Mazzutti e colaboradores
(2018). A Figura 32 apresenta o diagrama da unidade, contemplando os equipamentos que a

compdem, bem como o fluxo de extragao.

Figura 32 - Diagrama ilustrativo da unidade PLE ampliada
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Fonte: O autor
3.1.2 Determinacao da Cinética de Extracao

Para os estudos de cinética de extracdo em pequena escala da S. rhombifolia a coluna
foi preenchida com 3 g de matéria-prima e 30 g de esferas de vidro. Os ensaios foram realizados
a uma pressdo constante de 10 MPa, temperatura de 80 °C e vazdo de solvente de 2 mL.min™".
Os frascos de coleta foram previamente pesados e a coleta do extrato obtido realizada em
intervalos de tempo pré-determinados. J& para a ampliacdo de escala foram utilizados 12 g de
matéria-prima e 118 g de esferas de vidro, sob mesmas condi¢des de processo da escala
reduzida.

Para a constru¢do da curva global de extracdo que est4 representada na Figura 34, foi
necessaria a etapa de eliminagdo do solvente, para entdo quantificar a massa de extrato. O tempo

de extracdo foi calculado a partir da curva de extragao.
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3.1.3 Procedimento experimental para ampliacio de escala

Para a ampliagdo de escala de extragdo de S. rhombifolia foi utilizada uma coluna de
extracdo de ago inoxidavel de 138,2 mL, conforme ilustragdo da Figura 33, assim como
efetuado no processo cinético de extragdao. Antes de cada extracao, a coluna foi pré-aquecida a

temperatura de operagao.

Figura 33 - Representacao da montagem do leito de extracdo
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Fonte: O autor

O procedimento segue conforme ilustrado pela Figura 33, inicialmente as valvulas V2,
V3 e V4 sdo mantidas fechadas, enquanto a bomba envia o solvente ao tanque pulmao (TP)
conectado proximo a entrada da coluna de extrag¢do, em fluxo descendente. O tanque pulmao ¢
envolvido por uma resisténcia elétrica, acionada e controlada por potenciometro (P) e termopar
(T), que garantem as condigdes ideais de temperatura do solvente para o preenchimento da
coluna e extracdo em regime dindmico. Quando preenchido e na temperatura correta, faz-se a
abertura da valvula V2, para pressuriza¢do do leito de extracdo. A coluna de extragdo ¢ mantida
a temperatura desejada de operagdo por um banho termostatico que faz circular 4gua em uma
camisa do extrator. Esse procedimento segue até atingir-se a pressao desejada, faz-se entdo a
abertura das valvulas V3 e V4, iniciando assim, a contagem do tempo de extragdo,

caracterizando-se regime dinamico de extragao.
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As extragdes foram realizadas com os mesmos parametros empregados nas extracdes
em escala reduzida, sendo a pressdo constante de 10 MPa e a temperatura de 80 °C. Utilizou-
se a mesma razao entre amostra e solvente (1:30 m/v) utilizada nas analises a baixa pressao, a
titulo de comparagao. O tempo total de extragdo foi de 1 h.

Por fim, a determinacdo da massa de extrato obtida nos ensaios ¢ dependente da etapa
de eliminagdo do solvente, a qual foi realizada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo
(Fisatom 802, Fisatom, Sao Paulo, Brasil), conforme descrito no Capitulo III. Apos a massa
aferida, os foram armazenados em congelador doméstico a -18 °C até a realizagdo dos ensaios

de avaliacdo da atividade biologica.
3.1.4 Caraterizac¢ao do Leito de Particulas

Com a massa especifica aparente (pa), determinada e apresentada no Capitulo III, por
meio da relagdo entre a massa de amostra utilizada nas extragdes ¢ o volume do leito ocupado.
Foi possivel o calculo da porosidade total do leito de particulas (€), usando os dados da massa
especifica aparente (pa), area do leito (AHm) e as massas especificas da amostra (m,) e das

esferas (myp) por meio da Equagao 53.

1 Mg mp

e=1-— (3¢ +731) (53)

Pa Pb

3.2 VALIDACAO POR MEIO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As determinagdes do teor de compostos fenodlicos totais, flavonoides totais e da
atividade antioxidante dos extratos de S. rhombifolia foram realizadas no Laboratorio de
Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC). A atividade antioxidante in vitro dos
extratos foi avaliada por técnicas distintas, sendo elas: método do radical DPPH e método do
radical ABTS. Os parametros utilizados estas determinagdes seguem o descrito no Capitulo III,
nos itens 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3 e 3.4.4, no entanto neste modulo foram realizadas para amostras de
extratos da escala reduzida e ampliada, para que se possa validar o método pela aferi¢do dos

resultados.
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3.3 MODELAGEM

Os dados experimentais obtidos pelas extra¢cdes em PLE, foram aplicados aos modelos
matematicos de Sovova (1994), Martinez (2003) e Esquivel (1999). Para tanto, o ajuste foi
realizado com o auxilio do software MatLab® versao R2016a (Mathworks Inc., Natick, MA,
USA), conforme (HALL et al., 2018). Para a aplicag@o as curvas experimentais, ¢ necessario
uma série de parametros de processo que devem ser obtidos experimentalmente ou estimados,
além disso os erros para cada ajuste calculados pelo desvio entre os dados experimentais € os
preditos pelos modelos.

Os parametros necessarios para a modelagem do modelo de Sovova (1994) sao:
porosidade do leito (€), rendimento global (Xo), densidade do sélido (pr), densidade do solvente
(psol), vazao de solvente (Q), altura (HB) e diametro (dB) do leito de extracdo, massa de
matéria-prima (F), taxa de extracdo no periodo de taxa de extracdo constante (MCER) e
solubilidade do extrato no solvente (Y*), nas condi¢gdes de processo. Os pardmetros de cada
modelo foram ajustados mediante o valor do erro quadratico médio. Os pardmetros ajustados
para cada modelo foram os seguintes:

- Modelo de Sovova (1994): tCER e kYA, onde tCER ¢ o tempo de duragdo da etapa de

taxa de extracdo constante e kYA ¢€ o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO
4.1.1 Determinacao da Cinética de Extracao

A obtencao dos parametros de operagdo para as extragdes, sdo pré-requisitos para o
estudo de ampliacdo de escala. A ampliacdo da extragdo com liquido pressurizado (PLE)
corresponde ao propoésito de possibilitar a geragdo de maior volume de produtos (Figura 34),
tendo por base uma técnica bem-sucedida na geragdo de produtos funcionais oriundos de

diferentes matérias-primas, pois permite a extracdo de diversos biocompostos (MUSTAFA;

TURNER, 2011).

Figura 34 — Curvas de extragado cinética com PLE em escala pequena e em escala ampliada a 10 MPa,

80 °C e solvente EtOH/H,0 (70:30)
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Fonte: O autor

Os dados obtidos nas cinéticas permitem a compreensdo das diferencas existentes no
escalonamento dos processos, bem como os comportamentos nas diferentes etapas de extracao.
Na primeira etapa de extragcdo, onde sdo recuperados os compostos de maior facilidade de
remog¢ao da matéria-prima (etapa CER), observa-se uma inclinagdo significativamente maior

para a cinética da extragdo ampliada, se comparada com a curva em pequena escala. Esse
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comportamento ja era esperado, tendo em vista 0 aumento de massa inicial inserida no leito de
extracdo e por se tratar do estdgio inicial de extracdo, correspondendo principalmente a lavagem
dos componentes extraidos localizados na superficie externa das particulas quebradas (XI;
YAN; HE, 2014).

O emprego de solventes liquidos em temperaturas e pressoes elevadas, melhoram a
solvatacdo dos compostos alvo e aumenta as taxas de difusdo, reduzindo o tempo de extracio e
consumo de solventes (MACHADO et al., 2015; MUSTAFA; TURNER, 2011). Esse fato ¢
caracterizado pela fase difusional de extragdo, onde nao ha aumento de extragdo em funcao do
tempo de processo. Essa etapa ¢ bem definida em ambas curvas da Figura 34, o que permitiu a
determinagdo do tempo em lh de extracdo, considerando que o periodo delimitado compreenda
adequadamente todas trés etapas de extragao.

A técnica de extragdo PLE, por utilizar solventes em seu estado subcritico com
temperaturas e pressoes controladas, ¢ descrita como uma das técnicas mais eficientes na
extragdo de compostos fenolicos de plantas, tendo como principal vantagem o curto tempo de
processo (OTERO-PAREIJA et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2014). Ao decorrer o processo de
extracdo, ¢ possivel identificar a diminui¢do na taxa de extracdo, elucidado pela reducdo da
concentragdo de soluto, comportamento que se repete no escalonamento de extragdo,

corroborando com a validag@o do processo e possivel de ser visualizado na Figura 35.

Figura 35 - Concentragdo de soluto nas cinéticas: pequena escala (A) e escala ampliada (B) em PLE

antes da recuperacdo do solvente

Fonte: O autor
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4.1.2 Determinacido do Rendimento de Extracio

Como descrito anteriormente no Capitulo I1I, a analise para caracterizacdo quimica dos
extratos de S. rhombifolia, identificou e permitiu a quantificagdo de isoquercetina, acido
feralico, kaempferol e coniferaldeido como compostos majoritarios. Portanto, as curvas
cinéticas permitem expressar que do resultado deste processo de extragao obtém-se uma mistura
destes compostos.

A determinagdo do rendimento de extracdo baseado nos parametros (Tempo,
temperatura e solvente) preliminarmente obtidos através das cinéticas, pode ser entendida como
resultado em rendimento de extrato com potencial agao antioxidante, tendo em vista a presenga
de compostos majoritarios com esta propriedade funcional. Nesse quesito, € importante que a
reprodutibilidade no escalonamento de extracdo retorne valores de igual ou superior grandeza
com relagdo ao processo em menor escala. Conforme demonstra a Figura 36, sdo expostas as

curvas cinéticas sobrepostas, em fun¢do do rendimento de extragao.

Figura 36 — Comparativo entre cinéticas com base no rendimento para extratos de S. rhombifolia via
PLE
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Fonte: O autor

Os dados de rendimento cinético, demonstram que mesmo com a diferenga na fase
inicial de extragdo, os valores finais de rendimento se igualam em ambos processos extrativos.

Esse fato pode ser explicado pelos parametros de processo empregados, sabendo que no PLE,
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preferencialmente realizado com agua e etanol (GRAS) como solventes de extragdo, tem sido
utilizado com sucesso na obtengdo de polifendis (COLIVET; OLIVEIRA; CARVALHO, 2016;
FERNANDEZ-PONCE et al., 2016; GARCIA-MENDOZA et al., 2017), no entanto a
quantidade de massa inicial de matéria-prima pode ter exercido a influéncia necessaria para o
comportamento apresentado. Portanto, além da manutencdo dos parametros e resultados
obtidos, tem-se a validagdo da reprodutibilidade do processo em maior escala, a qual ¢, em
primeira instancia, dependente da reprodugdo das curvas cinéticas em unidades de geometria
diferente. MOURA et al, (2005) ¢ CARVALHO JR et al, (2005), relatam estas relagdes
estabelecidas entre unidades de extracdo com geometria de leito (Hb/dB) diferentes (massa de
alimentagdo, geometria do leito e vazao de solvente) para sistemas de extragdo de funcho e
alecrim, respectivamente.

Os rendimentos globais para extratos de S. rhombifolia, no estudo de escalonamento,
quando comparados com aqueles de escala laboratorial, retratam comportamento similar. A
Tabela 14, apresenta os resultados para rendimento global de extracdo no tempo estabelecido

de processo para ambas escalas.

Tabela 14 — Rendimento global de extracdo no escalonamento de PLE

. Massa de Vaziao de solvente o
Método alimentacio (g) (mL/min) Xo (%)
Menor escala 3,0015 2 12,34+ 0,31
3,0020 4 12,67* + 0,20
Escala Ampliada 11,5241 2 9,91° + 0,24
11,5236 4 11,06* + 1,01

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p > 0,05).

Os resultados obtidos na avaliacao de rendimento, analisando, tanto os valores obtidos
por meio dos pontos que formam as curvas cinéticas, bem como a avaliacdo de rendimento
global de extragdo, correspondem ao comportamento descrito pela teoria da similaridade.
Descreve-se por esta teoria, o fator geométrico H/d, satisfazendo na ampliagdo de escala a
proporcionalidade geométrica entre os diferentes processos de extragdo a alta pressdo, levando
em consideragdo os critérios dindamicos Dp * v,ms/ M, Qm /M e Qm - d / M (FERNANDEZ-
PONCE et al., 2016).

Os dados da Tabela 14 evidenciam que o aumento de vazao do solvente ndo afetou

significativamente o rendimento global para a pequena escala (p > 0,05). No entanto, quando
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operado o sistema ampliado de extra¢do, uma significativa diferenca (p > 0,05) foi observada
para o tempo estabelecido de extracdo em 1 h. Conforme relatam Kotnik (2007) e Del Valle
(2004) esse comportamento pode ser explicado justamente em funcao do escalonamento do
processo, uma vez que os procedimentos foram conduzidos em equipamentos diferentes. Dessa
forma, evidenciam a importancia do estudo cinético em ambos sistemas de extragdo, de modo
a confirmar caracteristicas que remontam a similaridade da técnica e permitem mensurar os

resultados, por considerar que afericdes em escala industrial geram um alto custo

(FERNANDEZ-PONCE et al., 2016).
42 MODELAGEM MATEMATICA
4.2.1 Dados experimentais e parametros ajustaveis

Os dados cinéticos de extragdo PLE foram aplicados aos modelos matematicos de
Sovova (1994), Martinez et al (2003) e Esquivel (1999). Sao adotadas pelos modelos, hipdteses
simplificadoras ao processo de extracdo, dentre elas: operagdes isotérmicas, diminui¢do de
pressao insignificante e porosidade constante através do leito de extracdo. Além disso, assume-
se que acarga de soluto no solvente ¢ baixa e, portanto, a densidade, a dispersdo axial e
a velocidade do fluido extrator permanecem aproximadamente constantes. Essas suposi¢des
reduzem o nimero de equagdes necessarias para descrever o processo de extracao para balangos
de massa, relacdes de equilibrio e leis cinéticas (OLIVEIRA; SILVESTRE; SILVA, 2011).

Os dados experimentais serviram para os ajustes das condigdes operacionais dos
parametros. Conforme estudo de Oliveira et al (2011), do ponto de vista da engenharia, o
aumento de escala das wunidades de extracdo, requerem o conhecimento
dos parametros relevantes do processo, como a cinética de equilibrio e de transferéncia de
massa, ¢ também as condigdes Otimas de operacgdo. Estes parametros e dados laboratoriais

experimentais sdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Dados experimentais para escalonamento de extracao

Escala de extracio

Parametro Menor Ampliada
T (°C) 80 30
P (MPa) 10 10
V (mL/min) 2 2
X (EtOH) 70 70
X (H20) 30 30
p Eon+H20 (kg.m™) 851,4 851,4
P amostra (kg.m™) 1442,50 1442,50
P Esf. vidro (kg.m™) 2540 2540
Y* (g ext/g (solv)) 0,00836 0,0155
u (kg solv/s) 2,7180E-05 5,4360E-05
Mam (g) 3,0015 1 1,5265
Mesf vidro (g) 30,8477 118.,5698
H (m) 2,00E-01 2,77E-01
R (m) 6,00E-03 1,00E-02
€ 0,3711 0,3711
S (m?) 1,13E-04 3,14E-04
pa(kgm?) 1496 1496
U (m.s™) 1,67E-04 1,20E-04
N (g) 33,4583 128,6600
X0 0,0117 0,0112
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Com base nas informagdes acima descritas, os ensaios de modelagem matematica foram

executados e a analise do erro quadratico médio (EQM) foi empregada para auxiliar na aferi¢ao

do ajuste de cada modelo, conforme resultados apresentados na Tabela 16. Assumindo as

consideragdes experimentais e analisando EQM e representagdes graficas, € possivel observar

que os dados experimentais tiveram bons ajustes a todos modelos testados, destacando o melhor

ajuste ao modelo de Sovova (1994).

