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RESUMO

A erva baleeira Qordia verbenacéaé uma planta da Familia das
Borraginaceae, encontrada nas restingas maritirmagudse todo o
litoral brasileiro, sendo mais comumente encontrada trecho
compreendido entre os Estados de Santa Catarida @&ulo. Devido
ao seu perfil de composicdo, a erva baleeira popsypriedades
antiinflamatéria e cicatrizante sendo indicada pardratamento de
reumatismo, artrite reumatoéide, tendinite, doresblares e musculares e
nevralgias. Os compostos da classe dos sesquitargacontrados em
seus extratos coma-humuleno e trans-cariofileno sdo os principais
responsaveis pela sua atividade antiinflamatoriasitA, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade drfsatos de erva
baleeira obtidos a partir da tecnologia supereritiatravés da
comparacdo, em termos de rendimento de processmosizdo dos
extratos e atividade biol6gica, com os extratoddobta partir das
técnicas convencionais de extracdo (maceracdo dseguie
fracionamento com solventes orgéanicos, extracdo hlsbx e
hidrodestilacéo) e também com o uso de etanol t@atacde etila como
co-solventes junto a ESC. Os extratos supercrititoerva baleeira
foram obtidos numa faixa de pressdo de 100 a 308 teamperatura de
30, 40 e 50°C com densidade do solvente variandd,385 a 0,948
g/cnt sendo o maior rendimento de 5,0% para a condica@xtiecdo de
300 bar e 50°C. Foram utilizados solventes orgéni® diferentes
polaridades na extracdo convencional como: hexdimbgrometano,
acetato de etila, etanol, acetona e misturas agudsa25 e 50%
(etanol/agua). O etanol e o acetato de etila forgilizados nas
concentracdes de 2, 5 e 8% em massa como co-ssveat ESC,
proporcionando rendimentos de até 8,6%. Foram ifibemtos
importantes compostos nos extratos de erva balesinaa-humuleno,
trans-cariofileno, espatulenol, cariofileno Oxidd3-sitosterol e
artemetina. Também foi avaliada, através do médeleH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil), método ABTS (2,2'-azino-bis-(3#ebenzotiazolna-6-
acido sulfénico), radical &nion superéxido e prategcontra a
peroxidacéo lipidica a atividade antioxidante deisatos obtidos com
as diferentes tecnologias. O conteldo de compdstddicos presente
nos extratos foi determinado através do métodoatia-Eiocalteau. A
erva baleeira se mostrou uma importante fonte dapostos com
atividade antioxidante com destaque para os estrétmcdo acetato de
etila da maceracdo, misturas aquosas etanol/agudrato acetato de



etila da soxhlet que apresentaram as maiores cipas antioxidantes.
A atividade antimicrobiana foi avaliada e os exfsatsupercriticos
mostraram forte inibicdo antimicrobiana principahteecontra bactérias
Gram-positivas com destaque para o extrato obtao €G puro a
30°C e 300 bar. Para a descricdo da cinética dacért do sistema
extrato de erva baleeira + g8upercritico foram empregados diferentes
modelos de transferéncia de massa apresentadibsratuta. O modelo
de Sovova (1994) foi o que melhor se ajustou adeslaxperimentais e
a convecgdo se mostrou como principal mecanismoadsferéncia de
massa e a difusdo como fator limitante. Foi ingastd
experimentalmente o comportamento de fases dosmgist binarios
contendoa-humuleno + CQ e trans-cariofileno + CO e do sistema
ternario formado poa-humuleno + trans-cariofileno + GQatravés do
método estatico sintético. Os resultados experamobtidos no estudo
do equilibrio de fases apresentaram transi¢cdesasiss fdo tipo liquido-
vapor, liquido-liquido e liquido-liquido-vapor.



ABSTRACT

Cordia verbenaceas a plant from the Borraginaceae family, widely
find along the southeastern coast of Brazil, esllgdbetween the states
of Santa Catarina and S&o Paulo. Due to its cortipogrofile, Cordia
verbenaceapresents anti-inflammatory and healing propertlesing
indicated for treatment of rheumatism, rheumatoitirdis, tendonitis,
muscle and back pain and neuralgia. The compoumds fthe
sesquiterpene class presentdordia verbenaceaxtracts, such as-
humulene and trans-caryophyllene, are the mairoresiple for its anti-
inflammatory activity. Therefore, the aim of thisidy is to evaluate the
quality of Cordia verbenaceaextracts obtained by supercritical
technology and compare, in terms of process y@&lttacts composition
and biological activity, with extracts obtained bgyonventional
extraction techniques (maceration followed by f@wtion with
organic solvents, soxhlet extraction and hydrdtision). The
supercritical method was also improved by usincamth and acetate
ethyl as co-solvents. The supercritical extracts@frdia verbenacea
were obtained in a range of pressure from 100 €k20 and 30, 40 and
50°C of temperature with density of solvent varyfram 0.385 a 0.948
glcnt, being the largest extraction yield of 5.0% foe thxtraction
condition of 300 bar and 50°C. The organic solveotsdifferent
polarity, used in conventional methods were: hexdiehloromethane,
ethyl acetate, ethanol, acetone and aqueous nextff@5 and 50%
(ethanol / water). Ethanol and ethyl acetate weeglun concentrations
of 2.5 and 8% in mass as co-solvents in the supeatrextraction,
providing yields up to 8.6%. Relevant compoundsengentified in
extracts of Cordia verbenaceaas a-humulene, trans-caryophyllene,
spathulenol, caryophyllene oxide3-sitosterol and artemetin. The
potential of the extracts were evaluated by thehpdt DPPH (2,2 -
diphenyl - 1 - picrylhydrazyl), ABTS (2,2- azingbi- 3 -
ethylbenzothiazoline 6 - ulfonate), superoxide animadical and
protection against lipid peroxidation, in orderdetect the antioxidant
activity of extracts obtained by the different extion technologies. The
content of phenolic compounds present in the etgraas determined
by the method of Folin-CiocalteaGordia verbenacefas showed itself
an important source of compounds with antioxidaivitly, especially
for the ethyl acetate fraction (maceration), etharaier mixtures and
ethyl acetate from soxhlet method which presented highest
antioxidant capacity. The antimicrobial activity svavaluated and the
20



supercritical extracts showed high antimicrobidiilition, especially
against gram-positive bacteria with emphasis toetkteact obtained by
CO, at 30°C and 300 bar. The kinetic description ef glistemCordia
verbenacea+ supercritical C@ was performed by different mass
transfer models, presented in literature. The Sa\@®94) model show
the best adjustment with experimental data and cthrevection was
indicated as the main mass transfer mechanism, difftbsion as a
limiting factor. The phase behavior was investigafer the binary
systems containing-humulene + C@and trans-caryophyllene + GO
and for the binary system formed dyhumulene + trans-caryophyllene
+ CO,, through the static synthetic method. The experttaieresults
obtained in the study of equilibrium phases showadsition of phases
of the type liquid-vapour, liquid-liquid and liguldjuid-vapour.
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1 INTRODUCAO

A utilizagédo de plantas com fins medicinais, gesgamento, cura
e prevencdo de doencas, é uma das mais antigaasfaten préatica
medicinal da humanidade. No inicio da década dea90rganizacéo
Mundial de Salde (OMS) divulgou que 65-80% da pagid dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantaginasl como
Unica forma de acesso aos cuidados basicos de @abt&A Jr. et al
2005).

Ao longo do tempo tém sido registrados variadosgntimentos
clinicos utilizando plantas medicinais. Apesar dande evolucdo da
medicina alopatica a partir da segunda metade dads&X, existem
obstaculos basicos na sua utilizagéo pelas pomgdagd@rentes, que vao
desde 0 acesso aos centros de atendimento hagstalaobtencdo de
exames e medicamentos. Estes motivos, associanoa il obtencéo
e a grande tradicdo do uso de plantas medicinamgrilbuem para sua
utilizacéo pelas populacdes dos paises em desameoito (VEIGA Jr.
et al 2005).

Dentre os inlmeros produtos naturais com atividedgéutica
comprovada destacamos a erva balee@ardia verbenaceaDC.),
planta nativa do Brasil e caracteristica da Matantica, encontrada na
parte litordnea de Sao Paulo a Santa Catarina. fatda € muito
utilizada na medicina popular devido as suas pedpdes
antiinflamatorias e cicatrizantes e também empragaala o tratamento
de artrite, reumatismo, tendinite, dores muscularesntusdes. Estudos
indicam que esta planta contém substancias aatfimafiérias cuja
efetividade e reduzidos efeitos colaterais a calbceomo uma
alternativa segura e eficaz no tratamento tépicinfl@amacdes. Tanto
Oleos essenciais como flavonoides, com atividadéoxadante e
antiinflamatoria, concentram-se nas folhas da balaeira que, dentre
outras substancias, contém em seus extratos chuaitfaleno, um
sesquiterpeno indicado como o principio ativo @a verbenacea
responsavel por sua acdo antiinflamatéria (CARVALEQal 2004,
SERTIE et al 2005). Além disto, ensaios farmacoldgicos dosaéns
de erva baleeira obtidos por métodos convenciocaigirmaram as
propriedades medicinais como as acdes anti-Uleetdinflamatodria e
cicatrizante (SERTIEt al 2005, TICLIet al 2005).

Métodos tradicionais de extracdo, incluindo a eftoa com
solventes organicos e a hidrodestilacdo sao bastditizados para a
obtencdo de extratos de diversas matrizes vegefaisem, essas
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técnicas geralmente envolvem altas temperaturapratesso, o que
pode ocasionar a destruicdo de compostos termadveEne, além
disso, os solventes orgéanicos utilizados podenprgudiciais a saude
(BE-JEN et al 2004). Assim, a extracdo com fluido supercritiem
sido considerada uma boa opc¢édo para a extracdacierfamento de
produtos naturais.

A extracéo supercritica (ESC) emprega gases pieagas cOmo
solventes e se diferencia das outras técnicasppetiucdo de extratos
isentos de solvente e sem degradacédo térmica, ddépermitir o facil
controle da seletividade do processo, aspectos/argles para as
indUstrias farmacéutica, de cosméticos e de alimsersuas principais
areas de atuacdo. A competitividade da area de axiogp com
atividade terapéutica que, para a conquista deanies¢ se fundamenta
na qualidade, disponibilidade e baixo custo, edinmi emprego de
técnicas modernas de extracdo, como a extracaccsitipa (ESC), que
se destaca por minimizar danos ao meio ambientaireap pela
qualidade do produto, uma técnica que vem se debemdo
continuamente nas Ultimas décadas (KHAJE# al. 2004,
CYGNAROWICZet al 1991).

A ESC tem sido extensivamente empregada paraemgiu de
extratos de alto valor agregado a partir de plaetds/ersos produtos
naturais, tanto na area académica como industmgdmespecialmente
para os setores de alimentos, farmacos e de cos&QUISPE-
CONDORI et al 2005; ZANCAN et al. 2002). ACordia verbenacea
tem despertado um grande apelo recentemente, naérecia de dados
experimentais de ESC, é um fator limitante paramprego desta
tecnologia visando a agregacao de valor de prodiitidos a partir de
matérias-primas notadamente importantes da floagiBira.

Enfatizamos ainda que o Brasil, surpreendentemetela
exporta plantas medicinais para serem processadasterior para, na
sequéncia, importar os produtos processados de nemr agregado.
Assim, buscando aumento de competitividade na deetarmacos, o
objetivo deste trabalho é a obtencdo de extratoemda baleeira
empregando-se a tecnologia supercritica e compas@andom as
técnicas convencionais de extracdo nos aspectoantitivos e
qualitativos, uma etapa fundamental para o desenwehto de
produtos e processos. A validacdo da ESC commattea viavel para
a obtencdo de extrato @®rdia verbenaceasta associada a observacao
da qualidade em termos de concentracdo de compostosiestacada
atividade biologica.
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Desta forma, aliado a importancia da técnica deaeo na
gualidade do produto, citamos a necessidade ddasstiue garantam a
eficiéncia e reprodutibilidade da operagcédo de e&traassegurando a
presenca seletiva dos componentes-alvo, i. e., asio® com
bioatividade como o alfa-humuleno. O conteldo feetaimuleno pode
variar com a fonte de erva baleeira utilizada comateria-prima, com a
maturidade da planta, regido de colheita e conpoggso de extragao,
afetando substancialmente sua biodisponibilidadensequentemente a
acdo de preparados industriais. Assim, o desemwehio de técnicas
alternativas de extracdo para a erva baleeira gidizem a obtencéo
de extratos padronizados, representa um avancoldgizo na area.

Os resultados das extracbes com solventes orgamiodem
também fornecer indicativos para o emprego de mi@tados solventes
como coadjuvantes na extracdo supercritica, ou s&jgregar um
solvente organico como co-solvente de extracaadjeom o CQ),
permitindo assim a extracdo seletiva de determmastonpostos da
mistura e visando o aumento da acéo bioldgica dirates, tanto em
termos de atividade antioxidante como antibactaridmbrando que
muitos compostos com atividade antioxidante, cotagohdides, séo
substancias polares e para tanto o emprego de haEs em
tecnologia supercritica se faz necessario parahildas a sua adequada
extracdo da matriz sélida.

A modelagem matemética de curvas de ESC é empregada
objetivo de reproduzir dados experimentais existené a partir deles
ajustar pardmetros com os quais seja possivel ainpbcessos de
extragdo em outras escalas e condi¢cdes operaciddDaga forma,
também é objetivo deste trabalho estudar o fen6rdenwansferéncia
de massa mediante a aplicacdo de modelos mateméatice
correlacionem, através de diferentes mecanismotatsferéncia de
massa, as curvas de extracdo obtidas experimentalroem as curvas
de extracdo obtidas pelos modelos.

Para o projeto da extragao com fluido supercri@m necessarias
varias informacdes como as propriedades da maténe,
concentracdo de soluto na matriz vegetal, e agGedatermodinamicas
e de transferéncia de massa entre o soluto e ergelvDentre as
relacdes termodinamicas, € de fundamental impaaé&nconhecimento
do equilibrio de fases, nas condi¢cdes de operatgopératura e
presséo), que fornecem dados sobre a solubilidadsetetividade dos
solutos no solvente supercritico.

Assim, este estudo também visa investigar expetairaante o
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comportamento de fases dos compostos com atividadigica
comprovada presentes nos extratos de erva balBeista forma, serdo
avaliados os sistemas binarios envolvendo dioxigo cdrbono#-
humuleno, didxido de carbono+trans-cariofileno sistema ternario
formado por diéxido de carbona+humuleno+trans-cariofileno. De
forma a coletar dados para fornecer subsidios pasgparacdo da
mistura complexa que é o extrato@erdia verbenacea

Este trabalho esta estruturado em capitulos. [gtuta 2 foram
descritos os objetivos deste trabalho, no capBuéapresentada uma
revisdo bibliografica que traz os embasamentosctesdrelacionados a
andlise dos resultados. O capitulo 4 trata da roktg@ utilizada na
conducdo dos experimentos. Os resultados sdo alosrd@ capitulo 5
sob a forma de artigos. S&8o apresentados os dsslltaobre a
comparacdo entre as diferentes técnicas de extraggvegadas em
termos de rendimento, composicdo dos extratos diagda das
propriedades farmacoldgicas, bem como a modelageminética de
extracdo e os dados de equilibrio de fases, aslus@es sao
apresentadas no capitulo 6.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo estudar oregopdo
processo de extracdo supercritica (ESC) na obtaleéatratos de erva
baleeira Cordia verbenaceaDC.). Este estudo visa avaliar a
composi¢cao dos extratos obtidos por ESC e comparéadm os obtidos
por extracdo com solventes organicos e mediariterich a alta presséo
com o emprego de diferentes co-solventes. Os egtiatidos foram
analisados quanto a atividade antioxidante e arriiiana a fim de
validar e comparar as técnicas de extracdo empaegad

2.1 Objetivos Especificos

v' Avaliacdo de rendimento de processo, ou rendimenmto
componentes alvo, como também da seletividadeateltegia
empregada para 0s compostos com atividade terepfuti
observada mediante avaliagdo do perfil de composdds
extratos;

v' Determinacdo das condicdes o6timas de extracdo sgmes
temperatura, vazdo, tipo e quantidade de co-s@yent
empregando-se 0 G@upercritico como solvente;

v' Avaliagdo do efeito do co-solvente no rendimentona
composicao dos extratos;

v Obtencdo de extratos a partir da extracdo convealcio
extracdo por maceracao seguida de particao lidigdmto,
soxhlet e hidrodestilacéo;

v' Comparacdo dos rendimentos de extracdo entre mliésre
técnicas;

v Comparacdo da composicdo dos extratos entre disren
técnicas;

v'Avaliacdo do ajuste de diferentes modelos de teafistia de
massa para a descricao das curvas de extracao;

v' Avaliagdoin vitro do potencial antioxidante dos extratos de
erva baleeira obtidos pelas diferentes técnicdizantdo o
ensaio de captacdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina), &nion superdéxido, ABTS e protecdn
lipoperoxidacao;

v' Quantificacdo de compostos fendlicos totais peldodw de
Folin Ciocalteau;

v' Determinacdo da atividade antibacteriana;
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v" Determinacdo do equilibrio de fases através do dnétstatico
dos sistemas binarios envolvendo J&@-humuleno,
CO,+trans-cariofileno e do sistema ternario formador po
COx+a-humuleno+trans-cariofileno, visando dar suporte ao
desenvolvimento de operagdes de fracionamento;

v" Modelagem termodinamica do equilibrio de fases eggrdo
a equacéo de estado de Peng-Robinson.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fitomedicamentos — Plantas medicinais

A medicina popular tém utilizado varios extratespthntas para o
tratamento das mais diversas patologias, entretantta sdo poucos os
ensaios biologicos que confirmam este efeito. Rardo, estudos
cientificos devem ser conduzidos no sentido deipaf a acdo de
farmacos e produtos naturais que produzam melherdsiradouros
resultados (YUNES, 2001).

O Brasil se configura como o pais com a maioribedidade do
mundo, sendo esta praticamente inexplorada cieantiiente (SIMOES
et al 2001). E importante ressaltar que no Brasil, gaase seis mil
produtos farmacéuticos disponiveis entre farmacofitofarmacos,
poucos foram desenvolvidos por industrias nacionbie entanto
investe-se bilhGes de ddlares na importacdo dariangéma utilizada
na producdo de farmacos (BLO@Kal 1998).

Entre as varias razbes que proporcionam o rapekrinento do
mercado internacional e o interesse da populacks peedicamentos
fitoterdpicos, pode ser mencionada a preferéncacdasumidores por
terapias naturais; a preocupacdo em relacdo ad®sefeolaterais
observados com os medicamentos sintéticos; crangaea de que 0s
medicamentos fitoterapicos ndo possuem efeitogerals; a tendéncia
da populacdo em acreditar que os medicamentosrfiftitos podem ser
efetivos nos tratamentos de doencas quando os aneglitos sintéticos
tém falhado; a tendéncia para a automedicacaoistéesia de estudos
cientificos para alguns produtos fitoterapicos camvando sua eficacia
clinica, seguranca e menor custo (CALIXECal 2000).

Apesar de a biodiversidade brasileira apresentpectativas
animadoras para a quimica medicinal, a indUstt@afimacéutica no
Brasil ndo pode ser competitiva a nivel internagipdevido a falta de
investimentos consistentes para 0s ensaios de ovagao cientifica da
atividade de diversas plantas usadas popularmetlitefalta de uma
politica definida, permanente e comprometida, e aoséncia de real
integracdo interdisciplinar das diversas areas amhea&cimento
(CECHINEL & YUNES, 2001).

Porém, através de parcerias entre laboratériosmas, grandes
desafios comegam a ser vencidos e comeca a supgirspectiva de
conquistas no mercado de fitoterqpico. Em 200Balmoratério Aché
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lancou o primeiro antiinflamatério fitoterapico, sg@mvolvido
inteiramente no Brasil, obtido a partir do 6leceess$al da plant€ordia
verbenaceaatravés da extracdo por arraste de vaf@bmproduto se
apresenta na forma de creme com o nome comercidlceflan®.
Consiste de um antiinflamatério topico de grandetigflade nos
processos reumaticos, nevralgicos, artrite e del sbmpetitivo com os
antiinflamatérios convencionais. Uma das grandestagens deste
fitoterdpico & ndo provocar lesdes gastricas, afiilmSertié e
colaboradores (2005), responsaveis pela descoldataatividade
antiinflamatoéria desta planta. Patenteado no Beasi exterior, 0 hovo
produto pertence a classe dos fitomedicamentasiaffns que tém em
sua composicdo apenas substancias ativas extrdédgdantas. Pela
regulamentacdo da ANVISA, eles nunca podem estaturados a
principios ativos sintéticos, vitaminas ou minergisas mesmas normas
aplicadas para a producédo de medicamentos devesegeidas para a
de fitomedicamentos, como a comprovacgéo de efi@da seguranca.
Em testes clinicos, o Acheflan® demonstrou seeféaz e seguro para
0s casos de tendinite crénica e dor miofascial tuan principal
antiinflamatério do mercado, que tem como princi@tivo o
diclofenaco dietilaménio (RAMOSt al. 2005).

Os estudos para o desenvolvimento de Adf@fldevaram
sete anos e mais de R$ 15 milhfes de investimamopesquisa, e
foram conduzidos em parceria com quatro itapbes
universidades do Pais (UFSC-Universidade Feder&anta Catarina,
Unifesp-Universidade Federal de S&o Paulo, PUCHB®s- Pontificia
Universidade Catolica de Campinas e Unicamp-Usitlade Estadual
de Campinas). A pesquisa sofreu um grandencavacom a
descoberta de que oshumulenoe o trans-cariofileno sdo os
responsaveis pela acdo antiinflamatéria, e aa@rtemitina como
indicava a literatura (GREGORI& al 2005).

Apds o sucesso do Acheflan®, hoje lider segmento de
antiinflamatérios  topicos sob prescricdo médicm Aché
Laboratérios lanca a versdo Aerosol dwedicamento, indicado
para o tratamento de traumas, dores mussularetendinites. O
Acheflan Aerosol® chega ao mercado com dagryantagens,
entre elas a absorcdo mais rapida, de ceece80 minutos, e a
praticidade do uso. Os estudos realizados trams que 0s
pacientes tratados comr-humuleno tiveram alivio mais rapido da
dor e inflamacdo e um tratamento mais efidazque aqueles que
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utilizaram o diclofenaco dietilamdnico (GREGOR#Dal 2005). Na
Figura 1 é apresentada uma foto do creme Acheflan.

acheflan
Cordia verbenacea DC. 5 ma'a

pimyomnadica M
nesr .

Figura 1: Foto do creme Acheflan.
Fonte: (GREGORIt al. 2005).

Assim, em consequéncia da expressiva demanda doadaer
mundial de medicamentos fitoterapicos as pesquiéas validado
cientificamente muitas espécies vegetais (GRUWALI®98). O
interesse das grandes empresas farmacéuticas pger rmasrcado
certamente ir4 resultar a curto e médio prazo, atharia substancial
da qualidade desses produtos, bem como na provamélmacdo da
eficacia clinica e da seguranca dos mesmos, ptladfdas possuirem
larga experiéncia no desenvolvimento de medicarsestibretudo, por
possuirem recursos para custear esses estudos{Taldt al 2000).

3.2 Cordia verbenacea DC. — erva baleeira

A familia Borraginaceae possui cerca de 100 g&ner@®000
espécies distribuidas por todo o mundo, especidémem regides
tropicais, sendo que o géneBwrdia L. € o melhor representado no
Brasil (AKISUE et al. 1983).

Segundo o0s registros existentes, Cordia verbenaceafoi
catalogada cientificamente em 1845, mas ha cenéus@o sobre as
datas. Em 1819, foi realizada a identificacdo de yptanta chamada
Cordia curassavicamas até pouco tempo atras algumas classificacdes
consideravam as duas plantas como uma Unica esgéaenfusédo
acontece porque ambas as espécies sdo muito parecids somente a
Cordia verbenacedem propriedades antiinflamatérias (RAM@8al
2005).

A Cordia verbenaceaDC. é uma planta da familia das
Borraginaceae, encontrada nas restingas maritirmagudse todo o
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litoral brasileiro, sendo mais comumente encontrada trecho
compreendido entre os Estados de Santa Catarindioe Paulo.
Popularmente recebe nomes como erva baleeira,gaade-baréo,
catinga-de-mulata, salicilina e maria-pretinhaulies indicam que esta
planta contém substéancias antiinflamatorias cigévidade e reduzidos
efeitos colaterais a colocam como uma alternateguim e eficaz no
tratamento tépico de inflamacgdes. Tanto 6éleos e&ssn como
flavonoides, com atividade antioxidante e antimidodria, concentram-
se nas folhas da erva-baleeira que, dentre outhessémcias, contém em
seus extratos a-humuleno, um sesquiterpeno indicado como o
principio ativo da C. verbenacearesponsavel por sua acao
antiinflamatéria (CARVALHOet al 2004; SERTIEet al 2005).

Ensaios farmacologicos dos extratos de erva balebitidos por
métodos convencionais confirmaram as propriedadsdicinais como
as acbes anti-Ulcera, antiinflamatéria e cicattezd8ERTIEet al 2005;
TICLI et al. 2005). Esta planta é muito utilizada na medig@oaular
devido as suas propriedades antiinflamatorias a&rdantes e também
empregada para o tratamento de artrite, reumatisemalinite, dores
musculares e contusfes.

A erva baleeira € um arbusto que atinge entre P5netros de
altura, as folhas alcancam cerca de 10 cm de coveptd, sdo asperas,
com odor forte e persistente. A planta é muito isENPOSSUI arquitetura
esgalhada e cadtica e hastes revestidas por dasrsaf(RAMOSet al
2005). As inflorescéncias surgem nas extremidades rdmos, em
forma de espigas curvadas para baixo, com floschs e milidas. Os
frutos, quando maduros, sdo vermelhos e medemia@damente 0,4
cm. A Figura 2 apresenta uma foto da planta.

)

Figura 2: Erva baleeira com detalhe da floracao.
Fonte:www.jardimdeflores.com.br

31



Passost al (2007), realizaram hidrodestilagdo durante 4 im co
um aparato do tipo Clevenger de folhas fresca€atelia verbenacea
coletadas no Centro Pluridisciplinar de Pesquisaisnigas, Biol6gicas
e Agricolas da Universidade Estadual de Campind8GAMP). Neste
estudo foram investigadas as propriedades antiiafidria e anti-
alérgica do 6leo essencial e também os principiessa Os autores
demonstraram que o 6leo essencial quando admdosp@r via oral em
modelo animal exibiu um pronunciado e duravel efaittiinflamatorio,

e também mostraram evidéncias convincentes de sfeeefeito esta
relacionado a presenca de compostos carlumuleno e trans-
cariofileno.

Ticli et al (2005), coletaram folhas deordia verbenaceam
Ribeirdo Preto- SP, e realizaram a maceracao ewf@tmio seguida de
metanol, e apos filtracdo e evaporacéo obtiveraxt@to metandlico,
gque a andlise por HPLC indicou como principio atigoacido
rosmarinico, que os autores consideraram como pomeavel pela
eficiéncia antiinflamatéria da planta. O extratotamélico inibiu o
edema de pata induzido p8. jararacussy indicando que a planta
possui consideravel potencial de atividade anfudidEste estudo foi 0
primeiro a reportar a presenca de &cido rosmarineoespécieC.
verbenaceae 0s autores conferem a este composto a eficiélesta
planta quanto as suas propriedades antiinflama@riantimiotdxica
contra veneno de cobra e toxinas isoladas.

Sertiéet al (2005), realizaram a maceracdo em etanol (70%) de
folhas frescas d€. verbenaceaoletadas no més de margco na Praia
Grande em SP, o extrato foi avaliado em vérios togdenimais, sendo
testado tanto a administracéo tépica quanto oral gealiar a atividade
antiinflamatdria e analgésica. A administracaodaplo extrato inibiu o
edema induzido por nistatina, sendo que a dosev&f&i de 4,56
mg/kg. A administracdo oral do extrato inibiu o mdecausado por
miconazole, sendo que a dose de 1,24mg/kg produziefeito inibidor
significativo.

Quispe-Condoriet al (2007), obtiveram extratos supercriticos
com CQ de erva baleeira nas condi¢cdes de 100 a 300 dar39 a
40°C onde o maior rendimento de 4,25% foi obtidocnadi¢cdo de
300bar e 50°C. O extrato obtido por soxhlet conn@tapresentou
rendimento de 8,13% e na hidrodestilagdo o rendfende 0,55%. A
atividade anti-cancerigena dos extratos supemsiticariou com as
condicbes operacionais de temperatura e press@jei® citostatico
(inibicdo do crescimento das células) foi observpai@ concentracdes
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de extrato maiores que 0,25 pg/mL. Os extratossaeptaram baixa
atividade antimicrobiana contra M. tuberculosis. &@mponente
majoritario identificado em todos os extratos f@i-ocariofileno.

Quispe-Condoriet al. (2008), quantificaram o contetdo @e
cariofileno para comparar diferentes métodos deeid. O 6leo volatil
obtido por hidrodestilagdo apresentou a menor pudef-cariofileno
(21,8%) enquanto que na fragdo obtida na ESC aelalia 60°C /80bar
a pureza foi de 33,33%. O rendimento [feariofileno foi maior na
condicéo de 60°C /200bar, mas no entanto a suagurenor do que a
60°C /80bar. A pureza do composto diminuiu drasimate com o
aumento da densidade do §®is, diminui a seletividade do processo.

Sertiéet al (1990, 1991), identificaram no extrato etandlim
folhas deC. verbenacealguns flavondides como quercetina, artemetina
e hidroxiartemetina, além de mucilagens, taninékee essencial. Sertié
et al (1988), relataram que o extrato hidroalcodlicdillzado de folhas
de C. verbenaceaexibiu atividade antiinflamatéria, aliada a um
importante efeito protetor da mucosa gastrica e toxeidade muito
baixa quando administrado por via oral em camundeng

3.3 Radicais livres

O oxigénio esta relacionado a condi¢cbes de vidébéee como
molécula que mantém o metabolismo e viabilidadalael Também é
responsavel pela degradacdo quimica de inumerasomaléculas
existentes no sistema biol6gico, e pela producaesgécies reativas de
oxigénio (ERQ'’s). De todo o oxigénio disponivelgarcélula, 95 % se
transforma em energia e 5 % em espécies de oxigéaiivas e toxicas
(DAVIES, 1994).

Nos atomos, os elétrons ocupam uma regido no @spafecida
como orbital. Cada orbital pode ter, no maximosaddétrons com spins
em direcBes opostas. Para que uma molécula permnaastgvel, é
necessaria a presenca de elétrons pareados emrlstea externa.
Entretanto, essa falta de paridade forma uma mealéaltamente
instavel, geralmente de vida média curta, o radiged. Os radicais
livres sdo atomos ou moléculas que possuem um g glédrons nao
pareados na sua Orbita externa, geralmente formpelas perda ou
ganho de elétrons (oxirredugdo) (HALLIWELL & GUTTHBGE,
1999).

Os radicais livres sao formados durante procefismdogicos
comuns, podendo as ERO’s serem produzidas no a&simal, nas
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mitocodndrias durante o processo respiratério ou membrana, e
componentes celulares como, lipideos, proteinabpichiatos e DNA
sdo alvos do dano oxidativo mediado por ERO’s (NBERG &
ARNER, 2001).

As espécies reativas biologicas podem ser cleadds em
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), como janfiencionado, e
espécies reativas de nitrogénio (ERN’s), de acoaio as moléculas a
partir das quais foram originadas. Exemplos decedsliivres derivados
do oxigénio incluem os radicais superéxido, YOhidroxil (OH),
hidroperoxil (HOO), peroxil (ROO) e alcoxil (RO). Outras espécies
reativas comuns do nitrogénio, (ERN’s) produzidascorpo humano
incluem o 6xido nitrico (NQ e o diéxido de nitrogénio (NQ. Radicais
livres reagem rapidamente com outros compostosgrida capturar 0s
elétrons necessarios para ganhar estabilidadeln@ger@ os radicais
livres atacam as moléculas estaveis mais proxisegjestrando seus
elétrons. Quando a molécula que estd sendo atpeade seu elétron,
ela propria torna-se um radical livre, iniciandoaureacdo em cadeia
(GOMEZ, 2003; KAURet al 2001).

Os radicais livres podem ser produzidos atravésfahtes
enddgenas e exdgenas e esses sdo metabolizadogamisrmo pelo
sistema antioxidante enzimatico (por acdo das ewisuperdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) elas®a ou, também
podem ser neutralizados através de substanciaexidatites nao
enzimaticas (como tocoferois, acido ascoérbico eteaos).

Os efeitos dos radicais livres sobre os sisten@sdicos tém
estado em evidéncia nos Ultimos anos, especialmease doencas
relacionadas com o aumento destas espécies reativ@ganismo e ao
envelhecimento precoce. Varias pesquisas tém deérados a
participacdo dos radicais livres na etiologia dguidas patologias de
elevada incidéncia na populacéo ocidental. Assimjoqyer substancia
gue demonstre ter a capacidade de neutralizac&sdaslicais, torna-se
um alvo importante, ja que pode prevenir ou amerizaproblemas
causados pelo excesso de espécies reativas no isongan
(CARBONARI, 2005).