Tabela 16 - Parametros ajustaveis e erros quadraticos dos modelos matematicos

Escala de extragao

Modelo Parametro ajustado Menor Ampliada
Sovova (1994) tcer (min) 5,840 1,850
kya (s™) 1,811 1,072
EQM 0,999 0,979
Martinez (2003) bi (min) 0,076 3,995
tmi (s71) 0,117 -0,631
EQM 0,956 0,916
Esquivel (1999) b 6,911 5,425
EQM 0,951 0,972
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Os valores de EQM para extracdes em pequena escala, apontam o melhor ajuste ao
modelo de Sovova (1994), seguido em ordem decrescente pelo modelo de Martinez et al (2003)
e Esquivel (1999). Estes resultados podem estar relacionados ao fato de que o modelo de
Sovova (1994) considera matrizes vegetais compostas por dois tipos de particulas: no pré-
tratamento da amostra por¢des mais fragmentadas que outras no processo de moagem, por
exemplo. Dessa forma, o soluto pode ser de facil acesso o que caracteriza bem a etapa CER de
extracdo, ou ha maior dificuldade de acesso ao soluto, ja caracterizando extragoes na etapa FER
para difusional. J& para os dados de ampliacdo de escala, o modelo de Esquivel (1999)
apresentou melhor desempenho do que o modelo de Martinez (2003), no entanto, ambos
representaram os fendmenos de transferéncia de massa ocorridos nos experimentos.

O modelo logistico de Martinez et al (2003) apresentou o menor valor de EQM na
aplicagdo de dados da ampliacdo de escala, mas ainda assim tem bom ajuste cinético. As
diferencas de ajuste apresentadas em especial as fases CER e FER, podem estar relacionadas as
distintas quantidades de massa inicial de amostra, sendo que no mesmo tempo de extracao ¢
notdria a diferenga de extrato obtido no sistema de escalonamento de processo. Os resultados
que variam entre 0,9965 e 0,9158 para EQM, apresentam pouco desvio e assim, confirmam
compatibilidade da previsao de modelagem dos dados experimentais, estando de acordo com o
descrito por Fernandez-Ponce e colaboradores (2016), quando obtiveram resultados at¢ mesmo
com variacao superior a deste estudo.

A andlise dos dados da Tabela 16 evidencia um comportamento diferenciado do
parametro de tempo para o modelo de Martinez et al (2003), quando comparado aos demais
modelos, bem como ao ensaio em menor escala. No ajuste do modelo, o parametro ajustavel da
constante de tempo (tm) apresenta valor negativo. Esse fato ¢ indicativo de que a extragao tem
seu pico na etapa inicial, diminuindo gradativamente durante o processo (ACOSTA; BOLZAN;
LIVIA, 2014). Conforme Huang e colaboradores (2011), esse comportamento ¢ muito comum
em extragdes supercriticas.

Na maioria dos casos, extragdes supercriticas apresentam tm baixo para etapas iniciais,
onde a resisténcia de transferéncia de massa em torno das particulas solidas diminui, devido ao
aumento da convecgao a taxas de fluxo mais elevadas (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA,
2009). No caso de PLE, a constante tn que representa o periodo no qual a extragdo ¢
caracterizada pelo transporte de soluto facilmente acessivel por convec¢io (FERNANDEZ-
PONCE et al., 2016), a taxa de consumo de rendimento ndo ¢ dependente do fluxo de solvente,

mas sim da solubilidade do mesmo.
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Resulta desse processo um aumento no rendimento de extragdo, beneficiado pela
reducdo da resisténcia a transferéncia de massa, associado ao poder de solubilidade do solvente
empregado no PLE. Além disso, ¢ possivel observar que modelos amplamente utilizados para
descrever processos de extracao supercritica, demonstram serem eficientes para descrever os
processos de transferéncia de massa em PLE, uma vez que sdo similares os comportamentos

observados em ambos processos.

4.2.2 Curvas cinéticas e ajustes aos modelos matematicos

A Figura 37 reune resultados da modelagem matematica com base nos modelos de
Sovova (1994), Martinez (2003) e Esquivel (1999) aplicada aos dados experimentais do
escalonamento de extragdo em PLE. Para cada modelo testado, curvas globais de extragdo
foram obtidas, possibilitando a anélise do ajuste dos dados experimentais em funcao da predi¢ao
do modelo e a comparagdo com os dados experimentais em funcao da massa acumulada em

gramas por tempo de extragao.

Figura 37 — Curvas cinéticas obtidas pela modelagem matematica para micro escala
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Analisando as curvas cinéticas para a modelagem matematica evidencia-se o melhor
ajuste dos dados experimentais ao modelo de Sovova (1994), seguido de Martinez (2003) e

Esquivel (1999) em sequéncia decrescente. Esse resultado pode estar relacionado ao fato de que
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o modelo de Sovova (1994) considera individualmente os coeficientes de transferéncia de
massa para a fase de solvente e para a fase sélida. Nesse estudo o coeficiente de transferéncia
de massa para a fase de fluida (Kf) e coeficiente de transferéncia de massa do soluto na fase
solida (Ks), tiveram resultados de 0,0273 e 0,0036, respectivamente. Estes resultados
corroboram com o descrito por Sartori e colaboradores (2017), os quais relatam que os valores
de Ks foram menores que os de Kr. Esse comportamento ¢ devido ao soluto intrinseco as
particulas tem maior dificuldade de ser dissolvido e, portanto, mais tempo € necessario para
atravessar a interface entre sélido e fluido que o soluto localizado na superficie das particulas
(WEINHOLD et al., 2008).

Os modelos estudados foram inicialmente desenvolvidos para aplicagdo em processos
de extragdo com fluido supercritico; porém, foram adaptados no presente trabalho para
modelagem de liquidos pressurizados. Por se tratar de extragdes a alta pressdo, cujas
caracteristicas de fase de extracdo e envolvimento de parametros também existentes nas
extragdes supercriticas, os dados de extragdo em liquido pressurizado tem correspondido
satisfatoriamente a predi¢cdo oriunda dos modelos matematicos.

Além disso, a modelagem matematica das curvas cinéticas do PLE pode auxiliar na
compreensao dos mecanismos de transferéncia de massa do processo como um todo, permitindo

sua otimizacao e o escalonamento de produ¢do de extrato, conforme Figura 38.

Figura 38 — Curvas cinéticas obtidas por modelagem matematica para escala ampliada
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Observa-se que as curvas cinéticas para as extragdes ampliadas também apresentaram
os trés periodos de extragdo caracteristicos dos processos a alta pressao: as etapas CER, FER e
DC. As curvas obtidas utilizando os modelos de Sovova (1994) e Martinez (2003) apresentaram
angulos de inclinagdo mais proximos aos dados experimentais, quando comparado com o
modelo de Esquivel (1999), onde os valores mais altos na etapa CER e mais baixos na etapa
FER e DC fizeram com que a curva predita nao se ajustasse como nos modelos anteriores. No
entanto, ¢ possivel observar que todos ajustes aos modelos correspondem ao comportamento ja
esperado, onde ocorre a rapida extragdo do soluto na etapa CER, em intervalo de tempo inferior
se comparado com os dados da menor escala, em termos de rendimento proporcional.

A modelagem matematica, contribui para a validacdo do escalonamento do processo de
extracdo. Os resultados consistentes podem ser atribuidos a estratégia de ampliagdo de escala
empregada neste estudo, seguindo a premissa de envolvimento de critérios adimensionais e
critérios de similaridade. Esse critério simples baseia-se em manter constantes os fatores
geométricos e dindmicos, aumentando a escala (CASAS et al., 2009; PRADO et al., 2012).

De modo a respeitar a teoria da similaridade, pardmetros geométricos e dindmicos
constantes tiveram proporcionalidade respeitada para o aumento de escala. Assim, o fator
geométrico H / d, onde H ¢ a altura e d € o didmetro do leito extrator para a escala ampliada,
foi determinado em fung¢ao das dimensdes do leito de extragdo de menor escala. Contribuiu para
esse dimensionamento a analise de porosidade do leito de extragdo, a qual foi mantida constante
entre a menor e maior escala, de modo a respeitar os fendmenos de transferéncia de massa

durante o processo de extracao.

4.3 COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Uma vez que a extracdo € o primeiro passo na recuperagdo de polifenodis a partir de
matrizes vegetais, o desenvolvimento de técnicas rapidas e eficientes para a determinacdo do
potencial existente no extrato se faz necessario para mensurar as propriedades do mesmo.
Conforme Figura 39 ¢ possivel verificar os resultados obtidos para as anélises de composi¢ao
total de fenolicos e flavonoides, bem como atividade antioxidantes por meio do método ABTS

e DPPH.
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Figura 39 — Compostos com atividade antioxidante por grama de extrato de S. rhombifolia no processo

de escalonamento
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Os ensaios de caracterizacdo de S. rhombifolia no que diz respeito a presenca de
compostos com potencial agdo antioxidante, conforme apresentado no Capitulo III, auxilia na
validacao deste estudo de ampliacao de escala. A Figura 39 evidencia que ndao houve diferencas
significativas (p>0,05) nos resultados de atividade antioxidante entre os processos de pequena
escala e escala ampliada. Foram encontrados valores de atividade antioxidante pelo método
DPPH de 1,09+ 0,1 ¢ 1,08+ 0,1 EC 50 (mg-mL™), e pelo método ABTS valores de 2,84 ¢ 2,85
+ 0,1 (mmol TEAC-g'), para as escalas pequena e ampliada, respectivamente. Este
comportamento ja era esperado em funcdo dos parametros de similaridade atribuidos no
dimensionamento da extragdo em maior escala. Para o modelo de Sovova (1994), os parametros
ajustaveis permitem que os processos em alta pressao tenham reprodutibilidade e similaridade,
pois ¢ baseado em um conjunto de critérios, dentre eles a porosidade do leito, o qual foi mantido
constante em ambos processos.

A manutencdo dos pardmetros de similaridade ¢ necesséria e constituem a abordagem
selecionada neste estudo para se obter dados consistentes e validar o escalonamento de extragao
via PLE. Esses parametros sdo necessarios para compor O passo mais importante na
modelagem. O modelo que ird descrever o processo de extragao, selecionado de acordo com os
efeitos das mudancgas nas condi¢des de extracdo na curva de extracdo. Segundo relata Sovova
(2017) um modelo adequado deve aproximar um conjunto de curvas experimentais de extracao,

mantendo todos os parametros da relacdo de equilibrio de fase constantes a pressdo e
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temperatura de extracdo constante. Além disso, os pardmetros de transferéncia de massa da fase
solida devem ser fixados a menos que o tamanho da particula seja alterado.

A Figura 39 também elucida que para os ensaios de composicao total de fendlicos e
flavonoides, uma diferenca significativa (p >0,05) foi observada no processo de escalonamento,
sendo que os resultados para a ampliacdo de escala superaram os encontrados na micro escala
de extracdo. Com valores de CFT 62,97 + 1,4 e 74,57 + 0,8 (mg EAG-g') e FT 20,59 £ 0,4 ¢
22,87 £ 0,2 (mg EQ-g!), entre menor e maior escala, respectivamente. Este comportamento
pode estar relacionado com a massa inicial de amostra, uma vez que a massa utilizada na escala
ampliada foi cerca de quatro vezes maior que a utilizada na menor escala.

Conforme relatado no item 4.1.2, os ensaios em escala ampliada apresentaram maiores
rendimentos na etapa CER, totalizando 8,51 %. Valor muito superior em comparacao a etapa
FER e DIF, de rendimento percentual de 2,59 e 1,36 %, respectivamente. Maiores rendimentos,
por consequéncia mais soluto sendo recuperado, pode sugerir a possibilidade de um niimero
maior de compostos estar presente no extrato, o que pode corresponder ao valor maior de CFT
na escala ampliada, quando comparado com a pequena escala de extragao.

Segundo Sovova (2017), o aumento de rendimento na etapa CER se deve a proposta de
broken and intact cell (BIC), ou seja, onde presume-se que em consequéncia das células
quebradas o soluto contido ¢ passivo de ser facilmente extraido e a outra por¢dao do soluto,
permanece intacto nas células nao afetadas pelo prévio cisalhamento mecanico, no momento
do preparo da matéria-prima. Isso corrobora com a diferenciagdo de rendimento entre as trés
etapas de extragdo, onde com o passar do tempo observa-se uma queda do rendimento e pode-
se atribuir esse comportamento a dificuldade de acesso do solvente ao soluto, por este estar
contido numa célula intacta.

Esse comportamento ¢ descrito com coeficientes de transferéncia de massa interna e
externa, os quais sdo comparados e combinados em um modelo, sendo este modelo uma
importante ferramenta de interesse em modelagens para extragdes a altas pressoes, conforme
reportado por Sovova, Sajfrtova e Stateva (2017). O rendimento para a etapa CER no
escalonamento corresponde por 68,3 % do total de massa acumulada na extra¢do cinética,
corroborando com Meireles (2008), a qual reportada em seu estudo que cerca de 70 — 90 % do
material soluvel possa ser extraido nessa etapa.

O PLE aumenta o desempenho de extragdo se comparado a métodos de operagao a
temperatura ambiente e pressdo atmosférica (CAMEL, 2001; RICHTER et al., 1996). A
transferéncia de massa ¢ influenciada pelas condi¢des de processo na extracdo, fato pelo qual

atribui-se um maior rendimento como demonstram os resultados deste estudo. Exercem
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influéncia direta na transferéncia de massa, a concentracao de etanol e misturas de solventes, a
utilizagdo de temperaturas elevadas, permitindo extragdes mais rapidas e a pressdo por
ocasionar rupturas na matriz permitindo acesso facilitado ao solvente (MUSTAFA; TURNER,

2011).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos relacionados a ampliagdo de escala na extragdo com liquido pressurizado ainda
sao escassos. O diferencial deste estudo esta aliado ao emprego de S. rhombifolia, uma matéria-
prima, até onde sabe-se, nunca antes submetida ao processo de extragao com alta pressao e
caracterizada quimicamente quanto a fendlicos.

A técnica PLE com emprego de solventes GRAS demonstrou eficiéncia para a obteng@o
de compostos com atividade antioxidante. A recuperagao de compostos fendlicos € atribuida a
polaridade da mistura etanol e agua (70:30 v/v), capaz de solubilizar e transportar os
componentes bioativos presentes na matriz vegetal. A importancia do desenvolvimento desta
técnica estd na possibilidade de utilizar um processo limpo para obtengdo em larga escala de
compostos de interesse e alto valor agregado.

A modelagem matematica permitiu obter parametros para o processamento do
escalonamento de extragdo e predizer o comportamento com bons ajustes aos modelos testados.
O modelo de Sovova (1994) correspondeu ao melhor ajuste, o qual descreve a transferéncia de
massa no processo extrativo soluto e solvente. Os modelos Martinez (2003) e Esquivel (1999),
nesta ordem decrescente, também apresentaram bons resultados de ajuste a curva de extragao
global.

A andlise quantitativa de compostos fendlicos e de atividade antioxidante no processo
de escalonamento, contribuiu para a validagdo do processo de ampliacdo de escala. Neste
quesito, o processo em maior escala de extragdo apresentou resultados estatisticamente iguais
(p>0,05) ou superiores, quando comparado a extracdo em pequena escala. Dessa forma, a
utilizacao da proporcionalidade didmetro e altura do leito, bem como igualdade de porosidade
entre os sistemas de escalonamento, correspondem a uma ferramenta que permite a obtengao
de maiores volumes em massa por meio da PLE, mas com caracteristicas de composi¢ao iguais.
Extracdes em larga escala possibilitam prospectar aplicagdes industriais, pois reproduzem os
resultados de escala laboratorial, denotando reducdo de custos e viabilizacdo pela
disponibilidade de compostos de interesse ao publico consumidor, mediante incorporacao em

alimentos ou farmacos.
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1 INTRODUCAO

O uso de técnicas de menor impacto ambiental, comumente denominadas como tecnologias
verdes, ¢ assunto de estudo em diversas areas do conhecimento. No que diz respeito a obtengao
de compostos funcionais a partir de matrizes vegetais, os processos de extracao com altas
pressdes, tem demonstrado ser uma alternativa aos métodos convencionais de alto gasto
energético e/ou com emprego de solventes organicos. Aliado a este processo, solventes
ambientalmente amigéaveis contribuem para ampliar o espectro de compostos recuperados ¢ a
possibilidade de aplicagdes dessas técnicas, as quais ainda estdo em desenvolvimento em
diversos setores industriais.

Conforme descrito no Capitulo III deste estudo, foi determinada a melhor rota de extragao
baseada no conceito de processamento verde e na otimizacao de processos. Extracdes a altas
pressdes conferem maior seletividade aos compostos obtidos. A caracterizagdo quimica
possibilitou a identificagdo de importantes propriedades funcionais de S. rhombifolia, atribuidas
principalmente aos compostos fenolicos presentes nessa matriz vegetal, os quais apresentam
uma potencial atividade antioxidante.

A atomizag@o em spray-dry € um processo amplamente utilizado em diferentes setores da
industria e constitui uma tecnologia de grande relevancia no processamento de alimentos
desidratados. A aplicacao desta tecnologia na produgdo de microcapsulas, representa uma boa
alternativa para a manuten¢do da qualidade de extratos vegetais encapsulados nas mesmas.
Dentre os polimeros utilizados como agentes encapsulantes, a maltodextrina apresenta
vantagens associadas ao baixo custo e facilidade operacional, além demonstrar efetividade na
preservacao de compostos fendlicos.

Neste estudo, o extrato de S. rhombifolia, obtido em escala ampliada de extracao, conforme
descrito no Capitulo IV, foi microencapsulado por spray-drying utilizando maltodextrina como
agente encapsulante. Foram produzidas capsulas com duas diferentes concentragdes de extrato

que foram caracterizadas em termos de morfologia e propriedades fisico-quimicas e térmicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Compostos fendlicos possuem propriedades de grande interesse para o setor alimenticio
e farmacéutico, destacando-se sua capacidade de atuar como antioxidante, agente
antimicrobiano e anti-inflamatorio. No entanto, sdo muito vulneraveis quando expostos a um
ambiente oxidante, por exemplo, a luz, oxigénio, umidade, entre outros, devido a existéncia de
ligacdes insaturadas nas estruturas moleculares. Estas caracteristicas fazem como que sua ag¢ao
dependa da eficacia da preservagdo, estabilidade e biodisponibilidade (FANG; BHANDARI,
2010). Neste sentido, a manutengdo da estabilidade destes compostos pode ser alcangada
mediante a utilizagdo de sistemas de encapsulamento. Estes sistemas melhoram a estabilidade
durante o armazenamento e tornando-se mais seguros para utilizagdo como ingredientes
alimenticios e proporcionando, desta forma beneficios aos consumidores. Além de estabilizar
esses compostos bioativos, o processo de encapsulacdo também ajuda a mascarar sabores
desagradaveis, incluindo o amargor e a adstringéncia, caracteristicos de compostos funcionais

(BALLESTEROS et al., 2017).

2.1 PROCESSOS DE ENCAPSULACAO

A obtengdo de produtos com alto grau de pureza demanda aten¢do no que se refere a
manuten¢do de sua qualidade, o que torna necessario o emprego de técnicas que propiciem a
sua estabilizagdo. Microencapsulag¢do € o processo conformador de involucros para materiais
solidos, liquidos ou gasosos, mediante revestimento continuo formando c4psulas de tamanho
em escala micrométrica a milimétrica (TYAGTI et al., 2011). O material encapsulado pode ser
composto por uma Unica substincia ou uma mistura que ¢ liberada de maneira controla através
da parede, constituida pelo material encapsulante. O processo de liberacao ocorre em funcao de
condicles especificas que envolvem parametros do meio de liberacdo e caracteristicas
intrinsecas das capsulas. A microencapsulacdo ¢ uma técnica ja emprega para estudos de
recobrimento de corantes (JANISZEWSKA-TURAK, 2017), 6leos (SHAMAEI et al., 2017),
bem como compostos ativos (BALLESTEROS et al., 2017; CILEK et al., 2012; REZENDE;
NOGUEIRA; NARAIN, 2018; TSALL, GOULA, 2018).

As técnicas de encapsulagdo sdo geralmente usadas com a finalidade de proteger
compostos bioativos de condi¢des ambientais adversas. A microencapsulagao atua na melhoria
da estabilidade, estendendo a vida util e permite a liberagdao controlada do material do nucleo,

sob condi¢des de um determinado ambiente. Dessa forma, por vezes, pode-se considerar que o
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encapsulamento de substancias naturais apresenta vantagens sobre a utilizacdo da substancia
natural sem encapsular (SANTOS et al., 2012). Outra vantagem atribuida a encapsulagdo ¢ a
caracteristica de mascarar sabores desagradaveis, oriundos dos compostos bioativos, os quais
podem conferir amargor e adstringéncia caracteristica de polifen6is (BALLESTEROS et al.,

2017). A Figura 40, ilustra a formagao de microcapsulas, com variedade de morfologia.

Figura 40 — Ilustracdo das diferentes possiveis morfologias das microcépsulas
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Fonte: Adaptado de (PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016).

A morfologia das microcépsulas, pode ser descrita como mononuclear (Figura 40a),
multiparede (Figura 40b), poli / multinuclear (Figura 40c), matrix (Figura 40d) ou irregular
(Figura 40e) (PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016). Estas caracteristicas
morfoldgicas das microcépsulas estdo associadas aos materiais empregados na encapsulacdo e
as técnicas de encapsulagdo. Segundo Gharsallaoui e colaboradores (2007), as propriedades do
nucleo também podem representar uma alternancia na morfologia das microcapsulas. No que
diz respeito ao dimensionamento, teoricamente, os diametros tipicos das microcapsulas estao
na faixa de 0,01 e 1.000 um e a espessura do material da parede estd na faixa de 0,5-150 pm
(CHENG et al., 2009).

Segundo Tyagi e colaboradores (2011), as técnicas de microencapsulagdo podem ser
classificadas em trés grupos: (i) métodos fisicos como secagem por atomizacao, liofilizagao,
precipitacdo com fluido supercritico e evaporacao de solvente; (i1) métodos fisico-quimicos,
incluindo coacervagdo, lipossomas e geleificacdo i0nica; (iii) métodos quimicos como
polimerizacdo interfacial e complexagao de inclusdo molecular.

A formagdo de um involucro em sistema de encapsulagdo, consiste em revestir
uniformemente o material de interesse. O agente encapsulante, utilizado para conferir prote¢ao
ao conteudo do nucleo, ndo apenas pode mascarar e atenuar fatores ambientais adversos, como

também pode representar melhoria qualitativa em fun¢do das propriedades que possui com
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relagdo ao material encapsulado. Nesse sentido, a escolha do agente encapsulante representa

um fator importante para manutengdo das caracteristicas de interesse no produto.

2.2 AGENTE ENCAPSULANTE

Agentes encapsulantes devem ser capazes de formar um revestimento coeso, além de
quimicamente compativel e ndo reativo com o material do nticleo. Dentre as propriedades de
estruturais, a resisténcia, flexibilidade, impermeabilidade, propriedades Opticas e estabilidade
sao critérios observados. Materiais de revestimento ideais para a microencapsulacao sao aqueles
que proporcionam a estabiliza¢do do material do nicleo, que seja inerte aos ingredientes ativos,
propicie liberagdo controlada sob condi¢des especificas, permita a formacdo de filme,
maleavel, insipido, estdvel e ndo higroscdpico, que ndo apresente alta viscosidade nas condigdes
de uso e seja econdomico (SUGANYA; ANURADHA, 2017).

Portanto, a formagao das microcapsulas e suas propriedades de barreira na protecao de
compostos de interesse, estd intimamente relacionada a escolha do material de revestimento.
Aplicacdes nas areas farmacéuticas e de alimentos, em virtude de sua complexidade, carecem
de estudos de materiais e sistemas de eficiéncia na prote¢ao dos compostos de interesse. No
entanto, vale ressaltar que alguns agentes de revestimento aceitos para encapsulagdo de
medicamentos nao sdo adequados para aplicagdes de alimentos, a menos que sejam certificados
como materiais GRAS (Generally Recognized As Safe) (NEDOVIC et al., 2011). Para tanto,
diversos estudos elucidam uma gama de materiais para aplicacdes alimenticias e dentre os mais
utilizados estdo os polissacarideos como maltodextrina, goma ardbica, amidos modificados e
quitosana, alginatos, dextrinas, inulina, entre outros (GOUIN, 2004; NEDOVIC et al., 2011;
RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

A manutencao da qualidade dos produtos encapsulados sob armazenamento inclui
estabilidade oxidativa, microbiana, térmica, higroscopicidade, etc. Da Rosa e colaboradores
(2014), relatam que a eficiéncia do processo de encapsulacdo ¢ altamente dependente do
material a ser revestido, bem como do material de revestimento. Sendo assim, a encapsulagao
de materiais com nucleo composto por substancias susceptiveis a oxidagao, revestimentos
multicamadas e camadas grossas fornece protecdo mais adequada contra a degradagao
oxidativa. Dessa forma, para constituir o material de revestimento se destaca o emprego da
maltodextrina que € um polissacarideo, constituidos por unidades de D-glicose ligadas por
cadeia a-1,4 com massa molar variavel Figura 41. Dentre suas principais vantagens estao o

custo baixo e as propriedades para melhorar a solubilidade em 4gua dos materiais do nucleo
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hidrofébico, o que ¢ vital para aumentar a biodisponibilidade (FERNANDES; BORGES;
BOTREL, 2014; GOULA; ADAMOPOULOS, 2012; YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018).

Figura 41 — Estrutura quimica da maltodextrina
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Fonte: (CARARETO et al., 2010)

A utilizacdo de maltodextrina como material de revestimento na formacdo de
microcapsulas, tem sido estudada para diversas aplicagdes, dentre os compostos de maior
interesse na preservagao de suas caracteristicas estdo os beneficios aos compostos fenolicos
(BALLESTEROS et al., 2017). Pettinato e colaboradores (2017) relatam a alta capacidade da
maltodextrina na conservacao da atividade de compostos fenolicos presentes em extratos de
borra de café, corroborando com os dados de Souza (2018), que avaliou revestimentos na
microencapsulacdo e conclui a manuten¢do da atividade antioxidante do licopeno devido a
maior protecdo conferida a maltodextrina.

Aplicagdes industriais, para compostos bioativos oriundos de subprodutos e residuos
agricolas podem ser usados com sucesso na industria de alimentos, bem como aplicagdes em
cosméticos e produtos farmacéuticos (GOMEZ et al., 2018), demonstrando viabilidade da
utilizagdo de maltodextrina no encapsulamento de compostos fenolicos e flavonoides
(RAMIREZ; GIRALDO; ORREGO, 2015). Conforme Ozkan e colaboradores (2019),
maltodextrina ¢ um material de revestimento muito eficaz na constitui¢ao de envoltorios para
materiais ativos na matriz de microcépsulas, devido as propriedades fisico-quimicas, incluindo
a microestrutura amorfa, relativa a baixa mobilidade hidrica que gera maior estabilidade a

reagdes bioquimicas desfavoraveis.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/microstructure
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2.3 ENCAPSULACAO POR SPRAY-DRY

O principio do spray-dry ¢ uma operagdo unitaria de secagem, onde o produto liquido ¢
atomizado em contracorrente com um gas quente, geralmente ar ou, mais raramente, um gas
inerte como o nitrogénio, para obtencao de um poé. A utilizagdo do spray-dry além de ser uma
tecnologia de custo relativamente baixo, rapida, reprodutivel, remete a certa facilidade de
escalonamento, quando comparada com outros processos de microencapsulagdo, justificando a
preferéncia em termos industriais (DE VOS et al., 2010; PU; BANKSTON; SATHIVEL, 2011).
A Tabela 17 relaciona as principais etapas e caracteristicas do processo de microencapsulagao

desse processo.

Tabela 17 — Principais caracteristicas do processo Spray-drying

Principais Etapas Vantagens Desvantagens
Preparo da solu¢do Opera com diferentes Pode degradar
(soluto e encapsulante)  materiais de revestimento componentes.
Atomizacao Eficiéncia de encapsulagio; Dificil ajuste no

Estabilidade do produto final.  controle do tamanho
de particula.
Secagem Baixo custo;
Aumento de escala; Producao
continua.

Fonte: Adaptado de (MAHDAVTI et al., 2014)

A secagem que ocorre no material atomizado ou pulverizado, dependendo de suas
caracteristicas e das condi¢des de operagdo, propiciam a geragdo de um p6 muito fino (10-50
Im) ou particulas de tamanho grande (2-3 mm), o que permite o emprego do método para a
obten¢do de encapsulacdo de alimentos e compostos de interesse (GHARSALLAOUI et al.,
2007; PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCH]I, 2016).

Na técnica para formacdo de microparticulas por atomiza¢do em spray-dryer sao
previamente preparadas solugdes, onde o material de nicleo, o qual se objetiva conferir o
revestimento, ¢ solubilizado, disperso ou emulsionado com o agente encapsulante
(GONCALVES; ESTEVINHO; ROCHA, 2016). A formagdo de microcapsulas se da pela
atomizagdo (goticulas) da solugdo contendo a mistura do material de nicleo e encapsulante em
torre com fluido de secagem, normalmente ar quente, conforme ilustrado na Figura 42. O

contato das goticulas com o ar de secagem promove a evaporacao do solvente, obtendo-se a
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rapida solidificagdo das goticulas que depois serdo recolhidas no ciclone (ESTEVINHO et al.,
2013; GHARSALLAOUI et al., 2007).

Figura 42 - Diagrama esquematico da secagem por atomizagdo e fatores que afetam a qualidade do
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Fonte: Adaptado de Shishir e Chen (2017)

Nas particulas formadas por spray drying, o nicleo ¢ retido em uma rede continua de
matriz polimérica, a qual tem como principal vantagem a facil reconstitui¢do, importante para
aplicagdes em liquidos e pastosos, ou em pos instantaneos. Essa ¢ uma caracteristica importante
para compostos instaveis e que se pretende uma liberacdo controlada sob determinadas
condigdes ambientais (OZKAN et al., 2019). A reconstitui¢do em funcao da solubilizagdo ¢é
dependente das caracteristicas do material de nucleo, bem como dos parametros de

processamento no equipamento.
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Para processos industriais ¢ importante ressaltar a escolha do agente encapsulante quanto
a propriedade veicular, ou seja, os materiais que durante o processo de secagem por atomizacao,
irdo propiciar escoamento das particulas atomizadas, sem aglomeragdes ou incrustagdes nas
paredes da torre de secagem. Nesse quesito a maltodextrina ¢ um dos materiais mais utilizados,
devido seu baixo peso molecular, caracterizado por uma baixa temperatura de transi¢ao vitrea
(JANISZEWSKA, 2014).