Em sistemas alimenticios, os radicais livres podtaoar ligacbes
insaturadas de moléculas lipidicas, proteinas, o@ndtos, e
nucleotidios, causando o desenvolvimento de ranciof-flavors, e
perda de valores nutritivos e vida de prateleira plmdutos (LOULI,
2004).
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Para minimizar os efeitos associados a constammatao das
EROQO’s, os organismos aerobios foram dotados, agolaio tempo
evolutivo, de distintas defesas antioxidantes. @soxidantes s&o
capazes de estabilizar ou desativar radicais liamrédes do ataque as
células e aos alvos bioldgicos. Antioxidantes radizam radicais livres
doando um de seus proprios elétrons, finalizandsagdo sequestraste
de elétrons. Assim eles sdo bem definidos comot&utias que sao
capazes de quelar ou estabilizar radicais livreAUR et al 2001;
ATOUI et al 2005).

3.4 Antioxidantes

Uma substancia é considerada antioxidante quarekeme em
baixa concentracdo, comparada a do substrato @ljdeapaz de inibir
ou retardar significativamente a oxidacdo destestsap (RICE-
EVANS et al 1997). Antioxidantes também podem ser definidoaa
compostos naturais ou sintéticos, que apresentewadd estabilidade
oxidativa e que tem propriedades de prevenir aagfid de outras
substancias como proteinas, acidos nucléicos aebpi (MOREIRA &
MANCINI-FILHO, 2003).

Compostos antioxidantes sdo usualmente empregadodstria
de alimentos para prevenir alteracdes indesej@aiglo a reacdes de
oxidacéo. Os antioxidantes também desempenham pet jpgportante
no metabolismo humano. Normalmente o corpo humaaotém um
equilibrio entre a quantidade de antioxidantesaaitiores da oxidagéo
(i.e. radicais livres) por produgéo simultanea oidd@s, como resultado
de processos metabdlicos. Quando um desequilibssed dois tipos de
compostos se faz presente, um fenbmeno conhecithm ¢estresse
oxidativo” é induzido. Esse fenbmeno acredita-efg ema importante
parte do processo de envelhecimento natural, argeséa um papel
significante em alguns problemas de saude comoosaferose,
reumatismo, cancer, mal de Parkinson, anemia (YEREX 2002).

Ha duas categorias basicas de antioxidantes: ismtétnatural.
Atualmente, existe uma grande quantidade de cowgadsinto naturais
guanto sintéticos, com propriedades antioxidargegjora tenham que
cumprir certos requisitos para seu uso em alimestsdo um deles a
seguranca para a saude (GOMEZ, 2003). Em geralpxafntes
sintéticos sdo compostos com estruturas fendligasapresentam varios
graus de substituicdo alquilica, ao passo que adéintes naturais
podem ser. compostos fendlicos (tocoferdis, flaide®) e &cidos
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fendlicos), compostos nitrogenados (alcaléidesivdéos da clorofila,
aminoacidos e aminas), ou carotendides, bem conao &scdrbico.
Embora os antioxidantes sintéticos (butil hidroigah (BHA) e butil
hidroxitolueno (BHT)) sejam efetivos, atualmente wso de
antioxidantes sintéticos é restrito em muitos [Eiskevido aos seus
possiveis efeitos indesejaveis a salde humanaegapdicoldgicas),
tais como carcinogenecidade (ZHENGal 2001). Como resultado, ha
um grande interesse de se obter e utilizar antoxats de fontes
naturais (FUKUMOTOQet al 2000; LEAL et al 2003) porque eles séo
presumidamente seguros desde que originados dapl@iRASet al
2002; LOULLI, 2004).

Os compostos antioxidantes naturais tém sido isslade
diferentes partes de plantas tais como sementdss frfolhas e raizes.
Esses compostos incluem flavondides, éacidos fergjliderpenos,
tocoferois, fosfolipidios, acidos organicos polifionais e também
extratos de plantas (GOMEZ, 2003; KAWRal 2001; RIBEIRCet al
2001). Os mais importantes explorados comerciaknesdio 0s
tocoferdis, acido ascorbico e recentemente alguirates de plantas
como alecrim, salvia, cha verde, etc. (BANDONIENE al 2002;
MATTEA et al 2004). Entre os antioxidantes presentes nassfruta
vegetais e cereais, 0s mais ativos e freqlenteneectentrados séo os
compostos fendlicos principalmente a classe desiiléides.

Os flavondides representam um dos grupos mais tamies e
diversificados entre os produtos de origem natir@é o momento sdo
conhecidos mais de 4200 flavondides. S&o polifedéisvados day-
cromona (benzo y- pirano) com um fenil na posi¢cdo 2. Os atomos de
carbono dos nucleos A, B e C recebem a numeracéo néomeros
ordinérios para os nucleos A e C e seguidos delunha () para o
nucleo B conforme Figura 3 (ZUANAZA al 1999).

Figura 3:Ndcleo fundamental dos flavondides.
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Os antioxidantes sdo compostos que contém diferegrigpos
guimicos e tém diferentes estruturas e propriedaBasa extrair e
manipular essas substancias complexas, um solcep#z de extrair
diferentes grupos de compostos é necesséario. Addide carbono
(CO,) supercritico parece ser o solvente ideal nestgpcadevido as
condi¢cbes de temperatura suaves empregadas ndoedtagxtracao.
Deste modo, a degradacdo térmica e a decompos&aprdpostos
termolabeis sdo evitadas devido a operacdo sezadal a baixas
temperaturas e na auséncia de luz e oxigénio prelenmeacdes de
oxidacdo. Este Ultimo ponto tem especial intergsm@ extracdo de
compostos antioxidantes garantindo a conservac&oakepropriedades
biolégicas (CORTESét al 1999; DIAZ-REINOSOet al 2006).

3.5 Polifendis

O potencial benéfico dos componentes fendlicogsentes
estruturalmente nos flavondides, esta primariamegitecionado a sua
capacidade em sequlestrar espécies reativas deniaxilEERO’s) nos
sistemas biologicos (DRAGSTER al 1993). No entanto, a vasta gama
de pesquisas realizadas com estes compostos témadpdnimeros
efeitos biologicos, os quais vdo muito além dedfgidade. Os
principais efeitos promovidos pelos compostos fenslséo: atividade
vasodilatadora, antiviral, antialérgica, acdo afiimatéria, inibicdo da
oxidacdo da LDL (lipoproteina de baixa densidadm®lesterol ruim),
reducdo da agregacdo plaquetéria, inibicdo do ioteato de células
cancerigenas e atividade de antiproliferacdo dalastlde tumores
(VILLANO et al 2006; ANDRIAMBELOSONet al. 1997; SCHULDT
et al. 2000; FRANKEL & MEYER 1998; CETKOVIet al 2004).

Compostos fendlicos também tém sido estudados aevidua
relacdo com a acdo de protecdo no organismo cahbencas
cardiovasculares e degenerativas (VILLAN®alL 2006). A literatura
relata que extratos contendo compostos polifen®liatuam como
“scavengers” (sequestradores) de radicais livregm bcomo
antilipoperoxidantes. Componentes fendlicos posawamvariedade de
inibidores da lipoxigenase, potencialmente benéficalém de
propriedades antioxidantes. Em virtude de tais dahaeles tém sido
usados para tratamento de doencas antiinflamatfrROUILLAS et
al. 2003).

Os flavonodides sdo pigmentos naturais presentegaymtais que
desempenham um papel fundamental na protecdo cagteates
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oxidantes, como por exemplo, 0s raios ultraviole#a, poluicdo
ambiental, substancias quimicas presentes nosratimyeentre outros, e
atuam também como agentes terapéuticos num elevad®@ro de
patologias, tais como arteriosclerose e canceroae ndo podem ser
sintetizados pelo nosso organismo, séo obtidosémtda dieta humana,
pela ingestao de alimentos que os contenham owgatoe suplementos
nutritivos. Exemplos de fontes de flavondides séda$, verduras,
vinho, cha verde, chéa preto e soja (MARTINEZ-FLORES02).

Indmeras funcbes sdo atribuidas aos flavondidesio ac
antiinflamatéria, antioxidante, estrogénica, antibwal, antiviral,
antiespasmadica, aumento da resisténcia da paesdasds sanguineos
e diminuicdo de riscos de doencas coronarianas BOWE et al
2000).

3.6 Plantas medicinais como antiinflamatoérios

A literatura mostra que varios farmacos antiinflgrias
apresentam um mecanismo antioxidante como parteudeatividade.
Entre tais farmacos pode-se citar o nimesulide, nasailicilatos,
salicilato de sddio e acido acetil salicilico, gliorticides (FACINCet
al. 1993; MILES e GRISHAM, 1994; KOPP e GOSH, 1994SifS,
1993) dentre outros farmacos.

Desta forma, é interessante estudar produtos imte@mo
extratos obtidos de plantas medicinais tradicigreipie tém a indicacéo
de propriedades antiinflamatérias, mas que ndocsie @firmar que
também possuam um mecanismo de atividade antideideem a
realizacao de testes apropriados para se fazepasgével afirmacéo.

Nardi et al (2002), avaliaram a atividade antiinflamatéria de

cascas de uma arvore conhecida por pau-And@aaoh celtidifoliug,
e correlacionaram com o efeito antioxidante, estufitoquimicos
mostraram alto contetdo de flavondides, os qudiszieam a oxidacéo,
verificado através do &nion superdxido e do testepdroxidagéo
lipidica.

Pérez-Garcia & Marin (1996), relataram, atravésedsaiosin
Vivo ein vitro, a diminuicdo do estresse oxidativo causado pdlate
aquoso déuchea sagittaligplanta medicinal popularmente utilizada na
América do Sul), que ocasionou o controle da inflgio pela inibicdo
da atividade de ERO's.

A partir da indicagéo popular e dos relatos daditea do uso da
espécigCordia verbenaceaomo antiinflamatéria, optou-se em analisar,
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neste trabalho a possivel correlacdo entre atigidatioxidante e
antiinflamatoria dos extratos obtidos através derelites técnicas de
extracao da referida planta empregando ensaiaggigokin vitro.

3.7 Atividade Antimicrobiana

Tendo em vista que bactérias resistentes a mdtiplo
antimicrobianos representam um desafio no tratammeetinfeccoes, é
notéria a necessidade de encontrar novas subst&rmia propriedades
antimicrobianas para serem utilizadas no combate esses
microrganismos.

Das 400.000 a 500.000 espécies de plantas exssteatglobo,
somente uma pequena porcentagem tem sido estudadsuas
propriedades fitoquimicas (HOSTETTMANMNt al 1997) e menor
ainda tem sido a parcela destinada a investigagdoatividade
antimicrobiana.

Embora os antibidticos de origem microbiana ja aemtsendo
utilizados na pratica médica desde os anos 400 d@sntimicrobianos
derivados de plantas ainda é incipiente. Portantdtas sdo as razdes
que estimulam os estudos sobre a triagem de nowdécutas com
propriedades antimicrobianas a partir de fitoquémicDentre essas,
podemos citar, ainda, 0 aumento da resisténcianitoerganismos aos
antimicrobianos tradicionais e a maior sensibilelade pacientes
tratados com drogas imunossupressoras as infecfifagcas e
bacterianas (COWAN, 1999).

A erva baleeira foi investigada quanto a sua ddne
antimicrobiana por Carvalhoet al (2004) que realizaram
hidrodestilagéo (usando Clevenger) de uma amostetacla no més de
abril em Braganca Paulista, SP. Quando utilizadadlaes, frutos,
folhas e caule o rendimento de 6leo essencial §0Dd9% e ao se
utilizar apenas as folhas o rendimento foi de 0,220wmandlise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadsas detectou a
presenca den-humuleno (4,64%) e o Oleo essencial mostrou ser
composto principalmente por mono e sesquiterpenoso @-pineno
(29%) e trans-cariofleno (25%). A avaliacdo da vidtde
antimicrobiana demonstrou que as bactérias Graitiyasstiveram o
crescimento inibido em 88%, leveduras 93%, e a maadas bactérias
Gram-negativas foram resistentes.

Kitzbergeret al (2007), testaram extratos de cogumelo shiitake
obtidos com solventes organicos como etanol, dioletano e acetato
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de etila e extratos obtidos por extracdo supesarttSC) com C@e
também ESC + co-solvente contra bactérias Grantiyesi
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Microcadateuy, Gram-
negativas . coli) e a levedur&Candida albicansOs extratos obtidos
com solventes organicos ndo apresentaram atividadenicrobiana
para 0os microorganismos testados. Os extratos@itmrs foram mais
efetivos contra o crescimento microbiano das biastét. luteuse B.
cereusque sdo Gram-positivas. Para o fungo testado senceextrato
obtido na menor pressdo (150 bar) apresentou atigidcontra C
abicans Podemos entéo destacar que a ESC demonstromadécnica
mais seletiva para obtencdo de compostos capazesflaenciar o
crescimento de bactérias e fungos responsaveisd@aos a salde,
principalmente bactérias Gram-positivas.

Neste trabalho é avaliada a atividade antibacteriEnextratos de
erva baleeira obtidos a partir de ESC e tambénagidr com solventes
organicos. Maiores detalhes sobre as técnicas gagme nestas
analises serdo discutidos na se¢éo 4.10 do iterrislad Métodos.

3.8 Fluidos Supercriticos

Fluidos supercriticos (FSC) sao definidos como aued
substancia mantida acima da sua temperatura edprasgtica. A
temperatura critica (Tc) é a temperatura mais aédtayual o gas pode ser
convertido em liquido pelo aumento da presséo.e&géo critica (Pc) é
a pressao mais elevada, na qual o liquido podecsesertido em gas
pelo aumento da temperatura do liquido. Acima dotgaritico, as
propriedades do liquido e do gas se tornam idéntieaeste gas,
altamente denso, € denominado fluido supercrithRAUJO, 1999).
Na regido acima do ponto critico, uma pequena ngalaa temperatura
e pressdo do sistema pode provocar uma grandeca@rinas
propriedades do solvente, aumentando ou diminumd&eu poder de
solvatac@o. O FSC possui algumas propriedadesnieti#rias entre gas
e liquido. A sua difusividade pode ser da ordematdeduas magnitudes
maior do que a de liquidos e a sua densidade peslsues proximos a
densidade dos gases, facilitando a transferéncraadsa e tornando a
extracdo mais rapida do que quando utilizamosd@giconvencionais.
Além disso, a baixa viscosidade e a baixa tensperficial permitem
gque o solvente supercritico penetre facilmente retrim vegetal
solubilizando o(s) componente(s) a serem extraidésL et al 2003;
BERNARDO-GIL et al 2002).
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Os valores de densidade podem ser alterados caouenmmas
variacdes na pressdo e/ou temperatura, permitindacanamento do
extrato. Na zona préxima do ponto critico é ondemmeluzem, com
pequenas alteragbes de pressdo e temperaturaj@ssnariacdes da
densidade do fluido supercritico, e por conseq@ééunld seu poder
solvente (BERNARDO-GIlet al 2002).

O dioxido de carbono - G& o fluido supercritico mais utilizado
como solvente na obtencdo de extratos de produtatsirais,
principalmente para as industrias de alimentosrendeéutica. Ele é
inerte, seu custo é relativamente baixo, estanfiecite disponivel em
alta pureza, € inodor, atoxico, ndo inflamavel eeyger facilmente
removido do produto final, sem deixar residuos.milfisso, apresenta
temperatura e pressao criticas relativamente bébas 31,1 °C e Pc =
73,8 bar) (BERNARDO-Gllet al. 2002).

A facilidade de extracdo de compostos com, GOpercritico
depende da presenca de grupos funcionais indigchegises compostos,
do seu peso molecular e de sua polaridade. Hidvooatos e outros
compostos organicos com polaridade relativamenieapb@omo por
exemplo, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas @dactdio extraidos com
CO, supercritico a baixas pressfes, em torno de 780ebar, onde
substancias moderadamente polares, como derivald&mnzeno com
um grupo carboxilico e dois grupos hidroxilas, s@oderadamente
soluveis. Compostos altamente polares, com um gragmxilico e trés
ou mais grupos hidroxilas sdo pouco solUveis. Bagatracdo de certa
classe de compostos, o uso de co-solvente juntoCGacsupercritico é
necessario para aumentar a polaridade e poder ldatag@o do
solvente. Etanol, acetato de etila e agua sdo esoleentes mais
utilizados para obter produtos para a industria aéenentos
(MUKHOPADHYAY, 2000).

3.9 Extracdo Supercritica

Dentre as técnicas de extragcdo comumente em@eg#dmos
0S processos convencionais, representados poreaaraapor e extracéo
com solventes orgénicos, operacbes possivelmestmnsaveis pela
degradacao térmica de componentes termolabeisnpeesea matéria-
prima e pela contaminacdo do extrato com residumssalvente,
normalmente empregado em quantidades excessivegloAd isto, a
competitividade da area de compostos com atividadspéutica, que
tem como fatores fundamentais a conquista de mescadqualidade, a
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disponibilidade e o preco, sinaliza para o empamtécnicas modernas
de extragdo, como a extracdo supercritica (ES@, sgudestaca por
representar uma tecnologia que minimiza danos & anebiente e que
vem se desenvolvendo continuamente nas Ultimas ddgca
(MACHMUDAH et al 2006, CASASet al 2007).

A extracdo supercritica (ESC) € um método alteroatie
extracdo, considerado como uma inovacado tecnologios utiliza
fluidos supercriticos como solventes e seu emprego processos
industriais vem ganhando espaco continuamente;ipaimente devido
aos fatores ambientais e de qualidade envolvidoataBe de um
processo livre de residuos toxicos, que ndo prowcdegradacio
térmica dos extratos e ndo requer grandes gastoseocergia, como
ocorre em processos de destilacdo. Além dissopprigma uma melhor
seletividade e eficiéncia ao processo e o solvpatke ser facilmente
removido no final da extracdo. Assim, o emprego ftlédos
supercriticos tem sido considerado uma 6tima opegéia a extracéo e
fracionamento de produtos naturais, particularmeat@ as industrias
de alimentos e farmacéuticas (PEREIRA al 2004; BRUNNER,
1994).

3.9.1 Processo de Extracao Supercritica em Leitoxe€i

Na extracdo de matrizes sélidas com fluido supercyi é
utilizado um extrator em leito fixo, onde o leitdagmado pelo material
vegetal. Na extracdo o solvente supercritico esta@vés do leito de
particulas solidas, solubilizando os componentesgmtes no sélido.
Conforme o0 solvente escoa através do material &kgetorre a
transferéncia de massa do soluto da fase sélidagptase fluida, e em
gualquer ponto dentro do extrator a concentraca@latena fase sdlida
e fluida varia continuamente até que o equilibe@ salcancado. A
concentracdo dos compostos solubilizados aumendiiregiio do fluxo
do solvente supercritico. Como o leito permanece, fa concentracao
do extrato na fase fluida varia com o tempo e #&@osdesta forma o
processo ocorre em regime transiente. A mistur&®gblvente deixa o
extrator e através da despressurizagéo ocorrrpaaiaggio (BRUNNER,
1994, MOURA, 2004).

O transporte de substancias pode ocorrer noadntdd solido e
através da fronteira ou superficie da estruturandterial, a qual difere
de substrato para substrato. Durante 0s processatives, a
variabilidade de constituintes quimicos detectadosa planta, seja
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quantitativo ou qualitativo, depende de muitos rieda(RASKIN et al

2002). O mesmo material da mesma espécie de pldifitae,

dependendo do periodo de colheita, das condicG&stdenento apés a

colheita, idade e tratamento anterior a extrac&trd® fatores, como pH

do solo, condi¢des de crescimento, nutrientes g s@todo de coleta

(data, hora, etc.), parte da planta utilizada, thselesenvolvimento no

momento da coleta, secagem e transporte, interagfies plantas,

presenca de microorganismos, podem afetar diretenaeconcentracéo

dos compostos quimicos de cada espécie (BABIER 1996).

Ao mesmo tempo, o material sélido pode consistipdsiculas
de variadas formas e tamanhos sendo que a dig#ibdb tamanho das
particulas pode ser muito varidvel. O leito de ipalds pode formar
diferentes geometrias e ainda alteragfes nestatdugprocesso. Desta
forma, uma grande variedade de parametros sdoares para a
modelagem do transporte de massa no substratm sgl&substancias
podem estar adsorvidas na superficie externa, pexfetie dos poros,
no interior do sélido ou no interior das células g¢antas. Cada uma
destas diferentes distribuicbes tem alguma inflizZ€nmm curso da
extracdo (BRUNNER, 1994).

Segundo Brunner (1994) a extracdo de compostogeiside um
material vegetal consiste em varios e consecufigssos:

1. A matriz vegetal absorve o0 solvente supercriticmshando a
estrutura das células, as membranas celulares ecaasis
intercelulares sdo dilatados, fazendo com que #&téasia a
transferéncia de massa diminua;

2. Em paralelo, ocorre a dissolugdo dos compostosxtiate que
podem ser extraidos pelo solvente;

3. Ocorre a transferéncia por difusdo dos compostibitivados de
dentro do sdélido até a sua superficie;

4. Os compostos solubilizados atingem a superficiereat

5. Os compostos solubilizados séo transportados derfstip para o
seio do solvente supercritico e sao subsequentenmemovidos
com o solvente.

3.9.2 Mecanismos de Transporte de Solidos

Quando um leito fixo de sélidos é colocado em dontam um
fluxo de CQ os mecanismos de transporte de massa envolvemsaalif
e adsorcdo do fluido supercritico (FSC) seguida mEssorcdo do
soluto, difusdo através dos poros e transporte emive juntamente
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com o FSC através do comprimento do leito. Mastor ferucial é a
distribuicdo inicial das substancias extraiveis interior da matriz
sélida, que podem estar adsorvidas na superficigpatticula, na
superficie dos poros, ou estar dissolvidas no leisopa ou vacuolo no
interior das células das plantas (BRUNNER, 1994 dapu
MUKHOPADHYAY, 2000).

O esquema da Figura 4 descreve os diferentes B de
transferéncia de massa envolvidos no processotdscaés que implica
numa seqiiéncia de passos descritos a seguir:

1) Difusdo do CQ no interior dos poros e adsorcdo do,Ga
superficie do solido;

2) Transporte de Oleo a camada exterior e formacaarda
pelicula liquida fina ao redor das particulas sdlid

3) Dissolucédo do 6leo no GQupercritico;

4) Dessorcao e difuséo do soluto no FSC através dos;po

5) Transporte convectivo do soluto pelo £O
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1 Difugio e adsorgio do CO,

2 Transporte do dleo até a superficie e formagio do filme
3 Dissolugdo do éleo no CO,

4 Desorcio e difusdo do 6leo no CO; através dos poros

5 Transporte convectivo

Figura 4: Esquema que descreve os mecanismosdpadriée de soélidos
pelos FSC.
Fonte: MUKHOPADHYAY, (2000).

O Passo 4 (dessorcao e difusdo do soluto no F@&@éatdos
poros) é o mais longo de todos, pois quando haloma fiquido de 6leo
presente na superficie externa das particulasasolidtransferéncia de
massa ocorre em taxa constante dependendo dalisaldéido 6leo no
solvente e a taxa de transferéncia de massa é@latarpela resisténcia
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ao filme externo. No entanto se ndo existe um filiueido presente na
superficie externa das particulas, entdo ndo oconr@eriodo de taxa
constante de extracdo e a transferéncia de maswmae oem taxa
decrescente e € controlado pela resisténcia inteanalifusédo

(MUKHOPADHYAY, 2000).

A ESC de produtos naturais como manjericdo, mamggralecrim
mostra claramente que a extragcdo de ceras cugsuiaicia com um
periodo de taxa constante de extracdo, e apds exibgeriodo de taxa
decrescente de extracéo. Esta variacdo no comportarma extracéo de
dois tipos de produtos da mesma espécie botanateb&ido ao fato
gue as ceras podem estar localizadas na supeatfisidolhas e deste
modo a sua extracdo ndo é impedida pela difusémantdo susbtrato no
sélido, resultando na transferéncia de massa comn ¢anstante de
extracdo. Por outro lado, se os Oleos essencidad® afistribuidos
uniformemente no sodlido nas células do materialua extracéo é
dificultada pela resisténcia intraparticula devaddifusdo do substrato
no interior do solido resultando num periodo deatdecrescente de
extracdo (REVERCHONMNt al 1993 apud MUKHOPADHYAY, 2000).

A transicao entre o periodo de taxa constanteceesiegente de
extracdo é influenciado pelo tamanho de partiadateddo inicial de
6leo no solido bem como pela estrutura celular éterial. Particulas
grandes causam um aumento no periodo difusionahgequentemente
no periodo de taxa decrescente de extracdo antgqeedparticulas de
menor tamanho. Quando o material possui alto cdotele 6leo, a
transferéncia de massa ocorre predominantementéaxanconstante
sendo a taxa de extragcdo controlada pela soluddid substrato no
solvente. A cinética de transferéncia de massandiepge quanto, onde,
e como o soluto é liberado da matriz celulésica,ntecanismo de
separagdo do soluto, tipo de transporte do soldemtre outros
parametros como pressao, temperatura, fluxo dersele tamanho de
particula (MUKHOPADHYAY, 2000).

3.9.3 Curvas de Extragéo

As curvas de extracdo sdo determinadas pela natssalé oleo
extraido em funcdo do tempo de extracdo. De acmupa literatura as
curvas de extracdo sdo em geral divididas em tagae (FERREIRA &
MEIRELES, 2002):

1) etapa de taxa de extracdo constante (CER): ondpeafigie
externa das particulas estid completamente cobertaleb,
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predominio da transferéncia de massa devido a coawgena
fase fluida;

2) etapa de taxa de extragdo decrescente (FER): gratecem
falhas na camada superficial de 6leo que cobreagtcylas,
tanto os efeitos convectivos na fase fluida quastdifusionais
na fase sélida determinam a velocidade do processo;

3) etapa de taxa de extracdo controlada pela difusasohdo:
predominio do fenémeno difusional.

As curvas de extracdo sdo obtidas através da segealacao:

troTaL

M, = Qcop jY(t)dt Eq. 3.1

0
Onde: my € a massa de extrato obtida em kgofQ€ a vazdo de
solvente em g/min, t € o tempo (min) e Y(t) é acemtracdo de soluto
na fase solvente em g.

3.9.4 Inversao das Isotermas de Rendimento

De acordo com Carvalho Bt al (2003) sistemas formados por
um soluto e um FSC (fluido supercritico) apresentarm
comportamento de inversdo das isotermas de soladdi Este
fenbmeno, também chamado de retrogradacédo, repesdnfluéncia
da presséo de vapor do soluto e do poder de sghatio solvente no
valor de solubilidade dos compostos no fluido scipéco.

A solubilidade no fluido supercritico é afetadaaperessao e
temperatura de operagcdo. A solubilidade aumenta @opmesséo de
operagéo a uma temperatura constante. Porém,to ééeiemperatura é
mais complexo, pois surge o fenébmeno de retrogéaagque indica a
inversdo das isotermas de solubilidade, e é rema® pela influéncia
da pressdo de vapor do soluto e da densidade densslna
solubilidade do soluto no fluido supercritico. Estemportamento
ocorre nas proximidades do ponto critico, onde peas alteracdes de
temperatura e/ou pressdo sdo acompanhadas poegremdacoes de
densidade do solvente. Em pressdes mais elevadésto dominante
passa a ser a pressdo de vapor do soluto, cujontmneem a
temperatura indica elevacdo da solubilidade dotsoio solvente. Os
valores de presséo que indicam o efeito dominariieesa solubilidade
(densidade ou presséo de vapor) sdo funcéo dmaistealiado (soluto
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e solvente) (MICHIELINet al 2005; LOPEZet al 2004; LEAL et al
2003).

Michielin et al (2005), estudando a ESC de cavalinha observaram
que a regido da inversdo das isotermas se en@nitea120 e 150 bar,
onde a 120 bar houve a predominadncia do efeito efesidade na
solubilizagéo da oleoresina e de 150 a 250 baingipal efeito foi o da
presséo de vapor, ou seja, a 120 bar o aumenengeetatura de 30°C
para 40°C indicou a reducédo do rendimento, enqugueccima de 150
bar observou-se um aumento de rendimento com a aneariacdo de
temperatura.

Almeida et al (2007), realizaram extracdo de 6leo essencial de
hortelda Mentha spicatae observou que o fenbmeno da retrogradacao
para as isotermas de 30, 40 e 50 °C ocorre em igggdamente 155
bar. O rendimento diminui com o aumento da tempeaatas pressdes
abaixo de 155 bar, enquanto que nas pressfes aeni®b5 bar, o
rendimento aumentou com o aumento da temperatunesdt trabalho
com bagaco de macaMélus comunis Ribeiro et al (2007),
encontraram a inversado das isotermas de rendinmentegido de 200
bar.

3.9.5 Utilizagdo de Co-solventes

O CO, tem sido o solvente de escolha para varios estlel&SC
devido as suas caracteriticas de temperatura sdpresiticas amenas,
ser atoxico e ndo-inflamavel. No entanto o,&Dpercritico tem suas
limitagbes em conseqiiéncia da sua polaridade,qooiporta-se como
um solvente lipofilico (apolar), sendo assim ele Bdmuito eficiente
para extrair compostos polares. Desta forma, adadde pequenas
guantidades de solventes orgénicos denominadosodéicadores ou
co-solventes ao C{supercritico tem sido empregadas para aumentar a
eficiéncia da extragdo. Os co-solventes podem awanentando o
rendimento e alterando a seletividade do procesapés da mudanca
das caracteristicas do solvente como a polaridadinteracdes
especificas com o soluto como pontes de hidrogéaimbém podem
interagir com sitios ativos da matriz sélida a dasbrece o CQpara
extrair eficientemente os compostos desejados (FREINOSOet all.
2006; TONTHUBTHIMTHONGet al 2004).

Os modificadores tém diferentes propriedades 8s&cguimicas
que podem conduzir a quebra das interagbes erdgcduto e a matriz
sdlida, como por exemplo, forcas de van der Waalqontes de
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hidrogénio. Os modificadores também podem alteranadriz pelo
inchamento, facilitando o transporte do soluto pl®s intersticiais até
a superficie da matriz (HOLLENDE®& al 1997).

Diversos solventes organicos podem ser utilizadm®oc co-
solventes na ESC. O etanol é o solvente mais eroegois atende as
exigéncias legais para o uso de solventes orgaritomsumos para a
inddstria de alimentos.

Casas et al (2007), avaliaram a extracdo supercritica de
Helianthus annuus .L.com a adicdo de 5% de metanol, agua e dimetil
sulfoxido como co-solventes. Os melhores rendineme extracio
foram alcancados usando 5% de agua como modificadoautor
explica que dependendo do tipo de matriz solidaaeafihidade do
substrato pela matriz, o modificador pode influana extracéo de trés
maneiras diferentes: (1) aumentando a solubilidddesubstrato no
fluido supercritico em conseqiiéncia das interagibstrato-co-solvente
na fase fluida; (2) facilitando a dessorcéo do tsatms - as moléculas
polares do co-solvente sdo capazes de reagir amedriz competindo
eficientemente com os sitios ativos da matriz pmlbstrato; (3) e
favorecendo o processo de difusdo do substrafpeaetracdo do fluido
supercritico no interior da matriz pelo inchamesfdiamatriz sélida.

Salgin (2007), avaliou o emprego de etanol comasateente
para obtencéo de dleo de sementes de jojoba nesrtmatdes de 2, 4 e
8 (% em volume) e constatou que a solubilidadeléo @umentou com
a concentracdo do co-solvente. O autor verificoal i pressado de 250
bar a solubilidade diminuiu com o aumento da teatpea de 70 a 90
°C. No entanto, nas pressdes de 350 e 450 baukilstdde aumentou
com a temperatura mostrando uma regiéo de inveieigsotermas com
0 emprego de etanol como co-solvente.

3.10 Modelos Matematicos

A extracdo de solutos presentes em uma matrizasdigtida de
plantas medicinais, por exemplo, envolve uma fatiedas e uma fase
fluida. Essa fase fluida compreende o fluido prsado e os solutos
nele dissolvidos. A transferéncia de massa acorgate essas duas
fases e é representada por um balan¢co de massagathstancias
transferidas e pelas relacdes de equilibrio paransferéncia de massa
na interface entre as fases, sendo que os pardnuxiroperacéo e as
condicbes do pré-tratamento do solido controlam @cgsso
(BRUNNER, 1994).
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Os modelos matematicos permitem generalizar osltadss
experimentais, que posteriormente poderdo ser aalplic a novas
condicbes de trabalho e/ou a outros materiais atifes daqueles
inicialmente pesquisados (RUIZ, 1999).

Neste trabalho a modelagem das curvas de extragder
baleeira foi realizada utilizando os modelos apresios por Sovova
(1994), modelo Logistico de Martinet al (2003), modelo de difuséo
de Crank (1975) apud Reverchon (1997), Tan e L188%), Gotcet al
(1993) e Esquivekt al (1999), através do programa Mass Transfer
desenvolvido por Correiet al. (2006) disponivel no LATESC. Também
sera ajustado o modelo de transferéncia de maskdal&Senvolvido por
Brunner (1994) disponivel no programa “Thermiscleefahrenstechnik
VTI” desenvolvido pela Universidade Technische \émsitat
Hamburg-Harburg (TUHH) da Alemanha (ZETZLal 2007).