O processo de atomizacdo durante a secagem tem como objetivo aumentar a area de
transferéncia de calor e massa entre o liquido ¢ o ar de secagem, sendo a defini¢do dos
parametros de processo, exercer influéncia direta nas caracteristicas de tamanho de particulas
formada. O dimensionamento das particulas formadas deve-se principalmente aos parametros
de velocidade de alimentagdo da solugdo e rotagdo do atomizador: onde quanto maior a
velocidade do disco, menores serdo as particulas (JANISZEWSKA-TURAK, 2017; VILA;
CHAUD; BALCAO, 2015).

A temperatura do ar de secagem ¢ um dos parametros de maior influéncia no processo de
microencapsulacdo. A morfologia das cépsulas formadas estd intimamente relacionada as
propriedades de barreira da particula, no que se refere aos processos de transferéncia de massa
que envolvem o material de parede e do nicleo, que por sua vez estd intimamente relacionada
a temperatura do processo. A amplitude da temperatura pode causar variagdes na espessura do
material de revestimento, uma que as altas temperaturas reduzem o tempo de formacao da
membrana de superficie, o que também pode representar um problema, por acelerar as
mudangas quimicas do niicleo (MAHDAVI et al., 2014; RAJABI et al., 2015).

No interior da camara de secagem a temperatura elevada ocasiona a evaporagdo do
solvente. A taxa de evaporacao ¢ constante, dessa forma os materiais precipitam e aumentam a
concentragdo, ao atingir a saturagdo maxima comega a solidificar e formar o revestimento.
Nesse processo o solvente se difunde do centro da particula para a superficie e evapora,
tornando a pelicula de revestimento uma camada continua, formando assim as microcapsulas,
que sdo coletadas apos separagdo do ar por ciclone (GONCALVES; ESTEVINHO; ROCHA,
2016).

O desenvolvimento da técnica de microencapsulacdo por spray-dry em relacdo ao futuro,
ainda possui desafios a serem superados. Dentre as mais significativas estdo a minimizacao do
emprego de solventes organicos na obtencdo dos solutos, incorporando o conceito de
processamento de alimentos verdes e tornando o processo passivel de ser considerado
ambientalmente seguro (GOMEZ et al., 2018). De acordo com pesquisas recentes, o método

de secagem por pulverizagao ¢ mais adequado para o encapsulamento de compostos fendlicos
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obtidos a partir de fonte vegetal, com uma maior taxa de retencdo e bioatividade preservada
(ABRAHAO et al., 2019; BALLESTEROS et al., 2017; KALUSEVIC et al., 2017; PAINI et
al., 2015a; REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2018; SOUZA et al., 2018).

2.4 CARACTERIZACAO DO MATERIAL ENCAPSULADO

A obten¢do de microcapsulas com potencial acao antioxidante, atribuida a incorporacao
de extrato de S. rhombifolia, sugere que o desenvolvimento de um produto com importantes
propriedades funcionais, conforme descrito no Capitulo III deste estudo. Desse modo,
caracterizar o material obtido, além de estudar a efici€éncia do processo de microencapsulagao
de compostos fendlicos obtidos por meio de extracdes a alta pressdo, permite estimar por quais
processos e alimentos esse produto possa ser incorporado.

A escolha de métodos adequados de caracterizacao das particulas proporciona clareza e
objetividade no entendimento das propriedades destes materiais. Para tanto, técnicas de
colorimetria e microscopia foram utilizadas com a finalidade de avaliar a cor, morfologia e
tamanho de particula, parametros estes que podem ser determinantes na escolha de sua
aplicag¢do. Além disso, foram realizadas andalises de microscopia de fluorescéncia que permitem
verificar a localizagdo de compostos que apresentem fluorescéncia permitindo avaliar o
processo de encapsulacdo. Com relacdo as propriedades fisicas e estruturais, as analises
termograviméticas (TG), calorimetria diferencial exploratéria (DSC), andlise de grupos
funcionais por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) permitem
a caracterizagdo das particulas no que se refere as temperaturas de degradagdo térmica,
temperatura de fusdo e/ou transi¢ao vitrea e espectros de absor¢ao IV. Além disso avaliou-se a
capacidade de adsorcdo umidade e higroscopicidade das particulas uma vez que estas
propriedades sdo de grande importdncia na manutencdo da qualidade e funcionalidade

intrinseca do material microencapsulado.
2.4.1 Colorimetria

A colorimetria ¢ o estudo que possibilita mensurar por meio da quantificacao da cor
baseada na teoria de trés componentes da visdo, dos quais o olho humano possui receptores
(vermelho, verde e azul) e que considera que todas as cores sdo misturas dessas trés cores
primérias (GUELIL; GALLO; PASQUALE, 2018). O sistema de cores CIELAB ¢ um sistema

de medicao de cores, muito empregado para analises colorimétricas pois aproxima-se da
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maneira como o olho humano percebe as cores (HUNT; POINTER, 2011). O método baseia-se
na teoria da natureza de fotorreceptores cone que permitem perceber simultaneamente cores
entre o vermelho e verde, amarelo e azul, ou branco ao preto, diferentemente da percepgao
humana, que nao os percebe (HURVICH; JAMESON, 1957). O sistema CIELAB define as
cores em trés dimensdes: luminosidade (L*), coordenada vermelho-verde (a*) e coordenada

amarelo-azul (b*), conforme Figura 43.

Figura 43 - Representacao grafica do angulo de matiz e do croma no espaco de cores do CIELAB.
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Fonte: (MINOLTA, 2007)

Os valores dos eixos a* e b* variam de aproximadamente - 128 a +128. O eixo referente
a luminosidade € perpendicular aos parametros a* e b* e varia de 0 a 100, conforme apresentado
na Figura 43A, bem como apresenta a escala de cromacidade (C*), que indica a intensidade da
cor analisada. Os dados na andlise colorimétrica atribuidos a escala de cores CIELAB compdem
um sistema de coordenadas cartesianas tridimensionais, permitindo a anélise quantitativa dos
dados (MCGRATH; BECK; HILL, 2017). No espago CIELAB, a distancia de cor
tridimensional entre dois pontos ¢ conhecida como 'delta E' (AE). O olho humano nao treinado
geralmente ndo pode diferenciar entre duas cores que possuem um AE menor que 2,0 unidades
CIELAB, embora este valor varie entre as cores (MELGOSA et al., 1997).

A andlise colorimétrica, mesmo para produtos e materiais que fogem do campo de visao
do ser humano, sdo de grande importancia no ambito industrial, principalmente no que diz
respeito a padronizagdo de producdo e ajuste fino dos processos para dreas que demandam
sensibilidade de especificacdo. Além disso destacam-se as andlises de cor através de
colorimetros por se tratar de métodos ndo destrutivos e facil de quantificagdo. As medidas em

colorimetro sdo consideradas o melhor método para as amostras com cor homogénea (RANA;
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PRADHAN; MISHRA, 2019). Na industria de alimentos a andlise do padrao colorimétrico
também ¢ importante, pois a cor representar ser um fator decisivo nas escolhas do consumidor.
Padroes de cores estao associados a qualidade e genuinidade, podendo estar correlacionada com

a presenc¢a de um perfil quimico caracteristico (pigmentos) (PATSILINAKOS et al., 2018).
2.4.2 Microscopias de Fluorescéncia

Fluorescéncia ¢ uma emissdo de luz a curto prazo (com duragio ndo superior a 10 s
apds a excitagdo) causada pela absorcdo de radiacdo eletromagnética de luz visivel,
infravermelha ou ultravioleta. Analises quantitativas sdao atribuidas a espectroscopia de
fluorescéncia e a microscopia de fluorescéncia aos dados qualitativos (MASLANKA;
KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2018). Alta sensibilidade, rapidez e precisdo dos
ensaios de fluorescéncia sdo os principais motivadores por esta técnica ser empregada em
estudos analiticos de bioquimica e biologia celular (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2015).

Segundo Garia-Plazaola et al (2015), quando os termos fluorescéncia e plantas
aparecem juntos, a principal relacdo que ¢ feita refere-se as propriedades fluorescentes da
clorofila, usada intensivamente por pesquisadores como uma ferramenta que permite a
avalia¢do ndo invasiva da fotossintese do estado fisiologico das plantas. Assim como ocorre
com a clorofila, muitos outros compostos podem ser identificados através desta técnica, seja
pela incorporagdo de reagentes corantes ou mesmo por suas propriedades de autofluorescéncia.

Alguns compostos de origem vegetal emitem luz visivel quando irradiadas, essa
propriedade denomina-se autofluorescéncia, ¢ causada por certos constituintes celulares que
atuam como fluoréforos endogenos (MONICI, 2005), podendo ser facilmente observada a olho
nu sob certas condicoes. Este € o caso de compostos fenolicos (por exemplo, antocianinas,
flavonoides, taninos, acidos cindmicos), alcaloides (por exemplo, betalains), terpendides e
porfirinas (por exemplo, clorofila, catabélitos da clorofila) (GARCIA-PLAZAOLA et al.,
2015). A Figura 44 apresenta uma visdo geral dos fluoréforos vegetais e respectivos

comprimentos de onda de ocorréncia.
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Figura 44 - Paleta de emissao de fluorescéncia maxima de fluorocromos de ocorréncia natural em plantas
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Fonte: Adaptado de Garcia-Plazaola et al. (2015)

Compostos autofluorescentes incluem componentes amplamente distribuidos em todos
os tipos de células, como aminodcidos aromaticos (fenilalanina, triptofano , tirosina), vitaminas
(riboflavina, piridoxina , tiamina), coenzimas e receptores de elétrons (dinucleotideo flavina
adenina ou FAD; nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido com seus derivado de fosfato
NAD (P) H) (ANDERSSON et al., 1998; MONICI, 2005).

A emissdo de luz possibilita identificacdo da composi¢ao quando atribuida ao espectro
de fluorescéncia de excitagio e emissdo (GARCIA-PLAZAOLA et al.,, 2015). Vidot e
colaboradores (2019) reportam em seu estudo que diferentes comprimentos de onda
correspondem a distintos compostos quimicos. Para tanto, registraram analiticamente a partir
de compostos padrdes, as respostas de comprimento de onda maximas para cada padrdo
analisado, por meio de uma anélise de espectro. Dessa forma, mesmo que a associa¢do de
compostos especificos com determinados comprimentos de onda de emissdo ainda seja dificil,
devido a largura dos espectros e sobreposigodes, € possivel assegurar a distin¢gdo de familias de
compostos, tais como flavanadis (incluindo taninos condensados), 4cidos fenolicos, antocianinas
e flavonois. Assim, uma maior confiabilidade ¢ atribuida ao analisar micrografias de
fluorescéncia, permitindo vincular uma faixa mais estreita de ocorréncia de certos compostos,
como por exemplo o glicosideo da quercetina no comprimento de onda de 260-410 nm (VIDOT

etal., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DAS CAPSULAS

Para obtencao das capsulas inicialmente foi preparada a solugao aquosa de maltodextrina
DE10, MOR-REX 1910 (Corn Products, Brasil) padronizada em 20 % (m/m) que foi utilizada
para todas as formulagdes estudadas. Foram preparadas trés solugdes para alimentar o spray-
dryer: uma solucdo contendo somente maltodextrina (MSD) (Controle) e duas solugdes
contendo maltodextrina com incorporagdo de extrato de S. rhombifolia obtido através de PLE
nas propor¢des de 2,5 e 5,0 % (ME 2,5 e ME 5,0, respectivamente). Cada solu¢do foi
homogeneizada em Ultraturrax IKA T25 a 14.000 g por 5 minutos e posteriormente alimentada
a um spray-dryer de bancada (Buchi, B-191) do Laboratorio de Materiais Poliméricos —
POLIMAT/UFSC, operado com temperatura de entrada de ar de 120 £+ 2 °C, temperatura de
saida de ar de 72 £ 2 °C, fluxo de ar de aproximadamente 30 m>/h, taxa de alimentacgdo de 5
mL/min e pressdo de atomizagdo de 0,7 MPa, conforme aparato apresentado na Figura 45. O

material seco (capsulas) foi armazenado em frasco &mbar até o momento das analises.

Figura 45 — Diagrama ilustrativo do spray-dry para formagao de microencapsulados
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Com os valores da massa obtida apos a secagem por pulverizagdo (spray-dry), foi

possivel a determinagdo da eficiéncia do processo, mediante a aplicacao da Equagao 54.
Y% = ~%100 (54)

Onde:
P = Massa de material obtido apds secagem (g)

T = Massa de so6lidos na solucao (g)
3.4 CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS
3.4.1 Caracterizacio colorimétrica das microcapsulas

A determinacgdo dos parametros de cor foi realizada através da medida instrumental por
colorimetro (Minolta® Color Reader, modelo CR400, Osaka, Japdo), com fonte de luz
padronizada, usando-se as coordenadas L*, a* b* do sistema CIELab. O procedimento foi
conduzido no Laboratério de Bioprocessos e Tecnologia de Alimentos — CCA/UFSC. As
amostras foram colocadas em superficies planas e realizadas leituras de refletancia. As leituras
foram realizadas com triplicata para cada amostra, em distintos pontos de contato. A partir
destes dados foram calculados os indices de amarelecimento (Yi), transparéncia (Wi) e

diferenga de cor (AFE) através das Equagdes (55), (56) e (57) (AHMADI et al., 2012).

Yi = 142,86 (55)

L*

Wi =100 — \/(100 —1)2 + a*? 4 b*? (56)

AE = J(L* = L)2 + (a* — a)? + (b* — b)? (57)
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3.4.2 Morfologia e tamanho das microcapsulas

Morfologia e o tamanho de particula das microcapsulas foram observadas andlise por
MEV (JEOL JSM 6390 LV, Akishima, Japao) foi realizada no Laboratorio Central de
Microscopia Eletronica (Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brasil),
com o conjunto operado a 10 kV, com aumento de x 1000. As amostras foram fixadas nos stubs
e, devido as amostras apresentarem baixa condug¢ao elétrica, recobertas com uma fina camada
de ouro usando um metalizado (Baltec SCD 0005). O dimensionamento das particulas, foi
determinado conforme descrito por Zhou e colaboradores (2017), por meio do software ImageJ
(Versao 1.37 v, National Institutes of Health, EUA), sendo aferidas cerca de 200 particulas de
cada uma das diferentes microcapsulas produzidas para calcular o diametro médio

(KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2004).

3.4.3 Microscopia de fluorescéncia

Microscopias de fluorescéncia das microcapsulas foram obtidas em Microscdpio vertical
(Olympus BX41, Tokyo, Japao) do Laboratério multiuso de estudos de biologia - LAMEB
(Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brasil), com o conjunto de
objetivas de 40x. As amostras foram fixadas em laminulas e manualmente alteradas as emissdes

de luz em campo claro até os diferentes comprimentos de onde UV.

3.4.4 Cinéticas de Adsorcao de Umidade

Os materiais microencapsulados foram previamente acondicionados em dessecador por
7 dias, com troca da silica gel nesse intervalo. Apds garantida a estabilizagdo da umidade inicial
das amostras, aliquotas de 1 g foram pesadas em cadinhos de porcelana e levados a estufa 105
°C por 24h para determinar o valor de Xo (umidade no tempo zero). Outros cadinhos foram
preparados com massa aproximada de 1 g de cada amostra, as quais foram acondicionados em
recipientes hermeticamente fechados, sem circulacdo de ar, contendo solucdes saturadas,
conforme Tabela 18 e mantidos em estufa B.O.D com temperatura constante de 25 °C. Os
cadinhos foram pesados em balanca analitica em intervalos de tempo de 30 min nas primeiras
3 h de cinética, seguidas de 3 afericdes de massa com 45 min de intervalo entre si e na sequéncia
pesagens a cada 1 h até observar estabilizacdo das massas aferidas, totalizando 8 h e 25 min de

cinética.
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Tabela 18 — Solugdes saturadas de sais e suas respectivas umidades relativas a 25 °C

Solucoes saturadas de sais UR (%)
Cloreto de Litio (LiCl) 11
Cloreto de Magnésio (MgCly) 33
Carbonato de Potassio (KCO3) 43
Brometo de Sodio (NaBr) 58
Cloreto de Sédio (NaCl) 75
Brometo de Potassio (KBr) 80
Cloreto de Bario (BaCly) 90

Fonte: (MARQUES; JORGE; JORGE, 2014)

A partir dos dados experimentais de ganho de massa no tempo e da umidade inicial (Xo)
foi possivel determinar as cinéticas de adsorcao de umidade. As curvas cinéticas foram
expressas em umidade em base seca por tempo, também foram ajustados pontos através do
modelo de Peleg, conforme Equagdo 58, mediante a utilizacdo da rotina de ajuste ndo linear do

Solver Excel 2016.

X(t) = Xo+ (k1+tk2t> (58)
Onde:
X(t) = teor de agua do produto para um dado instante de tempo (g dgua/g sélido seco)
Xo = Umidade inicial do produto (g dgua/g solido seco)
t=Tempo (h)
ki = Constante de Peleg (h.gs.ga)
k2 = Constante de Peleg (gss.ga™')

Os calculos das propriedades termodinamicas assumem que a adsor¢ao de agua ¢ um
processo que ocorre em um material solido inerte, porque considera alcancado o equilibrio entre
as moléculas de dgua adsorvidas no material solido e as moléculas de dgua ainda no estado
vapor ao redor do material. Além disso, ¢ considerado que o vapor de agua tem um
comportamento de gas ideal, uma vez que o processo ocorre a baixa pressao € que somente a

adsor¢do de agua (fisissorgdo) ocupa a superficie solida (LIEBANES et al., 2006).
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Os fendmenos termodinamicos diferencial e integral das microcapsulas com extrato de S.
rhombifolia foram calculadas utilizando a metodologia proposta por Beristain et al. (1994). A
energia livre (AL) relacionada com o fendmeno de adsor¢do de agua foi calculada usando a

equagao de Gibbs, conforme Equagao 59 (IGLESIAS; CHIRIFE; VIOLLAZ, 1976):
AG = RTIn(Aw) (59)

Onde:
T : temperatura absoluta (K);
R : constante universal de gs ( Jmol ! K!);

Aw : atividade de dgua (adimensional).
3.4.5 Isotermas de adsorcao de Umidade

Para determinagdo das isotermas de adsor¢do de umidade foi empregado o método
gravimétrico estatico com solugdes saturadas de sais. Portanto o aparato experimental que
resultou nos dados cinéticos de adsor¢do, neste estudo fornecem também informacgdes para o
delineamento das isotermas com sete condicoes distintas de umidade relativa. A umidade de
equilibrio em base seca, foi determinada pela diferenga entre a massa da amostra no equilibrio

e a massa seca, determinada em estufa a 105 °C / 24 h, conforme Equagao 60.

Xeq = (M) (60)

mg

Onde:
Xeq = Umidade de equilibrio em base seca
meq = Massa da amostra no equilibrio

ms = Massa seca da amostra

Através das umidades de equilibrio (Xeq) foram construidas as respectivas curvas de
isoterma de adsor¢do e os ajustes matematicos feitos através do modelo de Guggenheim,
Anderson e Boer (GAB) e de Brunauer, Emmett e Teller (BET), conforme Equacdes 61 e 62,

respectivamente.
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_ Xm CK Ay
Xeq = (1—-KAyw)(1—KAy+CKAy) (61)

_ Xmc Ay
Xeq = ami-tc-Dan] (62)

Onde:

Xeq =umidade de equilibrio (g agua/ g de solido seco)

C, K e Xm = constantes de ajuste do modelo, sendo que, C esta relacionada ao calor de
sor¢do da camada molecular, K esta relacionada ao calor de sor¢do nas multicamadas,
Xm esta relacionado a umidade da monocamada (g dgua/ g de s6lido seco)

Aw = atividade de agua do sistema.
3.4.6 Capacidade de Retencao de Agua (CRA) e éleo (CRO)

Ambas capacidades foram determinadas de acordo com o método de Chau, Cheung e
Wong (1997). Assim, aliquotas de 1 g de cada amostra foram colocadas sob agitacdo em vortex
por 1 min com 10 mL de agua destilada, para determina¢do da CRA, e outra série de amostras
em 4cido oleico (densidade 0,895 g-mL’!, Sigma) para a determinacio da CRO. Apds o
processo de agitacdo as suspensdes foram centrifugadas a 2200 g durante 30 min (Centrifuga
Quimis, Modelo Q222-T, 15,3 cm de raio, Sao Paulo, Brasil) e os volumes do sobrenadante
foram medidos. Os ensaios em triplicata resultaram em CRA e CRO expressas em g de agua

por g de amostra, e g 6leo por g de amostra, respectivamente.
3.4.7 Caracterizac¢ido de grupos funcionais por infravermelho (FTIR)

A caracterizagao estrutural por grupos funcionais das microparticulas, bem como de seus
materiais isolados foi concluida através da analise por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). As medidas foram feitas com um espectrometro FTIR,
Agilent, modelo Carry 660. As amostras foram misturadas com KBr e analisadas no médulo de
reflectdncia difusa. Para cada amostra foi feito a média de 50 varreduras no intervalo 4000 -

400 cm™ e resolucdo de 4 cm! foi feita para cada amostra.



135

3.4.8 Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de TG e DSC das microcéapsulas foram obtidas, utilizando-se um equipamento
Netzsch® Jupiter STA 449 F3 (Selb, Germany), calibrado com padrao referéncia de indio puro
(99,99 %). Amostras de aproximadamente 10 mg foram colocadas em panelas de alumina, sob
atmosfera de nitrogénio (100 mL/ min) e aquecidas entre 30 °C e 400 °C com taxa de

aquecimento de 10 °C/ min.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de colorimetria foram comparados por analise unidirecional de variancia
(ANOVA). Quando se verificaram 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.

Dessa forma, a anélise estatistica foi realizada para detectar diferengas significativas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A producdo de materiais encapsulados mediante o processo de atomizacdo em spray-
dry remete distintas vantagens como custo-beneficio, consumo conveniente, facilidade de
manuseio, vida til mais longa e prote¢ao dos principais componentes bioativos. A secagem
por pulverizagdo ¢ um dos processos mais amplamente utilizados para a secagem de liquidos e
extratos devido a alta eficiéncia de evaporagdo (ZHANG et al., 2018) e muito pouco tempo de
contato com o meio de secagem, proporcionando baixo custo de processamento, alta capacidade
de producao e produtos de alta qualidade.

A caracteriza¢ao do material encapsulado revela as influéncias do processo de formacao
de particulas, bem como de rendimento. Os parametros de secagem (especialmente as condigdes
da secagem por pulverizagdo, tais como temperaturas de entrada e saida, vazao de alimentacao,
fluxo de ar e umidade, tamanho de particula etc.), juntamente com as propriedades dos materiais
da parede e do nticleo, especialmente no que se refere as caracteristicas de emulsdo, sdo fatores
que podem afetar a eficiéncia do encapsulamento (MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014).

Neste estudo a eficiéncia do processo de atomizagdo apresentou valores de 42,03, 58,88
e 64,79 %, para MSD, ME 2.5 e ME 5,0, respectivamente. Corroborando com o relatado por
Mahdavi et al. (2016) e Shu et al (2006), indicado a razdo de "2 de material de nicleo em
relacdo a agente encapsulante, como a melhor correlacao obtida em termos de rendimento. Os
valores de rendimento de 60-80 % em pulverizadores de escala laboratorial, sdo indicativos de
bons resultados para processos de escala industrial (ISLAM; EDRISI; LANGRISH, 2013).

Os valores de rendimentos mais baixos obtidos no spray-drying podem estar
relacionados com a maior quantidade de 4gua na composi¢do, conferindo ao produto final certa
viscosidade, atribuida a propriedade plastificante que a agua exerce no meio (ZHANG et al.,
2018). Dessa forma, atribui-se aos maiores rendimentos a vantagem também das melhores
caracteristicas do material encapsulado, tendo em vista a maior dispersividade e garantia de
manutengdo qualitativa em fun¢do do tempo, possivel de ser verificada pelas temperaturas de

degradacao.



4.1 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS

4.1.1 Determinacio dos parametros de cor
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Os parametros de cor sao de grande importancia na analise de produtos destinados a

aplicacdo em alimentos. Estes parametros permitem que seja mensurada a variacao total da cor

relacionada a diferentes condi¢des de producao a partir das coordenadas L*, a* e b*, bem como

dos indices de amarelecimento e de branco. A Tabela 19 apresenta os resultados das medigdes

conforme os parametros de cor obtidos a partir da avaliacao das particulas microencapsuladas.

Tabela 19 - Parametros de Cor L*, a*, b* ¢ Variacdo Total de Cor (AE) dos materiais

Parametro MD MSD ME 2,5 ME 5,0 Extrato
L* 96,80°+ 0,09 98,612+0,18 83,299+0,37 80,75+ 0,25 20,47°+ 0,81
a* 0,05+ 0,02 -0,06°+0,03 -1,48°+0,07 -2,539+0,03 2,48*+0,09
b* 6,65+ 0,06 2,83°+0,27 19.45°+0,11 21,08*+0,13 5,49¢+0,85
AE 5,829+£0,09 1,62°+£0,32 24,18°+0,28 27,16°+£0,26 79,06*+ 0,77
C* 6,65+ 0,06 2,749+042 19,48°+0,13 21,23*+0,13 5,93°+0,44
h° 89,579+ 0,28 91,17°+£0,72 94,36°+0,23 96,85*+ 0,07 62,23°+ 0,81
Yi 9,819+ 0,10 4,11°+£0,40 33,36°+0,27 39,29°+0,33 40,61+ 1,25
Wi 92,62+ 0,09 96,84+ 0,31 74,32°+0,27 71,349+0,26 20,22°+0,78

*Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenga significativa entre os resultados (p<0,05)

Fonte: O autor.

Com a andlise dos materiais segregados e das microcapsulas, foi possivel identificar e

quantificar a diferenca (p > 0,05) quanto ao parametro de luminosidade (L*), entre todos

tratamentos avaliados. Os resultados corroboram com o descrito por Bernardes e colaboradores

(2019), indicando que a luminosidade foi influenciada pela razdo utilizada do agente

encapsulante e pela sua cor inicial. No entanto, vale ressaltar que nos tratamentos realizados

somente com a maltodextrina, também foram apresentadas diferengas, sendo que MSD

apresentou maior indice de luminosidade quando parado com o produto original. A Figura 46

auxilia na interpretagdo das diferencas quantificadas na leitura colorimétrica.
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Figura 46 - Valores de colorimetria realizada comparando as particulas microencapsuladas spray-drying

quanto aos parametros de cor L*, a* e b*
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Fonte: O autor

Os valores obtidos com relacdo aos pardmetros referentes ao espectro de cores,
apresenta para a*, componente de cor que varia de verde (negativo) a vermelho (positivo), que
o material ME 5,0 possui o maior valor com tendéncia a coloracdo verde, associado a maior
incorporagdo percentual do extrato de S. rhombifolia. Quanto ao parametro b*, que estad
relacionado a variacdo do amarelo (positivo) ao azul (negativo), observou-se que o controle
(MSD), contendo somente maltodextrina apresentou maior tendéncia a cor amarela uma vez
que apresentou valores positivos deste parametro. Portanto, todos valores dos materiais
microencapsulados encontram-se dispostos no segundo quadrante da escala CieLab.

A variagdo de cor (AE) das microcépsulas estd relacionada as diferencas nas estruturas
das microcapsulas, quantidade de material do nucleo e da parede (KANG et al., 2019). Neste
estudo, a colorimetria apresenta o comportamento de neutralizagdo da cor, uma vez que os
materiais microencapsulados apresentaram valores significativamente (p >0,05) inferiores
quando comparado ao componente de nicleo da particula, demonstrando uma tendéncia a
estabilizacdo da variacdo de cor para as microcapsulas. Esse resultado esta em acordo com o
obtido por Santos e colaboradores (2017), ao avaliar AE de extratos hidroalcdolicos de amora-
preta, revestidos com maltodextrina, apontando maior estabilidade de cor aos materiais

microencapsulados. Dessa forma, esses resultados contribuem para a confirmagao da formacgao
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do invélucro de maltodextrina, comportamento que também pode ser atribuido as avaliagdes de
indice de Amarelecimento (Yi) e Indice de Branco (Wi).

A cromaticidade (C*) indica a intensidade da cor dos produtos, portanto nesse quesito,
ME 5,0 correspondeu a maior concentragdo de cor, com predominancia de cor intensa. Por
angulo de matiz (h°), as amostras de Malto Pura e MSD permaneceram indicadas na tonalidade
proxima ao amarelo. ME 2,5 e ME 5,0 corroboram com o relatado por De Souza (2015),
indicando que a cor do material encapsulado influenciara e predominara na particula, neste caso
apresentando as tonalidades de verde. Desse modo, podem as microcapsulas de composto
fendlico, representar uma potencial utilizagdo como um corante verde natural na industria

alimentar.
4.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Estudar a microestrutura do material encapsulado ou p6 seco, contribui para compreender
os efeitos sobre as propriedades fisico-quimicas, incluindo o tamanho das particulas ¢ forma
(TONTUL; TOPUZ, 2017). O tamanho das particulas pode influenciar as propriedades de
armazenamento, manuseio, transporte e retencao de bioativos (JANISZEWSKA-TURAK et al.,
2017; SHI; FANG; BHANDARI, 2013). Portanto neste estudo, a analise das imagens MEV se
faz necessario de modo para a manutencao da qualidade do extrato encapsulado.

As micrografias obtidas por meio da analise MEV do extrato de S. rhombifolia encapsulado
com maltodextrina, sdo apresentadas na Figura 47 pela ordem: (a) maltodextrina em sua forma
original; (b) maltodextrina pura ap6s ser atomizada em spray-dry, que neste estudo foi utilizada
como controle; (c) capsulas com 2,5 % de extrato e (d) capsulas com 5,0 % de extrato. Apos a
atomizacdo a maltodextrina forma particulas de superficie irregular, caracteristica de
particulados secos por spray-drying (ABRAHAO et al., 2019; CHURIO; VALENZUELA,
2018; WANG et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

Quando a concentracdo de extrato aumentou Figura 47(d), a morfologia das particulas
modificou-se apresentando caracteristicas mais esféricas. Outro fato interessante a ser
destacado na Figura 47(d), ¢ a presenga de capsulas fragmentadas, permitindo visualizar que o
extrato de S. rhombifolia foi envolto por maltodextrina, configurando o processo de

encapsulacao.
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Figura 47 — Micrografia da MD (a) e dos materiais encapsulados em Spray-dryer, MSD (b), ME 2,5 (¢)
e ME 5,0 (d)
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Fonte: O autor

Segundo Zhang e colaboradores (2018), concentragdes de maltodextrina entre 12 e 24 %,
favorecem a formagdo de particulas mais esféricas e dispersas, quando comparado a
concentragdes mais elevadas do mesmo agente encapsulante. Além disso, relata que particulas
com superficie mais lisa s3o consideradas as mais adequadas para aplicagdes na industria. Dessa
forma, ME 5,0 destaca-se por conferir as caracteristicas mais proximas do relatado para
processos industriais.