Segundo Reverchon & De Marco (2006), os modelos
matematicos apresentados na literatura para repaesas curvas de
extracdo supercritica podem ser classificados émgrupos: modelos
empiricos, modelos baseados na analogia entragfdréncia de massa
e calor e modelos baseados na integracéo do balenpassa.

Dentre os modelos mateméaticos avaliados nestellmlzinco
deles sdo baseados na integracdo do balanco de méseencial:
modelo de Sovova (1994); modelo logistico de Magt#t al (2003), o
modelo VTII (BRUNNER 1994), e os modelos que desmme o
processo de extracdo pelo mecanismo de dessong&opaproposto por
Tan e Liou (1989) e o modelo de Goto (1993).

O modelo de Sovova (1994), considera a ESC dividitlatrés
etapas: na primeira etapa ha o 6leo de facil ac@dso exposto ou
livre), onde a resisténcia a transferéncia de msssancontra na fase
solvente; na segunda etapa, o 6leo de facil acgegsgotado no inicio
do extrator e inicia o processo difusivo (extrachio 6leo de dificil
acesso, do interior das particulas solidas) e meite etapa ocorre o
processo difusivo (esgotamento do 6leo livre enatadextensdo do
leito).

O modelo de Sovova (1994) foi empregado por FERREIR
(1996) para a modelagem das curvas de extracadedoeésencial de
pimenta do reino, por MICHIELIN (2002) na avaliagdm processo de
extracdo da oleoresina de cavalinhaquisetum arven3ee por
CAMPOS et al (2005) para descrever a extracdo de oleoresina de
caléndula. Em todos estes estudos o modelo de S@V(1¥94)
apresentou um bom ajuste aos dados experimentais.
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O modelo logistico de Martinet al (2003) foi desenvolvido a
partir do balanco diferencial de massa na coluna edzacao,
considerando o extrato como uma mistura de claksesmpostos com
estrutura quimica similar, mas também pode secagi a quaisquer
dados experimentais, considerando o O6leo como unico Un
pseudocomponente.

Martinezet al (2003), correlacionaram os dados das curvas de
extracdo de gengibre utilizando o modelo logisti€ds autores
aplicaram o modelo logistico considerando o soldmo um Unico
componente e também como uma mistura complexa O¥asios.
Neste caso, a melhor correlacdo entre as curvasrimenmtais e as
modeladas foi obtida utilizando o modelo logisticonsiderando o
soluto como um Unico pseudocomponente.

Camposet al (2005), utilizaram o modelo logistico considemand
0 extrato como um pseudocomposto para a modelagsncuwdvas de
extracdo da oleoresina de caléndula obtendo umapaste do modelo
aos dados experimentais.

O modelo VTII (BRUNNER, 1994) considera fenémenos
termodinamicos, como o equilibrio entre as fasdslas® fluida do
sistema, e de transferéncia de massa, como dispax&d, difusédo na
particula e conveccdo na fase fluida. Brunner (L98glicou este
modelo para representar as curvas de extracd@bmimina a partir de
cascas de semente de cacau. Os parametros de sd@ispaxial,
coeficiente de difusdo efetiva e coeficiente dedferéncia de massa
foram ajustados as curvas experimentais. Com ameglobtidos o
modelo representou bem os resultados das extregéiemadas em uma
planta piloto.

O modelo de Tan e Liou (1989) considera a transéméde
massa interfacial como um modelo cinético de prianerdem, ou seja,
a taxa de extracdo € proporcional a concentracésollgo na fase
sdlida, sendo a transferéncia de massa interfaej@esentada pela
constante de dessorgdo g)(k Chassagnez-Méndert al (2000),
aplicaram este modelo para descrever a extracacC&nsupercritico
de 6leo deCurcuma longa L.obtendo um bom ajuste entre os dados
experimentais e os modelados. Os autores obsenguano valor da
constante de dessorcaq)(€ proporcional ao valor do rendimento da
extracdo, ou seja, o valor dg &umenta com o aumento da pressédo e
diminui com o aumento da temperatura, para as dab@ T e P
estudadas.
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Araujo et al. (2000), aplicaram o modelo de Tan & Liou (1989)
aos dados experimentais da ESC de 6leo de pupwdrdiearam que o
modelo se ajustou bem a algumas curvas de extrg@foautores
verificaram que a constante de dessorcag €k dependente da
solubilidade do 6leo no solvente, da temperaturardcesso e do preé-
tratamento da matéria-prima.

Souseet al, (2004), estudaram a extracdo de “canela de Cunha
nome popular dado & uma vegetacéo indig€natgn zehntnerPax et
Ho) presente no nordeste brasileiro e que cresde fu caatinga, com
CO, supercritico e modelaram as curvas de extrachiwantio o modelo
de Tan e Liou (1989) e compararam os resultadosagnes modelos
presentes na literatura como o modelo de Sovov#j1l@ o modelo de
Martinezet al (2003) e constaram que o modelo de Tan e LioB9)L9
apresentou os piores ajustes entre os dados modetads dados
experimentais. Os autores observaram que o mod@erestimou os
dados experimentais, ou seja, a massa de Oleddext@tingiu valores
superiores aos valores da massa de 6leo tota¢etasta matriz sélida.

O modelo de Gotoet al (1993) descreve o0 processo de
transferéncia de massa pelo mecanismo de dessdm@mluto da
particula para os poros seguido pela difusdo datsaho fluido
supercritico através dos poros. O modelo possus garametros
ajustaveisi, relativo ao coeficiente global de transferénaanthssa e
k, constante de equilibrio de dessorc¢éo.

Carvalho Jr. (2004) aplicou 0 modelo de Getal (1993) para
descrever as curvas de extracdo de alecrim obtemdoom ajuste aos
dados experimentais, mas como o objetivo do skaltra era estudar o
aumento de escala o autor menciona que os par&nugste modelo
ndo estdo diretamente relacionados com os codfsiele transferéncia
de massa e com a geometria do leito de extrac@ie ingiabiliza a sua
utilizacéo para este fim.

Moura (2004) aplicou os modelos de Getoal (1993), Tan e
Liou (1989) e Sovova (1994) para representar agsute extracdo de
funcho com C@ supercritico e observou que os modelos de Gow® e d
Tan e Liou apresentaram os melhores ajustes aos éagerimentais.

Também foi estudado o modelo proposto por Crankesantado
por Reverchon (1997) que é baseado na analogianafdéréncia de
calor. Este modelo trata as particulas sdlidas oesfiricas e considera
a transferéncia de massa como uma analogia adrénsfa de calor,
baseado na segunda lei de Fick, foi utilizado pdor&et al (1998) para
correlacionar a extracdo com fluido supercritico flearoteno de
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cenoura. Os resultados indicaram um bom ajustee eotr dados
experimentais e os modelados.

Martinez (2002) modelou os dados de extracdo stipescde
gengibre utilizando o modelo de Crank (1975) e koucque este
modelo ndo proporcionou um bom ajuste, o que oulev@rer que o
processo de ESC de gengibre ndo é controlado pgakiid em todo o
periodo.

O modelo empirico de Esquivet al (1999) é baseado na
equacdo da cinética de crescimento microbiano deoM& apresenta
um parametro ajustavel o qual leva em considertgy@o a influéncia
termodinamica quanto os fendmenos de transporta\edes.

Carvalho Jret al (2000), modelaram as curvas de extracdo de
alecrim Rosmarinus officinaljscom os modelos de Sovova, Crank, Tan
e Liou, Goto, Martinez e Esquivel (1999), e enaratn os melhores
ajustes aos dados experimentais com os modeloow®/& Goto e
Esquivel.

A explicagdo detalhada sobre os modelos de tré&msfier de
massa encontram-se no Apéndice | que apresentguasdes de cada
modelo bem como as suas consideracoes.

3.11 Equilibrio de Fases

O equilibrio de fases termodinamico determina wstdis para a
transferéncia de massa entre diferentes fasesja@s estdo envolvidas
em diversos processos inclusive na extragcao canofleupercritico. O
equilibrio de fases revela a composicao das fasesequilibrio,
incluindo a solubilidade dos compostos extraidos savente
supercritico e a solubilidade do solvente supéorita fase pesada; as
guantidades das fases em equilibrio; a distribudd® componentes
individuais entre as fases em equilibrio e a vadagessas quantidades
com T e P (BRUNNER, 1994).

3.11.1 Critérios do equilibrio de fases

A condicado de equilibrio liquido-vapor é definidelgpminimo de
energia livre de Gibbs como condicdo necessérialficiente e é
fornecida pela igualdade de potenciais quimicosaemhas as fases a
uma dada temperatura e pressdo, que através dalifomo da
termodindmica chega-se a igualdade das fugacididesmponente
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fYV=f"' Eq. 3.1
onde:

l?iL = fugacidade do componeritaa fase liquida.

O equilibrio liquido-vapor pode ser interpretadoaats das
abordagens “gama-fi'{(—¢) e “fi-fi" ( ¢ —¢). Ondey representa o

coeficiente de atividade @ representa o coeficiente de fugacidade
(PRAUSNITZ et al 1980). As abordagens diferem entre si em fungéo
de como é realizada a representacao da fase liquida

Na abordageny — ¢ a fase liquida é representada por modelos de

energia livre de Gibbs em exces§d)( enquanto que a fase vapor é
descrita por uma equacdo cubica de estado. Estaaéabordagem
tradicional, que pode ser aplicada a uma ampladade de misturas, e
sdo adequadas para sistemas a pressfes baixasdetadas, embora
ndo seja aplicada para sistemas a altas pressdiadirgitacdo deve-se
principalmente ao fato de que os modelos @® &0 baseados em
misturas de liquidos puros determinados a baixasspes (MOURA,
2004).

A abordagem ¢ —¢ é preferencialmente empregada para o

célculo do equilibrio liquido-vapor a altas press@ana vez que ambas
as fases sdo modeladas através de uma equacdo tatd es
caracterizadas por seus respectivos coeficientes futacidade,
garantindo a continuidade matematica do modelo oxdopcritico. A
principal vantagem deste método é a aplicagcdo aampda faixa de
pressdes e temperaturas, além do estado de réfep@ma a fugacidade
(gas ideal) ser o mesmo para as duas fases. Dewidestas
caracteristicas, em aplicac6es com fluidos supieasj esta abordagem
é preferencialmente utilizada (SANDLER, 1989). Eatérdagem foi
empregada neste trabalho para o estudo da modebmewnuilibrio de
fases da erva baleeira e de seus componentes (dduenuleno e
trans-cariofileno).

Nesta abordagem ambas as fases do sistema saeserepdas
pelos coeficientes de fugacidades:

ft=g"xP Eq. 3.2
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f'=¢"yP Eq. 3.3
logo,
QX =0y,

onde: l?iLé a fugacidade do componentena fase quuida,ﬂvé a
fugacidade do componentaa fase vaporX; € a fragcdo molar na fase
liquida do componente, Yy, & a fracdo molar na fase vapor do

componentei, E[),Vé o coeficiente de fugacidade na fase vapor do

componentd e EﬂLé o coeficiente de fugacidade na fase liquida do

componente.

As aplicacbes do método requerem uma equacao atboegte
possa representar adequadamente ambas as fases,furgdo da
temperatura, pressdo e composi¢ao quimica.

3.11.2 Equagdes de Estado Culbicas para Modelagem
Termodinamica

O objetivo da modelagem termodinamica é represeattavés de
um modelo matematico, o comportamento do equiliteidases através
das variaveis termodinamicas envolvidas. Basicaanentao
representadas as condicbes dos componentes de etmamidada
mistura, em todas as fases que se encontram erlibequia uma
determinada condi¢do de temperatura e de pressao.

Extratos obtidos a partir de produtos naturais sé@sturas
complexas de varios componentes, sobre 0s quaisni@ grande
escassez de informacdes experimentais, tornandoil dif andlise
termodinamica dos processos de ESC, sobretudodqusm leva em
conta as altas pressfes envolvidas. Grande pastalifleuldades na
modelagem de processos de ESC podem ser contorataaless do uso
de equacbes de estado adequadas para o tratasrembaihdmico dos
materiais envolvidos (CARDOZO-FILHO, 1999 apud MAHA et al
2001).

Dentre as equacdes de estado disponiveis, as eguagbicas
sdo atualmente as mais importantes, em virtudeladosma simples e
da variedade de problemas, que podem ser tratadogsado seu uso.
As equacles cubicas de estado (EDE) de Peng-Raob{Rs®) e de
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Soave-Redlich-Kwong tém sido exaustivamente empgagana
modelagem de problemas de equilibrio de fasesnitréadel que, apesar
de sua simplicidade, as EDE possam ser usadapeer o equilibrio
de fases para amplas faixas de temperatura e psesgiara uma grande
diversidade de sistemas (SANDLER, 1994). As razabqsostas sdo
justificativas para o0 uso intensivo das EDE na ragien
termodinamica de processos de extracao com fluidersritico.

A equacdo cubica de Peng-Robinson (1976) (EquagBoé3a
mais empregada, tanto na academia como para atrindEsquacoes
cubicas, tais como Peng-Robinson podem ser usagasipterminar os
coeficientes de fugacidade de uma mistura.

RT a(m)

= Eqg. 34
V-b V(V+b)+b(V-b)

onde: P é a presséo do sistema; T é a temperstdra; volume molar;
“a” € 0 parametro atrativo que leva em consideragimteracdes entre
as espécies numa mistura; “b” é o parametro deegior do volume
(volume excluido) em cujo calculo devem ser levagtasconsideragéo
as diferencas no tamanho entre as espécies naanistu

Os parametros ‘a’ e ‘b’, para substancias pura®bfidos através
do critério de estabilidade no ponto critico (inaédo e curvatura num
diagrama PV sdo iguais a zero), que se aplicadequacdo (3.4)
permite a obtencdo das seguintes relacbes pamr@asgiro de EDE de
Peng-Robinson:

R%T?
a(T,) =0,4572 c Eq. 3.5
b= 0,07780% Eq. 3.6

C

onde: R é a constante dos gase® a temperatura critica g #pressao
critica.

A forma da dependéncia do parametro ‘a’ com a temtpe, para a
EDE de P-R é apresentada na equacdo que segue HS&IVAN
NESS, 1987):

a(T) =a(T.)a(T,, w) Eq. 3.7
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a(T, ) = {1+ kml- (1) 2 Eq. 3.8

onde: para a equacao de P-R, temos:
km = 0,37464+ 1,542260— 0,2699° Eqg. 3.9

A funcdoa representa a dependéncia do termo atrativo a(T) em
relacéo a temperatura do sistema:

a(T,) :{1+f(w)(1—\/jﬂ Eqg. 3.10

com f(a ) assumindo a forma de:
f (W) = 0,37464+ 1542260~ 0,269920° Eqg. 3.11

O célculo dos coeficientes de fugacidade para snaisafases
pode ser realizado através da integracdo da segudguacao
(PRAUNITZ et al. 1999):

|nq) :im E
' RT{|dn,

_RT}N _ ,n(PV) Eq. 3.12
\% RT

TV,

A abordagenyp-@ para predicdo do equilibrio de fases, determina
os valores do coeficiente de fugacidade atravésydacéo (3.17), onde
a EDE de P-R é empregada para avaliar o termorikcéia da pressao
com a composicao da mistura. Assim, substituinda-sguacao (3.4) na
equacdo (3.12), obtemos a seguinte expressdo pacefiwiente de
fugacidade:

b n(zop)e A @ _ b [Z+l+V2B)  Eq.3.13
In(pl—b(Z 1)-In(z B)+2\E8[a len[ZT&——ﬁgEJ

onde: os parametros ‘a’ e ‘b’ para componentes goe k) sdo
quantidades parciais molares que dependem da mgramistura
utilizada. Para o célculo dos parametase b da Equacdo 3.4
geralmente empregam-se regras de mistura que s&seatadas a
seguir.
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3.11.3 Regras de Mistura

O célculo do equilibrio de fases de misturas cauaegbes de
estado € realizado através do emprego de regramigdera para o
céalculo dos parametros das equacdes de estadegres de mistura sdo
relacbes que expressam a dependéncia com a coapOosigs
pardmetros a e b da equacdo de estado. Existemsaliveegras de
mistura cuja complexidade aumenta com o carateiide&# do sistema
estudado.

As regras de mistura de van der Waals sdo quaakatia
composicao e tem a seguinte forma:

nc nc

a, =) XX, Eq.3.14
=1 j=1
by = 3 XX b, Eq.3.15

i=1 j=1
onde: nc € o nimero de componentes da mishjreg b; sdo os
parametros dos componentes pureg, x sao as fragdes molaresjee

by (i#) séo os parametros cruzados, relacionados cqrarésetros dos
componentes puros.

A modificacdo mais simples da regra de misturaateder Waals
€ através da utilizagcdo de dois parametros deag@ierbinaria nas regras
combinadas, ou seja, a adicdo de um termo ajusigyepara . As
equacdes para os parametros cruzados séo, emésergpdas por:

aij :aji = 'aiiajj (1_kij) Eq 3.16
|:(bii +
b, =b, =|———1’

b,
” ‘b )}(1—“,.) Eq.3.17

onde: k el j sGo parametros de interagéo binaria entre os auenpes
de uma mistura. O parametrg &sta associado a energia de atragéo
entre as moléculas da misturg)(a o parametrd ; esta associado a
energia de repulséo entre tais moléculg@s (b

Os parametros fkel j) séo obtidos atraves de regresséo de dados
experimentais de equilibrio de fases, para os ibsdj). A introducao
de um segundo parametrg) (na regra de mistura classica, melhora a
descricdo de sistemas que apresentam grandesndderde tamanho
entre as moléculas.

A seguir sdo apresentados os Materiais e Métodlimados na
elaboracédo deste trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-Prima

A planta erva baleeiraCprdia verbenacea empregada neste
estudo foi coletada na Praia da Barra de Ibiraquerhituba, SC, no
més de abril de 2006. Foi realizada uma coleta paederial
testemunho, denominada de E. M. Z. Michielin 1niifieada pela
Profa. Dra. Ana Zanin do Laboratério de SistematioaDepartamento
de Boténica da UFSC e incorporado ao acervo do éferd-LOR
daquele Departamento com nimero de tombo 34.672.

O material coletado para a realizagdo deste trabadhsistiu de
caules e folhas, os quais foram separados, osscausn desprezados e
as folhas lavadas em agua corrente para elimingirgpe maresia. As
folhas foram depositadas sob papel toalha parangino excesso de
agua e em seguida conduzidas a estufa para secageondicdo de
45°C por 14 horas. O material seco foi trituradoreainho de facas de
aco inox (Marconi, Piracicaba) com uso de malha28h. Em seguida,
0 material foi acondicionado em saco plastico,neazenado em freezer
doméstico (Brastemp, 260L, Brasil) a temperaturagteximadamente
-18°C.

4.2 Caracterizagao da matéria-prima e leito de paftulas

A caracterizacao do leito de particulas represermtaterminacéo
das caracteristicas fisicas das particulas e tio dei sélidos, como a
umidade da matéria-prima, avaliacdo da distribuigdotamanho de
particulas, didmetro médio das particulas, densidadl, densidade
aparente do soélido e a porosidade do leito. Estdesiséo utilizados
para a avaliacdo das propriedades de transportbizadas na
modelagem matematica das curvas de extracao.

4.2.1 Determinacéo do teor de Umidade e Volateis

Utilizou-se a metodologia da AOAC (2005) cujo na&to
fundamenta-se na perda de umidade e substanciateisoh 105°C.
Foram pesadas aproximadamente 5 g de amostra esulaage
aluminio tarada, previamente aquecida em estuf®8ClL por 1 h,
resfriada em dessecador até temperatura ambientgesada.
Posteriormente foi aquecida em estufa a 105°C ploy r&sfriada em
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dessecador até temperatura ambiente e pesada.iridepEt estas
operagfes de aquecimento e resfriamento em intsneld meia hora,
até peso constante. Estas determinacdes foraam &git triplicata.

Para o célculo do teor de umidade e volateis, airsiegequacao
foi empregada:

100xN =umidadés a105°C p/p

onde: N é a perda de peso em g e P é o nUmeraaagide amostra.
4.2.2 Distribuicdo Granulométrica

A matéria-prima moida em moinho de facas (mesh faD)
classificada em agitador de peneiras (Bertel Im@stetaltrgica Ltda.,
Caieiras, SP) para determinacdo da distribuicdo tatnanho de
particulas. Foram utilizadas peneiras com mesB2048, 65, 80, 100 e
fundo. As massas retidas sobre as peneiras foraauag para posterior
célculo do didmetro médio de particula. A maiatgda matéria-prima
ficou retida entre as granulometrias de -20+65 massim utilizou-se
estas fracOes para a realizacdo dos experimeringracdes retidas nas
peneiras de mesh 80, 100 e fundo foram desprezadas.

4.2.2.1 Determinacdo do Diametro Médio das Particas

Uma quantidade de 174,97 0,01 gramas de folhas de erva
baleeira moidas foi colocada na peneira de maientaia (20mesh) e o
sistema ficou em agitacdo por 20 min. Posteriorenantfracfes retidas
em cada peneira foram pesadas e o diametro médpartieulas foi
calculado conforme as Equacdes 4.2 e 4.3 (Gom@$f)1

Eq. 4.2 w« =M Eq.43

onde: x= percentagem retida de amostra na fragéq, dametro da
particula da fracdo i, M massa de amostra na fracao i, M= massa total
de amostra, h= nimero de fracdes.
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4.2.3 Densidade real e Densidade aparente

A densidade real da erva baleeira seca e moida f(ilr)
determinada usando picnometria com gas Hélio, édrde equipamento
Ultrapycnometer 1000 da Quantachrome no LaboratdeidMateriais
Particulados da Universidade de Sdo Carlos — URS&r Carlos, Séao
Paulo). Na medida da densidade real do leito ohgfie penetra nos
poros das particulas solidas enquanto que na maeatiiddensidade
aparente os poros ndo sao considerados.

A densidade aparente (da) do leito de particulasaléulada
através da massa de erva baleeira utilizada nes;égs em relagdo ao
volume da célula extratora ocupada pelo sélido my

4.2.3.1 Porosidade do leito fixo de particulas

Para formar o leito fixo de particulas foi utilizad matéria-prima
seca e moida (mesh entre -20 e 65) na quantidadegdé\ porosidade
do leito mais particulass) € calculada usando a densidade real das
particulas e a densidade aparente do leito, coefarBquacéo 4.4.

g=1-—+% Eq. 4.4

onde: dé a densidade real das particulagéealdensidade aparente do
leito em (kg/n).

4.2.4 Densidade do solvente

A equacdo de ANGUSet al (1976), baseada em dados
experimentais, foi utilizada para determinacao elasilade do didxido
de carbono supercritico (GOnas condicbes operacionais e ambientais
de extracdo. Estes valores séo utilizados na aéalida influéncia da
temperatura e da presséo na variagdo da densidadehente, e na
aplicacdo de modelos de transferéncia de massa.

4.3 Unidades de extracéo supercritica (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica forartizagas no
Laboratdrio de Termodinamica e Extracao SuperarifltcATESC) do
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Departamento de Engenharia Quimica e Engenharidlideentos da

UFSC (Universidade Federal de Santa Catarina), @md®ntram-se
disponiveis duas unidades de experimentacéo: Umitlague opera até
uma pressdo maxima de 230 bar e baixas vazdeshdmtso(de 0,5

g/min a 5 g/min) e Unidade 2, que opera até umaspre maxima de
300 bar e altas vazdes de solvente (de 1,6 g/dinGag/min).

A Unidade 1 foi utilizada para a realizacdo de egixpentos
preliminares para verificar o tempo de extracdoess@rio e alguns
testes iniciais para obtencdo de extrato e avalidgdcomposicdo dos
mesmos.

A Unidade 2 foi empregada para a determinacaceddimento
global de extracdo com GQpuro e com co-solvente, obtencdo das
curvas de extracdo necessdrias para a modelageamatiza e para o
estudo das condicBes 6timas de operacdo, a fire dbter um extrato
rico nos compostos de interesse. Para a obtenc@extiatos utilizados
no estudo da composicdo do o6leo de erva baleeirdéma foi
empregada a Unidade 2.

4.3.1 Unidade de Extragéo 1:

A unidade 1 consiste de um cilindro de &Om tubo pescador
(R) e com um manémetro (PI1) acoplado para momiterdo da
presséo, fornecido pela White Martins Ltda, o ql@henta um tanque
pulmao (P) de aco inox de 200 t(Buprilab, Campinas, SP) através de
uma valvula de trés vias (Hoke, modelo 7165G4Y sskid, NJ, EUA)
com o dispositivo de seguranca. Este tanque dadsfatravés de um
banho termostatico (TC) (Microquimica, modelo MQBBZ20,
Floriandpolis, SC), cuja temperatura € programaedea g1°C e é
provido de uma camisa de PVC para manté-lo resfrigarantindo
deste modo o estado liquido do solvente antes uldembeamento e
evitando a cavitacdo da bomba (B) utlizada (TherBeparation
Products, modelo 3200 P/F, Fremont, EUA). O tanpulendo ainda
possui um mandémetro (PI2) para o controle da poessd incerteza de
0,5% (IOPE, modelo 01221-40-2, S&o Paulo, SP).vAfade uma
valvula globo (Whitey, modelo SS-43S4, Solon, OHAE é possivel a
passagem do solvente para bomba que opera no modmedsdo
constante fornecendo uma vazéo de solvente normtdneatre 1 e 10
ml/min. A temperatura de operagéo do extrator érotatia e mantida
constante através de um banho termostético (T)rédidmica, modelo
MQBTZ99-20, Floriandpolis, SC). Na entrada do a&xir encontra-se
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acoplado um manémetro (PI3) (Header, modelo H-&b, Baulo, SP),
onde a pressdo de extracdo é monitorada. O ext(8taprilab,
Campinas, SP) consiste de um cilindro de aco ifwebdencamisado de
40 cm de comprimento, 2,1 cm de diametro interotynae de 138,5 ml
e extremidades rosqueadas, onde é formado oilaitdé particulas.

Na saida do extrator é conectada uma valvula agulha
micrométrica (VM) (Swagelok, modelo SS-31RS4, SplBbA), onde
ocorre a despressurizagdo da mistura soluto/selverdua consequente
separacdo. A VM é aquecida com uma fita de aquatom@isatom,
modelo 5, Sao Paulo, SP), sendo que o seu comteotemperatura é
feito através de um potenciémetro (Quimis Aparel@@ntificos Ltda.,
modelo Q-323.2, Diadema, SP). Este aquecimentaésaario de modo
a evitar o congelamento da VM devido a despresstd@ da mistura
soluto/solvente (com a consequiente mudanca deoestadCQ) e
também para garantir que 0s compostos extraidosatiiz vegetal ndo
se acumulem na linha de extragéo.

Apds a vélvula micrométrica o extrato obtido é tade em
frascos de vidro ambar (C) e, apdés o ponto de aoletcontra-se
conectado um bolhdmetro (BL) onde sédo realizaddsitasas de vazao
de solvente (LATESC, UFSC), mediante o deslocamdatooluna de
liquido, conforme descrito por JOCHMANN, 2000. Aykia 5mostra a
foto da Unidade 1 e a Figura 6 mostra o esquerssergk a unidade de
extragdo 1.

Figura 5:Foto da unidade de extracédo 1 (LATESC).
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Figura 6:Esquema da Unidade 1 de ESC.
Onde:
CO, Reservatério de GO
S —Tanque pulméo,
P — Bomba,
E — Extrator,
C — Frasco coletor de extrato,
BL — Bolhémetro,
TC — Banho termostatico,
PI1 — Mandmetro de controle do cilindro de O
P12 — Manémetro de controle do tanque pulmao,
P13 — Mandmetro de controle do extrator.

4.3.2 Unidade de Extragéo 2

A unidade de extracdo “2” consiste de um cilindeo@Q com
tubo pescador (White Martins Ltda, Joinville, SQ)e alimenta a linha
de extracdo, que passa imersa em um banho terivostde
resfriamento (Thermo Haake C10 - K10, Alemanhagmmado para
manter a temperatura inferior a 0 °C, garantindomasjue o solvente
siga no estado liquido a bomba (Maximator M111,)CQue trabalha
suprida por uma linha de ar comprimido. A press&o operacéo
desejada é regulada através da valvula V1 (TesatnN€C26-1761-24-
161, Alemanha). A bomba é alimentada com o solyaqnie é entdo
pressurizado a uma pressdo pré-estabelecida ere ¥caminhado a
linha de extracdo, passando ao extrator, que ¢endes um cilindro
encamisado de aco inox com extremidades rosquekd&8,5 cm de
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comprimento, 2,042 cm de didmetro interno e volunterno de 100
mL. A temperatura de operacdo do extrator € mactidiatante através
de um banho termostético de aquecimento (Therm&eHa&30 — B30,
Alemanha). Toda a tubulagdo onde encontram-se tameas valvulas
V1 a V6 é mantida submersa em um banho termostd¢iaguecimento
(Microguimica, modelo MQBTZ99-20, Palhoca, SC, Byaa uma
temperatura de 60 °C. A tubulacdo da saida dotexttaconectada a V3
(Sitec Microvalve 710.3012, Zurique, Alemanha) e seguida a V4
(Sitec Shutoff Valve 710.3010, Zurique, Alemanhaj) pnde o fluxo de
CO, é regulado. Apés passar pela V4, o extrato é addeem tubos
ambar, onde também é conectado um rotadmetro (ABBormation
Products 10 A 61, Zurique, Suica) para medicéo ldeofde CQ,
regulado na V3 e V4.

Essa unidade de ESC foi completamente desenvoleida
construida na Alemanha, na Technische Universigahttirg-Harburg
(TUHH), no Laboratério ‘Thermische Verfahrenstedéti@ doada para
0 LATESC através do projeto CNPg/DRL 910016/99-2.

A Figura 7 mostra a foto do Equipamento 2 e a Bigumostra o
esquema referente a unidade de extragéo 2.

Figura 7:Foto da unidade de extragcéo 2 (LATESC).
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1- Refrigerador V1- Vélvula reguladora de presséo

2- Banho termostético V2- Vélvula da entrada xtoagor

3- Bomba de C® V3- Valvula da saida do extrator

4- Caixa de &gua para aquecimer¥d@- Valvula micrométrica (controla a

da valvula de expansao velocidade de escoamento)

5- Extrator Pl11- Manbmetro de controle de preskao
CO,

6- Linha para coleta de tubos PI12- Man6metroaterole da bomba

7- Medidor de fluxo (kg/h) PI13- Manbmetro de qole do extrator

TI- Controladores de temperatura  VT- Véalvula detoae da frequéncia da
bomba

Figura 8:Esquema da unidade de extragcéo 2 (£tal 2003).
4.4 Determinacédo do rendimento global de 6leo (X

O rendimento global de éleo {Xé a quantidade de Oleo extraivel
presente na matriz solida (erva baleeira) referemtauma dada
temperatura e pressao de extracdo. Para que amsae X sejam
validos e reprodutiveis é preciso especificar unatodologia para sua
determinacéo.

Os experimentos para determinacdo do rendimentbalglde
extracdo foram realizados na Unidade de extrac&oa®, condicbes de
operacdao utilizadas foram as seguintes: 100, 2800éar e 30, 40 e 50
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°C. O tempo de extracao foi definido através d&lagdo da curva de
extracdo obtida a 150 bar, 40 °C e vazéo de savdat3,0 g/min
conforme explicado no item 5.1, sendo fixado emadidue totaliza um
consumo de 720 g de GGComo pode ser observado na Figura 5.1 do
item 5.1, em 4 h a extracdo se aproxima da etaptde nula de
extracgéo.

Através de um planejamento experimental fatorigl fBram
avaliados os efeitos de dois parametros de procga®Essao e
temperatura, em trés niveis conforme mostra a aaheksultando num
total de 9 experimentos, sendo que cada experinientealizado em
duplicata. A matriz do planejamento experimental dbtida com
auxilio dosoftwareSTATISTIC for Windows verséo 6.0 e os resultados
das extragdes em termos de rendimento de prooassn fubmetidos a
andlise estatistica através do método de supedfdiesposta.

Tabela 1ildentificacdo dos niveis das variaveis para anedts
supercriticas.

Variavel Nivel Identificacdo
-1 100bar
Presséo 0 200bar
1 300bar
-1 30°C
Temperatura 0 40°C
1 50°C

Os frascos com o0s extratos obtidos foram pesadobatamca
analitica e armazenados em freezer a -18 °C. Omentb global (%)
foi calculado através da razéo entre a massa da@XWeyrat) Obtida e
a massa de erva baleeirac(}y) utilizada para formar o leito conforme a
Equacéo 4.5.

XO - M extrato X100 Eq 4.5

erva
4.4.1 Experimentos Cinéticos — Curvas de Extracéo

Os experimentos cinéticos para a obtencdo dassdevaxtracéo
de erva baleeira consistiram na determinagcdo dasands extrato
acumulado em funcéo do tempo de extracdo. Pardeardeacdo das
curvas de extragdo foram utilizados frascos detaopreviamente
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pesados em balanca analitica e a coleta do soltraido foi realizada
em intervalos em tempos pré-determinados. Aposletacos frascos
foram novamente pesados para se obter a mass#ate exn funcdo do
tempo de extracdo. As curvas de extracdo podepoastruidas através
da massa de extrato acumulado em funcdo do tempatdeEdo ou da
massa de COconsumido; ou ainda pelo rendimento de extrac&suse
a razdo massa de solvente por massa de amostra.

Os experimentos cinéticos foram realizados utiica@Q, puro
nas condicbes de pressdo 100, 150, 200 e 300ebapetaturas de 30,
40 e 50 °C e vazdes de 3,0 a 8,3 g/min.

Os valores experimentais de massa de extrato vpotee
extracéo obtidos nas curvas da ESC de erva bak&irapresentados na
Tabela 25 do Apéndice II.

4.5 Emprego de co-solvente (CS)

Para a adicdo de co-solvente junto a extracao e, uma
bomba de co-solvente (CS) foi acoplada ao Equiptméa extracdo
supercritica (Unidade 2)Jma vélvula de retencéo (VR) foi colocada
apos a bomba de co-solvente para evitar que orgeleegénico retorne
para a bomba de CS se houvesse um aumento nagpdesb@dmba de
CO, durante o experimento. A bomba de CS trabalha riaima de
vazao de solvente de 0,1 a 10 ml/min. Os solvarttkzsados como co-
solventes foram alcool etilico (P.A.) e acetateetiia em concentracdes
de 2, 5, 8% em massa. Estes solventes foram edoslbom base nos
resultados de rendimento (item 5.2.3), atividadéomidante (item
5.3.3) e dados da literatura que relatam o us@slestiventes como co-
solventes (CASA®t al 2007; SALGIN, 2007).

Os experimentos com co-solvente foram realizadosonaicéo
de 300 bar, 50°C, vazao média de,@®0,3 kg/h e 4 horas de extracéo
a fim de se avaliar a influéncia no rendimento &CEprovocada pela
sua adicdo, em diferentes concentragdes.

A quantidade de solvente necesséaria para obtemeentracéo
desejada foi calculada com base na vazao deeC@ tempo total de
extragdo, da seguinte maneira: com a vazao dee@kg/h calcula-se a
guantidade total de GQgue sera utilizada em 4 horas de extracdo e
utilizando uma regra de trés calcula-se a massacadsolvente
necessaria para a porcentagem de massa desejada (2, 8%)
considerando que a massa de,CQ@responde a 100%.
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O extrato obtido no final da extragéo foi levada@aevaporador
(Fisatom 802) com controle de vacuo (Nova Técribadelo NT 613,
Piracicaba, SP) a fim de evaporar todo o co-sodveontido na amostra.
A temperatura do rotaevaporador foi a temperateralzllicdo do co-
solvente empregado.

4.6 Determinacdo Experimental da Solubilidade

A solubilidade do extrato de erva baleeira no sulvesupercritico
foi determinada experimentalmente através do agisteltineo de duas
retas as curvas de extracaoe, Versus rgoy) utilizando o pacote
estatistico SAS for Windows — versédo 8.5 (SAS tuigilnc., Cary, NC,
EUA). Foi determinada a inclinagéo da reta ajustamlperiodo de taxa
constante de extracdo (CER), onde a massa de stititio € constante
com o tempo. Se a vazdo de L£® adequada, esta inclinacdo
corresponde ao valor decpk € é equivalente ao valor de Y* para a
condicdo de temperatura e pressdo especifica gquarsdvente esta
saturado com o soluto. A vazdo utlizada para detercdo da
solubilidade experimental foi baseada no estudw fpor Danielski
(2002), que definiu a faixa de 0,%qmin a 1,2 goJ/min como
adequada para a determinacdo da solubilidade deesieas em CO
supercritico, garantindo assim o tempo de contative eas fases,
necessario para alcancar o equilibrio. Os dadoglosbtcom este
procedimento s&o valores aproximados, uma vez xjggee/ariacdo da
composicdo do extrato com o tempo de extragdo.sEdlos
aproximados foram considerados apenas para a gmici modelo de
SOVOVA (1994).

4.7 Medidas Experimentais do Equilibrio de Fases

O extrato de erva baleeira foi obtido na unidadesxteacéo 2
com CQ supercritico na condicdo de 300 bar e 50°C podd éxtracao
resultando num rendimento de processo de 5% (ektrassa material).
Os principais componentes presentes neste exteatervh baleeira
foram identificados e quantificados por analiseratogréfica acoplada
a espectrometria de massas conforme descritomahitel.

Baseado na andlise de composicdo do extrato eteratdira
(atividade antiinflamatdria) os componenteshumuleno e trans
carriofileno foram considerados os componenteseldy extrato de
erva baleeira e foram selecionados para o estudmditibrio de fases
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visando o fracionamento do extrato de erva baledistes dois
componentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA)

Foram realizadas medidas experimentais de equiliei fases
para o sistema composto por extrato de erva baige®, onde o
extrato de erva baleeira é considerado um pseudmomnte puro.
Também foram avaliados os sistemas binarios compgxir CG+a-
humuleno, CG+trans-cariofileno e o sistema ternario contendo,&®H
humuleno+rans-cariofileno.

4.7.1 Aparato experimental

As medidas experimentais de equilibrio de fasakas pressdes
foram realizadas no Laboratério de TermodinamicalicAga da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai (URampus de
Erechim - RS) em uma célula de volume variavel agsnalizagao,
baseada no método estatico sintético. A Figura Strmaima foto do
equipamento e a Figura 10 apresenta um diagramzemstico do
aparato experimental.

Figura 9:Foto da unidade de equilibrio de fases. FonteNZA, 2004).
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Figura 3:Diagrama Esquemaético do Aparato Experimental.d=ont
(LANZA, 2004).

Onde:

C1- Reservatério de solvente (@0Ocom tubo pescador.

V1- Véalvula de Esfera (Marca HOKE, Modelo 7155F2Y)rrpe o
fluxo do solvente do cilindro para a bomba.

BR1- Banho de Recirculagcédo 1 (Marca QUIMIS, Modelo 223M

BS- Bomba de seringa (Marca ISCO, Modelo 500D) quesyiosm
cilindro interno de 500 mL, presséo de trabalhatde300 bar e fluxo de
até 107 ml/min. Esta bomba permite a quantificats@ionassa de fluido
deslocada e também a pressurizagdo e despresaaridagsistema a
medida que o solvente é deslocada.

JS e Janela Frontal-A célula possui duas janelas de safira (Swiss
Jewel Company), sendo urdanela Frontal (d = 25,4 mm e espessura
= 9,52 mm) para visualizagéo do interior da céutautra lateralXs) (d

= 15,87 mm e espessura = 4,76 mm) para a entrada.de

V2- Valvula de Via Unica (check-valve, Marca HOKE, Mol
6133F2Y).

V3, V4, V5- Valvulas de Esferas (Marca SWAGELOK, Modelo SS-
H83PF2).

V6- Véalvula de Alivio (Marca SWAGELOK, Modelo SS-4R3A)

V7- Vélvula de Alimentagcdo (Valvula Agulha, Marca HIRlodelo
1511AF1).v8) Valvula de Descarga (Valvula Agulha, Marca HIP,
Modelo 1511AF1).
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BR2- banho termostéatico de recirculacd®R@) (Marca MARCONI,
Modelo MA 184/6).

IT- Indicador de Temperatura (Marca DIGMEC, Modelo AB)M

TP- Transdutor de Pressdo (Marca SMAR, Modelo LD 301).

MP- Monitorador de Pressdo (Marca SMAR, Modelo HT2rsde
5.08).

AM- Agitador Magnético (Marca Velp Scientifica), pasgelerar o
alcance do equilibrio.

FL- Fonte de Luz. Foi utilizado um feixe de luz braneganela lateral
da célula de equilibrio para iluminar o interior c&lula e auxiliar a
visualizacdo das transi¢ces de fases.

CE- Célula de equilibrio de volume variavel. Consiste um cilindro
de aco inox 316, com capacidade maxima de 25 mé&sydado um
didmetro interno de 17,2 mm e comprimento de 176 Kmninterior da
célula existe um pistdo que tem por objetivo cdatr@ volume e,
conseqlientemente, a pressédo do sistema. A célstaiipduas entradas
superiores: uma para conexdao com o termopar (Soyte com a
valvula de alimentacdo (V7); uma entrada lateraleo@ fixada a janela
de safira lateral (JS) e entradas frontal (janetntél) e traseira
(fechamento e conexdo com a valvula V5). As Figutdse 12
apresentam detalhes da célula de equilibrio eslaqirespectivamente.

Figura 11:Célula de equilibrio de volume variavel. Fonte: NL2A,
2004).
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Figura 4:Pistéo utilizado na célula de equilibrio (LANZAQ®).

4.7.2 Procedimento Experimental

Na metodologia estética sintética de determinagasotibilidade
deve-se conhecer a composicdo global do sistemasardo. A célula
de equilibrio é carregada com o soluto em quargslagré-
determinadas. A carga do gfdicia com a transferéncia do solvente do
reservatério para a camara interna da bomba. Pasamedida precisa
do volume deslocado, o solvente deve ser mantidooctiquido
comprimido. A massa de solvente a ser adicionadangputada com
base no decréscimo do volume interno da bomba.ifsraé necessario
conhecer a densidade do solvente como liquido dongar na presséo
e temperatura do cilindro da bomba. Em seguidatersa de extrato +
solvente é continuamente agitado por meio de umadai magnético
localizado abaixo da célula de equilibrio. O sistede controle de
temperatura é entdo ligado e quando a temperatgessdria para a
realizacdo da medida experimental é estabelecidpressdo é
aumentada, com o auxilio da bomba de seringa, atéualizacdo de
apenas uma Unica fase no interior da célula. NeBstaento o sistema é
deixado em repouso durante 10 min até atingir dibga. Mantendo-
se a temperatura constante e a solucdo sob agitacfmesséo é
vagarosamente reduzida até que ocorra o turvanmenformacdo de
bolhas na solugéo (transicdo de fases). Aguarddgs@s minutos para
a estabilizacdo do sistema para identificacdo plw die transicdo e da
interface entre as fases segregadas. Apés estiahdlipressdo neste
ponto, anota-se o valor desta e em seguida preass&inovamente o
sistema para repetir o procedimento. Os ensai@nfoealizados em
duplicata para cada condicdo experimental de tahper e
composi¢cdo, considerando-se um valor médio pararessfio de
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transicdo a fim de determinar o erro experimeitaltérmino da corrida
para uma dada condicdo experimental, o procedimerdorepetido

(aumento de pressao até que se formasse umaredecdo da pressao,
ocorrendo a transicdo de fases) para avaliar atibéidade da

metodologia experimental e obter um valor médio ptassédo de
transicdo a temperatura e composi¢do global caestaAs medidas
experimentais foram realizadas nas temperatura30de&0, 50, 60 e
70°C.

Um ponto experimental é definido como ponto deh&dPB)
guando pequenas bolhas aparecem no topo da célwgudlibrio. Ja
num ponto de orvalho (PO) uma fina névoa e/ou glatécde liquido
aparecem dentro da célula. Em ambos os casos, posip&o da fase
predominante (liquida se for PB ou vapor se for @@jnsiderada igual
a composicao global da mistura.

4.8 Extracdo com Solventes Organicos
4.8.1 Extracdo soxhlet

Nesta técnica foram utilizados os solventes orgé&nichexano,
diclorometano, acetato de etila, acetona, etanatl@éar, CAQ Ind. e
Com. LTDA.) e 4gua destilada com valores de pcdalédcrescente de
0,0<3,4<4,3<5,1<5,2<9,0, respectivamente (BYERS)620Também
foram realizadas extra¢des utilizando misturasalleeste como etanol
e agua na proporcdo de 25/75 e 50/50 (volume/vQliemém de
verificar o efeito destes sobre o rendimento eidz#tdle bioldgica dos
extratos. A extracdo consiste em colocar a amdSiga totalmente
envolta em papel filtro (cartucho para extracao)aparelho soxhlet
(extrator) que consiste de um tubo extrator, bal@ovidro de fundo
redondo e um condensador. O extrator é conectadmldo contendo
um solvente (etanol, acetato de etila, acetonaxasto, diclorometano,
agua) e a um condensador. O solvente é aquecidarpar manta,
causando sua evaporacdo. O vapor do solvente sbloecandensador,
onde resfria e condensa gotejando sobre a maggtale solubilizando
0s compostos. O extrator contendo o material deagentamente enche
com o solvente até ser esvaziado por agdo de s#adp entdo enviado
de volta ao baldo.

Este ciclo pode ser repetido varias vezes. Dureatia ciclo,
novos compostos sdo dissolvidos no solvente e verst@ evapora-se
novamente, deixando a substéncia dissolvida nmb&aprocesso se
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repete até que todo o material (soluto presentmatéria-prima) tenha
sido extraido. O tempo total de cada extracdodd thoras. Ao final o
solvente foi removido usando um evaporador rotat{ffisatom 802)
com controle de vacuo (Nova Técnica, Modelo NT #liacicaba, SP).

4.8.2 Hidrodestilagdo

A hidrodestilacdo é um tipo de extracdo a babesgio onde a
extracdo do soluto é realizada em um extrator quezaoem circuito
fechado, o sistema de Clevenger, que apresentaneniperda de
volateis. Neste sistema a matriz a tratar € imensa agua, cujo
aguecimento até fervura provoca a formacdo de vgperarrasta os
compostos volateis. Apos condensacao, estes camspesparam-se da
agua por decantacdo. Na destilacdo o materialefts@d temperaturas
préximas de 100°C, o que podera levar a decompmsig&onstituintes
termolabeis. O equipamento de hidrodestilacdo stsie um tubo de
transferéncia de vapor, um condensador, um tubaraggr com escala
volumétrica e um tubo de retorno e saida de Olegsist®ma completa-se
com o baldo volumétrico de fundo redondo, o sistdmaefrigeracao,
gue pode funcionar com agua corrente a temperatomdiente ou
através de refrigerador com circulagdo de &aguan alle manta
aquecedora para fornecer o agente de separacagétrwr(calor)
(SANTOSet al. 2004). Para a realizacao desta técnica foranzadeis
100 g de amostra e foi realizado em duplicata.

4.8.3 Maceracao seguida de particdo Liquido-Liquido

A maceragdo é um processo estatico, ndo exauftitemente
dependente do tipo de farmacogeno, da seletividadiguido extrator e
solubilidade dos compostos-alvo. Realizada em teahyra ambiente,
recipiente fechado, durante um periodo pré-estaidelssem renovacao
do liquido extrator, esta € uma das técnicas @xdmsatmais usuais
devido a simplicidade e custos reduzidos.

Para a realizacdo desta técnica foram utilizad@g tié amostra
seca e triturada que foram deixadas em maceragd® gias em alcool
etilico (300g). Depois de finalizada a etapa deragfib, 0 passo
sequencial € uma semi-purificagdo dos compostasicps, que pode
ser realizada utilizando uma particao liquido-kducom solventes de
polaridade crescente, que resultara em separagé@évet dos principais
metabdlitos secundéarios. A particdo foi realizaden cos solventes
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organicos n-hexano, diclorometano e acetato dex edih ordem
crescente de polaridade: 0,0 < 3,4 < 4,3 a fimatheparar o rendimento
de extracdo e a composicdo dos extratos obtidde pescesso e na
extracdo supercritica Apds 5 dias de maceracaostunaifoi filtrada
com o auxilio de papel filtro e funil de vidro etanol foi evaporado até
10% do volume inicial com o auxilio de um rotaevaplor. Adicionou-
se 20ml de agua e evaporou-se o restante do e@mainho quente do
rotaevaporador foi mantido a aproximadamente 509 @nho frio
(solucéo de etileno glicol) a mais ou menos 11°GaGho frio tem a
finalidade de resfriar o condensador, para a efigiin do solvente.
Evaporado o restante do etanol, adicionou-se 2@rhedano e colocou-
se a mistura em um funil de separacéo. A fase m@doi retirada do
funil e a fase aquosa foi adicionada mais 20ml-tiexano. Novamente
a fase orgéanica (mais densa) foi removida e afastafoi adicionado
N&SQO, a fim de eliminar a agua remanescente (depois tunaioi
filtrada para retirar o N&QO,). A fase aquosa foi colocada novamente no
rota evaporador para eliminar o n-hexano. Depaisafticionado no
funil de separacdo 20ml de diclorometano no queueda extracdo
anterior. A fase organica (mais densa) foi separagaocedimento foi
repetido e a fase organica foi secada copSRae filtrada em seguida.
A fase aquosa foi colocada novamente no rotaevdpora fim de
evaporar o diclorometano (SIMOES al 2001). No fim da extracio
com solventes orgéanicos foram obtidos quatro edrditacdo n-hexano,
fracdo diclorometano, fracdo acetato de etilagifraaquosa.

4.9 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

4.9.1 Determinacao do indice de fendlicos totaisTF

O indice de fendlicos totais foi determinado pet@todo
espectrofotométrico desenvolvido por Folin-Ciocalte (ROSSI &
SINGLETON, 1965). A reacdo com o reagente de Folotalteau
baseia-se no principio que em meio alcalino os ostog fenolicos
presentes na amostra, reduzem a mistura dos &aosfaungsticos e
fosfomolibdicos, do reagente de Folin, em Oxidos tdegsténio e
molibdénio de cor azul, tornando possivel realidaituras de
absorbancia na faixa visivel do espectro a 765nm.

Para interpretar os resultados é necessario prepara curva
padrdo com o objetivo de representar a absorbafreiate a
concentracdo da curva de acido gdlico. Para issolde-se 0,5 g de
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acido gélico em KD destilada de modo a obter uma solugcdo de
concentrac@o 5g/L. A partir desta solucéo estogapapa-se solugdes
de concentracao crescente de 0, 50, 100, 150, 360 mg/mL. Pipeta-

se aliquotas de 10QL de cada uma das concentracbes para baldo
volumétrico de 10 mL, adiciona-se 2 mL de aguaildest, 0,5 mL do
reativo de Folin-Ciocalteau, 1,5 mL de solugéo debaenato de sodio
[20% m/v] e dilui-se até a marca dos 10 mL com &tpsiilada. Deixa-

se repousar a solucéo por 2h a temperatura amigieaf®s, determina-
se a absorbancia a 765 nm (espectofotbmetro massarSnic Unicam,
modelo Genesys 10 vis, Rochester, USA). Constrginrga padrdo de
absorbanciaersusconcentracdo de acido galico.

Para a execucdo do ensaio, prepara-se uma SolIgAo extrato
de erva baleeira na concentracéo de aproximada@dteg/L. Pipeta-
se 100pL dessa solugédo para baldo de 10 mL e repete-sesmon
procedimento descrito no paragrafo anterior.

A concentracdo de fendlicos totais presentes nataané obtida
em equivalentes a acido galico (GAE) através deacpadrao referente
a absorbancia lida para a amostra. A curva padeéi@ocitio galico
(Vetec, Rio de Janeiro) encontra-se apresentadd&igara 36 do
Apéndice Ill. A andlise foi realizada em triplicata os resultados
expressos em mg GAE/g extrato, como mediesvio padrao.

Fendlicos Totais (Mg GAELG) = {{GAE x 1000]/ Duiratod Eq. 4.6

Onde: GAE: Equivalente em &cido galico obtido asagta curva padréo
(mg GAE/L), D: Diluicdo das amostras (md-).

4.9.2 Método DPPH

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) érsiderado um
radical estavel e tem sua absorcdo maxima em 51{MENSOR,
2001). Quando este composto recebe um elétron ouradical
hidrogénio para se tornar um composto mais est&uel, absorcéo
diminui. Este processo pode se dar de duas maneicaesso direto ou
processo de transferéncia de elétron:

DPPH + RXH - DPPHH + RX (processo direto).
DPPH + RXH > DPPH + RXH™
- DPPHH + RX (processo de transferéncia de elétron).
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No processo direto o antioxidante (RXH) doa umdgénio para
o radical DPPH tornando-o estavel. O radical R¥ relativamente
estavel e nao reage com lipideos. No processo atesféréncia de
elétron primeiramente um elétron é cedido paradicah DPPH pela
molécula do antioxidante e em seguida € cedido dro@énio
estabilizando o radical DPPH e formando o radist\el RX.

O procedimento consistiu na incubagdo por 30 m@udo
temperatura ambiente, de uma solucdo etanélicaRiRHDD,3 mM com
concentracdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125 @@bfl) dos extratos
obtidos de erva baleeira. Ap6s o referido period@®nsurou-se
espectrofotométricamente  em 517nm (espectofotbmetrmarca
Spectronic Unicam, modelo Genesys 10 vis, RochelktgA), quanto
maior a atividade antioxidante da amostra testadés estavel o radical
DPPH vai se tornar, provocando a descoloracdo hgdm (DPPH e
extrato) e diminuindo a absorbancia. Deste mod@erentual de
inibicdo das amostras testadas sobre o radical DfPHalculado
convertendo em porcentagem de atividade antioxedafftA%),
conforme a seguinte equacgao:

amostra

AA% =100-{[(Abs,,oa— AbS, ..o X100/ AbS 0} EG. 4.7

A concentracdo das amostras necessarias parar E@)sta do
radical livre DPPH (CEk) foi calculada por analise de regresséo
exponencial e linear, e foram expressas em méddesvio padréo
(MENSORet al. 2001).

Foram testadas as amostras obtidas com as difettéctgcas de
extracdo: extracdo com solvente organico, extrag&blet, maceracao e
extracdo supercritica com e sem co-solvente. Gweglde atividade
antioxidante calculados (G# sé@o referentes a maior concentracdo de
extrato testado que foi de 17§§/mL.

Os resultados encontrados de concentracdo ef€ig) (para os
extratos analisados foram comparados com a rutinguercetina,
flavondides de reconhecida atividade antioxidant#jzados como
controle positivo do ensaio.

4.9.3 Método ABTS

A atividade antioxidante dos extratos de erva lir@dei avaliada
de acordo com a metodologia descrita poreRal (1999). O radical
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monocation pré-formado ABTS[2,2’-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-
6-acido sulfénico)] (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,Qy é gerado pela
oxidagédo quimica do ABTS, e é reduzido na preseecantioxidante
doador de hidrogénio (ex. flavondides, hidroxicia&ms, carotendides e
antioxidantes do plasma). As influéncias de ambasoacentra¢cfes de
antioxidantes e duragdo da reagdo na inibicdo dargdn do cation
radical sdo levadas em consideracdo quando samiledea atividade
antioxidante. O método é aplicavel para o estudo sdkicbes
antioxidantes hidro e lipossolUveis, compostos ueo extratos de
alimentos. Utilizou-se o Trolox, vitamina E sintéti(6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (Sigma-AldricBo, St. Louis,
EUA) como antioxidante referéncia, que foi preparamn etanol e
estocado como solucédo padrdo. O ABTS foi dissolgdpagua até a
concentracdo de 7,0 mM, e submetido a reacdo cdm M de
persulfato de potassio para a formacao do radical.

A mistura ficou no escuro a temperatura ambientel2iea 16
horas antes do uso. A solucéo do radical ABT& diluida em etanol
até uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a 754 nm. Asdsiforam feitas
em espectrofotdmetro, para o tempo de 6 minutos apadicdo da
amostra na solugéo de ABTSA porcentagem de inibic&o do radical foi
calculada através da equacéao (4.8).

Ylnibicio=1-| 225
Ab

jxlOO Eq. 4.8

So

Onde: Abs é a absorbancia apds a adicao da amostra aolrA&TS
para o tempo de 6 minutos e glésa absorbancia do radical.

Uma curva padrdo foi plotada em funcdo da porgentade
inibicdo do radical ABTS pelas diferentes conceyites de Trolox
(uM/mL) e encontra-se apresentada na Figura 37 dadige I11.

Apds a obtencgéo do percentual de inibicdo do réispesxtrato a
atividade antioxidante (AA) foi calculada atravésetjuacao (4.9), com
base na curva padrédo de Trolox.

_C,(pM/mL)

Eq. 4.9
C.(9/mL)
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Onde: G é a concentraca@1/mL) referente ao percentual de inibi¢céo
obtido através da leituras espectrofotométricaseximato e € é a
concentracdo do extrato utilizada na técnica. Diestaa, os resultados
foram expressos epM TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox) por g de extrato.

4.9.4 Formacéao e monitoramento do radical anion sgpoxido (O,")

Para avaliar a capacidade “scavenger” d¢ Q@tilizou-se o
sistema gerador do referido radical, através dedmeaatalisada pela
enzima xantina oxidase (XO) (Sigma-Aldrich, St lQUEUA), que
utiliza a xantina como substrato levando a formag@oQ™ e acido
trico (ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988).

O potencial antioxidante dos extratos de erva baléa avaliado
na reducao do “nitro blue tetrazolium” (NBT, Sigwklrich, St Louis,
EUA) (25um) pelo Q", gerado pela reacdo catalisada pela XO. O meio
de incubacdo consiste de tampédo fostato 0,1 mMy @ extrato de
erva baleeira com concentragfes crescentes d®,(3,00, 250, 500 e
1000 pg/mL); xantina 100uM e XO 0,04 U/mL. Ap6s 10min de
incubacao a temperatura ambiente, a reacdo éomigida adicionando-
se aos tubos teste HCI 0,1 N. A reducdo da absteb@o NBT é
avaliada espectrofotométricamente em 560 nm dedacaom a
Equacéo 4.7.

Os resultados foram expressos em termos dg (L€ representa
a concentracdo suficiente da amostra necessamdacaatar 50% dos
0O,", os quais foram calculados por andlise de regresgdonencial e
expressos como média desvio padrdo. Considerou-se os valores da
absorbéncia dos controles como 100% da reducéo BB $&m a
presenca dos extratos testados.

4.9.5 Protecdo contra a peroxidacéo lipidicen vitro (TBARS)

O malonaldeido (MDA) é um produto da lipoperoxidaigévivo,
que reage com uma variedade de compostos e formadizs que
podem ser estimados espectrofotometricamente. Wnmm#dtodos mais
empregados para sua determinagdo é a sua reacgdoo canido
tiobarbitdrico (TBA), que consite na reacdo de unwécula de MDA
com 2 moléculas de TBA e eliminacdo de 2 moléculaséagua,
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formando um pigmento de coloragéo rosa com absong&ima a 532-
535 nm.

A protecdo contra peroxidagdo lipidica foi avaliadia acordo
com CHEN & TAPPEL (1996), utilizando-se homogenagofigado de
camumdongos como substrato alvo. Os animais foreast@siados com
éter etilico e sacrificados por deslocamento catviRetirou-se o figado
e lavou-se com solugédo salina 0,9%, pesou-se e deEDU-Se
(Ultraturax — Bosh) em tampéo fosfato de potaseionM e pH 7,0 em
KCI 140 mM. Em seguida centrifugou-se o homogeaa®®00g por 5
min a 4°C e, o sobrenadante dilui-se (3:9) em tanfipéfato de potassio
80 mM e pH 7,4.

Posteriormente, fez-se a incubacao de 100 !_,Cll tiestilada, 125

puL de tampéo fosfato de potassio 80 mM e pH 7,8, l0de perdxido
t-butila, 100 pL de diferentes concentracbes ddsaims de erva
baleeira (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL), e 1b@o homogenato
diluido. Ao tubo controle adicionou-se 100 pL deTBHal mistura é
incubada a 37 °C, sob agitacdo e condicfes aesgbira? horas. Apos
incubacao, adiciona-se 1,0 mL de TCA 2,8% seguieldl® mL de
TBA 1% em NaOH 0,05 N, o sistema de incubacédo éada a 100°C
por 15 min em banho-maria e, a seguir, transfe@ssamostras para o
banho de gelo, por 5 min. A absorbancia das sotuédenonitorada
espectrofotométricamente em 532 nm.

Calcula-se o potencial de protecdo contra a lipppéacdo de
acordo com a Equacéo 4.7.

Os valores de CErepresentam as concentracoes das amostras

gue séo necessarias para prevenir em 50% a pegagidipidica, e séo

calculadas por andlise de regresséo exponendsag,| expressos como
média + desvio padréo.

4.10 Avaliacdo da Atividade Antibacteriana
4.10.1 Método de difusdo em agar

A avaliagdo da atividade antibacteriana foealizada
empregando-se 0 método de difusdo em agar deporitS MANIA et
al. (1995) e KITZBERGEFRt al (2007).

Os extratos de erva baleeira obtidos por ESC (c@» firo e
com co-solvente), por soxhlet e maceracdo, forammstidos a
avaliacdo da atividade antibacteriana com bacté@asm-positivas
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como Staphylococcus aureu8TCC 25923 (American Type Culture
Collection) e Bacillus cereus MIP 96016 (Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, UFSC) e bactériaarbnegativas como
Escherichia coli ATCC 25922 ePseudomonas aeruginosATCC
27853.

O método consiste em incubar as culturas a 36°A&boras. As
culturas sao entéo diluidas em caldo de cultiva panter 10CFU/mL.
Agar Mueller-Hinton e caldo de cultivo sdo usadasapo crescimento
bacteriano.

O método de difusdo em agar é realizado com “swadsiigodao
que sdo renovados para cada suspensdo de ba¢téfi@@FU/mL) e
inoculadas em placas onde as bactérias foram eslaallregularmente
sobre a superficie do meio agar. Furos de sete mmdiametro sao
assepticamente cortados e preenchidos com os rddsrextratos de
erva baleeira (supercriticos, convencionais e stjienos com co-
solvente) na concentracdo de 10 mg/mL de DMSO (dsukdxido),
por este ndo oferecer nenhuma inibicdo aos mian@g®s testados. As
placas sdo entdo incubadas a 36°C por 18 horasreireadas para
verificar a inibicdo das linhagens indicadoras. tésultado positivo €
definido como uma zona de inibicdo de 9 mm ou reamisdiametro de
crescimento inibido das linhagens de microrganismoisterpretado
como presenca confirmada de uma substancia artitzad.

4.10.2 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Mimna (MIC)

A atividade antibacteriana foi avaliada atravési@@rminacéo da
MIC pelo método de microdiluicdo em caldo de colti®@s extratos de
erva baleeria que apresentaram halo de inibig&on submetidos ao
método de difusdo em agar foram dissolvidos em Q0 de
dimetilsulfoxido (DMSO), previamente esterilizador mutoclavacéo, e
as solucdes foram adicionadas de 1.800 puL de ddigdter-Hinton.
Posteriormente, foram preparadas diluicbes seriegi@sconcentragdes
variando de 2,0 a 0,0156 mg/mL, e distribuidas elame de 200 pL
nas placas de microdiluicdo (contendo 96 orifici@)mo controle de
crescimento usou-se a mistura de meio de cultyrar@ o controle de
esterilidade o DMSO, sem a adicdo de agentes antibnianos. Em
cada orificio teste e de controle de crescimertoasiicionados 5 pL de
in6culo bacteriano. Os experimentos foram realigagto duplicata e as
placas foram incubadas por tempo/temperatura adegwacada tipo de
microorganismo em estudo.
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A MIC é considerada a menor concentragdo de sudiatéjue
inibiu o crescimento bacteriano apds a incubac&o.ré3ultados sdo
expressos emg/mL (Smanieet al 2006).

As analises foram realizadas no Laboratério de bigticos do
Departamento de Biotecnologia, Universidade Fedatal Santa
Catarina.

4.11 Anadlise cromatogréfica acoplada com espectromna de
massas CG-EM

Os principais constituintes dos extratos de ewlladira obtidos
mediante extracdo supercritica e extracdo convealgioforam
quantificados e identificados através de cromafigigasosa (CG) e
cromatografia gasosa acoplada & espectrometrimdgas (CG-EM).

O extrato supercritico de erva baleeira obtido paranedidas de
equilibrio de fases foi analisado quanto ao sedil pguimico no
Laboratorio de Cromatografia do Instituto de PesagiiTecnoldgicas de
Blumenau (IPTB) na FURB (SC). A andlise foi exedateem um
cromatégrafo gasoso (Cromatografo Gasoso Varia@P-3800)
acoplado ao Espectrometro de Massas (Sat@000) equipado com
uma coluna capilar CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS (30 n®.25mm —
filme 0.25um). O Gas de arraste foi o He (vazdo constanterdiénin).
A coluna foi aquecida a 60 °C for 3 min, programada®C/min até 220
°C, e mantida a 220 °C por 15 min. As amostrasrfaalubilizadas em
acetato de etila (1 mL), e 200L foram transferidos para uma
microcoluna com silica flash e foram posteriormezitédos com 1 mL
de acetato de etila. O software de gerenciamentSdury GC/MS
Workstation 5.51. A identificacdo das substanciagjonitarias foi
realizada por comparacdo do espectro de massa lddaiscia com
banco de dados do sistema GC-MS (Standard RefeBateeSeries do
National Institute of Standard and Technology - NIS000 MS
Library) e com padrdo de n-alcanos co-injetadas (Cs).