A andlise dimensional do material encapsulado apresentou larga polidispersividade,
conforme apresentado pela (Apéndice C), com valores de particulas que variaram de 0,81 a
7,84 um, sendo 3,07 um de média, demonstrando que o processamento em spray-dry permitiu
a obtencao de particulas que caracterizam a producao de extrato microencapsulado (AGUIAR;
ESTEVINHO; SANTOS, 2016; BARROS; STRINGHETA, 2006). As vantagens atribuidas a
obtencdo de microencapsulados contendo bioativos, principalmente nas obtidas mediante

polissacarideos como agentes encapsulantes, estd na capacidade de reidratagdo, bem como na
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influéncia quanto as caracteristicas sensoriais e tecnologicas para produtos alimenticios

(GOYAL etal., 2015; ROCHA et al., 2019).
4.1.3 Microscopia de Fluorescéncia

As microcéapsulas com e sem extrato de S. rhombifolia, foram submetidos a analise de
microscopia de fluorescéncia. Esta técnica permite identificar emissdo de fluorescéncia em
tecidos foliares, materiais autofluorescentes ou incorporados de reagentes com esta
propriedade, em diferentes comprimentos de onda dependendo do seu conteudo fendlico
(PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al., 2007).

As imagens obtidas por MEV no item 4.1.2, mostram claramente a morfologia das
microcapsulas obtidas por spray-drying, bem como a presenga de material interno as particulas
fragmentadas, portanto constituindo nticleo e parede de agente encapsulante. A microscopia de
fluorescéncia foi empregada neste estudo de modo a auxiliar na confirmacdo de
microencapsulacdo de bioativos de conteudo fendlico. A Figura 48, apresenta as imagens

obtidas para o extrato puro (A), MSD (B), ME 2,5 (C) e ME 5,0 (D).

Figura 48 — Micrografias de Fluorescéncia do extrato de S. rhombifolia (A) e das microcapsulas MSD

(B), ME 2,5 (C) e ME 5,0 (D)
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Fonte: O autor
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As micrografias relevam a capacidade de autofluorescéncia atribuida aos compostos
fendlicos, conforme demonstra a Figura 48A, referente ao extrato puro de S. rhombifolia. A
fluorescéncia laranja-avermelhada (597-750 nm) ¢ onipresente da maioria das espécies de
plantas (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2015), caracteristico de compostos flavonoides ¢
clorofilas. Esse comportamento ¢ evidenciado pelo condicionamento dos sinais fluorescentes
emitidos pelo material analisado, podendo ser usado no monitoramento de produtos
processados, com indicativo resultante de sua emissao de fluorescéncia atribuido aos compostos
fenolicos que o compdem (PANNETON; CLEMENT; LAGACE, 2013).

A andlise de autofluorescéncia em comprimentos de onda UV acima de 350 nm de
excitacdo visivel ¢ adequada para a visualizacdo de compostos fenolicos, como a lignina ou os
acidos hidroxicinamicos. A emissao de fluorescéncia nos diferentes comprimentos de onda,
reportam composi¢des distintas de fenolicos, no entanto ndo permitem a visualizacdo de
proteinas ou polissacarideos (CORCEL et al., 2016), corroborando com as microscopias
apresentadas na Figura 48, onde a destacam-se as emissdes de compostos fenolicos excitados
pelo UV e o material encapsulante ndo € visivel, comportamento apresentado para a amostra
MSD na Figura 48B. Dessa forma, nas demais imagens, a presenca de fluorescéncia aparente ¢
atribuida as particulas fragmentadas, conforme visto na andlise MEV do item 4.1.2 deste
capitulo.

A excitagdo e emissdo de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda,
correspondendo a distintos compostos, conforme relatado por Garcia-Plazaola e colaboradores
(2015), pode fornecer valiosas informacdes do material vegetal analisado. Nesse sentido, €
possivel considerar o mapeamento de compostos fenolicos por meio de suas caracteristicas de
autofluorescéncia, que representa ser uma boa alternativa nessa investiga¢do, por ser um
método ndo invasivo, sensivel, rdpidas e nenhuma preparacdo especifica ser necessaria
(GARCIA-PLAZAOLA et al., 2015; VIDOT et al., 2019).

Observacgdes de autofluorescéncia para as microcapsulas com maior percentual de extrato
incorporado (ME 5,0) foram realizadas, com intuito de ampliar o espectro analitico de
excitagdo. As variagdes de emissao de UV foram aplicadas para distinguir melhor as diferengas
na fluorescéncia da amostra num mesmo ponto, fazendo uso de filtros de passagem de banda

para obtencao das imagens, conforme apresentado na Figura 49.



143

Figura 49 — Micrografias de fluorescéncia de ME 5,0 em diferentes comprimentos de onda, plano claro

(A), 700-620 nm (B), 560-500 nm (C) e 480-400 nm (D)

Fonte: O autor

Todas as andlises realizadas apresentaram cargas similares e referem-se ao ponto focado,
sendo a Figura 49A referente a imagem em plano claro e Figura 49B, Figura 49C e Figura 49D,
micrografias obtidas com emissdo de UV para compreender o espectro visivel. Foi analisada
através da emissao de autofluorescéncia uma regido da laminula onde havia alta concentragao
de microcapsulas. E possivel observar manchas vermelhas dispersas em meio também
vermelho, que pode estar associado a presenca de residuos de clorofila (GARCIA-PLAZAOLA
et al., 2015; HUTZLER et al., 1998) no material bioativo externo as particulas formadas em
spray-dry. A analise de fluorescéncia (Figura 49D) especifica esverdeada (492-535 nm)
apresentou resultados visiveis, os quais podem estar relacionados a presenca de riboflavinas
(MASLANKA; KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2018). Assim como pequenas
variagoes nessa faixa de espectro corresponde a compostos de varias grupos fendlicos (taninos,

cumarinas, flavondides, alcaloides, carotenoides e também clorofila, os quais produzem



144

fluorescéncia na regido verde-amarela (492-597 nm) (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2015;
VIDOT et al., 2019).

A Figura 49C, emissdo para a faixa azul (400-460 nm) revela a presenca de compostos
autofluorescentes, sendo reportados na literatura, dentre outros, acidos feralico e cumarico
(HARRIS; HARTLEY, 1976). Esse comportamento corrobora com os resultados da
identificacdo em HPLC no item 4.5 do Capitulo III deste estudo, onde estes compostos foram
identificados. A caracterizacdo quimica do extrato de S. rhombifolia permitiu também a
identificacao da isoquercetina, sendo este o composto de concentragdo mais expressiva dentre
os demais estudados. Segundo Vidot e colaboradores (2019), a isoquercetina apresenta maxima
excitag¢do fluorescente para comprimentos de onda entre 260 e 410 nm, ou seja, na faixa visivel
azul. Portanto, os espectros de fluorescéncia registrados a partir das microcapsulas podem
representar ser uma técnica indicativa da presenga de compostos padrdes e/ou complementar

na sua caracterizagao.
4.1.4 Cinéticas de Adsorcio de Umidade

As cinéticas de adsor¢do permitem estimar o ganho de umidade de forma a prever o
comportamento do alimento quando acondicionado em um ambiente com uma determinada
umidade relativa (UR). A adsorcdo de umidade ocorre inicialmente de forma rapida,
caracterizada por uma taxa que varia linearmente com o tempo, diminuindo até o sistema entrar
em equilibrio (BARBOSA-CANOVAS; VEGA-MERCADO, 2000).

A partir do ensaio cinético foi possivel observar que o fendmeno de equilibrio de umidade
ocorreu com 8,25 h, quando as microcdpsndo apresentaram alteragdo significativa de massa.
Esta condi¢do difere ligeiramente entre as diferentes condi¢oes de umidades relativas testadas,
no entanto, de modo geral a adsor¢ao de umidade pode ser compreendida como um fendmeno
espontaneo, tipico de materiais amorfos e de alta higroscopicidade, atribuida a MD.

Nas curvas cinéticas de ganho de umidade em fung¢do do tempo, diferentes etapas podem

ser observadas, conforme apresentado na Figura 50.
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Figura 50 - Curvas cinéticas de adsor¢ao de umidade de MSD (A), ME2,5 (B) e MES,0 (C) e distribui¢ao
de residuos para UR 11 % (D)
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As curvas cinéticas demonstram alta taxa de adsor¢ao de umidade das microcépsulas. Com

a reducdo desta taxa, uma fase intermedidria representa o tempo em que o material chega

proximo a sua umidade de equilibrio, caracterizando a fase permanente, quando a adsor¢do de

agua ¢ relacionada a umidade de equilibro do material, onde pode ocorrer a perda e ganho de

agua, a medida que o produto esta perto de atingir a umidade de equilibrio (MARQUES;

JORGE; JORGE, 2014).

Conforme demonstram as Figura 50A, Figura 50B e Figura 50C, a avaliacdo em sistemas

com UR crescente entre 11 e 90 %, a uma temperatura fixa de 25 °C, apresenta um aumento na

capacidade de adsor¢do das microparticulas, associada ao aumento da pressdo de vapor do

sistema até atingir a saturagdo (SILVA et al., 2015). O modelo de Peleg foi utilizado para

descrever esse comportamento cinético. O grau de ajuste do modelo foi baseado no coeficiente
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de correlagdo por erro quadratico (R?) e na analise dos residuos (Figura 50D). Um bom ajuste
do modelo ¢ observado pela distribui¢do aleatdria dos residuos em torno do zero, para a UR
mais sensivel do estudo, bem como, os valores de R? acima de 99 % para a maioria dos dados
(CUNNINGHAM et al., 2007), conforme apresentado na Tabela 20, juntamente com os valores

dos coeficientes K e Ko.

Tabela 20 — Coeficientes de ajuste e parametros estimados pelo modelo de Peleg
UR (%)

Amostras 0,11 0,33 0,43 0,58 0,75 0,80 0,90
MSD kki® 177,449 117,690 52,869 61,703 29,336 37,273 39,390
kko™ 37,256 40,794 24,870 19,304 11,783 9,402 8,280

RR? 0,980 0,997 0,998 0,999 0,989 0,999 0,989
kki© 243,558 78211 70,200 42,594 23,844 28,390 33,948

ME 2,5 kk™ 35,153 28,029 26,445 16365 12,493 8471 7,350
RR? 0,973 0,997 0,996 0987 0,989 0,998 0,995
kki© 541,412 73,940 98,980 35840 28,169 27,268 33,869

ME 5,0 kk™ 31,834 26,111 24,509 15,626 14,186 8,270 7,253

RR? 0,961 0,997 0,996 0982 0985 0,999 0,998
*Constante de Peleg k1= (h.gs-g.™!); **Constante de Peleg ko= (gss'ga™")

O parametro ki do modelo de Peleg esta relacionada com a taxa de transferéncia de massa,
sendo que, quanto menor o ki maior a taxa inicial de adsor¢do de agua. Ja k> esta relacionado
com a capacidade méxima de adsor¢do de 4gua e quanto menor seu valor, maior a capacidade
de adsorcdo. O comportamento observado em ambos coeficientes (ki e kz) obtidos na
modelagem de Peleg, descressem com o aumento da UR ambiente, corroborando com o
reportado por Cunningham et al (2007), indicando uma maior taxa inicial e a capacidade de
adsorcao de agua.

Fenomenos de adsor¢do conforme apresentado neste estudo podem estar ligados aos efeitos
fisicos, atribuidos as forgas de Van Der Waals ou forcas eletrostaticas, que ocorrem entre as
moléculas de dgua e os atomos que compdem a superficie das microcapsulas, demonstrando
que as microcapsulas estudadas correspondem a um processo espontaneo, de modo a contribuir
para o aumento da taxa de adsor¢do na fase inicial das curvas cinéticas. Esse efeito pode ser
melhor compreendido com a andlise na altera¢ao de energia livre de Gibbs, conforme Figura

51.
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Figura 51 — Alteragdes na energia livre de Gibbs em funcao do teor de umidade das microcapsulas
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Fonte: O autor

Na adsorc¢ao ha uma diminui¢ao da energia (AL) superficial do sistema, onde a variagdo da
energia de Gibbs (AG) ¢ menor que zero, conforme observado na Figura 51. Os valores de AG
aumentam continuamente com o aumento Xeq e tendem para valores constantes proximo de
zero. Para todo intervalo analisado AG foi negativo, indicando que o fenomeno de adsorgdo ¢
um processo espontaneo (SILVA et al., 2014). Do mesmo modo, o nimero de graus de
liberdade do sistema diminui, pois, as moléculas de 4gua s6 podem se deslocar sobre a
superficie das microcapsulas, ou seja, a variacao de entropia (AS) € menor que zero. Portanto,
a variacao de entalpia (AH) sera negativa, mostrando que a adsor¢ao ¢ um processo exotérmico.

Quanto mais negativos os valores de AL, mais espontanea e energeticamente favoravel ¢ o
processo de adsor¢do (BHATTACHARYA et al.,, 2007). Curvas cinéticas similares sdo
reportadas aos estudos com morango em poO, leite em pod integral, aroma de queijo
microencapsulado com maltodextrina e microparticulas de Oleo essencial de alecrim
encapsuladas com goma arabica por spray-dry (SILVA et al., 2014, 2015; SZULC; LENART,
2012).
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4.1.5 Isotermas de Adsor¢iao de Umidade

As isotermas de adsorcdo sdo empregadas nas avaliacdes de materiais higroscopicos,
permitindo correlacionar umidade relativa do ambiente ou atividade de 4gua com a umidade de
equilibrio no material, numa dada temperatura. A Figura 52 apresenta as isotermas de adsor¢ao
de umidade obtidas a 25 °C para as microcépsulas de maltodextrina com e sem adi¢do de extrato

de S. rhombifolia e os respectivos ajustes dos modelos de GAB ¢ BET.

Figura 52 — Isotermas de adsor¢do de umidade: (A) ajuste matematico do modelo de GAB; (B) ajuste

matematico do modelo de BET
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Para os trés materiais estudados foi observado um aumento da umidade de equilibrio com
aumento da atividade de dgua. Esse fato pode ser devido ao gradiente de umidade relativa entre
o material encapsulado e o ambiente, ocorrendo a adsor¢do de umidade. Como j4 relatado na
literatura, esse comportamento ¢ associado a higroscopicidade de materiais como amido,
alginato, actucares, etc. (AGUIRRE-LOREDO et al.,, 2016; BIERHALZ et al., 2014,
MOREIRA et al., 2016).

Dependendo da porosidade e das caracteristicas do material as isotermas podem apresentar
diferentes geometrias. As microcapsulas avaliadas neste estudo mostraram uma forma Tipo III,
segundo classificacdo da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (SING
et al., 1985), caracteristica de materiais ndo porosos, € com comportamento tipico da adsor¢ado
de vapores, tais como vapor de agua. Com relagdo aos ajustes da modelagem, BET apresentou

valores de R? préximos de 90 %, ja o modelo de GAB teve um ajuste bom aos dados
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experimentais, com todos valores de R? superiores a 99 % e distribui¢do aleatoria de residuos

em torno do zero (Apéndice D), conforme apresentado na Tabela 21.