Os demais extratos obtidos por extragcado supegcritien CQ e
com cosolventes e extracdo convencional foramsatds no Instituto
de Quimica da Universidade Federal do Rio de JanAirAnalise foi
realizada em cromatégrafo GC-MS (GC-Varian 3800/NW&sVarian
1200L), coluna Zebron ZB-5HT (30 m x 0.25 mm, 0.1n)
(Phenomenex, Torrance, EUA). A analise foi realizadando modo de
injecdo por split a uma taxa de 1:10. A temperatlzanjetor foi de
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300°C. O gas de arraste foi o He usado a uma texandL/min A
temperatura inicial da coluna foi de &) mantendo por 1min,
aguecendo a uma taxa d&Cémin até 300C mantendo por 5 min. Os
compostos majoritarios foram identificados usandm Uase de dados
para produtos naturais (Standard Reference DatasS#rthe National
Institute of Standard and Technology -NIST - Maps&ral Library
with Windows search program — Version 2), ondespeetros de massa
foram comparados.

4.12 Analise Estatistica

Os resultados de rendimento e de atividade antaxédobtidos
para os diferentes extratos de erva baleeira foravaliados
separadamente através de andlise de variancia (Ala@y nivel de 5
% de significancia e através de superficie de stapmm o0 auxilio do
software STATISTICA 6.0. Os experimentos de ESC @@@ puro
seguiram um planejamento fatorial completo de ddegores
(temperatura (T) e presséo (P)) e trés niveis4B8050 °C e 100, 200,
300 bar) com uma replicacao.

A ANOVA dos rendimentos obtidos através de ESC com
diferentes concentra¢des de co-solvente foi redizansiderando estes
como experimentos de fator Unico (concentracdoaodsotvente) com
uma replicacdo. Para os rendimentos obtidos atrdeds extracdes
convencionais a ANOVA foi realizada considerandigpo de extracao
como fator Unico. Se, segundo a ANOVA existe difegesignificativa
ao nivel de 5 % de significAncia entre as médiagm@damentos (tipo ou
condicdo de extracdo) pode-se dar continuidadeabsaraplicando o
teste de Tukey o qual avalia as diferencas entpaes de tratamentos.
Sendo assim, o teste de Tukey foi aplicado pardficsr quais
tratamentos diferem entre si, através da avalidgdpares das médias
dos rendimentos obtidos.

4.13 Modelagem Matemética

A modelagem das curvas de extracdo de erva balgesrssa de
extrato acumuladeersustempo de extragdo) foi realizada utilizando os
modelos apresentados por Sovova (1994), Marghat (2003), Crank
(1975) apud Reverchon (1997), Tan & Liou (1989){dGat al (1993),
Esquivelet al. (1999), através do programa Mass Transfer desgdeo
por Correiaet al. (2006) disponivel no LATESC. Também foi ajustado
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0 modelo de transferéncia de massa VTIl desenwwlpidr Brunner
(1994), disponivel no programa “Thermische Verfaktechnik VTII”
desenvolvido pela universidade Technische Unin&rsidamburg-
Harburg (TUHH) da Alemanha (ZETZ&t al. 2007).

O pacote estatistico SAS for Windows — verséo 8A5(Institute
Inc., Cary, NC, EUA) foi utilizado para determir@as parametrogtre
Mcer Necessarios para a utilizacdo do modelo de SouR@4]. Este
programa faz o ajuste simultdneo de duas retasné ae extracao
obtida através da massa acumulada de soluto verstempo de
extracdo. O ponto de intersecgdo das duas retesriled tcr que € 0
tempo de duragéo da etapa de taxa constante @edxtrO pardmetro
Mcer que representa a taxa de extracdo da etapa CERaforoda
tangente no periodo CER e, a partir do mesmo ob&mvalor de ¥:r
gue é a concentracdo de soluto na fase solvergtapa CER através da
Equacéo 4.8.

_Mcer Eq. 4.8

4.14 Resumo dos Ensaios

A Tabela 2 apresenta o resumo dos experimentozades
para o estudo dos diferentes extratos obtidos\deb&leeira que inclui
as diversas técnicas de obtencdo dos extratonAlises realizadas para
cada extrato, bem como o local de sua realizagéo.

Tabela 2:Resumo dos ensaios realizados com erva baleeira.
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Experimentos

Andlises

Tratamentos

Atividade Antioxidante
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LATESC - Laboratério de Termodinamica e Extracageseritica do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharidlideentos da
UFSC.

LABIOEX- Laboratério de Bioquimica Experimental B@partamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarin
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LA - Laboratério de Antibiéticos do Departamento Betecnologia,
Universidade Federal de Santa Catarina.

IPTB- Laboratério de Cromatografia do Instituto deesquisas
Tecnoldgicas de Blumenau (IPTB) na FURB- Univers@#&egional de
Blumenau (SC).

IQ- Instituto de Quimica da Universidade FederaRimde Janeiro.
Laboratério de Termodinamica Aplicada- URI- Univdesle Regional
Integrada do Alto Uruguai.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultado®shtipresente
trabalho com a extracdo de erva baleeira que g&mstos na forma de
artigos. O item 5.1 apresenta os ensaios prévazados para definir
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as condicdes de extracdo utilizadas incluindo actarizacdo da
matéria-prima e os testes preliminares de extraggercritica.

O item 5.2 apresenta os resultados referentesratnrento de
extracdo obtidos com as diferentes técnicas, a asigf§n dos extratos e
a atividade antibacteriana dos extratos. Estedtadss geraram um
artigo intitulado de “Chemical composition and batterial activity of
Cordia verbenaceaextracts obtained by different methods” que foi
submetido ao periddico Bioresource Technologyneoetra-se no
Apéndice V.

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extrates erva
baleeira por diferentes métodos € apresentadatigm & (item 5.3),
preparado para ser submetido ao periédico Bioresoliechnology. O
item 5.4 apresenta o Artigo 3 que trata da modelagmtematica das
curvas de extracao supercritica da erva baleeira.

Os resultados referentes ao equilibrio de fases sikiemas
envolvendoa-humuleno + C@Q trans-cariofileno + CQ e a-humuleno
+ trans-cariofileno + CQ séo apresentados no item 5.5. Estes resultados
foram publicados no periédico The Journal of Chainic
Thermodynamics sob o titulo de High-pressure plegsdibrium data
for systems with carbon dioxide;humulene andrans-caryophyllene e
séo apresentados no Apéndice IV.

5.1 Resultados Prévios

Os testes preliminares foram realizados para defsicondicoes
de extragdo supercritica adequadas para a obteecéxtratos de erva
baleeira com C® a alta pressdao. Os parametros de processo
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determinados nos ensaios preliminares foram: tamaleh particula,
massa de solidos para formacéo do leito fixo déquéeis, volume do
leito de extracdo e tempo de extragao.

O tamanho das particulas de erva baleeira utilzguEra a
formacgéo do leito de extracéo foi referente a fragé -20+65 mesh
conforme explicado no item 4.2.2. Esta fracdo éeconada devido ao
maior rendimento no peneiramento e por proporcionana
compactacdo adequada reprodutivel do leito de géiraupercritica,
sem a formacédo de canais preferenciais que tami@iteéo devido ao
baixo teor de 6leo presente na matéria-prima. Aqmga ou nao de
caminhos preferenciais foi verificada através délisa visual do leito
apos o término da extracéo.

O leito de extracéo foi formado com 20;00,01 gramas de erva
baleeira, com umidade de 1@,9,4%, sendo que o volume ocupado por
esta massa de matéria-prima foi calculado atrasésitdra preenchida
pelas particulas sélidas compactadas e o dianme&gmo do extrator. O
volume ocupado foi de 55,07 0,05 mL no extrator do equipamento
ESC “1" que contém volume total de 138,5 mL e 514,05 mL no
extrator do equipamento de ESC “2" que contém vela® 100,0 mL.
O restante do volume dos extratores foi completzolm esferas de
vidro e entre as esferas de vidro e a matéria-pidineolocado algodéo
gue é um material inerte para que a matéria-prid@ s& misturasse
com as esferas mantendo assim a altura do leitstaode durante a
extracao.

Para a determinacdo do rendimento global de exir@¢g na
ESC é necessario fixar um tempo de extracao paifecaea influéncia
das condi¢bes de temperatura e pressdo analisBdata forma, o
tempo foi definido com base nas trés etapas daacders extracdo
conforme descrito no item 3.10.3.

No inicio da extracdo na etapa de taxa constantR®, GBS
particulas se encontram completamente envoltas uptet camada
superficial de soluto, fazendo com que a extragfocaracterizada pela
transferéncia de massa por convecc¢ao entre a mipatd sélido e o
solvente. Apds a etapa CER de extracdo segue-se etapa de
transicdo, durante a qual a taxa de extracdo cpidamente,
provavelmente causada pela exaustao da camadawzuie soluto na
superficie das particulas, qgue comeca a apredaittas. A partir dai, o
processo difusional comecga a controlar a transte@éle massa, pois o
solvente encontra espacgos livres para penetracdmatez sélida,
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solubilizagdo do soluto, e posterior difusdo datumés soluto-solvente
para a superficie da particula.

A Ultima etapa é a de taxa quase nula de extrdgstia etapa a
inclinagdo da curva diminui e o tragado se aproxasgntoticamente do
valor que representa o conteldo tedrico de solutoaigel (X))
(FERREIRA, 1991). Assim, para a determinagdo @eoXempo de
extragdo deve assegurar que esta etapa de exiagde nula seja
alcancada.

A Figura 13 apresenta a curva de extracdo a 1504BafC e
vazdo de 3 g/min obtida no equipamento de ESC Ib. &studo do
comportamento da extracdo do soluto com o tempiicesl-se que um
tempo de extracdo de 4 horas € suficiente par&racér da maior parte
de soluto. Sendo assim, foi fixado um tempo de gala todos os
experimentos de obtencéo dg X
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Figura 5:ESC de erva baleeira a 150 bar, 40°C e vazaddg'8jn .

5.2 Rendimento global, composi¢céo quimica e ativida
antibacteriana de extratos de Cordia verbenacea oioios por
diferentes métodos

Resumo
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O presente estudo descreve a composicdo quimica aéividade
antibacteriana de extratos @erdia verbenace®.C. (Borraginaceae),
uma planta medicinnal tradicional largamente disida ao longo da
costa sudeste do Brasil. Os extratos foram obtikasido diferentes
técnicas de extracdo: operacdes a alta pressatwdasé@ baixa presséo.
A técnica que usa alta-presséo foi aplicada padatencdo de extratos
de C. Verbenaceausando CQ@ puro e CQ com co-solvente com
pressdes de até 300bar e temperatura de 30, 40Ce 68 solventes
organicos n-hexano, acetato de etila, etanol, aae#o diclorometano
foram usados para obtencgéo de extratos a baixagw.e®s rendimentos
de extracdo foram de até 5.0 % (m/m) e de até 8@nfi) para a
extracdo com fluido supercritico com €@uro e com acetato de etila
como co-solvente, respectivamente, enquanto quécrict a baixa-
pressdo mostrou rendimentos de até 24.0 % (m/nexmacdo soxhlet
usando agua e também a mistura aquosa com 50%adel ebmo
solvente. A atividade antibacteriana dos extratmsbtm foi avaliada
contra quatro cepas de bactérias pelo método dedbl em agar. A
atividade inibidora dos extratos foi maior conts lzactérias Gram-
positivas se comparado as bactérias Gram-negativaanalise por
CG/EM foi usada para a identificagdo da compost@® extratos. Os
componentes mais importantes identificados foramengetina, [3-
sitosterol,a-humuleno e trans-cariofileno, dentre outros.

Palavras-chave: Extragdo supercritica, Cordia verbenacea
composicgdo, atividade antibacteriana.

'Estes resultados foram submetidos ao periédico eBimrce
Technology.

5.2.1 Introducéo

Atualmente, existe um crescente interesse poputéngifico no
uso de plantas medicinais para o tratamento destisenales, incluindo
0 uso como antimicrobianos.

91



Estudos da acdo antimicrobiana de compostos matsé de
extrema importancia, pois o surgimento de cepatehanas resistentes
aos mais diversos tipos de antibiticos é cada meior, além da
ocorréncia de efeitos colaterais como diarréiasmitad e o
aparecimento de manchas dentérias. Com isso, deusgtratos naturais
pode ser de grande ajuda para combater infecc@espansivas a
antibidticos.

O extrato de erva baleeira pode ser obtido poretites técnicas
de extracdo e solventes que vao definir tanto didguie do extrato
guanto o rendimento da extracdo. Esta secdo apaasefeito de varios
métodos de extracdo como extracdo supercritica@Ogpuro e com
co-solvente e extracBes a baixas pressdes comnsegdverganicos de
diferentes polaridades no rendimento, na composgdimica e na
atividade antibacteriana de extratos de erva baleeuma tentativa de
contribuir ao uso destes como produtos alternatipag controle
microbiano.

5.2.2 Material e Métodos

Os experimentos para determinacdo do rendimenbalg(¥,) da
ESC de erva baleeira foram realizados em duplicadaforme
planejamento experimental apresentado no itemAé.£xtracdes foram
realizadas com CQsupercritico puro e também com o emprego de co-
solventes como etanol e acetato de etila em difesseconcentracdes
(item 4.5). As condicbes de extracdo foram de 200,e 300 bar e 30,
40 e 50 °C, a uma vazao de solvente de £0308) kg CQ/h por um
periodo de 4 h.

O rendimento global das extragBes convencionaisspghlet
maceracao e hidrodestilagéo, realizadas em triplicam solventes de
diferentes polaridades foi determinado conformeritesno item 4.8.

Os resultados de rendimento para as diferentescéscfioram
avaliados separadamente através de andlise daciarfANOVA) ao
nivel de 5% de significancia e o teste de Tukewfidicado para avaliar
as diferencas significativas entre os pares de asédios tratamentos
(item 4.12).

A determinacdo da composicdo quimica dos extfatoealizada
através de cromatografia gasosa acoplada a espetti de massas
(CG-EM) conforme o item 4.11 e a avaliacdo da @iele antibacteriana
foi realizada através do método de difusdo em églardeterminacdo da
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concentragdo minima inibitoria (MIC) conforme déscno item 4.10
(SMANIA et al 2006).

5.2.3 Resultados
Rendimento Global da Extracdo Supercritica

Os resultados de rendimento global de extracd) @& erva
baleeira com C@supercritico puro sao apresentados na Tabelan8, co
os valores de temperatura (T), pressao (P) e deteside solventedoy)
correspondentes. O rendimento global da extracéefi@ido como a
guantidade de extrato presente na matriz solidsiyelsde ser extraido
pelo solvente nas condi¢Oes estabelecidas de tetaee pressao para
um tempo de processo pré-determinado (MARTINEZL 2005).

Tabela 3Valores de X obtidos para as diferentes condicdes de
temperatura e presséo para a ESC de erva baleeira.

T (C) P (bar)  pcoz (glcm)* Xo (%)
30 100 0,772 2,8+0,3
30 200 0,890 3,8:0,3
30 300 0,948 4,2+0,1
40 100 0,629 2,5+0,3
40 200 0,840 3,9+ 04
40 300 0,911 4,8+0,3
50 100 0,385 2,2+0,3
50 200 0,785 45+0,2
50 300 0,871 5,0+0,2

"ANGUS et al (1976)

De acordo com a Tabela 3, o maior rendimento dagho foi de
5,0 £ 0,2 %, obtido para a condicdo de 300 bar e 50 W neenor
rendimento foi de 2,2 0,3 % para a condicdo de 100 bar e 50 °C. Os
resultados também mostram que o rendimento degérti@g) aumenta
com a presséo a temperatura constante, para asdisnas estudadas
(30, 40 e 50 °C). Este comportamento é justificpdtd aumento na
densidade do solvente supercritico com a pressao.
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Quispe-Condoret al (2007), obtiveram o maior rendimento na
ESC de erva baleeira na condicdo de 300 bar e BOMC valor de
4,25% e o menor rendimento de 0,11% foi obtidooraigdo de 78 bar
e 40°C.

A Figura 14 apresenta as isotermas de rendimentxtiato de
erva baleeira em CGGupercritico como fun¢éo da presséo de operacao,
de acordo com os resultados da Tabela 3.

55
5,0
4,5
4,0
3,51 ——30°C
3,0 ——40°C
—A—50°C

Xo (%)

2,5

2,0 T T T T T
50 100 150 200 250 300 350

Presséo (bar)

Figura 14:1sotermas de rendimento global para a ESC debateira.

A avaliacdo dos resultados de), Xobtidos para as diferentes
condicbes de temperatura e pressao, indica o etlmtgooder de
solubilizagdo do solvente sobre o rendimento dacgmso (SILVA,
2004). O poder de solubilizacdo do £ estado supercritico depende
da sua densidade, e nas regides proximas ao potito,ca densidade
aumenta bruscamente com o aumento da pressdo ceré&tonp
constante, e também diminui com 0 aumento da teahpeara presséo
constante.

O efeito da temperatura no rendimento de extragdpressao
constante, é devido a dois mecanismos: um aumentenmperatura de
processo aumenta a solubilidade devido ao aumanpoetséo de vapor
do soluto e por outro lado reduz a solubilidadeidie® diminuicdo na
densidade do solvente.

As isotermas mostram uma inversdo na regido edA@e 1.50bar,
representando uma possivel regido de retrograddgBiserva-se na
Figura 14 que para pressdes abaixo de aproximadenmdO bar, o
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rendimento global aumenta com a reducéo da tenyparadtieste caso,
prevalece o efeito da densidade do solvente)XQfdie diminui com o
aumento da temperatura, provocando a reducdo dhbilstdde dos
compostos sollveis de erva baleeira ng €@percritico. Para pressdes
superiores a 150 bar, o aumento na pressado de dapsoluto com a
temperatura € mais importante que a diminuicdo elasidade do
solvente e isto faz com que o rendimento aumente @@aumento da
temperatura. Este fendmeno de retrogradacao repaegenfluéncia da
pressdo de vapor do soluto e do poder de solvat@gdsolvente no
valor da solubilidade e consequentemente no remdonge processo
(MICHIELIN et al 2005, CASASet al 2007, ALMEIDA et al 2007).

Segundo a ANOVA a temperatura (p=0,116) nado tewstoef
significativo sobre o valor de gXno entanto a pressaol{p000) e o
efeito da interacdo entre pressdo e temperatuB®30apresentaram
efeito significativo no rendimento global de enaldeira ao nivel de 5
% de significancia.

O fato da temperatura ndo apresentar influénciaifiigtiva
sobre o rendimento é devido ao efeito contrario egté apresenta na
regido de inversao das isotermas (140 a 150 bad. ptessdes menores
que a pressdao de inversdo a menor temperatura)(Bplica em maior
rendimento e para pressdes maiores que a pressaevedsio ocorre o
contrério e desta forma na analise estatisticaitoeda temperatura nédo
se mostra significativo.

O gréfico de superficie de resposta (Figura 15esgprta o
comportamento do rendimento global (Tabela 3) emda da pressao e
temperatura de extragcdo, onde a regido mais esgpmr@senta a regido
de maior rendimento.
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Figura 6: Gréfico de superficie de resposta pasndimento global da ESC
de erva baleeiraem funcdode T e P.

Para representar a dependéncia do rendimento degz® (X)
com a temperaturgX,) e a pressadX,), ou seja,X, =f(x;,X,),

uma equacgdo polinomial de segunda ordem foi usada
(MONTGOMERY, 2005):

y:BO+iBiXi +i8iixi2+28ijxixj Eq.5.1

Onde: y representa a resposta experimentg| B, Bi, Bi, € Bj sdo os
coeficientes de regressafx;) e (X;)séo as variaveis independentes

(temperatura e presséao).

O modelo com os termos linear, quadratico e dedgé® entre as
variaveis é representado pela seguinte equacao:

X, =1422-0,019T + 0,016P—-0,000417 - 0,0000%* +0,0003F P Eq. 5.2
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A equacdo de regressdo (Equacdo 5.2.) obtida ar mht
superficie de resposta, pode ser aplicada parangacwalores de
obtidos em outras condi¢cdes de temperatura e presad que estejam
dentro da faixa avaliada neste estudo.

Para averiguar a significancia da temperatura ndimento foi
realizada a andlise estatistica dos valores dga¥a a faixa de pressao
acima do ponto de inverséo das isotermas, na regide o efeito da
pressdo de vapor sobrg & dominante, desconsiderando assim a faixa
de pressado onde ocorre a inversao das isotermaséatda ANOVA a
temperatura (p=0,0074) e a pressao (p=0,0040) expgam efeito
significativo sobre o valor dey&o nivel de 5 % de significancia.

A Figura 16 apresenta o gréfico de superficie dpasta para o
rendimento global de erva baleeira para as pressigsres que a
pressédo de inversao das isotermas.

Figura 7: Superficie de resposta para,@X ESC de erva baleeira para as
pressdes de 200 e 300 bar em funcdo da temperatura.

O modelo com os termos linear, quadratico e dedgé® entre as
variaveis para a faixa de pressao de 200 a 30@ bgpresentado pela
seguinte equacao:

X, =1328+0,0567T +0,00316°-0,0004X > + 7xX1L0° TP Eq. 5.3
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Para a faixa de pressédo de 200 a 300 bar a ten@eraostrou
que tem influéncia significativa sobre o valor dg ¥omportamento
contrario ao encontrado quando se avalia os resgltaomo um sé
conjunto. Neste intervalo de pressao a tempergtuesfornece o maior
rendimento € de 50 °C.

A Figura 15 assim como a Figura 16 indica que és&uio
avaliar uma faixa maior de condicBes para se avarig tendéncia de
Xo com a temperatura e presséo de operacao.

Ao comparar os resultados obtidos na ESC com (Tébela 3)
com os da extracdo soxhlet (Tabela 5), notamos aguesolventes
organicos utilizados apresentaram rendimentos emido que a ESC,
isto pode ser devido ao carater polar desses tebjeque extraem
compostos normalmente ndo extraidos na ESC, viséo qCQ é
apolar. E apesar do hexano também ser apolar,uneotio solvente
utilizado na extracdo soxhlet, e o tempo de extrggélongado (6h)
podem ter contribuido para um maior rendimento 2(1%), se
comparado aos valores da ESC.

Emprego de co-solvente (CS)

O emprego de co-solvente na ESC de erva balegiradiizado
para melhorar o desempenho da ESC com @0 em termos de
rendimento e qualidade dos extratos. Os solventgénizos etanol
(EtOH) e acetato de etila (EtAc) foram selecionagas 0 emprego
como co-solventes na ESC, nas concentracoes de 3% em massa
em relacdo ao CO

As extragdes foram realizadas na condicdo de mammlimento,
gue foi de 300 bar e 50°C e vazao de 0,3 kg/h poperiodo de 4 h, e
foi avaliado o rendimento de extracdo em fungc&oahentracéo e tipo
de co-solvente empregado. A influéncia da conceftrale co-solvente
no rendimento da ESC, para os dois co-solventesisehdos, pode ser
observada na Tabela 4.
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Tabela 4Rendimento global (¥ da ESC de erva baleeira em funcdo
das diferentes concentracdes de co-solventes eatireg

Co-solvente X (%) m/m
2% EtAc 54+0,1
5% EtAc 8,6+0,3
8% EtAc 7,1+0,2
2% EtOH 6,5+ 0,3
5% EtOH 7,7£0,2
8% EtOH 7,310,1

Os resultados da Tabela 4 mostram um aumento de 2%
rendimento quando comparado ao ,Q@uro (Tabela 3), alcancando
rendimentos de até 8,6% (m/m) utilizando 5% deadoate etila como
co-solvente. Este comportamento é devido ao aun@mtolimero de
compostos soluveis na mistura, reduzindo a sedetid e aumentando o
rendimento do processo.

Segundo a ANOVA dos rendimentos obtidos com difieen
concentracBes de acetato de etila como co-solvemiste diferenca
significativa quando aumenta-se a concentracdo gar& 5% (m/m)
com p=0,015, no entanto quando aumenta-se a coac&atde 5 para
8% o rendimento ndo difere significativamente aeelnide 5% de
significAncia (p=0,1096). Ja o emprego de etanoiacoo-solvente em
diferentes concentragbes ndo apresentou difereiggaficativa no
rendimento de extragao.

O efeito da concentracdo de co-solvente no rendamele
extracdo é melhor observado na Figura 17, paraoissab-solventes
estudados em concentracoes de 2, 5 e 8% (m/m). @egmde co-
solvente resultou no aumento de rendimento atéeecdracdo de 5%,
para ambos os co-solventes, e na reducdo do mesmea poncentragao
de 8%.

A maior quantidade de co-solvente (8%) favorecéntessacoes
soluto/co-solvente, reduzindo as interacdes conmDg, € desta forma
reduz o rendimento, comportamento também obserpad@€ampost
al. (2008) durante a extracdo de bagaco de uva catonas de COe
etanol e por Kitzbergeat al (2007), na extracdo de shiitake. O fato de o
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rendimento diminuir na maior concentracdo de cuestté também
pode ser devido a polaridade destes, jA que estesntes extraem
preferencialmente compostos polares e desta formexti@cdo de
compostos apolares fica prejudicada.

10,0 -
[ acetato de etila
8.0 | (3 etanol
[T
AT
g 601 Y o o
S A Fanznd -
A [ e
X 40 ST R A
: A T a
b ] Eomm]
b ] Eommn)
2,0 T R Eo
— Fonn] Eramzny
A RAT R
0,0
2 5 8

Co-solvente (%) (m/m)

Figura 8:Efeito da concentracéo e do tipo de co-solventendimento
da ESC de erva baleeira.

Na concentracdo de 5% de co-solvente obteve-se aisras
rendimentos indicando que houve quebra nas intesagdluto matriz-
sélida e a substituicdo pelo co-solvente nos skitdgos da matriz
(HOLLENDER et al 1997). Geralmente o tipo de co-solvente tem mais
efeito na eficiéncia da extracdo do que sua coraghd. A maioria
deles alcanca melhores resultados em altas coac¢éaf, enquanto
outros reagem ao contrario. O tipo de interacagizradmpostos e 0s
parametros fisico-quimicos do co-solvente tém miaigracto sobre a
eficiéncia da extracdo (LUTERMANBKI al. 1998).

Rendimento Global das Extracées com Solventes Organs

A Tabela 5 apresenta os resultados de rendimerttdosbnas
extracBes por maceracdo e soxhlet utilizando ogestds n-hexano
(Hx), diclorometano (DCM), acetato de etila (EtAeYanol (EtOH),
acetona, agua e misturas aquosas (etanol + agum)cdimo o valor de
rendimento obtido na hidrodestilagdo. A TabelarBb@&m apresenta a
polaridade dos solventes empregados e a anlisééstish através do
teste de Tukey.
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Tabela 5Rendimento global das extragdes convencionaisvde e

baleeira.
. . Rendimento
Método / Solvente Polaridad® ( %) O
Soxhlet
Hx 0,00 149+ 0%
DCM 3,40 12+
EtAc 4,30 14,8+ 038
EtOH 5,20 14,2 + 0%
Acetona 5,40 10+ 17
égltjg)H 50% (50:50 v/v etanol— 710 o4+ 3F°
0, . —
é;ﬁ)‘-‘ 25% (25:75 vl/v etanol 8.05 15+ o
Agua 9,00 24 +%
Maceracgéo
Hx 0,00 43+03
DCM 3,40 2,69 0,07
EtAc 4,30 0,26 + 0,01
Agua 9,00 0,6+01
Hidrodestilacdo 0,9+0,2

! Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significatinte diferentes pela analise
do teste de Tukey com p < 0.05.

2polaridade da mistura aquosa calculada pela eqE§A00xPA) + (1B/100xPB)
ondelA e IB séo a polaridade dos solventes A e BAee PB as porcentagens dos
solventes na mistura (Markoet al. 2007).

Na Tabela 6 séo apresentadas algumas propriedasieslgentes
utilizados nas extracbes como viscosidade, temperade ebulicédo,
constante dielétrica, energia de coeséao e tensfofisial, que podem
auxiliar no entendimento da influéncia destes patéoa no rendimento
de extracéo.

De acordo com o teste de Tukey os rendimentos ®ivat@s
(Tabela 5) obtidos através de soxhlet com n-hexdiwprometano,
acetato de etila, etanol e acetona ndo diferene shtao nivel de 5% de
significAncia. A 4gua e a mistura aquosa de 50%oktlornecem
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rendimentos iguais estatisticamente ao nivel dedg9ignificancia e
apresentaram diferenca significativa em relacédalaosis.

Tabela 6:Propriedades dos solventes.

Viscosidade Temperatura Constante Energia de Tenséo
(mPa) de ebulicdo dielétrica coesédo Superficial
(°C) (Jmol/mL)  (cal/mol &)
n-Hexano 0,3 69 1,88 200,76 25,75
DCM 0,41 40 8,93 400,22 39,15
EtAc 0,45 77 5,99 300,64 33,67
Acetona 0,31 56 20,49 362,07 33,77
Etanol 1,07 78 24,85 618,87 31,62
Agua 0,89 100 78,36 2095,93 104,70

Fonte: Guet al 2004.

O maior rendimento foi obtido na extracdo soxhlmhcdigua e
com a mistura aquosa 50% etanol/agua com valor 4dé62 Este
resultado indica que a erva baleeira possui graqentidade de
compostos sollveis em solventes polares como a @gugpolaridade
de 9,0 (BYERS, 2006). Segundo Barwick (1997), aqd&de pode ser
definida como a habilidade da molécula em particgminteracdes de
todas espécies (por pontes de hidrogénio, intesagdetipo dipolo e
forcas de dispersédo) com outras moléculas polé&demperatura de
operacdo, o reciclo do solvente e as interacde® é@gua e soluto
podem ter contribuido para a dissolugdoagua tem viscosidade e
tensdo superficial altas, caracteristicas que Horeme ndo séo
desejadas na extracdo, uma vez que impedem a abstrgolvente nos
sitios ativos da matriz. No entanto, a constantdétlica e energia
coesiva sao significativamente mais altas e desszaf as moléculas de
agua sdo fortemente ligadas aos componentes patesindo-os
(MARKOM et al.2007).

Na extracdo soxhlet o solvente é utilizado na teatpe de
ebulicéo, e nesta condicéo, a tensdo superfidiskcesidade do solvente
sdo grandemente reduzidas quando comparadas contemparatura
mais baixa, portanto o solvente pode alcancartms sitivos dentro da
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matriz com maior facilidade solubilizando os scfu(MARKOM et al
2007).

Segundo Markonet al. (2007), caracteristicas como a constante
dielétrica (capacidade de atenuar campos elétacg@®rtanto, auxiliar
na interacdo entre cargas) do solvente podem afetextracdo de
determinados compostos. O autor observou em séallia que a
recuperacdo de taninos somente foi possivel quamiizou-se
solventes com constante dielétrica maior que 2@td¢aa, etanol,
metanol e agua) e solventes como diclorometanapféionio e n-
hexano ndo foram eficientes.

Xu & Godber (2000), estudaram a extracag-deyzanol de arroz
usando n-hexano, acetato de etila, isopropandeesdies combinacgdes
de solventes. O efeito da temperatura mostrou-gmifisativo,
possibilitando ao solvente modificar a estruturantriz sélida, mas
nao foi determinante na extracdo do soluto. A coagid entre oS
solventes mostrou que a extracdo € atribuida nuaiffisativamente a
polaridade do solvente do que a temperatura degsoc

A extracdo por maceragdo promoveu rendimentosionésr do
que a extracdo soxhlet, provavelmente devido aab@mperatura e a
falta de refluxo quando comparada a extracdo soxXbleendimento da
fracdo n-hexano (4,08%) apresentou valor compags/ektragcdes com
CO, supercritico. Sertiét al (2005), obtiveram extrato bruto de erva
baleeira por maceracdo com etanol 70%, este fdiilizamo
apresentando rendimento de 7%. Tieli al (2005), realizaram
maceracao de folhas secas de erva baleeira eniéchoio seguido de
metanol obtendo rendimento de 2,25%.

O rendimento obtido na hidrodestilacdo (0,9%) fafieiior a
todos os rendimentos obtidos na extracdo supegsritias diferentes
condicbes de operacdo. No entanto, deve-se saliemqie na
hidrodestilacdo a ebulicdo do solvente provocamdgao de vapor que
arrasta 0s compostos mais volateis presentes nstramsendo entao o
extrato caracterizado como Oleo essencial. JA eosaid processos
como maceracdo, soxhlet e ESC os solventes e dg;@ea de processo
empregadas permitem a obtencdo de extratos que nEsiras
complexas de compostos alcangcando-se assim magom@isentos. Em
seus trabalhos, Passetsal (2007), Carvalho Jet al. (2004) e Akisue
et al (1983) obtiveram rendimento de 0,37%, 0,23% e%],1
respectivamente, na hidrodestilacdo de erva baleesta diferenca no
rendimento verificada na literatura pode ser dewadaprocesso de
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secagem empregado no material, ao periodo de &plheisolo e clima
que influenciam na composicado do material vegetal.

A agua é considerada uma substancia anfoteragjaumode se
comportar tanto como um acido como uma base. Nadedtilacao, o
hidrogénio ligado ao oxigénio torna a agua conailimente &cida e
entdo, esse comportamento pode levar a formardkigade hidrogénio
com o0s anions, estabilizando-os e diminuindo a semtividade
(MORRISON & BOYD, 1981). Além disso, a alta tempara utilizada
na hidrodestilacdo (100 °C) juntamente com tempo pdecesso
prolongado (6 h) podem destruir compostos volatessiuzindo o
rendimento da extragéo.

Em seu trabalho Quispe-Condcet al (2007) estudaram a
extragdo de erva baleeira cultivada em Campinas,Padilo, obtendo
rendimento de 8,13% na extracdo soxhlet com etarad 0,55% na
hidrodestilacao.

A determinacdo do rendimento e da atividade bialddos
extratos convencionais obtidos com diferentes stégeé fundamental
para a selec¢éo do co-solvente a ser utilizado @ad&f8n de melhorar o
rendimento global de extracdo, ampliando o espeatgroompostos da
matriz sélida solubilizados pelo solvente. Destemfp o etanol e o
acetato de etila parecem ser os solventes maisiadies| para auxiliar
na extracdo de compostos de natureza polar, pogseagaram bons
valores de rendimento na extracdo soxhlet (Tabgla 8e atividade
antioxidante conforme item 5.3.

Composi¢ao Quimica dos Extratos

A Figura 18 apresenta o cromatograma obtido atrdeéSG-EM
para o extrato de erva baleeira obtido na condigié0 °C e 300 bar
utilizando CQ supercritico puro como solvente. No Apéndice V séo
apresentados os CG-EM dos extratos de erva batd#ticdos em outras
condicdes de ESC e também com outros solventesiooga
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Figura 9:CG-EM do extrato de erva baleeira obtido com CO
supercritico a 50°C e 300 bar.

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados de sigagacom o
nome dos compostos, tempo de retencdo e porcentig@nea para 0s
seguintes extratos: ESC a 50 °C e 300 bar, 30 2G0ebar, ESC com
5% de EtAc e 5% EtOH como co-solvente, e extratoidas por
soxhlet com EtAC e EtOH. Foram identificados oierg dois
compostos de diferentes classes que sdo apresemaddabela 7
separadamente conforme a familia a que pertencemmo:co
monoterpenos, sesquiterpenos, sesquiterpenos axigen alcoois e
flavondides. Os principais compostos identificados termos de % de
area foram: (1y-curcumeno, (2) calameneno, (13) aromadendrend, (18
a-sesquifelandreno e (24) espatulenol.

Outros compostos quimicos importantes, também @eles nos
extratos de erva baleeira s&w:humuleno, B-cariofileno, cariofileno
Oxido, lupeol e artemetina.

Tabela 7:.Componentes identificados nos extratos de eneelyalcom
seus respectivos tempos de retengéo e porcentagéaraal
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% Area (cromatograma)
Componentes h EsC Soxhlet
TR (min) * 5% ‘ * 5% | 50°C/ | 30°C/ | eion EtAc
EtOH EtAc 300bar 100bar
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-Curcumeno 13,788 - 0,512 7,277 4,441 - 7,46
Calameneno 14,505 - 2,362 4,360 3,70p 7,8R0 4,
3 Dicumeno 16,599 - - - - 1,138 -
Sesquiterpenos hidrocarbonetos

4 a-Cubebeno 11,033 1,113 1,265 0,643 - - 0,82

5 Copaeno 11,548 - - 0,374 - - 0,47

6 o -Cuvebeno 11,883 - - 0,354 - - -

7 o -Elemeno 11,894 - 1,585 - - - -
4,11,11-Trimetil-8-

8 metilenebiciclo[7.2.0]undec-4-ene 12,365 i 5977 ) ) ) )
B-Cariofileno 12,382 5,841 - 2,678 1,779 - -
Biciclo[7.2.0]undec-4-ene, 4,11,11-trimetil
8-metileno-,[1R-(1R*,42,954)] 12,423 - - - - - 2,558
o-Bergamoteno 12,849 - - 0,703 - - 0,59
o-Humuleno 13,090 1,895 2,101 1,243 1,67p - 1,0}
Aromadendreno 13,209 - 11,84 - 2,69 6,422 4,4
Alloaromadendreno 13,234 13,31 - 4,141 - - -
a-Farneseno 13,366 - - 0,315 - - -
a-Zingibereno 14,087 - - 1,120 11,500 - -
all-Bisaboleno 14,349 - - 2,010 1,633 - 1,34
a- Sesquifelandreno 14,596 1,358 1,465 9,114 8,985 - 6,463
Naftaleno, 1,2,3,4,4a,7-hexahidro-1,6-
dimetil-4-(1-metiletil) 14,703 2,749 2,578 3,002 2,074 2,828 2,9
Sesquiterpenos oxigenados

20 | o-Terpinil acetato 11,137 0,427 - -

21 | 6,10-Dodecadien-1-yn-3-ol, 3,7,11-trimetil 12,849 - - -

22 Germacreno D-4-ol 14,371 3,089 2,71 4 748 1,037

23 D-Nerolidol 15,459 - - -

24 Espatulenol 15,538 3,523 3,542 3,586 ,1461

25 | Oxido de cariofileno 15,602 - - 0,840 1,563

2% 1l—H|droxr;,7—d|met||—4-|sopr0p|l-2,7— 15,730 1,001 1,809 R
ciclodecadiene

27 Lanceol,cis 15,924 0,876 - -

28 Viridiflorol 15,986 - - 1,599 0,764

29 Ledol 15,991 1,641 1,297 -
1,5,5,8-Tetrametil-12-oxa bicicle

30 [9.1.0]dodeca-3,7-diene 16,118 3 ) )

31 a-Bisabolol 16,336 - - - 2,307
Tetraciclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]tridecan-9-ol,

32 4. 4-dimetil 16,671 - - 1,384

33 Torreiol 16,757 1,23 1,122 -

34 | Cubenol 16,765 - - -
7-Tetraciclo [6.2.1.0 (3.8)0(3.9)]

% | undecanol, 4,4,11,11-tetrameti 17,420 - ) ) 0,609

36 | B-Cedren-9-ol 17,821 - - - 1,397

57 | Spiro[4.5]decan-7-one, 1,8-dimetil-8,9- 18,952 R ) ) 1217
epoxi-4-isopropil
1-Naftalenol, 5,6,7,8-tetrahidro-2,5-dimetil

38 8-(1-metiletil) 19,291 3,018 2,518 -

39 | 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol 20,337 - - - 0,742

40 | Trans-Ze-Bisabolene epoxido 20,449 - - - -
5,9,13-Pentadecatrien-2-one,6,10,14-

| trimetil-(E,E) 20,498 - - -

42 7,11-Hexadecadienal 20,513 - - -

43 | Cis-Z-u-Bisabolene epoxide 21,294 - - - 0,751

44 | trans-Farnesol 27,753 - - -
Triterpenos

45 Esqualeno 33,718 0,921 1,648 :

46 Lupenone 38,949 - - -

47 Lupeol 39,169 1,258 2,049 5,287

48 Lupeol acetato 40,183 1,258 1,23Q 4,4101,378




Terpenos Aciclicos

49 | Phytol 24598 | 1,361 | [ 0,327 | - [ 0,627
Alcoois
3-Buten-2-ol, 2-metil-4-(1,3,3-trimetil-7-
50 oxabiciclo[4.l.O]hept-Z-(yI) 19,123 1,048 1,283
51 10-Metil-8-tetradecen-1-ol acetato 19,140 - 0,794
52 | 2-Metil-Z,Z-3,13-octadecadienol 19,959 - - 0,96 -
53 | Hexadecen-1-ol, trans-9 24,178 1,23 0,436 0,686 0,478
Hexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol, 3,7,11,1)6-
54 tetrametil-, (E,E,E) 26,100 1878
2,6,10,14-Hexadecatetraen-1-ol, 3,7, 11,15-
s tetrametil-, acetato, (E,E,E) 26,147 0,486 0520
56 1-Hentetracontanol 34,536 - 2,417 6,141 -
57 13-Tetradecen-1-ol acetato 36,669 1,601 - 38,599 0,709
Outros
58 | 3-Allil-2-methoxiphenol 11,323 2,310
59 | Eugenol 11,355 0,678 -
60 | Aceteugenol 14,783 - 0,653 - -
61 | o-Toluilic acid, tridec-2-ynyl ester 15,708 - 2,212 0,583
62 Ehenol, g-metil-5-(1,2,2-trimeti| 16,640 2.448 2,046
ciclopentil)-, (S)
63 1-(2,4-Dimetilfenil)-3-(tetrahidrofuril- 16,724 4,440
2)propano
64 la-Cadin-4-en-10-ol 16,757 - - -
65 | Benzenesulfanomide N-butil 19,348 1,85 1,089 ,614
66 3-Buten-2-one, 4-(5-hidroxi-2,6,6-trimetil- 19,643 0,926 1572 1,165
1-ciclohexen-1-yl)
67 Farnesil acetona 19,802 1,680 2,43p 1,883
68 7, 11- Hexadecodienal 20,004 4,626 - 3,170
69 | Farnesil acetato 20,372 - 0,644
70 1a,2,5,.5-Tetramet||-c|s—la,4a, 5,6,7,8- 21,353 0,600 0785 0,994
Hexahidro-gamma-chromeno
71 | Acido n-Hexadecanoico 22,456 1,845 1,346 0,99 9r,1| 4,235 1,853
72 Oxacicloheptadeca-8-en-2-one 24,996 - - - - 0,3p7
73 cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatrienal 25,07 69,6 1,346
74 216,10,14,18-Pentamet|l-2,6,10,14,18- 26,140 2411 1,387 0,292 0,990
eicosapentaene
75 Octadecil trifluoroacetato 34,543 2,876 - - - -
76 17-Pentatriaconteno 36,695 2,874 2,487 2,67 2,10 - 1,862
77 Stearil acetato 37,835 - - - 0,532 -
78 1-Hexacoseno 38,764 0,594 -
79 FW 306 38,972 1,912
Triciclo[20.8.0.0(7,16)] triacontane,
80 1(22),7E16)-dieps)xi ) 42,399 2144
81 B-Sitosterol 38,507 0,864 0,270 0,639
Flavonoides
82 | Artemetina 38,965 | [ 3,847] 1,236 | [ 10,14 2,378

* Extrato obtido a 50°C e 300bar.

Dentre as substancias apresentadas na Tabela s@atservar
gue a erva baleeira apresenta compostos como ol,lupa triterpeno
pentaciclico, uma molécula biologicamente ativa cam grande

espectro de propriedades medicinais,
efeito antiinflamatorio,

antioxidante,

atividade anticarcinogénica e antiinflamatéria (2ME et al 1992),

incluindo efodtividade

antiartritic antimutagénico
(NAGARAJ et al 2000, GEETHAet al. 2001).
O sesquiterpeno B-cariofileno  (trans-cariofileno) apresenta

enquanto o espatulenol e o 6xido de cariofilenspes propriedades

antibacterianas (LIMBERGEB al 2004, VEIGA Jret al 2002).
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Os sesquiterpenos-humuleno eB-cariofileno sdo importantes
componentes extensivamente estudados na literaRassoset al
(2007) e Fernande®t al (2007) demonstraram que a atividade
antiinflamatoria atribuida a erva baleeira é devidpresenca destes
compostos.

Outra importante substancia detectada nos extrdoserva
baleeira é o flavondide artemetina. Este flavonGigeesenta acao
antiinflamatoria e foi isolado e identificado 6a verbenacegor Sertié
et al (1990). O componentf-sitosterol, extraido a 300 bar e com
acetato de etila é indicado para o tratamento déasndoencas como
aterosclerose, hiperplasia benigna de préstatmeecd@le colon (NAIR
et al 2006, YOKOTAet al 2006).

A andlise de CG-EM mostrou um aumento no numero de
compostos identificados com o aumento da pressdextacdo (de
100bar para 300bar) na ESC com,(sbro. O nimero de compostos
identificados no extrato supercritico obtido a 508C300 bar (52
compostos) com COpuro foi maior do que nos extratos supercriticos
obtidos na mesma condicdo mas com a adicdo dehemt® (5% de
EtAc e 5% EtOH). Para estes ultimos extratos o mdrde compostos
identificados foi de 26 e 29, respectivamente.

A literatura indica que o emprego de co-solvent&8& reduz a
seletividade do processo e o resultado apresens&ifna parece
contradizer este comportamento (REVERCHON & De MARQR006).
Entretanto, a andlise de composicdo por CG-EM tetec
preferencialmente substancias apolares ou de gathri média. Na
cromatografia gasosa 0s componentes polares se nmavais
lentamente que o0s apolares. Portanto, este métaalitiad € mais
adequado para detectar preferencialmente substdapizlares, sendo
mais apropriado para caracterizar extratos objdosESC com C@e
verificar a importancia deste método de extracdoohtencao de
substancias valiosas no extrato de baleeira de erva

Portanto, conclui-se que o uso de EtAc e EtOH afeta
seletividade do processo por reduzir o numero dosiponentes
apresentados na Tabela 7, mas também aumenta acéextide
substancias polares ndo completamente separada&teetadas pela
analise de CG-EM realizada. Este comportamento damltfoi
verificado no perfil quimico dos extratos obtidosr psoxhlet e
maceragdo os guais também apresentaram menor ndmeompostos.
Os extratos obtidos por soxhlet com EtOH e EtAct&onl7 e 43
compostos identificados, respectivamente.
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A partir dos resultados apresentados na Tabelaé&radimos que
0s extratos de erva baleeira contém alta propadedmonoterpenos e
sesquiterpenos oxigenados e de acordo com Ketamal (2007),
especialmente 0s monoterpenos oxigenados, s&8o OEippIS
responsaveis pela atividade antibacteriana. Pap datlo, a atividade
bioldgica de um extrato, como a atividade antibéte ndo pode ser
atribuida a agdo de um Unico componente, porqusieis efeitos de
sinergismo entre os componentes podem ter um pagpelrtante na
atividade do extrato (ALVAREZ-CASTELLANOS! al. 2001).

A analise por CG-EM mostrou um aumento no nimero de
compostos identificados com o aumento da pressaxtiacdo para o
CO, puro. O emprego de co-solvente na ESC ndo condripara
aumentar o espectro de compostos identificados;osgparado aos
extratos obtidos com Gpuro. Entretanto, o uso de outros métodos,
como HPLC, poderia detectar a presenca de outtastésicias com
maior polaridade, evidenciando a reducao da siElatie do processo,
nao verificada aqui pela andlise de CG realizada.

Avaliacédo da Atividade Antibacteriana dos extratopelo método de
Difusdo em Agar

A atividade antibacteriana dos extratos obtidos esndiferentes
técnicas de extragcdo foi avaliada segundo o prowsdd descrito no
item 4.11 (SMANIAet al 1995; KITZBERGERet al 2007). Como um
teste inicial de triagem foi aplicado o método gatlo de difuséo em
agar descrito no item 4.11.1 o qual testa se atxinibe ou ndo o
crescimento do microrganismo de interesse. Os testrague
apresentaram os maiores halos de inibicdo dos mgamsmos no teste
de difusdo foram submetidos ao método quantitatvamicrodiluicdo
em caldo de cultivo para a determinacao da MIC i(tndrconcentracao
inibitéria) que refere-se & menor concentracéoxtiate capaz de inibir
0 crescimento de determinado microrganismo

Os extratos obtidos por extracdo supercritica c@p [@iro em
diferentes condicbes de T e P e com 5% de acetatetild e etanol
como co-solventes e extratos obtidos com diferestdgentes por
soxhlet e maceragédo foram testados contra as lacBraureusB.
cereusE. colieP. aeruginosatravés do método de difusdo em 4gar.

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos atravédedt® de
difusdo em agar em termos de tamanho dos halosiliedio para os
microorganismos testados e a Figura 19 mostra atoalb teste onde é
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possivel observar os halos formados. Um halo decéo superior a 9
mm de didmetro é considerado um resultado posifigoextratos foram
mais efetivos contra o crescimento microbiano dastébias Gram
positivas(S aureuse B. cereuy quando comparados as bactérias Gram-
negativas . Colie P. aeruginosp O mesmo comportamento também
foi verificado por Kitzbergeet al (2007) e por Boussaadaal (2008).

A maior resisténcia das bactéris Gram-negativase psmt devido a
diferencas na membrana celular destes grupos tériaac A membrana
externa da bactéria Gram-negativa € altamenteffiidap enquanto que
a membrana externa da bactéria Gram-positiva teatecdipofilico que
reduz a sua resisténcia a penetracdo de compastogppriedades
antibacterianas (ULTEEt al 1999).

De todos os microorganismos testadds aoli demonstrou ser o
mais resistente, apresentando halo de inibicdo r#enpara os extratos
soxhlet obtidos com 25% de EtOH, agua, hexano tatacde etila, com
halos de inibicdo de 16 mm, 12 mm, 11 mm and 12 mm,
respectivamente. O extrato aquoso 25% etanol desimageral foi o
mais efetivo (tamanho do halo maior que 9 mm) eontcrescimento de
todas as bactérias testadas pelo método de diéns@gar.

O extrato supercritico obtido a 40 °C e 200 bar domais
eficiente contra o crescimento 8eaureuscom halo de inibicdo de 31
mm, e todos os extratos testados mostraram atwidadibacteriana
contraS. auresupelo método de ADM.
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Tabela 8Teste de difusdo em agar para os diferentes extiaterva

baleeira.
Extrato o Halo (mm)
Extrato/ Condigoes S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
1 100bar/30°C 09 11 00 12
2 100bar/40°C 15 12 00 00
3 100bar/50°C 15 15 00 11
4 200bar/30°C 15 13 00 00
5 200bar/40°C 31 12 00 00
6 200bar/50°C 15 13 00 00
7 300bar/30°C 16 13 00 11
8 300bar/40°C 15 13 00 10
9 300bar/50°C 17 11 00 00
10 CQ + 5% EtAc 17 14 00 10
11 CQ + 5% EtOH 15 12 00 09
12 Maceragéao EtAc 19 16 00 11
13 Maceragdo Hx 18 23 00 09
14 Maceracéo Agua 20 13 00 00
15 Maceragdo DCM 19 14 00 00
16 Soxhlet 25% EtOH 25 15 16 21
17 Soxhlet 50% EtOH 18 11 00 00
18 Soxhlet EtOH 16 13 00 00
19 Soxhlet Agua 20 10 12 16
20 Soxhlet Acetona 15 13 00 00
21 Soxhlet DCM 18 14 00 00
22 Soxhlet Hx 15 13 11 12
23 Soxhlet EtAc 21 16 12 00

Figura 19:Foto do teste de difusdo em agar mostrando os dalo

inibicao.
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Concentracéo Minima Inibitéria (MIC)

A selecdo dos extratos a serem avaliados quavditad¢inte foi
baseada no tamanho dos halos de inibicdo apreesnt@d extratos
selecionados para o teste de microdiluicdo em cdilaultivo séo
apresentados na Tabela 9 com os respectivos hsuildg MIC.
de materiais obtidos de plantas quando comparado padrées.
Embora, de acordo com Duar al (2007), Wanget al (2008) e
Sartorattoet al (2004), seja possivel classificar os materiasn@
agentes antimicrobianos baseando-se no valor dedgi€sentado pelos
seus extratos. A classificacdo apresentada é angegforte inibidor
para MIC até 50Qig/mL; moderado inibidor para MIC entre 600 e 1500
pg/mL; fraco inibidor para MIC acima de 160Qg/mL. Esta
classificacdo é muito (til para detectar o potdnardibacteriano de
varios extratos de plantas com atividade bioldgica.

Os extratos supercriticos obtidos a 300 bar e 30C@ puro) e
300 bar e 50°C com 5% de acetato de etila e 5%ai®lecomo co-
solvente apresentaram a menor concentracdo indbitéontra o
crescimento d&. cereuscom MIC menor que 7,8g/mL, 15,6ug/mL
e 31,25 ug/mL, respectivamente. Os baixos valores de MIC
apresentados indicam a ESC como o melhor método gi#encao de
extratos de erva baleeria com forte poder inibidigr,acordo com a
classificacdo apresentada previamente (forte iaibidMIC <
500Qug/mL). A reducéo da densidade do fluido supercrifamumento da
pressédo e reducdo da temperatura) aumentou od@iC contra B.
cereus. Este comportamento indica que maior poder solvehte
necessario pra a obtencdo de compostos com pdtantifaicrobiano.

Para a bactéri&. aureuspode-se verificar da Tabela 9 que os
extratos que apresentaram as concentracdes maiasbiiram os
extratos supercriticos obtidos com co-solventen@te acetato de etila)
e também a fracdo acetato de etila da maceracdoMi@nde 250
pg/mL.

Os extratos mais efetivos contra a bactBriaeruginosdoram o
extrato supercritico com 5% de etanol e os extisighlet 25% etanol e
agua com MIC de 10Q@g/mL.
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Tabela 9Valores de MIC para a erva baleeira determinaets p
método de microdiluicao.

Extrato  Extrato/Condi¢Ges MIC (ug/mL) . .
S.aureus  B. cereus E. coli P. aeruginosa
3 100bar/50°C 1000 125 NT >4000
5 200bar/40°C 500 46,8 NT NT
7 300bar/30°C 375 <7.,8 NT >4000
10 CQ + 5% EtAc 250 15,6 NT >4000
11 CQ + 5% EtOH 250 31,25 NT 1000
12 Maceracédo EtAc 250 46,8 NT 1500
16 Soxhlet 25% EtOH 2000 1000 2000 1000
19 Soxhlet Agua 2000 2000 2000 1000
22 Soxhlet Hx NT NT 2000 >4000
23 Soxhlet EtAc 500 46,8 2000 NT

NT: nao testado.

Estes resultados indicam que a ESC é uma poderosaldgia
para obtencdo de compostos com propriedades aetilaaas de erva
baleeira, para varios microorganismos.

A bactériaE. coli teve o crescimento inibido somente pelos
extratos soxhlet com MIC de 200@/mL.

Comparando-se as Tabelas 8 e 9 pode-se observas quaiores
valores do halo de inibigdo (31 e 25 mm) obtidos s extratos 200
bar e 40°C e soxhlet 25% etanol (testados Paraireusnao resultaram
nas menores concentragdes de inibicdo (46,8 e d@@dL), isto porque
embora o tamanho da zona de inibicdo no teste fusadi possa
depender da sensibilidade do organismo ao antibiamo, isso n&o
pode ser usado para comparar a poténcia das amostra

Duarteet al (2007), investigaram a atividade antimicrobiana d
Oleo essencial d€ordia verbenaceaontra 13 diferenteEscherichia
coli serotipos, o extrato ndo se mostrou efetivo coatabactérias
apresentando MIC > 10Q@/mL. O mesmo autor avaliou a atividade de
uma amostra comercial dgans-cariofileno contra dois serotipos
diferentes dé&scherichia colia mesma apresentou MIC > 100g/mL.
Este composto identificado como um dos respons®eass atividade
antiinflamatéria desta planta, no entanto ndo dmritpara a atividade
antibacteriana, sendo que esta acdo se deve angaese outros
compostos presentes nos extratos ou entdo aoisinergxistente entre
0S componentes.
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A atividade antibacteriana apresentada fg&btadia verbenacea
pode ser atribuida a presenca de compostos arosgifesentes em
seus extratos, como o eugenol. De acordo com dalchi et al
(1998), compostos aromaticos, especialmente o elgedo
reconhecidos pela sua importante atividade angbach. Este
composto foi detectado no extrato obtido por ESE 666 EtOH, como
apresentado na Tabela 7.

Segundo Boussaadd al (2008) as propriedades antibacterianas
de extratos obtidos a partir de plantas estdo iogladas ao alto
conteldo de sesquiterpenos oxigenados, especialnt@sabolol e
farnesil acetato os quais sdo efetivos contra basté&ram-positivas.
Ambos compostos foram detectados neste trabalhergemos extratos
obtidos por ESC (Tabela 7).

Na literatura ja foi provado que o bisabolol temitef sinergistico
com o eugenol (PAULI, 2001). Estes resultados detnam que a
atividades antibacteriana dos extratos esta reladio com a
configuracéo quimica dos componentes, com a prapa@m que eles se
apresentam nos extratos e com as interacdes éxaré £5-BALCHIN
et al 1998, BOUSSAADA et al 2008).

A andlise antimicrobiana dos extratos de erva balee
demonstrou que os extratos supercriticos foram efaientes contra o
crescimento de bactérias Gram-positivas, se compsaraos extratos
obtidos a baixa pressédo (soxhlet e maceracdo) Estaltados indicam
0 uso da ESC para obtencdo de extratos de ervairbatem atividade
antimicrobiana contra diferentes microorganismosaderdo com as
condi¢bes de extracdo empregadas.

5.2.4 Concluséo do Artigo 1

Este estudo mostrou que @. verbenaceaapresenta forte
atividade antibacteriana validando o emprego dewsé&xtratos desta
planta como agentes antimicrobianos.

Os extratos supercriticos foram mais efetivos eoat bactérias
Gram-positivasS. aureus B.cereuscom destaque para o extrato obtido
com CQ puro a 30°C e 300 bar que apresentou concentragé@ima
inbitéria menor que 7,f8g/ml sendo considerado um extrato com forte
potencial inibidor. O uso de co-solvente na ESCHEte EtAc) ndo
somente aumentou o rendimento de processo se chopeom CQ
puro, mas também produziu extratos com forte iAibigntimicrobiana.
Além dos aspectos antimicrobianos, o0s resultadosstramm a
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importancia da ESC na obtencéo de importantes cstopduncionais
como -cariofileno,a-humuleno, espatulendd-sitosterol e eugenol da
erva baleeira, aumentando o valor dos extratos.

Os extratos obtidos por soxhlet apresentaram osoresi
rendimentos de extracéo e foram os Unicos a apegsaividade contra
0 crescimento d&. coli. Os extratos soxhlet e maceragdo com acetato
de etila se mostraram eficientes contra as bastdbiem-positivas,
principalmenteB. Cereuscom MIC de 46,ig/mL.

Os extratos deC. verbenaceabtidos pelas diferentes técnicas
apresentaram grande diversidade de grupos quilkicoempostos com
atividade biolégica como lupeol, bisabolol, farhesetato e artemetina.
Todos estes aspectos aqui relatados colocam est@oesomo um
importante ponto inicial para andlise deste relevaraterial vegetal.
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5.3 Avaliacéo da Atividade Antioxidante e Contetudale Fendlicos
dos Extratos de Erva baleeira Obtidos com Diferen®Técnicas de
Extracéo*

Resumo

A possibilidade de usar as folhas@erdia vebenaceaomo uma nova
fonte de compostos antioxidantes naturais foi itigada. No presente
estudo foram utilizadas diferentes técnicas deagitr para obtencéo de
extratos deCordia verbenaceacomo extracdo supercritica, extracdo
soxhlet, extracdo por maceragdo seguida de patiigéio-liquido e
hidrodestilacdo. A extracdo supercritica foi aplecgara obtencédo de
extratos usando GOpuro e também considerando a adicdo de co-
solventes junto ao CQem temperaturas de 30, 40 e 50 °C e pressodes de
100, 200 e 300 bar. Solventes organicos com difesepolaridades
como n-hexano, diclorometano, acetato de etilapaeage etanol, agua e
misturas aquosas (etanol+agua) foram empregadaes qidencao de
extratos pela técnica soxhlet. O extrato bruto @iem obtido por
maceracao foi fracionado com os solventes n-hexdiclmrometano e
acetato de etila resultando em diferentes frag@sediferentes métodos
de extracdo foram avaliados quanto a atividadexdtnte através dos
seguintes ensaios: radical livre DPPH (1,1-dif@Adicrilhidrazil),
radical ABTS'[2,2’- azino - bis - (3 — etil — benzotiazolina — @cido
sulfonico)], radical anion superéxido {Q e protecdo contra a
peroxidagéo lipidica. O teor de compostos fendlipag 0s extratos
obtidos foi determinado através do método de Foloealteu. Os
extratos obtidos com acetato de etila apresentafare poder
antioxidante tanto pelo método do radical livre BIRF®mo pelo ensaio
de peroxidacéo lipidica. Os extratos obtidos pothld com 4gua e
misturas etanol/dgua apresentaram importantesiaties antioxidantes
indicando que os compostos responsaveis pela ad@icdntioxidante
possuem afinidade por solventes polares como etsaglia.

Palavras-chave Cordia verbenaceaextracdo supercritica, atividade

antioxidante, extragdo com solventes organicos.

'Artigo em preparacao para o periédico Bioresourehfiology.
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5.3.1 Introducéo

O efeito antiinflamatério da erva baleeira j& fovestigado e
comprovado por Passesal (2007) e Fernandex al (2007) e como a
literatura mostra que farmacos antiinflamatériosreagntam um
mecanismo antioxidante como parte de sua atividedgs etapa do
trabalho tem o objetivo de investigar se esta plaambém possui
propriedades antioxidantes.

A complexidade quimica dos Oleos essenciais, unsdurai de
dezenas de compostos com grupos funcionais, padtiide
comportamento quimico diferentes podem levar a ltegkus de
atividade antioxidante muito diferentes, dependedateste empregado
e das propriedades fisicas do composto (MARCO,)1968

Numerosas técnicas estdo disponiveis para avaliativilade
antioxidante de compostos e misturas complexastai® os extratos
naturais de plantas. Apesar dos varios métodosalmgio, 0 emprego
de um Unico procedimento de analise nao pode fabemtitodos os
mecanismos de controle de oxidacé@o possiveis, rdeafa caracterizar
um produto antioxidante. Assim, a investigacdo dotemcial
antioxidante deve ser realizada por métodos quepismlementem. A
literatura indica que a atividade antioxidante ewfacionada entre
outras a presenca de compostos fendlicos comawanibides e acidos
fendlicos que possuem capacidade de sequestraadisis livres.
Entretanto, a capacidade de capturar radicaissli@reomente um dos
Varios mecanismos que contribuem para a atividatiexidante global
(SHARIFIFAR et al 2007).

Os compostos antioxidantes podem atuar como s#tasgi
desempenhando mais de um papel, como doador densléguelante
de metais e sequestrador de oxigénio singlete (FFEWA 2000).

Sendo assim, a determinagdo da atividade antice@dansua
correlagdo com o conteddo total de fendlicos ptesemos extratos de
erva baleeira obtidos por diferentes técnicas degio é fundamental
para avaliar o potencial de cada técnica na obtededextratos com
atividade biologica.

5.3.2 Material e Métodos

Os extratos de erva baleeira avaliados quanto aatuvidade
antioxidante foram obtidos através da extragéo rstifiea com CQ
puro e com co-solvente conforme descrito nos e 4.5 e também
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através de técnicas convencionais como a extragdibes, maceragéo e
hidrodestilacé@o utilizando solventes de diferepi@saridades, conforme
descrito no item 4.8.

A determinacdo da atividade antioxidante dos eodrate erva
baleeira foi realizada em triplicata conforme diésaro item 4.9 através
dos métodos: radical livre DPPH (1,1-difenil-2-ghddrazil), radical
ABTS™ [2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido  iulico)],
radical anion superéxido ¢O) e protecdo contra a peroxidacao lipidica.
O conteldo de compostos fendlicos para os extratiiglos foi
determinado em triplicata, através do método deinfibcalteu,
conforme apresentado no item 4.9.1.

Os valores de atividade antioxidante sdo apresestaal forma de
CEsp que representa a concentragdo de extrato capferdeer 50 %
de atividade antioxidante. O conteudo de fendliotas é expresso em
mg de equivalente em acido galico (EAG) por graraaegtrato. Os
resultados de atividade antioxidante e contetdoodgostos fendlicos
foram avaliados através da analise de varianciaO¥A) ao nivel de
5% de significancia com o auxilio do software Stata 6.0.

5.3.3 Resultados

Determinacgéo da Atividade Antioxidante pelo métodale DPPH

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados ividace
antioxidante dos extratos de erva baleeira obtidos soxhlet e
maceracao com solventes de diferentes polaridadediidrodestilacédo
(HD) e por ESC obtidos em diferentes condi¢cfes megsso, e dos
padrdes rutina e quercetina que sao flavondides mronhecida
atividade antioxidante, utilizados como controlesifieo do ensaio. A
atividade antioxidante apresentada (AA%) € refereat maior
concentracdo de extrato testada que foi de 1g§/m().
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Tabela 10Avaliagcdo do potencial antioxidante dos extra@eiva
baleeira através do método DPPH e comparacdo cpado8es rutina e

quercetina.
ESC CE,
Soxhlet AA (%) CEso(ug/mL) P(bar) / AA (%) 0
o (bg/mL)
T(°C)

Hx 23,7#0,8 374171° 100/30 22,5:0,9 38434°
DCM 11+1 976:71° 100/40 17,8:0,5 476,7#0,5
EtAc 54,630,06  162,30,6° 100/50 8,6+0,4 10528"
EtOH 92, 70,4 82,30,5% 200/30 29+1 29110

Acetona 90,6:0,3 129,#0,3% 200/40 20+2 309:20°
Agua 7422 3821 200/50 22,6t0,4 3985°
25% EtOH 83,9+0,3 27,40,11 300/30 39+2 228:5>
50% EtOH 85+3 29124 300/40 41+2 300:16™
300/50 29+1 31810°
HD 6,9£0,2 198459 2% EtAc 35,5:0,3 3432+
5% EtAc 49,4+0,9 24G4™
Maceragao 8% EtAc 48+2 24210
EtAc 95,97%0,06 9,204 2% EtOH 58,9:0,7 2044°

Hx 36,7+0,2 242" 5% EtOH 561 2134
DCM 78+1 107,80,8 8% EtOH 84+2 1433
Agua 87,1+0,1 34,40,3

Rutina 91,3+0,3 6,20,3
Quercetina 94,5:0,1 2,4%0,0

Para a mesma técnica, médias seguidas por letimerdes na mesma
coluna séo significativamente diferentes ao nieeb® pelo teste de Tukey.