Tabela 21 — Parametros de ajuste dos modelos de GAB e BET para as microcépsulas com e sem extrato

de S. rhombifolia

Modelo de GAB Modelo de BET
Xm Xm
Amostras C K R? C R?
(gH20° gss) (gH20°ss)

MSD 0,174 0,617 0,391 0,999 0,080 0,464 0,901
ME 25 0,234 0,619 0,339 0,999 0,080 0,522 0,910
MES5,0 0,175 0,611 0,449 0,999 0,080 0,523 0,899

Valores de Aw de 0,11 a 0,9; onde Xm (gm20°gss), C e k correspondem aos coeficientes de ajuste dos modelos de

GAB e BET.

O parametro C do modelo de GAB apresenta uma ampla faixa de variacdo, isto pode estar
relacionado ao fato de que as fortes interagdes moléculas de dgua e particulas de maltodextrina,
que sdo exotérmicas, produzem redugdo de temperatura e aumento no parametro C (DIOSADY
etal., 1996). Segundo Farahnaky e colaboradores (2016), em estudo isotérmico com influéncia
da temperatura, no ajuste do modelo de GAB obtiveram valor de C igual a 1,47, para uma
concentragdo de 30 % de maltodextrina e ensaio a 25 °C. J& os dados relatados por Valenzuela
e Aguilera (2015), corroboram com os apresentados neste estudo, sendo os mesmos avaliaram
maltodextrina em diferentes percentuais e o ensaio a 15 % de maltodextrina apresentou valor
de 0,21 ao parametro C.

Além disso o parametro C pode ser utilizado como indicativo da classificagdo das
isotermas de adsor¢do, conforme ja relatado na literatura (BLAHOVEC, 2004; BLAHOVEC;
YANNIOTIS, 2008; GARCIA-TEJEDA; BARRERA-FIGUEROA, 2019; PRASANTHA;
AMUNOGODA, 2013). Uma isoterma de adsor¢ao pode apresentar um ponto de inflexdo na
curva, correspondendo a uma isoterma do tipo II quando o valor de C >2. Ja quando C <2, o
ponto de inflexdo se move para o espago ficticio de valores negativos de Aw (PRASANTHA;
AMUNOGODA, 2013), o que remete a uma isoterma do tipo III da classificagao [UPAC (SING
et al., 1985).

O parametro K do modelo GAB determina a taxa de crescimento da curva isotérmica para
os valores mais altos de Aw. Para que o erro P seja menor que 15,5%, o valor de K deve estar

no intervalo permitido de 0,24 < K <1,00. Os valores de K > 1 ndo sao permitidos (LEWICKI,
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1997). Se K esta no intervalo permitido, observa-se que os valores mais baixos de K dao os
maiores valores de Aw em que os pontos de inflexdo ocorrem (GARCIA-TEJEDA;

BARRERA-FIGUEROA, 2019).

4.1.6 Capacidade Retencio de Agua (CRA) e Capacidade de Retencido de Oleo
(CRO)

As andlises de CRA e CRO sao as medidas das capacidades que um material tem de reter
agua ou Oleo, respectivamente, quando submetido a uma forca de gravidade centrifuga externa
ou de compressdo. Para CRA, corresponde a soma da dgua ligada, 4gua hidrodindmica e dgua
presa fisicamente, a ultima das quais contribui mais para essa capacidade. No entanto, conforme
apresentado pela Figura 53, ndo ¢ possivel mensurar a CRA das microcapsulas obtidas neste

estudo.

Figura 53 — Frascos utilizados na avaliagdo CRA apresentando solubilizagdo das amostras

MSD ME2,5 MES,0

Fonte: O autor

O ensaio de CRA apresentou total solubilizacdo do material microencapsulado, sem a
presenca de fases distintas para a quantificacdo. A capacidade de retencao de agua ¢ indicativa
das propriedades da estrutura em absorver espontaneamente a 4gua quando colocada em contato
com uma superficie constantemente umida ou quando imersa na agua. E inicialmente um
fendmeno de superficie, mas em niveis de hidratagdo mais altos, a absor¢ao pode ocorrer dentro
da estrutura, levando ao inchaco e eventual solubilizagdo (ALFREDO et al., 2009). Esse
comportamento pode estar relacionado com o valor de dextrose equivalente (DE), uma vez que

o aumento deste pardmetro aumenta a solubilidade e higroscopicidade do material devido ao
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aumento de grupos hidroxilas capazes de fazer ligagdes de hidrogénio (ROWE, R. C.;
SHESKEY, P. J.; OWEN, 2006).

Os valores DE resultam em maltodextrinas com diferentes propriedades fisico-quimicas.
DE ¢ uma medida que caracteriza a extensao da hidrélise do amido e também indica uma média
do peso molecular. A propriedade de solubilidade por sua vez ¢ afetada pelo peso molecular,
quanto menor ¢ o peso molecular da maltodextrina, maior sera a solubilidade da mesma
(FAZAELI et al., 2012). Além disso, o fato de que as particulas microencapsuladas apresentam
baixo teor de umidade pode ocasionar uma reidratacdo rapida (GOULA; ADAMOPOULOS,
2008), pois quanto menor o teor de umidade e menor for a particula, maior a area superficial
em contato com a agua de reidratagdo.

Nos ensaios para determinagao da CRO, em contraste a CRA, as amostras nao foram
solubilizadas, permitindo visualizar que as maiores capacidades de reter 6leo, 0,88 £+ 0,01 e
0,82 + 0,02 g de dleo / g de amostra sdo atribuidas aos tratamentos ME 2,5 ¢ ME 5,0,
respectivamente. MSD apresentou a menor (p >0,05) capacidade de reter 6leo 0,71 + 0,03 g de
6leo/g de amostra. Esses resultados corroboram com os dados relatados por Ramakrisshman
(2018), os quais obtiveram 0,82 + 0,01 g de 6leo / g de amostra, estudando a encapsulagdo de
extratos de tamarillo com maltodextrina através do processo de pulverizacdo. Esse fato esta
associado as caracteristicas do material de revestimento, que por apresentar baixa massa molar,
tem reduzida capacidade de reter 6leos (GHARSALLAOUI et al.,, 2007, UMESHA;
MONAHAR; NAIDU, 2013), menor que outros materiais de revestimentos com maiores

massas molares (RAMAKRISHNAN et al., 2018).

4.1.7 Grupos funcionais por infravermelho (FTIR)

O processo de secagem por pulverizagdo (spray-dry), conformador de microcapsulas com
a concentracdo fixa do agente encapsulante, apresentaram nas andlises FTIR os picos
caracteristicos nas mesmas frequéncias, entre os diferentes tratamentos. O espectro na regiao
de infravermelho para os materiais e microcdpsulas, no intervalo de 4000-500 cm, ¢é

apresentado na Figura 54.
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Figura 54 - Espectros de infravermelho para os materiais e microcapsulas
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A maltodextrina utilizada como controle (MSD) demonstra picos bem definidos e
caracteristicos, nos comprimentos de onda contidos nas frequéncias de 3700-2800 cm™, os
quais estdo relacionados principalmente as vibragdes de OH, CH e a 4gua residual. A formagado
de microcéapsulas pode ser atribuida pela presenga de vibragdes caracteristicas do agente de
encapsulacdo, nos tratamentos com incorporagdo de extrato.

Picos caracteristicos da presenca de maltodextrina nas amostras ME 2,5 ¢ ME 5,0 em
comparagao ao controle MSD, pode ser melhor compreendido pelos comprimentos de onda da
MSD, estando entre 1200-900 e 1600-1500 cm™!, nas frequéncias de 1658 cm™ (H>O absorvida
na regido amorfa), 1446 cm™ (flexdo CHz), 1149 cm™! (flexdio C O H, estiramento C O), 1024
cm ! (deformagio angular das ligacdes CH e CH; ), 848 cm ™! (deformagcdo de Ci1-H e CHa) e
711 cm™" (situagdio estrutural do anel de piranose ) (AKBARBAGLU et al., 2019; LOPEZ-
CORDOBA et al., 2015).

Para a regido dos picos em 1658 ¢ 1571 cm’!

entre os materiais MSD e ME 5,0 sdo
observadas poucas alteragdes apds o processo de microencapsulagdo. Conforme relato de
Sarabandi e colaboradores (2018), a causa deste resultado pode ser a falta de uma reagao
quimica entre o nicleo das microcépsulas e o agente encapsulante durante todo o processo de
microencapsulacdo. Além disso, o mesmo fato pode corresponder a manuten¢do das

intensidades dos picos das hidroxilas nos materiais microencapsulados.
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4.1.8 Analises térmicas

A andlise TG apresenta o comportamento das amostras quanto a perda de massa pela
decomposi¢cdo dos materiais, ocorrendo em duas faixas distintas de temperatura, conforme
Figura 55, corroborando com os estudos de Paini e colaboradores (2015b) e Saavedra-Leos e
colaboradores (2015). MD e MSD possuem ligeira diferenca entre si, gerando uma perda de
massa total de 57,9 %. O mesmo comportamento ¢ apresentado para ME 2,5 e ME 5,0, sendo
observadas perdas de massas de 64,6 e 53,4 %, respectivamente.

A decomposi¢do das amostras foi avaliada na faixa de temperatura de 30 a 400 °C.
Observa-se que as amostras MD, MSD, ME 2.5 e ME 5,0 apresentaram pronunciadas perdas
de massa em duas etapas, primeiro na faixa de 30-120 °C, podendo ser atribuido a perda de
agua, e o segundo estagio entre 200 e 350 °C, indicando decomposi¢do das microcépsulas.
Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Ding e colaboradores (2019), os quais
avaliaram a encapsulacdo de materiais oleosos em maltodextrina por meio da técnica de spray-
dry. Zhang e colaboradores (2015¢) também reportam o comportamento de dupla
decomposi¢ao, quando estudaram a encapsulacdo de dleo de peixe em produtos da reacao de

Maillard de proteina de soja hidrolisada isolada e maltodextrina.

Figura 55 — Curvas TG do extrato de S. rhombifolia, MD, MSD, ME 2,5 e ME 5,0
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A termogravimetria realizada concomitantemente ao DSC, revela que a formagdo de
microcapsulas com 5,0 % de extrato incorporado, possui estabilidade térmica superior ao ensaio
ME 2.5 e ao controle MSD. Esse resultado ¢ melhor visualizado mediante analise das curvas

DTG, conforme apresentado na Figura 56.

Figura 56 - Curvas DTG para MD (A), MSD (B), ME2,5 (C), MES5,0 (D) e Extrato (E)
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Essa analise tem fundamental importancia no ambito de formacao de redes poliméricas. A
analise DTG resultante da primeira derivada TGA, pode indicar as taxas relativas ao processo
de decomposigado térmica do polimero. Essa taxa, pode ser obtida quando ¢ alcangado o pico na
curva DTG, onde ¢ maxima a perda de massa e o pico em uma faixa de temperatura particular
representa um evento separado (WU et al., 2018).

Como revelado na Figura 55, a degradagdo dos materiais estudados que possuem MD na
composi¢do, apresentam um comportamento similiar, sendo que Figura 56 apresenta o perfil
TG/DTG para os diferentes materiais empregados no processo de encapsulagdao. As Figuras
56A, Figura 56B, Figura 56C e Figura 56D apresentam comportamento similar, correspondente
a MD que apresentou sinal tipico de perda de massa correspondente a agua fisicamente
absorvida e que ndo havia conexao com a etapa de decomposi¢ao em temperaturas abaixo de
150 °C, corroborando com o relatado por WU e colaboradores (2018).

A analise de calorimetria exploratoria diferencial fornece informagdes sobre a temperatura
de transi¢ao da estrutura, ou seja, o ponto de fusdo e a instabilidade de estruturas sélidas devido
a um aumento na desordem molecular. Esse comportamento dos materiais utilizados para

producdo das microcapsulas podem ser observado nas curvas de DSC da Figura 57.

Figura 57 — Curvas de DSC normalizadas por meio da linha base
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MD apresenta evento endotérmico (Tpico= 321,1 °C) bem definido. O mesmo também ¢
observado em MSD, no entanto com deslocamento do ponto de fusdo (Tpico= 271,4), atribuido
ao processo de spray-dry. Esse comportamento estd em acordo com o relatado por Klein e
colaboradores (2015), os quais avaliaram DSC de microcapsulas de maltodextrina contendo
extrato de guarana.

Para todos os materiais contendo MD em sua formulagdo, sdo observadas picos
endotérmicos em regides proximas a 75 °C, conforme observado na Figura 57. Esses eventos
estdo associados ao ponto da Tg da MD, influenciado pelo historico da preparacdo deste
material (temperatura e tempo) (FONGIN et al., 2019). Além disso, sdo reportadas as estas
regides de ocorréncia dos picos endotérmicos, o inicio das redes ou reticulacdo das MDs. A
reticulagdo em cadeias de MD ¢ devida as pontes de hidrogénio, sendo tanto a entalpia como a
entropia dessa rede formada, afetada pela temperatura de reten¢do. As maiores mudangas de
entalpia, medidas em temperaturas de retencao mais baixas, indicam uma maior quantidade de
ligacdes de hidrogénio, através da formacao e agregacao de hélices mais extensas (KANYUCK
etal., 2019).

Os dados obtidos sdo consistentes com o ja relatado em estudos anteriores, em que MD
geralmente apresenta estruturas amorfas e o processo de secagem por spray-dry nao influencia
as caracteristicas de cristalinidade do agente encapsulante (BOTREL et al., 2014; SILVA et al.,
2013). A distingdo nas curvas DSC ¢ observada para microcépsulas formadas com e sem o
contetdo nuclear (extrato), sendo que microcapsulas com extrato ndo apresentam eventos
térmicos Figura 58C e Figura 58D, a exce¢do da possivel vaporizagdo de dgua, aditivos ou
decomposicao.

Segundo Paramera, Konteles & Karathanos (2011), a auséncia de eventos térmicos dos
materiais de ntcleo no perfil térmico de microcapsulas pode ser considerada como evidéncia
de verdadeira formacdo de encapsulacdo do extrato. Dessa forma, os resultados obtidos
confirmaram que o extrato de S. rhombifolia foi recoberto com sucesso por MD, além de
corroborar com a caracteristica de material amorfo. Nao obstante, a inexisténcia de eventos
térmicos, para secagem em spray-dry € suficientemente rapida para permitir a conversao da
solucdo de maltodextrina DE-10 em um p6 amorfo no estado vitreo no final do processo de

secagem (DE MELO RAMOS et al., 2019).
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Figura 58 - Curvas DDSC dos materiais MD (A), MSD (B), ME2,5 (C), MES5,0 (D) e Extrato (E)
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As propriedades fisico-quimicas e de estabilidade de armazenamento podem também ser

atribuidas a cristalinidade e estado amorfo dos materiais de revestimento. De modo geral,

materiais de revestimento amorfos, sdo mais soliveis e higroscopicos se comparado aos

cristalinos (NAMBIAR; SELLAMUTHU; PERUMAL, 2017). Esta propriedade esta
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diretamente relacionada ao ganho de peso e colapso da microestrutura, podendo levar a
degradagdo do material nuclear e a instabilidade microbiolégica no periodo de armazenamento

(BORRMANN et al., 2013).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A microencapsulacdo por atomizagdo em spray-dry de compostos bioativos oriundos de S.
rhombifolia, representa ser uma tecnologia viavel para obtencao de um produto que integra a
potencialidade de extratos obtidos por métodos de alta seletividade. O desempenho em termos
de eficiéncia de processo e caracterizacao, mediante analise dos resultados obtidos neste estudo,
demonstram que a elaboragdo e padronizagdo das misturas resultaram em particulas de
revestimento estruturado para manuten¢ao da matriz nuclear, com potencial acao antioxidante.

Maltodextrina como agente encapsulante demonstrou eficiéncia em termos de rendimento,
bem como capacidade de microencapsular extrato de S. rhombifolia em duas diferentes
concentracoes.