O extrato convencional que apresentou o maior datividade
antioxidante foi a fracdo acetato de etila obtida extracdo por
maceracao apresentando 95,97% de AA, e concentedgtica de 9,2
png/mL valor comparavel com o controle rutina (A@mL). Para inibir
em 50% a atividade dos radicais livres, uma quadédde apenas 9,2
png/mL de extrato é suficiente.

Na extracdo soxhlet as misturas aquosas de 50%oeal@%tanol
como solventes apresentaram o0s melhores valoresodeentracao
eficaz com CEy de 29ug/mL e 27ug/mL de extrato, respectivamente, o
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gue confirma que os compostos responsaveis peldaate antioxidante
possuem afinidade por solventes polares como etsaglia.

Os extratos n-hexano e diclorometano (soxhlet) samtaram
baixa atividade antioxidante isto pode ser devidopa@aridade
intermediaria destes solventes.

O extrato obtido por hidrodestilagdo apresentowidattle
antioxidante muito baixa de 6,9%. A literatura g&di50 °C como
temperatura 6tima de extracdo para compostos éesdtie diferentes
matrizes vegetais (PINEL@t al. 2006) devido a sua sensibilidade
térmica e neste processo a temperatura empregadadeéebulicdo do
solvente (dgua) que é muito superior e que podealdégradado os
compostos responsaveis pela atividade antioxidabtgro fator que
pode ter contribuido para o baixo valor de ativahtioxidante do
extrato obtido por hidrodestilacdo é que os congsosintioxidantes
(compostos polifendlicos) possuem alta massa mialeewdesta forma,
sdo pouco volateis e talvez essa técnica ndo segisaadequada para
extrai-los.

Os extratos supercriticos apresentaram uma tered@eaieducao
dos valores de atividade antioxidante (AA) e cotisatp aumento dos
valores Cky com o aumento da temperatura de extragcdo de 20 par
50°C, para todas as condi¢Bes de pressdo analidsidamdica que os
compostos responsaveis pela atividade antioxidgudem estar
sofrendo degradacéo térmica com o aumento da tatperHUet al
2005).

A pressdo também apresentou efeito pronunciadoe solsr
resultados de AA e Gk A Tabela 10 mostra que o aumento da presséo
a temperatura constante para os trés niveis estsidaf0, 200 e 300
bar) diminui os valores de G& Este resultado indica que o aumento da
pressdo e consequentemente da densidade do fluidercstico,
aumentou a concentracdo dos compostos extraidos atidade
antioxidante presentes nos extratos de erva bale®iremprego de
acetato de etila como co-solvente junto a ESC efferedfites
concentracbes n&o resultou em melhora no valor tladaale
antioxidante em termos de §ENo entanto, a utilizacdo de etanol como
co-solvente forneceu melhores resultados de corgéiat eficaz quando
comparado ao C{puro na mesma condi¢cdo. A utilizagdo 8% (m/m) de
etanol como co-solvente forneceu o melhor resultedBSC, com Cg
de 143ug/mL uma reducgdo consideravel quando comparadoako v
obtido na mesma condi¢do de processo (50°C e 306tmar CQ puro
(318 pg/mL). O etanol se mostrou o melhor co-solvente gar usado
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junto ao CQ na ESC e também um 6timo solvente para obtencdo de
extratos pelo método soxhlet, principalmente quadicionado a agua.

Silva et al (2007), avaliaram o potencial antioxidante deatas
supercriticos de erva baleeira obtidos nas consligee40°C e 150bar,
50°C e 250bar e 45°C e 150bar através do métodbRIeH e do
sistema3-caroteno/acido linoleico. Os resultados obtidosstnasam
reduzida atividade antiradical para os extratos pedtodo de DPPH, o
autor menciona que os extratos apresentaram atevitth7 vezes menos
eficiente que a rutina. Por outro lado, o0s extraggsesentaram
importante atividade antioxidante quando comparaam§-caroteno,
com valor de 69% de AA na primeira hora.

Os resultados de AA obtidos com solvente supegoritoram
menores que aqueles obtidos com o emprego de etampla (soxhlet).
Este resultado é possivelmente causado pela adstice apolar do
CO,, resultando na extracdo de componentes apolamsais possuem
baixa atividade antioxidante (KITZBERGERal 2007).

Determinagéo da Capacidade Atioxidante total pelo gtodo ABTS

O objetivo desta analise foi verificar a capacidddediferentes
extratos de erva baleeira em sequestrar o raditiahc2,2”-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), comado com um
padrdo antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-¢etetiicromano-2-
acido carboxilico) em uma curva dose-resposta. Esitodo é uma
excelente ferramenta para determinar a atividadéoxahante de
compostos doadores de hidrogénio e de compostosnggtores de
cadeias (REet al 1999).

A Tabela 11 apresenta a porcentagem de inibicdoadial
ABTSe+ calculada conforme descrito no item 4.9.®sevalores da
atividade antioxidante dos extratos de erva baerialiados em termos
de poder de seqlestro de radicais, de acordo conétodo ABTS,
expressos em capacidade antioxidante equivalenfeotmx (TEAC).
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Tabela 11Atividade antioxidante pelo método ABTS de extsale
erva baleeira.

Soxhlet %Inibicdo  TEAC (*) PI(EbSaCr:) / %lnibicio  TEAC(*)
T(°C)

Hx 27,70,1 20422 100/30 20,4+0,2 1933°
DCM 32,90,3  392,80,6° 100/40 19,#0,2  19¥1C°
EtAc 39,3:0,1 57422 100/50 21+1 19552
EtOH 46,7404  58%1(F 200/30 24+1 19927

Acetona  42,10,5 5822° 200/40 333 399,60,
Agua 77+3 10224 200/50 31+1 39370
25% EtOH 81+2 10313 300/30 291 405:2°

50% EtOH  43,2:0,9 5843° 300/40 27,5:0,7 398,80,7
Maceragao 300/50 29,4:0,3 3954°
EtAc 81,5:0,6  104&7° 5% EtAc 43+1 596+4°

Hx 27+0,5 3837° 8% EtAc 391 4078°
DCM 47,103 622:2° 5% EtOH 30+2 40311°
Agua 77,#0,3  99%1(° 8% EtOH 4643 59Qk15°

(*) Capacidade antioxidante expressa em equivadeaeTrolox (TEAC) enuM/g

de extrato.

Para a mesma técnica, médias seguidas por lefeasrdées na mesma coluna séo
significativamente diferentes ao nivel de 5% pekid de Tukey.

Os extratos soxhlet obtidos com agua e a mistqusa com
25% de etanol como solventes se destacaram pelaltaueapacidade
antioxidante (1022 + 4MTEAC/Qextrato © 1031 £ 3uUMTEAC/Qextrato
respectivamenteseguidos pelas fracfes acetato de etila e aquosa da
maceracdo, com valores de capacidade antioxidamtelOd8 + 7
UMTEAC/Qextrato® 999 £ LQUMTEAC/Qexrato F€SpPECtivamente.

Ao avaliar as diferencas significativas (P<0,05reems médias
da capacidade antioxidante obtidas pelos extraigblet, € possivel
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observar que os extratos obtidos com acetato lde etanol, acetona e
50% de etanol ndo diferiram estatisticamente esifr®@u seja, todos
estes solventes fornecem extratos com mesma cagdacahtioxidante,
da mesma forma, os extratos obtidos com agua estarmiaquosa de
25% de etanol mostram o mesmo poder antioxidante.

Analisando a Tabela 11 observa-se que para a @&gtrac
supercritica usando GQuro como solvente, os valores da capacidade
antioxidante variaram entre 191 + 10 e 405 gMTEAC/Qexirato SENAO
gue o aumento da presséo de extracdo de 100 lza2@@bar e 300 bar
aumentou a capacidade antioxidante dos extratosseAanalisar os
resultados obtidos pelos extratos supercriticogi@didos dos co-
solventes acetato de etila e etanol (5% e 8% [mimoflemos observar
atividades antioxidantes acentuadas de 596U BEAC/Jexraopara o
extrato obtido com 5% de acetato de etila e 596 #tMTEAC/Qextrato
para o extrato obtido com etanol a 8%. Os extrahiglos por ESC
apresentaram capacidades antioxidantes equivalant@sios extratos
obtidos por soxhlet, como o extrato etandlico, @u®t acetato de etila,
diclorometano e hexano, bem como a algumas fragéesiaceracao
(Hx e DCM).

Os valores da capacidade antioxidante avaliadts mpétodo
ABTS para os diferentes extratos de erva balegranram de 191 a
1048 UMTEAC/Qexrato ESta pode ser considerada uma importante
atividade antioxidante quando comparamos com outaigriais como:
vinho tinto envelhecido com capacidade antioxidatee880 a 1530
UMTEAC (ARNOUS et al 2001), extratos de erva-mate (402 a 1113
UMTEAC- CANTERLE, 2005) e extratos de cascas e péalé (61,4 a
735,3uMTEAC/g- BAGGIO, 2006).

Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo métododo radical
anion Superoxido

Através do método do radical anion superdxidg YCforam
avaliados os extratos de erva baleeira que apezaentos melhores
resultados de atividade antioxidante no ensaio DRPho método
ABTS em cada técnica de extracéo realizada. Reatizoesta selecéo
devido ao grande numero de extratos obtidos e giseocomo alguns
ndo forneceram bons resultados nos ensaios de BPABITS ndo se
justificaria a continuagéo da investigacdo da @digle antioxidante com
0s mesmos, devido ao gasto com reagentes e ao tlmmpendido com
extratos pouco promissores.
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Na Tabela 12 estdo representados os resultadoenee a
avaliacdo da atividade antioxidante dos extratosedea baleeira
selecionados além do padrao rutina, sobre a caubcicavenger do
Oz" determinada através da inibicdo da reducdo do o“nittue
tetrazolium” (NBT). Os resultados sdo expressostemmos de Cg
(média £ desvio padrdo) que representa a concentracdo thatoex

necessaria para captar 50% dos radic§1°i's 0]

Tabela 12: Aividade antioxidante pelo método do radical &nion
superoéxido (@).

Soxhlet CEso(png/mL) P(bar)/E'I'S(’g) ou % CEso(pg/mL)
co-solvente
EtAc >1000 300/30 >1000
EtOH >1000 5% EtAc >1000
Agua 610+35 8% EtAc >1000
50% EtOH 37318 5% EtOH >1000
25% EtOH 286+21 8% EtOH 723t11
Maceracéao
EtAc 87813
Agua 5766
Rutina 429+11

Carbonari (2005) considera que extratos que apssen
concentrac@o eficaz (Gg inferior a 1000ug/ml determinados pelo
método do radical anion superéxido possuem modeatencial
antioxidante.

Na extracdo soxhlet as misturas aquosas de 50%oeal@%tanol
como solventes apresentaram os melhores resultddostividade
antioxidante com concentracdo eficaz de JgdmL e 286 ug/mL,
respectivamente, valores inferiores ao padraoau@nextrato obtido
com agua apresentou moderada atividade antioxidacden
concentracao eficaz de 6g/mL.

A fracdo aquosa da maceracdo apresentou atividaaxidante
préxima ao do padréo rutina com égHe 576ug/mL.
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Os resultados da Tabela 12 demonstram também gurato
supercritico obtido com 8% de etanol como co-sabseexibiu
moderado potencial antioxidante (GEnferior a 1000 pg/ml). Os

demais extratos supercriticos analisados nestdoerszelaram fraca
atividade antioxidante (Gfmaior que 100Q,g/ml).

Protecao contra a peroxidacéo lipidican vitro (TBARS)

A medida da protecao a peroxidacao lipidica € wrmad indireta
de avaliar o potencial antioxidante de um deterdoneomposto, uma
vez que indica o grau de protecdo que este podecefeao bloquear o
efeito deletério dos radicais livres sobre a mendbrplasmatica.
Avaliou-se neste ensaio, a protecdo oferecida pettstos de erva
baleeira contra a peroxidacao lipidioavitro, induzida por peréxido t-
butila, em homogenato de figado de camundongos.

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos nesteoepara 0s
extratos de erva baleeira selecionados conformigagp no item c. Os
resultados séo expressos em termos dg @Eediat+ desvio padrdo)
gue representa a concentracdo de extrato necepsdaigprevenir em
50% a peroxidacao lipidica.

Segundo Rebello (2005), extratos que apresentamentracao
eficaz (Cky) inferior a 500ug/mL determinados pelo método TBARS,
possuem importante atividade antioxidante.

A Tabela 13 sumariza o efeito protetor dos extrateserva
baleeira, onde observou-se que o extrato soxhtetcobom acetato de
etila mostrou forte efeito protetor da lipoperoxida com CEk de 209
+ 3 (g/mL), valor comparavel ao flavonéide padréo ru(@g, = 203

*+ 2 ug/mL). Dessa forma, pode-se afirmar gueitro, o extrato soxhlet
de erva baleeira obtido com acetato de etila moster efetivo na
protecdo a lipoperoxidacdo de membranas plasmatEadendo ser
considerado antioxidante pelos resultados obtideterensaio.

A fracd@o acetato de etila da maceracao e os extsafoercriticos
utilizando 5 % e 8% de acetato de etila e 8% deoktaomo co-
solventes também apresentaram atividade antioxddamuortante (Ck
inferior a 500ug/ml) com concentracdo eficaz de 3idg/mL, 395
pg/mL e 463ug/mL, respectivamente.
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Tabela 13Avaliacdo da atividade antioxidante dos extramsa
baleeira através da medida da protecao a lipoppaoo.

ESC
Soxhlet CEso(ug/mL)  P(bar)/TCC) ou %  CEgo(ug/mL)
co-solvente
EtAc 2093 300/30 65014
EtOH 72418 5% EtAc 44416
Agua 1726:84 8% EtAc 395+9
50% EtOH 575+16 5% EtOH 604+7
25% EtOH 672+4 8% EtOH 46312
Maceracao
EtAc 374t34
Agua 616+1
Rutina 203t2

Para a mesma técnica, médias seguidas por lefemsrdes na mesma coluna sao
significativamente diferentes ao nivel de 5% pekie de Tukey.

Nos extratos supercriticos o aumento da concewtraes co-
solvente (de 5% para 8%) tanto para o etanol comna p acetato de
etila, melhorou a extracdo de compostos com atieidietectavés pelo
método do TBARS.

Determinacgéo do contetudo de Fendlicos Totais (FT)

A quantidade de fendlicos totais (FT) para osatasr de erva
baleeira obtidos por ESC, soxhlet, maceracdo eodhdtilagdo sao
apresentados na Tabela 14.

A quantidade de compostos fendlicos obtida noswdmpor ESC
nao apresentou tendéncia com a temperatura e sdpre& condicao
que apresentou maior quantidade de fendlicos fdik20 e 40 °C (112
mg/g) a qual se mostrou estatisticamente difeneeite teste de Tukey a
5% de significancia. Nos extratos supercriticos wantjdade de
compostos fendlicos variou de 46 a 112 (mg acidic@éy de extrato).
Pelo teste de Tukey o emprego de diferentes caacdets de co-
solvente nao teve influéncia sobre o conteldo aepostos fendlicos
quando comparados ao ¢€uro. O teor de fendlicos obtidos na ESC
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foi comparavel

com varios extratos convencionais €Extratos

supercriticos mostraram teores de fendlicos sigslanos extratos
obtidos por soxhlet e maceragdo com excecdo datexiquoso 25%
etanol e da fragcdo acetato de etila da maceragéo.

Tabela 14Conteldo de fendlicos totais (FT) expressos erivalgmtes
a acido galico (GAE) para os extratos de erva balee

ESC FT FT « FT
P(ban/T(C) (mgGAElg)  SONel  acaElg) Maceracdo . carig)
EQ 3
100/ 30 47+1 EtAc 7242 Hx 63+ 4°
b
100/ 40 63¢2% EtOH 9743 DCM 114+ 7°
100/50 46+2° Hx 42+2° EtAc 358+ 7°
200/30 105+3° DCM 82+3° Agua 84+ 2
A b
200/ 40 112+3¢ Agua 11143
200/ 50 67+1¢ Acetona 82+2°
b
300/ 30 61+1% 50% EtOH  102+9
300/ 40 63t3*  25%EtOH 187,30,9
300/50 7141
2% EtAc 73+3%
5% EtAc 767
8% EtAc 85,7+039 HD 73+2
2% EtOH 74+3%
5% EtOH 64,503
8% EtOH  77,8:08%

Para a mesma técnica, médias seguidas por lefemsrdes na mesma coluna sao
significativamente diferentes ao nivel de 5% pekie de Tukey.

Os resultados mostram que a fragdo acetato de(stllzente de
polaridade intermediaria) obtida na extracao pareregao apresentou o
maior conteddo de compostos fendlicos (358 mg/gliida pela fracdo
diclorometano (114 mg/g). Porém, os rendimentobajtode extracao
apresentados na Tabela 5, indicam baixos rendimepéova estes
solventes (0,26% e 2,69%, respectivamente) o qde pwiabilizar o

processo.
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Os extratos obtidos por soxhlet forneceram os metho
resultados para os solventes mais polares comoletadgua e para as
misturas aquosas de 25% e 50% de etanol. Estedosxapresentaram
alto conteudo de compostos fendlicos de 97 mg/ynid/g, 187 mg/g e
102 mg/g, respectivamente. Assim, quando se dedigjao teor de
fendlicos totais e rendimento dos extratos, poddizer que a melhor
opcdo € a extragcdo soxhlet com agua e misturas&sfifd:etanol que
apresentaram alto rendimento (24% - Tabela 5) @ @ntetdo de
fendlicos.

A quantidade de compostos fendlicos detectados emtratos
soxhlet usando etanol e &gua, sugere que esteefgdEntes na
solubilizagcdo de compostos fendlicos com atividadéoxidante de
misturas complexas presentes nas matrizes vegetaii;mando a sua
indicacdo como co-solventes junto a ESC.

Relacdo entre atividade antioxidante (DPPH) e confielo de
fendlicos totais

O coeficiente de correlacdo JRentre o contetido de fendlicos
totais e a atividade antioxidante quantificada pétaica de DPPH nas
diferentes técnicas de extracdo como ESC, soxhlataeeracdo é
apresentado nas Figuras 21 a 23.

Observou-se que as diferentes técnicas apresenbaiam valor
de correlagéo (%«*-0,05 na ESC, 0,56 na soxhlet e 0,39 na maceragao),
gue sugere que existem outras substancias presestestratos de erva
baleeira que contribuem mais efetivamente pardia sgqlestradora de
radicais livres do que a fracdo de compostos feosli

A relacdo entre atividade antioxidante e fendlitmgis mostra
gue estes ndo sao os Unicos responsaveis petiadtvantioxidante dos
extratos de erva baleeira. A diversidade e comdeld das misturas
nos extratos de plantas dificultam a caracterizal#o compostos e a
determinacdo da sua atividade antioxidante. Cadatapl contém
diferentes compostos como vitaminas, clorofila®mmostos fendlicos
com diferentes atividades antioxidantes. O sinergisentre o0s
compostos antioxidantes numa mistura torna a atiddantioxidante
dependente da concentracdo, bem como da estrunieragdo entre 0s
mesmos (DJERIDANEt al. 2006).
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5.3.4 Conclusao do Artigo 2

Varios tipos de analises que englobam diferentesaniemos de
acdo foram realizadas para avaliar a atividadexdtnte dos extratos
de erva baleeira, com o objetivo de avaliar a madote de mecanismos
gue o tecido vegetal da planta possui como defetiaxalante, como a
sua capacidade em participar de reacfes de Oxidgde, doacdo de
hidrogénio e de anular radicais livres presentesne@® reacional. A
erva baleeira se mostrou uma importante fonte depostos
antioxidantes, seja da familia de polifendis, coa® antioxidantes,
terpenos ou outras.

No ensaio do radical livre DPPH a fracdo acetatcetila da
maceracao apresentou forte poder antioxidante ebon gomparavel ao
padrao rutina. Os extratos de erva baleeira obpdosoxhlet com agua
e misturas etanol/dgua apresentaram importantesidaates
antioxidantes confirmando que o0s compostos respeissapela
atividade antioxidante possuem afinidade por stdseipolares como
etanol e 4gua.

As misturas aquosas também mostraram destacadaidzsgea
antioxidante verifificada pelo método ABTS e pelétado do radical
anion superoxido onde apresentaram concentracaazeinferior ao
padréao rutina.

Na avaliacdo da protecdo contra a peroxidacaoidgid vitro
(TBARS) o solvente acetato de etila se destacoelarto forte efeito
protetor, principalmente no extrato obtido por dekb ESC com 8% de
co-solvente.

Embora a ESC néo tenha apresentado destaque sobrdras
técnicas de extracdo para efeito de obtencao dpasios antioxidantes
€ importante salientar que o aumento da conceuntrdedco-solvente
para valores superiores aos aqui empregados pauler testa técnica
comparavel com outras para esta atividade biologigsesar disto,
deve-se levar em considera¢do que cada métodotidedx tem uma
especificidade e, como comprovado no item 5.2 garfi), a ESC é uma
técnica de destaque para obtencdo de compostos atmidade
antimicrobiana presentes na erva baleeira.

Os métodos para a avaliacdo da atividade antiotddanvitro
representam indicadores das potenciais atividaidd®giras, refletindo
apenas uma biodisponibilidade tedrica. Maiores iag@s sao
necessarias para a identificacdo e quantificac@@admpostos fendlicos
presentes nos extratos, para testar suas atividaulesxidantes em
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sistemas biolégicos, e para verificar a contribnig@® cada composto
individual na atividade antioxidante total.
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5.4 Modelagem Matemética da Cinética de Extracdo derva
Baleeira

Resumo

Neste estudo o emprego da extragcao supercriticdCerpara obtengéo
de extratos deCordia verbenacedoi avaliado. Cordia verbenacea
conhecida popularmente por erva baleeira, € umstrbda familia
Borraginaceae, que possui como principal propriedatdicinal a
atividade antiinflamatéria. Esta atividade da-selapecdo de
sesquiterpenos comai-humuleno e trans-cariofileno compostos
presentes nos extratos desta planta. O objetive thabalho foi estudar
0 processo de extracdo supercritica da erva baagabando a cinética
de extracdo, os mecanismos de transferéncia dearsasslvidos e a
modelagem matemética das curvas de extracdo. sascforam obtidas
a 30, 40 e 50C e pressdes de 100, 150, 200 e 300 bar, e vazdes
variando de 3,0 a 8,3 g/min. Diferentes modelogrdesferéncia de
massa apresentados na literatura foram empregadasdpscrever os
dados experimentais: modelo de Sovova (1994), madielMartinezt

al. (2003), modelo de Crank (1975), modelo de Tanica 1(1989),
modelo de Gotcet al (2006), modelo de Esquivet al (1999) e
modelo VTIl de Brunner (1994). Os modelos repremam bem as
curvas experimentais de extracdo e 0s menoresodesvitre dados
experimentais e modelados foram obtidos com os lnedie Sovova,
de Crank e de Goto.

Palavras-chave:Cordia verbenaceacinética de extracdo, modelagem
matematica, transferéncia de massa.

5.4.1 Introducao

O conhecimento dos efeitos causados pelas vari@peracionais
como pressao, temperatura e vazao de solventetenmiteada extracao
supercritica € necessario para o projeto e otifd@alp processo. A
modelagem matematica das curvas de extracdo pegmriteralizar os
resultados experimentais, que posteriormente podendaplicados para
a predigdo do processo de extragdo em novas casdigbtrabalho e/ou
a outros materiais diferentes daqueles iniciaimgetsguisados. Além
disso, a modelagem tem como principal objetivo rd@tear os
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parametros ajustaveis dos modelos a partir de dexipsrimentais, a
fim de que estes sejam mantidos constantes ngptsigdo de escala
para, entdo, se obter o design do processo em rea@aa, como
dimensdo de equipamento, vazdo de solvente, tamdehparticula
(MARTINEZ et al 2003).

O objetivo deste artigo foi estudar o processo HEagdo
supercritica do extrato de erva baleeira, avaliandeinética e a
modelagem da curvas de extracdo, verificando geabrfieno de
transferéncia de massa é predominante no procedssd@.

A descrigdo das curvas de extracdo de erva balegiraalizada
utilizando os modelos apresentados por Sovova [198ibdelo
Logistico de Martineet al (2003), modelo de difusdo de Crank (1975)
apud Reverchon (1997), e modelos de Tan & Lioug),9%: Goteet al
(1993) e de Esquivedt al (1999), através do programa Mass Transfer
desenvolvido por Correigt al. (2006) e Kitzbergeret al (2009)
disponivel no LATESC. Também foi ajustado o modkddransferéncia
de massa VT-Il desenvolvido por Brunner (1994),paligvel no
programa “Thermische Verfahrenstechnik VTII” desdwido pela
Universidade Technische Universitdt Hamburg-Harb(f¢yHH) da
Alemanha (ZETZL et al 2007). O detalhamento dos modelos
matematicos e suas equacdes estdo apresentadospéralice |-
Modelos Matematicos.

5.4.2 Material e Métodos

A erva baleeira foi coletada na Praia da Barra hldeaduera-
Imbituba- SC. As folhas foram moidas em moinho atm$, secas em
estufa (item 4.1) e caracterizadas quanto ao tamnatrthvés de andlise
granulométrica, conforme explicado na se¢éo 4.2.2.

A determinacdo do diametro das particulas de ewlaeba
utilizadas na formacéo do leito de extracdo folizada conforme o
item 4.2.3 e calculada segundo Gomide (1980). Asidade aparente
(da) foi determinada através da massa de erva baletimmda para a
formac&o do leito e o volume ocupado por esta tratex (g/cni), além
da densidade real do solido, obtida através doduoéde picnometria
em gas hélio, conforme descrito no item 4.2.4. fosidade do leito foi
determinada a partir dos valores da densidadesraphrente de acordo
com o procedimento descrito no item 4.2.5 e a jdade das folhas foi
considerada igual a 0,54 como apresentado por &eatio(1993).
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Para o estudo da cinética da ESC, foram obtidagasude
extracdo nas temperaturas de 30, 40 e 50°C e peededl00, 150, 200
e 300 bar, onde a vazéo de solvente variou der8ii9g 8,3g/min. As
curvas experimentais de extragcdo foram construdidaso rendimento
de extracdo versus a massa de solvente por masséidte seguindo o
procedimento descrito no item 4.4.1.

Para o calculo do contetudo de 6leo extraive) Eonsiderou-se
que os valores de rendimento global de extracap gresentados na
Tabela 3 correspondem a 90% do total de solutoeptesna matriz
sélida no inicio do processo (Michiek al 2005; Ferreira, 1996). Esta
consideracdo é baseada na observacdo das curvestrdedo, que
indicam que a etapa de taxa de extracdo nuladticemente alcancada
(ver item 5.1). Assim, a partir dos valores da Tal3®encontrou-se o
equivalente a 100% que corresponde ao teor irdeiaoluto no solido
(0O), e o valor de ¥foi obtido a partir da equacgéo 9.3.

Os parametros cinéticogek (tempo de duragéo da etapa CER),
Mcer (taxa de extragdo da etapa CERYcer (concentragdo de soluto
na fase solvente na etapa CER) foram determinaiizando o pacote
estatistico SAS for Windows - verséo 8.5 (SAS tatilnc., Cary, NC,
EUA) conforme o item 4.13.

A modelagem matemética foi realizada seguindo cqutionento
descrito no item 4.14 com o emprego do programasMemnsfer
disponivel no LATESC, e o programa “Thermische ¥erénstechnik
VTII”, as equacdes dos modelos séo apresentadapérmalice |.

5.4.3 Resultados
Avaliacdo de parametros na cinética da ESC

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos nateazacao do
leito de particulas os quais foram utilizados paranodelagem dos

dados experimentais.

Tabela 15Caracterizacdo do leito de particulas de erveelrale

Massa sélido Diametro  Densidade real Densidade aparente Porosidade do
formar leito  médio (mm) (g/cnt) (g/cnt) leito

(@) (®)

20,0 0,58 1,42 0,389 0,726
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As Figuras 24 e 25 mostram as curvas de ESC debafeaira
para diferentes condi¢cdes de pressdo, temperatwgiad® de solvente.
Estas curvas apresentam uma etapa de taxa conskanéxtracéo
(CER), uma etapa de taxa decrescente (FER) emiamaé tendem a
apresentar uma etapa de taxa nula de extracacja@oamecanismo de
difuséo é predominante.

O efeito da pressao de operacdo nas curvas de&@xipade ser
observado na Figura 24, que mostra o rendimené&xiacéo pela razdo
massa de solvente por massa de amostra para g&ordé 50°C e
pressdes de 100, 150, 200 e 300 bar, na vazadvweatsode 3,33g/min.

O aumento da pressdo a temperatura constante Ger&8dltou
no aumento do rendimento especialmente para pmessé®res que
100bar. Este comportamento é devido ao aument@msidhde gco=
385,4 e 871,0 kg/fra 100bar e 300 bar, respectivamente) e consequente
aumento do poder de solvatacdo do solvente sugiascriEste
comportamento da curva de extracdo esta de acandoos dados
apresentados no item b, do Artigo 1 que apresentsaermas de
rendimento.

Este resultado também for verificado em outros destu
apresentados na literatura como na extracédo dedtdé€por Campost
al. (2005), na extracdo de antocianinas por Mamtelhl (2002), na
extracdo de 6leo de shiitake por Kitzbergeal (2009), na extracao de
bagaco de macéa por Ribe&bal (2007), dentre outros.

Na Figura 25 é apresentado o efeito da temperaaga&urvas de
extragdo para a pressao de 200 bar e tempera®ia3, d0 e 50 °C e
vazdo de 5 g/min e o efeito da vazédo de solven@)(@o rendimento
de extracdo de erva baleeira na condicdo de 156 #@tC e vazdes de
3,0 g/min e 8,3 g/min.
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Figura 13:Influéncia da pressao no rendimento para ESCwie er
baleeira a 50°C.

A Figura 25 mostra o aumento do rendimento conmgégatura,
indicando que o efeito da pressdo de vapor doc@utlominante e
compensa a redugdo da densidade do solvente, glargressdo. O
aumento do rendimento com a temperatura também gerdexplicado
pela reducdo da viscosidade e conseqiente aumemifudividade do
solvente na matriz sélida. Estas variagbes confenmlhores
caracteristicas ao solvente facilitando a transf@aé de massa no
interior da matriz vegetal (MANTELIet al. 2002). O comportamento
do rendimento da ESC de erva baleeira com a tetoparaé
influenciado pela pressdo de vapor do soluto e delesidade do
solvente, 0 mecanismo predominante no processxtcec@o depende
da presséo de operagéo, como ja verificado no @stas isotermas de
rendimento (Artigo 1, item b).

O aumento na taxa de extracdo com 0 aumento daetatamm
também foi verificado para a extracdo de amaraatpressdo de 200
bar (WESTERMANet al 2006), na extracdo de 6leo de sementes de
jojoba nas pressfes de 250 e 350 bar (SAL@&IN\al 2007) e na
extracdo de Oleo de horteld nas pressdes de 20D leaB por Almeidat
al.2007).
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Figura 14:Influéncia da temperatura e da vazao de @®rendimento
de erva baleeira

De acordo com a Figura 25 o aumento na vazdo derdel
acarreta um aumento no rendimento da extracdodaleai maior
diferenca no gradiente de concentragdo entre as fduto e solvente.
O aumento do rendimento na condi¢do de maior viaade ter ocorrido
em funcdo da diminuicdo da espessura do filme mxtem torno das
particulas, que é uma resisténcia a transferéngiandssa, e pelo
aumento do gradiente de concentracdo entre o slidsolvente, ja que
h& uma maior quantidade de solvente percorrenatrater por unidade
de tempo, 0 que aumenta a quantidade de extrasaida do extrator.
Machmudahet al (2006) avaliaram o efeito da vazdo de,Q@
extracdo de dleo de noz-moscada e observaram qrendimento
aumentou com a elevacdo da vazdo de solvente. Oesuexplicam
gue o aumento na vazéo de solvente geralmente causaimento no
numero de moléculas de ¢Q@or unidade de volume na entrada do
extrator aumentando as interacdes intermolecutares o solvente e o
soluto, aumentando assim a dissolucéo do soluto.

A Tabela 16 apresenta os valores de solubilidad&lash em
diferentes condi¢bes de operacéo a partir das £ulvaxtracdo de erva
baleeira. A solubilidade do soluto na fase solvelitem parametro
importante, necessario para a aplicacdo do modelwatisferéncia de
massa de Sovova (1994). Os valores prévios deibdade do extrato
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de erva baleeira em dioxido de carbono a alta @oefsram obtidos

através da etapa de taxa constante de extraciemsams realizados a
baixa vaz&o de solvente, conforme descrito no #6mA faixa de vazao

de solvente empregada na determinacao de solwlifta baseada no
estudo desenvolvido por Danielski (2002).