A anélise colorimétrica aponta significativa diferenca entre as amostras ME 2,5 e ME 5,0,
isso demonstra que os diferentes materiais podem conferir alteragdo de cor significativa em
alimentos que possam ter essas microcapsulas incorporadas em sua composicao.

As particulas tém tamanho de dimensdes micrométricas, apresentam formato esférico com
superficie rugosa e foi observado material nuclear em cépsulas fragmentadas.

Os ensaios de microscopia de fluorescéncia corroboram com os resultados de MEV no que
se refere a presenca de material nuclear, uma vez que ¢ possivel identificar mediante a
autofluorescéncia a presenca de compostos fendlicos provenientes do extrato nas amostras ME
2,5 e ME 5,0. Além disso, a autofluorescéncia possibilitou a correlagdo com os resultados
obtidos na caracterizagdo quimica do extrato de S. rhombifolia, descrito no Capitulo III. Por
meio da emissdo fluorescente no comprimento de onda entre 260 e 410 nm, reportado na
literatura ao quercetina 3-O-B-D-glicosideo, também denominado como isoquercetina,
composto de maior concentragdo no extrato estudado. Além disso, identificar fluorescéncia dos
compostos fendlicos nas amostras ME 2,5 e ME 5,0, demonstra que mesmo apos o estresse
térmico em spray-drying, nao houve degradagdo ou inatividade do bioativo nuclear.

As analises de capacidade de retencdo de agua e 6leo evidenciam a alta solubilidade das
microcapsulas em ambos sistemas indicando um espectro amplo de aplicagcdes para estes
materiais.

O estudo cinético de adsor¢do de umidade permite observar a higroscopicidade das
amostras analisadas. O modelo de Peleg foi aplicado e apresentou bom ajuste aos dados
cinéticos, analisando coeficiente de ajuste, residuo e energia livre de Gibbs. As taxas de
adsor¢do que aumentam em fun¢do da umidade relativa de condicionamento, demonstram ser

um processo espontdneo. Dessa forma, em termos de aplicagdo industrial, para se ter
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microcéapsulas estdveis quanto a percentual de umidade, faz-se necessario a utilizagdo de um
sistema hermético e/ou atmosfera modificada.

Esses dados cinéticos serviram de base para a construcao das curvas isotermas. Os modelos
de GAB e BET foram aplicados, sendo observado o melhor ajuste ao modelo GAB, com R? >
0,99. O estudo das isotermas de adsor¢do demonstrou que ME 5,0 apresentou maiores valores
para Xeq (g agua/ g solido seco) em todas as atividades de agua analisadas. Este fato esta
relacionado a higroscopicidade do material microencapsulado. As isotermas apresentaram
comportamento do Tipo III, segundo a classificagdo ITUPAC, tipico de materiais com alta
capacidade de adsor¢do de vapores.

As microcapsulas apresentaram pronunciada perda de massa em duas etapas, primeiro
na faixa de 30-120 °C, podendo ser atribuido a perda de agua, e a segunda etapa entre 200 e
350 °C, indicando decomposicao das microcapsulas. MSD apresenta evento endotérmico bem
definido (Tpico= 271,4 °C) atribuido ao processo de spray-dry. Para ME 2,5 ¢ ME 5,0 a
auséncia de eventos térmicos dos materiais de nucleo no perfil térmico de microcapsulas pode
ser considerada como evidéncia de verdadeira formagdo capsulas envolvendo o extrato. A
andlise por grupos funcionais (FTIR) apresentou vibragdes em comprimentos de onda
caracteristicos ao agente encapsulante que se repetiram nas amostras ME 2,5 e ME 5,0. Esse
comportamento pode ser atribuido a falta de interagdo entre o material do ntcleo (extrato) e o
agente encapsulante, durante a microencapsulacao.

Diante do exposto, a conformag¢do de microcapsulas contendo o extrato de S. rhombifolia,
representa ser um promissor aditivo para a incorporagdo em alimentos. A rota proposta para
obtengdo deste produto visa o estreitamento entre pesquisa e produgdo industrial, tendo em vista
as técnicas estudadas. Desse modo, a caracterizacdo do material encapsulado, permite propor
as microcapsulas possam ser incorporadas em produto de reidratagdo pré-consumo,
conservando o maximo do potencial antioxidante e a presenca de altos teores de compostos

fendlicos até o momento de consumo.
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CAPITULO VI

CONSIDERACOES FINAIS
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1 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados nos Capitulos III e IV desse trabalho demostraram que S.
rhombifolia pode ser utilizada como matéria-prima para a obtengdo de extratos bioativos com
atividade antioxidante. As diferentes técnicas de extragdo avaliadas permitiram visualizar como
a metodologia de extragdo aplicada pode influenciar no rendimento de extracdo e nas atividades
bioldgicas apresentadas pelos extratos.

Os melhores resultados de rendimento global de extragdo e composi¢ao no que diz
respeito a compostos fenolicos e flavonoides, sdo atribuidos ao processo de extracdo com
liquido pressurizado a 80 °C e mistura de etanol e 4gua (70:30) como solvente. Por meio desse
método foram obtidos extratos que correspondem a 12,34 % de rendimento. Em comparagao
com os melhores resultados de ESC, onde foram obtidos 1,61 % e 2,77 %, PLE representou
maior capacidade de extragdo, mesmo quando a ESC foi realizada com uso de cossolvente.

A aplicagdo de uma abordagem através dos conceitos de biorrefinaria, com o intuito de
otimizar ¢ maximizar a utilizagdo da matéria-prima foi eficiente na obten¢do de diferentes
fragdes de S. rhombifolia. Nesse processo, o estudo da alta taxa de despressurizagdo em ESC
demonstrou ser eficiente para obtengdo de melhores resultados no PLE. Andlises de MEV e
composi¢do demonstraram que a integragao de processos pode ser utilizada de maneira eficiente
na recuperacao de compostos intrinsecos a matriz vegetal.

O estudo de composi¢do quimica permitiu identificar 31 compostos fenolicos em S.
rhombifolia, dos quais, até onde se sabe, 21 sdo reportados pela primeira vez para esta matéria-
prima. Isoquercetina foi o principal fendlico encontrado nas amostras de S. rhombifolia, o qual
se destaca como um importante flavonoide, com maior disponibilidade do que a quercetina e
apresenta quimioprotetores que conferem atividades contra estresse oxidativo, disturbios
cardiovasculares, diabetes, reacdes alérgicas e cancer.

Em fun¢do do grande potencial atribuido aos extratos de S. rhombifolia, o estudo de
ampliacao de escala foi realizado, de modo a permitir recuperacao de maiores quantidades de
extrato. Para tanto, os dados experimentais foram modelados matematicamente e os parametros
de similaridade para porosidade e geometria do leito de extracdo foram mantidos constantes.
Verificou-se que o melhor ajuste se d4 ao modelo de Sovova (1994), seguido de Martinez
(2003) e Esquivel (1999). A validagdo se deu através da analise de erro quadratico das curvas
de extragdo global, composi¢do de fendlicos e flavonoides totais e atividade antioxidante, com

resultados de igual ou superior magnitude no processo de escalonamento.
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O método spray-drying demonstrou ser eficiente em rendimento para formacdo de
microencapsulados utilizando maltodextrina a 20 % (m/m) como agente encapsulante do
material de nucleo oriundo de método extrativo a alta pressao. As imagens de MEV indicaram
formagdo de microparticulas e recobrimento do extrato rico em compostos fenolicos,
corroborando com os resultados obtidos por meio de micrografias de fluorescéncia. A
caracterizagdo fisico-quimica expde resultados que segurem maior estabilidade ao ME 5,0 em
comparagao ao extrato livre.

A microencapsulacdo de extratos de S. rhombifolia representa a obtengdo de um
promissor aliado a industria de alimentos. Um produto que pode ser utilizado como aditivo
incorporado na formulagdo de alimentos funcionais, bem como compor um farmaco em virtude
da presenca dos compostos fenolicos e seu potencial antioxidante atribuidos ao seletivo
processo de extracdo. Diante do exposto, denota-se a valorizacao do recurso natural, agregacao
de valor, aplicagdao de técnicas sob o conceito de tecnologias de baixo impacto ambiental e
contribuicdo com a comunidade cientifica e industrial em prol da obtencdo de alternativas

vidveis a recuperacdo de compostos bioativos de interesse.
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2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

- Acoplamento de PLE em sistema on-/ine com ESC e outros métodos de extragao.

- Avaliacdo das atividades antimicrobianas e anti-inflamatdrias dos extratos.

- Testar formas alternativas de microencapsulagao.

- Caracterizar o extrato selecionado para a microencapsulacdo quanto a composicao quimica

através do MS/MS.
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APENDICE A — CURVA DE ACIDO GALICO PARA ANALISE DE CFT

Figura 59 - Curva analitica de acido galico utilizada no célculo de CFT dos extratos de S. rhombifolia do
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APENDICE B — TABELA SUPLEMENTAR DA ANALISE HPLC

[M-H] Quantitative Retention LOD* LOQ*
Phenolic Compounds (m/z) Ton (im/z) Time (min) (mgL') (mgL?)
1 3,4 dihydroxybenzoic ac. 152,921 109 6,3429 0,0216 0,0654
2 4- aminobenzoic ac. 135,995 91,9 10,7456 1,8667 5,6566
3 4-hydroxymethylbenzoic ac. 150,967 107 8,4493 0,0796 0,2411
4 Caffeic ac. 178,927 135 9,2349 0,0385 0,1166
5  Chlorogenic ac. 353,155 191 9,047 0,0130 0,0394
6  Ellagic ac. 300,959 145 11,7219 0,5280 1,6000
7 Ferulic ac. 192,957 134 10,6612 0,0119 0,0362
8  Gallic ac. 168,908 125 3,6016 0,0428 0,1296
9  Methoxyphenylacetic ac. 164,976 121,1 10,2249 0,4135 1,2530
10 p-Coumaric ac. 162,926 119,1 10,2837 0,0242 0,0734
11 Salicylic ac. 136,942 93 10,7456 0,0135 0,0409
12 Sinapic ac. 223,011 164 10,7456 0,0121 0,0367
13 Syringic ac. 196,939 121,1 9,8828 0,0150 0,0455
14 Vanillic ac. 166,923 152 9,8828 0,0440 0,1335
15  Epicatequina 288,954 123 9,15 0,0275 0,0835
16  Hispidulin 298,957 284 12,6341 0,0028 0,0083
17  Isoquercetin 463,155 300 10,8104 1,7023 5,1586
18  Isorientin 446,86 326,9 10,1182 0,1552 0,4703
19  Kaempferol 284,995 65 12,2327 0,0903 0,2735
20  Myricetin 316,995 151 11,1622 0,0633 0,1917
21  Naringenin 270,985 151 12,2637 0,0036 0,0108
22 Quercetin 300,968 151 11,6893 0,1498 0,4541
23 Routine 609,242 301 10,6121 0,0113 0,0343
24  Taxifolin 303,019 125,1 10,5516 0,0227 0,0689
25  Vitexina 430,882 310,9 10,5029 0,0059 0,0179
26  Coniferaldehyde 177,015 162 11,18 0,0089 0,0271
27  Sinapaldehyde 180,94 166 10,6684 0,0588 0,1781
28  Syringaldehyde 207,04 177 11,3399 0,0183 0,0553
29  Vanillin 150,958 136 10,2838 0,0157 0,0477
30  Scopoletin 190,972 176 10,9342 0,0059 0,0178
31 Umbelliferone 160,941 133,1 10,7938 0,0037 0,0112
32 Mandelic ac. 150,875 106,8 7,86 1,1034 3,3437
33 p-Anisic ac. 150,832 105,2 11,34 0,1966 0,5957
34 Rosmarinic ac. 358,995 159,8 10,83 0,0123 0,0373
35  Cinnamic ac. 146,886 100,7 11,8 43421 13,1579
36 Apeginin 268,794 114,8 12,62 0,0032 0,0097
37  Aromadendrin 286,824 123,9 11,29 0,0182 0,0552
38  Carnosol 329,008 284 14,32 0,0094 0,0285
39  Catechin 288,853 120,3 8,82 0,0273 0,0828
40 Chrysin 252,87 62,2 13,88 0,0078  0,0236
41  Eriodictyol 286,823 132,1 11,85 0,0025 0,0075
42 Fustin 286,835 105,6 10,32 0,0151 0,0457
43 Galagngina 268,811 59,9 13,44 0,0187 0,0566
44  Naringina 579,91 150 11,18 1,7103 5,1829
45 Pinocembrin 254,954 151 13,59 0,0193 0,0586
46 Resveratrol 226,875 181,6 11,14 0,0499  0,1513

*LOD = limite de identificacdo; LOQ = limite de quantificagdo
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APENDICE C — ANALISE DIMENSIONAL DE PARTiICULAS OBTIDAS POR
SPRAY-DRYING

Figura 60 - Distribuicdo de didmetros das particulas obtidas por microencapsulagao
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Figura 61 - Particulas numeradas por meio da analise dimensional em software Image-J®
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APENDICE D - AJUSTE AOS MODELOS MATEMATICOS NA AFERICAO DAS
ISOTERMAS DE ADSORCAO

Figura 62 - Residuos do ajuste do modelo de GAB as isotermas de adsor¢ao umidade

MSD

X —

0,005 =

0,004

0002

{00} =

Residual Values

0,002

0,004

0006 .
[REilH 0,02

T T T T T T
(LR 0,08 [ER L a,12 14 0,16

Predicted Valoes

ME 5.0

oA —

000

(LR R

Resalual Valees

DG -

=0 HS =

=040

=]

Fonte: O autor

— T T T T T T
000 00z 004 006 008

L e e L L
010 01z o4 Bl 08

Predected Values

Reswliaal Valnes

0006

0004 o

0,000

=04 o

ME 2,5

T
000 Oz

T T T T T
0. 006 00 000 002
Predicted Values

T
.14

T T
o1s 018



187

Figura 63 - Residuos do ajuste do modelo de BET as isotermas de adsor¢do umidade
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* Green extraction methods are used
to recover bioactive compounds from
Guanxuma,
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extraction.

& Depressurization step, prior to pres-
surized liquid extraction, aid the
phenolics recovery.

* New phenolic compounds were
firstly detected from Guanxuma
extracts.
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Integrated downstream processes, combining Supercritical Fluid Extraction (SFE) with Pressurized Liquid
Extraction (PLE), were used to recover antioxidants from Sida rhombifolia leaves. The SFE depressuriza-
tion step was evaluated to improve PLE efficiency in the recovery of phenolic compounds, Total phenolic
content of the extracts was performed by Folin-Ciocalteu method, and in vitro antioxidant activity was
obtained by DPPH and ABTS methods, while the cell wall disruption was observed by Scanning Electron
Microscopy (SEM) analysis. The highest phenolic content (91 £0mg GAE g-!) and antioxidant capacity

mﬂlcm by ABTS (4.34+0.02mmol TE g~' extract) was obtained by PLE from the SFE residue after fast depres-
PLE surization rate, LC-ESI-MS/MS analysis identified 31 phenolic compounds from the extracts, of which
Depressurization rate 21 were firstly reported for Sida rhombifolia. Isoquercitin was the major phenolic in the extracts, The
Antioxidant activity process integration recovered different fractions from S. rhombifolia leaves, improving extraction yield
and antioxidant potential.
© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Biorefinery can be defined as the sequential process integra-
tion for the conversion of biomass (biowastes, microalgae, algae,
plants, forest biomass, etc. ) into energy and a variety of by-products,
mainly biofuels and added-value co-products [ 1-3]. In Brazil, biore-
* Corresponding author, finery has been essentially tied to biofuel production, where studies
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