Tabela 16Solubilidades para erva baleeira.

o Vazao Y* extratc! solvent
TCO) PO oo (gimin T
40 150 0,781 0,9 7,35
50 200 0,785 11 11,5
50 300 0,871 1,3 17,2

O maior valor de solubilidade, obtido na condic&ds0°C e 300
bar (17,2 x18 g/g), foi empregado no modelo de transferéncia agsen
descrito por Sovova (1994) para a descricdo damsule extracao.

A Tabela 17 apresenta os parametros cinétiggs Mcer, Ycer,

Xo € X« em funcdo das condi¢cdes de operacao: pressamifit)eratura

(T) e vazdo de CO(Qcoz) empregadas para a obtencdo das curvas de
ESC de erva baleeira. A Tabela 17 também apresentzalores da
viscosidade dindmica do GQu) calculados a partir da equacéo
empirica de Altunin and Sakhabetdinov (1972) (agrtsda por Sovova

& Prochéska (1993) necessaria para o modelo dsfér@mcia de massa
VTIL

A concentracdo de soluto na fase solventgr¥e determinada
através da inclinacdo da etapa CER#NL A taxa de extracdo na etapa
CER (Mcer) aumentou com o aumento da vazéo de 3,0 para/i@j8 g
no experimento a 40 °C e 150 bar. O experimentand®r vazao
promove maior disponibilidade de solvente no eatrabr unidade de
tempo, 0 que proporciona um maior gradiente de exdracdo entre o
sélido e o solvente, ocasionando uma maior taxaratesferéncia de
massa. Isto acontece pela diminuicdo da resist@ntiansferéncia de
massa como resultado do aumento da conveccao,dcapsda ndo
saturacéo do C{pelo soluto.

O parametro ¥z nao apresentou uma tendéncia de
comportamento com a variacdo da densidade dg OCaumento da
pressdo resultou em menores tempos da etapa decdastante de
extracdo @er) 0 que se deve ao aumento do poder de solvatagdo d
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solvente. O aumento da presséo resultou em maialees de X pelo
aumento da concentracdo de compostos solUveigjto désta variavel
(P) sobre o valor de Xja € conhecido, conforme a secdo 5.2.3. O
aumento da pressédo e da vazéo de solvente tamhbédentmw o teor de
Oleo de dificil acesso (X que esta contido no interior das particulas
interligado a matriz sélida e extraido na etapasitifinal de extracao.

Os valores de Xmostram o efeito da pressao na concentragéo de
soluto de facil acesso, isto €, com 0o aumento @ssfp ha uma
tendéncia de aumento nos valores gedévido a elevagéo da densidade

do CG.

Tabela 17: Parametros cinéticos do processo dedeXEva baleeira e
viscosidade dindmica do GO

PITIQeo2 ( g/%%z?) teex MorX 10 YCERX %y 10? ng></91)02 ?BZX b
bar/°Clg/mi - mi y .
(bar/°Clg/min) (min) ~ (@/min) 5 (@) gy (HP2s)

100/50/3,3 0,385 8,10 1,95 058 267 0,93 1,74 2854

150/40/3,0 0,781 49,96 0,53 176 242 088 154 6884

4,56 2,29 2,27 68,84

150/40/83 0,781 29,24 1,11 013
200/30/50 0,890 4,02 3,84 076 *7° 305 170 9042
200/40/50 0,840 4,25 0,90 180 488 341 147 7958
200/50/50 0,785 81 2,60 052 249 224 325 6966
300/50/33 0871 2,11 0,74 022 682 385 297 8603

Modelagem das Curvas de extracdo

As Figuras 26 a 29 mostram a comparacdo entre asscu
experimentais e ajustadas pelos modelos de Cramkiindz, Tan e
Liou, Goto, Esquivel, Sovova e VTIl. Nas curvasaespresentado o
rendimento de extracéo em funcéo do tempo de éxrac
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modelos para a condicao de 200bar e 50°C.

6
= 5
X
o4 #  200bar, 30C
3 3 Crank
% ) — - - — Martinez
P ~— X Tane Liou
xq == Goto
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ — - — Esquivel
—+—— Sovova

0 50 100 150 200 250 300 35U
Tempo (min)

Figura 16:Comparacgéo entre dados experimentais e ajustatius p
modelos para a condicao de 200bar e 30°C.

140



. 100bar, 50°C
o 300bar, 50°C
Crank
—--—- Martinez
m— = (50t0

— - — Esquivel
VTII

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

Figura 17:Comparacéo entre dados experimentais e ajustatis p
modelos: influéncia da pressdo no rendimento ps@ &50°C.

5

g4 et

/—/ — -
23] e
g 72 ¢ 8,3g/min
5 ﬁ g;nfu [m] 3,0 g/min
S — - - — Martinez
[0
o — = (Goto

— —— — Sovova

0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (min)

Figura 18:Comparacdo entre dados experimentais e ajustattus p
modelos: influéncia da vaz&o no rendimento para &360 bar e 40°C.

Os parametros ajustaveis para o modelo de CrankMBxtinez
(b e t), Tan e Liou (K), Goto ( K eq), Esquivel (B, Sovova
(coeficientes de transferéncia de massa para asédisa (k) e fluida
(kya), razdo massica de soluto de dificil acessg)(X¥nodelo VTII (k e
ko, -coeficientes da isoterma de sorcaqy Ezoeficiente de disperséo
axial e - coeficiente de transferéncia de massa na fas#ajl@ os
erros médios quadraticos (EMQ) entre dados expetaie e

modelados, nas diferentes condi¢cBes estudadas pséseatados na
Tabela 18.
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De acordo com a Tabela 18 o0 modelo matemético gugustou
melhor aos dados experimentais apresentando memor reédio
quadratico foi o modelo de Sovova (1994) seguidospenodelos de
Crank, Goto e Esquivel.

Para a modelagem do processo de extracdo, em aspeci
aplicacdo do modelo de Sovovad é necessario o comben de
variaveis de processo, tais como a solubilidadensidade do solvente
(Tabela 16), dados especificos da matéria-prima leitb de particulas
(Tabela 15) e ainda dados especificos da curvaxttacgdo a ser
modelada, como g tcer, Mcer, Ycer (Tabela 17).

O modelo de Sovova (1994) apresenta bons resultadosio as
curvas experimentais tém um periodo de taxa caestinextracdo bem
definido e sua principal vantagem é a descri¢afeddmeno que ocorre
no processo de ESC que déa um claro significadoofisos parametros
ajustaveis. Por outro lado, 0 uso deste modelmialio aos sistemas
onde a solubilidade é conhecida a temperatura ssgwedo processo
(SOUSAEet al 2004).

Os parametros ajustados pelo modelo de Sovova paggm
analisados, observando a Tabela 18. Nota-se qa®ode k,aumenta
com o aumento da vazado de solvente (ensaio a 150 #@°C), o que
era de se esperar poig, kB definido como o coeficiente de transferéncia
de massa na fase fluida, o qual é diretamentedafgtala velocidade de
escoamento do fluido, que por sua vez aumenta cauntento da
vazao de solvente. J4 o valor dg lanteve-se praticamente constante,
ja que o coeficiente de transferéncia de massaseasilida ndo sofre a
influéncia da vazdo do solvente. Para todos osi@nsealizados os
valores do coeficiente de transferéncia de masstase sélida (k)
foram inferiores aos valores do coeficiente desfieréncia de massa na
fase fluida (kg). O soluto localizado internamente nas partictéas
mais dificuldade de ser dissolvido e, assim levés ri@npo para vencer
a interface solido-fluido que o soluto localizada superficie das
particulas. Desta forma, os menores valorescgetkidos indicam que
0 mecanismo de difusédo é menos representativo quamdparado com
a conveccdo na ESC de erva baleeira. Estes efeims observados
também por Campast al (2005) na ESC de caléndula e por Kitzberger
(2005) na ESC de shiitake.
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Tabela 18Parametros ajustaveis e erros médios quadraidd®) dos

modelos para a ESC de erva baleeira.
Condiges avaliadas: P(bar)/T(°C)d(g/min)

Parametros
dos 100/50 1%0’4 1%0’4 20003 500140 200550 390/
Modelos 13,3 13,0 /8.3 /5.0 /5,0 /5,0 /3.3
Crank
D(x10") 1380 60 491 523 548 882 714
EMQ 007 002 002 006 001 022 014
Martinez
bad) 411 1,44 1083 119 131 310 158
tm 10259 54711 40794 36922 33638 13845 ,ee04
EMQ 014 002 022 037 021 068 0,80
Esquivel
be 14,49 40,41 4421 40,81 40,90 2054 28,79
EMQ 004 0007 003 013 004 018 023
Tane
Liou
Koo10) 351 325 255 260 270 278 3,04
EMQ 071 021 067 091  0.82 241 224
Goto
K 175 144 187 204 168 194 2,00
¢ 300 052 0218 0687 0355 300 300
EMQ 0,067 0009 008 028 016 017 045
Sovova
ko(A0) 092 156 121 143 179 076 156
k(1% 0127 0008 0023 0107 0093 0116 0367
EMQ 390 193 794 202 833 2480 809
(x10%
Vail
K (10P) 3.0 40 4,92 450 535
ks 0 0 0 0 0
Dz;(lrgj)’s) 157496 738,00 112349 119439 738,02
Be (M/s)
) 145 0,96 1,17 122 940
Des (M7/s)
o 0.1 01 01 01 0.1
EMQ 083 0,037 022 118 1,58

Os valores de Kapresentados na Tabela 17 mostram o efeito da
densidade do solvente na concentracdo de soldifidiéacesso, isto €,
nas condicbes de maior densidade do, ©@Gorre um aumento nos
valores de X (200 bar a 30 e 4Q e 300 bar a 3C) e, consequente, do
valor de > da ESC, pois ocorre 0 aumento do teor de éleaigrtr
pelo solvente.
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O modelo de Crank que considera a transferénciaasdsa como
uma analogia a transferéncia de calor apresentas &jastes aos dados
experimentais. Este modelo considera os diferentesanismos de
transferéncia de massa através de somente um paréanestavel (D),
com o processo de extracdo controlado unicamergedifasdo, o que
impede a avaliacdo de outros mecanismos de trénsfarde massa na
extragdo de erva baleeira.

O modelo de Tan e Liou superestimou os dados ewpetais de
extracdo. A massa de soluto extraida vai aumenteomioo tempo e em
certo momento atinge valores muito superiores attgas da massa de
extrato total existente na matriz sélida, o qudcedima deficiéncia
deste modelo. Esta deficiéncia pode estar ligadtataode que Tan e
Liou (1989) tratam a constante de dessor¢cgapd&mo um parametro
dependente apenas da temperatura do processo. stawEn de
dessorcao representa a transferéncia de masdadigkonde a taxa de
extracdo é proporcional & concentracdo de solutfase sélida e das
caracteristicas do solvente. Uma interpretacddaddara esta constante
seria atribuir a ela uma relacdo com alguns paramete processo
como a solubilidade, densidade do solvente e agiciEs a
transferéncia de massa/{le k).

O modelo de Goto considera que a transferéncia algsané
controlada pelo mecanismo de dessor¢do da partpara os poros
seguido de difusdo do soluto nos poros da partitweés do ajuste de
dois parametros, um relativo ao coeficiente glamltransferéncia de
massa @) e k a constante de dessorcdo. Este modelo afpaseom
ajuste aos dados experimentais. O parametro k (dé 4até 2,04)
apresentou valor similar para todas as condi¢Oesalisadas,
demonstrando que a dessor¢cdo do soluto ndo faieimdiada pelas
condicbes operacionais. Peketr al (1992), mostraram que quando
k<<l o extrato é totalmente desorvido do interias dooros das
particulas, e consequentemente, ele pode ser éattinabsorvido pelo
solvente. No entanto todas as curvas modeladasararstk maior que
1, indicando dificuldade na recuperacdo do extddoerva baleeira
contido no interior dos poros. O paramegrapresentou maiores valores
nas condi¢cbes de maior pressao e temperatura desgm

Quispe-Condoret al (2008) ajustou duas curvas de extracdo de
erva baleeira com os modelos de Crank (1975), Taowe(1989), Goto
(1993) e Sovova (1994). Para isso foram seleciamadaondi¢cbes que
promoveram o maior rendimento global (300 bar €GP e a maior
atividade anticancer (200bar e 240). O modelo empirico de Naik e o
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modelo de Goto apresentaram 0s menores erros nwthosaticos. Em
outra etapa de experimentos os autores avaliarmffuéncia da altura
do leito de extracdo nos parametros cinéticosificaam que a taxa de
transferéncia de massa {M) e a duragéo do periodo CER aumentaram
com a altura do leito de extracdo. Nestes expetseas melhores
ajustes foram obtidos pelos modelos de Crank, @ot®ovova. Os
parametros de processo obtidos com o0s modelos eggiram um
comportamento bem definido com as alteragcbes ngpior@nto do
leito, e consequentemente, a selecdo do modelom@tte para o
scale-up do processo de extracdo supercriticarse tiona tarefa dificil.

Para o ajuste do modelo de Esquivel é necessariwcer apenas
o valor de X% e da massa inerte de material sendo, portanto odelm
de facil aplicacéo. Este modelo representou bedadss experimentais
de erva baleeira, o que pode ser devido a formerlifica de sua
equacdo. Os efeitos termodindmicos e de transiar@® massa sdo
representados por um Unico parametro ajusténeldesta forma, néo é
possivel verificar a influéncia dos diferentes nmézrmos na descricéo
da curva de extracdo. Como este modelo é empkleosd pode ser
usado para ajustar curvas cinéticas de extracaoap@ixa experimental
na qual o parameti foi estimado (QUISPE-CONDOR al 2005).

O modelo de Martinez ajustou bem os dados expetaisen
provavelmente devido a presenca de dois paramauetaveis, b et
No entanto, os parametros deste modelo ndo possoemdescricao
fisica adequada, e a sua aplicabilidade para out@sdicbes
experimentais fica inviavel. Neste modelo o parémngt corresponde
ao instante em que a taxa de extracdo € maximémpeste parametro
apresentou valor negativo para todas as condighedaglas, perdendo o
seu significado fisico. Neste caso, a taxa de gitra& decrescente e,
portanto o seu valor maximo € atingido no instamigal, ou seja, no
tempo igual a zero (MARTINEZ, 2002).

O modelo VTII é baseado em diferentes mecanismos de
transferéncia de massa como a relagdo de equilémice sélido e
solvente (isoterma de sorcao), difuséo no sélidmsteréncia de massa
da superficie do sdlido para a fase fluida e d&geaxial. O coeficiente
de transferéncia de massa na fase fluUsgnfoi maior na maior presséo
empregada (300 bar) e o coeficiente de dispersé@ é3,) n&o
mostrou uma tendéncia clara de comportamento. Gictode da
isoterma de sorcdo ik aumentou com o aumento da pressdo de
operagdo. Apesar deste modelo ter sido formuladgateir de
importantes consideracfes a respeito do processextiacdo o seu
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ajuste aos dados experimentais ndo foi muito adiequmis apresentou
erro médio quadratico maior que outros modelos cdmdCrank, de
Goto, de Esquivel, de Martinez e de Sovova paraamrnparte das
condi¢cbes avaliadas. Este comportamento pode s&todao programa
computacional desenvolvido para solucionar do V@le ndo possui
uma rotina automatica para ajuste dos parémetigskk e D
(coeficiente de difus@o efetivo na fase sélidayagdo um trabalho
manual de tentativa e erro para encontrar o meljoste entre modelo e
dados experimentais. Para o parametgof® considerado o valor de
0,1x10° m%s para todas as condi¢des, pois este é considemto
uma boa aproximacéo geral para extracdo de d@mpshpole & King
(1994).

Danielski, (2007) empregou o modelo VTII para cstgude dados
experimentais de extracdo de 6leo de farelo de arblense, (1997)
utilizou o0 mesmo modelo no ajuste de curvas expariais de 6leo de
casca de laranja e gréos de café ambos com bone @as dados
experimentais.

Ampliagdo de Escala

A partir dos resultados obtidos na modelagem d@ HES erva
baleeira é possivel sugerir a realizacdo da andulide escala. A partir
de dados obtidos em laboratério ou planta-pilotppssivel predizer o
desempenho de processos em escala industrial, epédia avaliar a
viabilidade técnica e econémica do processo. A ntiificuldade para a
ampliacdo de escala é a escolha dos critérios, éstaefinir os
pardmetros e as condi¢Bes que devem ser mantidetantes, e 0s que
devem variar, e como devem variar, para reprodmirgrande escala
curvas de rendimento em funcdo do tempo de um gsocde ESC
realizado em laboratério (MARTINEEt al 2007).

O ajuste do modelo de Sovova as curvas de extrdederva
baleeira mostrou através dos coeficientes de wredrsfia de massa na
fase fluida e na fase solidavfke k¢, respectivamente) que o
mecanismo de maior influéncia na extracdo é a gdove desta forma,
o fator limitante na ESC é a difuséo.

Diferentes métodos de ampliagédo de escala estaondgis para
projetar uma unidade de extragdo. Uma forma simpdea ampliacdo
de escala a partir de dados experimentais € mantelacdo QJ/M
(vazéo de solvente/massa de alimentacdo) constam®, apresentado
por Mezzomo (2008).
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A relagdo QoJ/M deverd ser conservada para ampliacdo de escala
em processos onde a extracdo é limitada pela difaesfile o tempo de
contato da matriz com o solvente é o fator deteanti# devendo ser
longo o suficiente para que a difusdo do solutoirderior para a
superficie da particula aconteca. Assim, sera sédesusar extratores
muito grandes ou usar varios extratores em sénia peximizar o
tempo de contato, tornando possivel a minimizagdeedéo de solvente
e do consumo de energia da planta.

Outra forma de ampliacdo de escala € mantendo agarel
mso/M (Massa de solvente/massa de alimentacdo) comstancaso de
extracdo limitada pela solubilidade do extrato englo tanto a difuséo
como a solubilidade controlam a extracdo, ambaelagbes @oJ/M e
mso/M deverdo ser mantidas constantes, (CLAVIER & PHRR
2004).

Para a realizacdo da ampliacdo de escala deveesther a
melhor condicdo de pressédo e temperatura em tedeagndimento
global ou atividade biolégica e realizar extragiagando a vazao de
solvente e os tempos de ESC de forma a manteracbesis critérios de
ampliacdo de escala. A partir da aplicacdo de unetoanatematico de
transferéncia de massa como por exemplo 0 modefodeva (1994),
faz-se a comparacdo dos parametros cinéticos dac@éstcomo der,
Mcer, Kya, Kxa €ntre a escala pequena e a escala maior de modo a
verificar se a proposta de ampliagéo reproduzig@agamente os testes
realizados em escala menor. No entanto, como naageakzou
experimentos de aumento de escala com a ervaidalesta avaliacio
nao sera possivel no presente trabalho.

5.4.4 Concluséo do Artigo 3

O objetivo da modelagem de um processo é obter uma
representagdo quantitativa, ou pelo menos quadtatio processo,
utilizando um sistema de equagbes simples que wvpbucos
parametros com significado fisico. A modelagemalagas de extracao
dos dados experimentais € importante para a predida
comportamento da cinética ao longo do processo aptampo total da
extracdo para uma condicao de operacgéo espedifi€ag Qoy).

A avaliagdo dos mecanismos de transferéncia massstido da
cinética da ESC de erva baleeira em funcéo da & Mo, indicaram
gue estes parametros influem na taxa de transfar@®ec massa, no
rendimento da ESC e na facilidade de extrair otsala matriz sélida.
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O efeito da pressdo de vapor do soluto se mostoinénte no
processo compensando a reducdo da densidade datsolv

A avaliacdo da modelagem da ESC mostrou que o model
matematico de transferéncia de massa que meltgjus®mu aos dados
experimentais apresentando menor erro médio queafai o modelo
de Sovova (1994) o qual possui a vantagem de ferneformacdes
sobre os diferentes mecanismos de transferéncizadsa envolvidos no
processo. Segundo resultados do modelo de Sov8@)la ESC de
erva baleeria apresenta maior influéncia da codeegn relacdo ao
processo difusivo (valores dej,kmaiores ques) e esta informacao é
importante para um futuro estudo de ampliacio dalas
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5.5 Avaliacédo do Equilibrio de Fases a Alta Pressdmara o0s
Sistemas formados por diéxido de carbona-humuleno e trans-
cariofileno*

Resumo

O objetivo principal deste artigo é reportar osaade equilibrio de
fases dos sistemas binérios formados posp €@-humuleno e CQ+
trans-cariofileno, e do sistema ternario .CO a-humuleno + trans-
cariofileno. Resultados da literatura mostram q©ecompostosa-
humuleno e trans-cariofleno sdo o0s principais oBspveis pelas
caracteristicas antinflamatéria e antialérgica,ibaidas a planta
medicinalCordia verbenace®.C. tornando importante a investigacao
do equilibrio de fases realizado neste trabalho.eQ®erimentos de
equilibrio de fases foram realizados a alta pressAcuma célula de
volume variavel, na faixa de temperatura de 3033K3e pressdes de
até 200 bar. Foram verificados equilibrio liquiftpildo e equilibrio
liguido-liquido-vapor a 303 K, enquanto que trabsg;de fases do tipo
liguido-vapor foram verificadas de 313 a 343 Kapados os sistemas
estudados. A modelagem termodinamica foi realizag@regando a
equacdo de estado de Peng-Robinson e a regra tieamgsiadratica
classica, com um ajuste satisfatério entre val@rperimentais e
calculados.

Palavras-chave: Equilibrio de fases, £CQu-humuleno, trans
cariofileno.

Este Capitulo foi publicado no artigo “High-pressphase equilibrium
data for systems with carbon dioxidehumulenotrans-cariofileno” no
periodico The Journal of Chemical Thermodynamics.
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5.5.1 Introducéo

A erva baleeira é muito utilizada na medicina papulevido as
suas propriedades antiinflamatérias, antireumatiemalgésica e
cicatrizante. Passas al (2007) e Fernandes al (2007) estudaram a
atividade antinflamatéria do extrato de erva bateebtido através de
hidrodestilacdo e demonstraram que esta atividstderelacionada com
a presenca de-humuleno e trans-cariofileno. Esta investigacaw&m
sugere que estes compostos constituem uma imporeltérnativa
terapéutica para o tratamento de doencgas inflaraator

Como o0s extratos de erva baleeira obtidos por désnide
extragdo a baixa pressdo apresentam uma grandedadei de
constiuintes como taninos, flavonéides, mucilagense outros, um
passo adicional para a concentracdo destes extratésolamento de
compostos de interesse cormehumuleno etrans-cariofileno se faz
necessario.

Uma interessante possibilidade para obtencdo datextmais
concentrados em certos compostos de interessesé dautecnologia
supercritica com o diéxido de carbono como solvelgesxtracdo. A
extracdo supercritica € uma técnica seletiva quaifgeem um Unico
passo obter extratos naturais sem uma etapa aalicenseparacdo. A
seletividade por certas classes de compostos éniiesgla pela
densidade do solvente supercritico.

Neste sentido, o projeto de um processo de extrag@ercritica
vidvel com uma possivel aplicacdo industrial requeonhecimento do
comportamento de fases do sistema e da solubilidadeprincipais
compostos no solvente supercritico (CARVALHO elr al. 2006,
FRANCESCHIet al 2004).

Devido ao interesse que as industrias farmacéutiéas em
compostos ou fracdes com atividade biol6gica, gemate presente em
misturas complexas, a otimizag&o do processo dea o € um campo
importante de estudo. Além do mais, dados de bqoilide fases
servem de base para muitos processos quimicos ecdpe de
separagdo que sao conduzidos em altas pressoes.

Os modelos termodinamicos podem ajudar a reduzimeero de
dados experimentais necessarios para a resoluc@oottema de um
projeto em especial, mas no entanto, ao menos RAlgontos
experimentais séo necessarios para o0 ajuste dmetaod de interacdo
destes modelos, como por exemplo a equacédo deRRebigson.

150



Assim, o objetivo desta etapa é reportar os dadaxqdilibrio de
fases dos sistemas binarios formados pos €@-humuleno, CQ+
trans-cariofileno e do sistema ternério formado por,@G@-humuleno
+ trans-cariofileno. Estes sistemas foram selecionados mmtudo
devido a destacada atividade biologica apresemealds compostog-
humuleno trans-cariofileno presentes no extrato de erva bale&irao
mostra a literatura. Os dados experimentais désnsas investigados
foram ajustados usando a equacéo de estado deRebirgson (EDE de
P-R).

5.5.2 Material e Métodos

Os componentesa-humuleno e transcarriofileno foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (USAp-pentano (Carlo Herba, Milan,
Italy, pureza= 99%) e éter etilico (pureza99%) foram comprados da
Merck, Darmstadt, Germany.

A obtencdo do extrato de erva baleeira foi reafizad Unidade
de ESC descrita no item 4.3.2 com LSDpercritico a 300 bar e 50°C
durante 4 h resultando num rendimento de processo 5%
(extrato/massa material). Os principais componergessentes no
extrato de erva baleeira foram identificados e tifieedos por analise
cromatografica acoplada a espectrometria de massaaboratério de
Cromatografia do Instituto de Pesquisas Tecnol§gida Blumenau
(FURB), conforme descrito no item 4.11.

As medidas de equilibrio de fases foram realizaatesvés do
método estatico sintético no Laboratorio de Termé@wfica Aplicada da
URI (Universidade Regional Integrada do Alto Urugu® aparato
experimental e o procedimento realizado para asdaedie equilibrio
de fases dos sistemas investigados estdo desadtotem 4.7 de
Material e Métodos.

Os dados experimentais dos sitemas binarios foram
corrrelacionados empregando a equacdo de estaderdee Robinson
(EDE de P-R) com regra de mistura quadratica dedeanWaals. A
estimagdo dos parametros de interagdo bin&yia |; foi realizada
minimizando uma fungéo objetivo através dos minimadrados das
pressbes experimentais e calculadas usando o méfidwulated
Annealing” (PRESS, 1992) e a rotina para célculeaiglibrio de fases
de Bender (2008).
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As constantes criticas e o fator acénctriop fara o CQ@ foram
obtidos da literatura (REIDet al 1987), enquanto que para @
humuleno e transcariofileno foram estimados de acordo com o
procedimento descrito por Dohrn (1992), estes peft@® s&o
apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Constantes criticas e fator acéntrica pa compostos

estudadaos
Composto 7K' p/MPa w'
Cco,’ 304,21 7,38 0,2236
a-humulend 776,29 1,77 0,7042
trans-cariofilend 760,95 1,81 0,6760

Reidet al 1987;°Dohrn, 1992.
T temperatura critica;;ppresséo criticay: fator acéntrico.

5.5.3 Resultados

A Tabela 20 apresenta o resultado da andlise cogmédica do
extrato supercritico de erva baleeira obtido a @0 e 50 °C,
relacionando os componentes identificados com resppectivos tempos
de retencdo e composicdo normalizada (% area).ti@t@xapresentou
principalmente sesquiterpenasomo trans-cariofileno, a-humuleno,
alloaromadendrenoa-cubebeno.

Tabela 20Composicao normalizada (porcentagem de area) para o
extrato supercritico obtido a 300 bar e 50°C.

Componentes TR (min)  Concentracao (%)
trans-Cariofileno 27,564 10,62
(+)-Epi-biciclosesquifelandreno 28,796 5,98
o-Humuleno 29,051 4,51
Alloaromadendreno 29,257 22,43
T-Muuroleno 30,114 4,93
Di-epi-o-cedreno 30,716 10,74
Selina-6-em-4-ol 31,491 6,44
Calameneno 31,778 9,65
0a-Cubebeno 32,192 11,45
B-Guaieno 34,374 8,19
2-Naftalenol-1,2,3,4-tetrahidro-3-(1- 41,214 5,06

hidroxi-1-methilethil)-5-metoxi

TR -Tempo de retencéo.
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Além da avaliacdo da composi¢do (CG-EM) do extosocerva
baleeira, a escolha dos compostos selecionadosirparstigacdo do
equilibrio de fases foi baseada nos seguintes taspeatividade
bioldgica (antiinflamatéria) destes compostos ealat na literatura
(PASSOSet al 2007), e falta de dados de equilibrio de fasesede
compostos na literatura.

Durante as medidas de equilibrio de fases foiigadb que o
extrato de erva baleeira obtido por £Supercritico (300 bar e 50°C)
nao solubilizou em CPOpuro e nem na mistura de €® etanol (95:5
wt/wt). Desta forma, ndo foi possivel obter os dade equilibrio de
fases para o sistema composto por @@xtrato de erva baleeira. Uma
possivel explicacdo para este fato € a alterac@bgdes compostos do
sistema entre 0 momento da extracdo e o de detggéaurdos dados de
equilibrio de fases, com possivel reducdo da daabe do extrato no
solvente utilizado.

As Tabelas 21 e 22 apresentam os dados experisatiagdos
para os sistemas binarios formados por, G@-humuleno e CQ
+trans-cariofileno respectivamente, para a faixa de teatpea de 303 a
343 K, enquanto que a Tabela 23 mostra os dad@simentais para o
sistema ternério composto por £® a-humuleno +trans-cariofileno,
na mesma faixa de temperatura. No sistema terr@rielacdoa-
humuleno/trans-cariofileno foi baseada na composi¢cdo da Tabela 20
ou seja 10,62%/4,51%, que corresponde a 2,4 pieteans-cariofileno
para 1 parte da-humuleno. As Tabelas 21 a 23 mostram os resultados
de equilibrio em termos de pressédo de transicém egperimental para
cada condicao representado pelo desvio padracédhsas @) e o tipo
de transicdo de equilibrio de fases (ELV, ELL, E)L®¥omo explicado
no item 4.7.2. de Material e Métodos.

Tabela 21Dados de equilibrio de fases para o sistema bifdmnado
por CQ + a-humuleno.

Tipo de Tipo de
TIK p/MPa  o/MPa' o TIK p/MPa  o/MPd' o
transicad’ transicad’
X1 = 0,341 x=0,933
303 4.7 0,02 ELV 303 9,5 0,20 ELL
313 54 0,01 ELV 303 7,0 0,01 ELLV
323 6,1 0,08 ELV 313 11,9 0,02 ELV
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333 6,5 0,02 ELV 323 14,4 0,05 ELV
343 7,2 0,07 ELV 333 16,6 0,06 ELV
X1 = 0,537 343 18,9 0,02 ELV
303 6,0 0,02 ELV x= 0,952
313 6,6 0,01 ELV 303 9,0 0,04 ELL
323 7,7 0,01 ELV 303 7,1 0,03 ELLV
333 8,7 0,04 ELV 313 11,2 0,01 ELV
343 9,6 0,02 ELV 323 14,0 0,05 ELV
X1 = 0,665 333 16,5 0,03 ELV
303 6,4 0,10 ELV 343 18,6 0,03 ELV
313 7,9 0,02 ELV %= 0,963
323 9,4 0,05 ELV 303 8,6 0,05 ELL
333 11,2 0,09 ELV 303 7,1 0,02 ELLV
343 12,6 0,07 ELV 313 10,5 0,02 ELV
X1 = 0,756 323 13,5 0,01 ELV
303 6,9 0,02 ELV 333 16,1 0,07 ELV
313 8,8 0,08 ELV 343 17,9 0,04 ELV
323 10,8 0,01 ELV = 0,976
333 12,9 0,05 ELV 303 7,1 0,04 ELL
343 15,0 0,07 ELV 303 7,1 0,01 ELLV
X1 = 0,791 313 9,8 0,06 ELV
303 7,0 0,06 ELV 323 125 0,11 ELV
313 9,3 0,03 ELV 333 14,7 0,01 ELV
323 11,9 0,12 ELV 343 16,9 0,13 ELV
333 14,0 0,08 ELV
343 16,2 0,18 ELV
x; = 0,834 x=0,989
303 8,2 0,09 ELL 303 7,1 0,02 ELV
303 7,1 0,10 ELLV 313 8,5 0,01 ELV
313 10,8 0,12 ELV 323 10,9 0,10 ELV
323 13,3 0,03 ELV 333 13,0 0,02 ELV
333 15,5 0,09 ELV 343 15,0 0,06 ELV
343 18,1 0,11 ELV = 0,995
x; = 0,874 303 7,2 0,07 ELV
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303 9,5 0,03 ELL
303 7,1 0,01 ELLV
313 12,3 0,05 ELV
323 14,6 0,09 ELV
333 16,5 0,13 ELV
343 18,9 0,08 ELV
x; = 0,915
303 9,8 0,07 ELL
303 7,0 0,08 ELLV
313 12,4 0,06 ELV
323 15,0 0,06 ELV
333 16,9 0,21 ELV
343 19,2 0,08 ELV

"o - desvio padrdo

™ E: equilibrio, L: fase liquida, V: fase vapor.

313
323
333
343

8,6
10,3
11,8
13,2

0,04
0,03
0,01
0,01

ELV
ELV
ELV
ELV

Tabela 22Dados de equilibrio de fases para o sistema bifémnado

por CQ + trans-cariofileno.

Tipo de Tipo de
TIK p/MPa o/MPa traﬂsigéo T/K p/MPa  o/MPa traﬂsigéo
X; = 0,340 x=0,874
303 45 0,01 ELV 303 10,8 0,04 ELL
313 51 0,01 ELV 303 6,8 0,07 ELLV
323 59 0,01 ELV 313 12,7 0,01 ELV
333 6.4 0,02 ELV 323 147 0,03 ELV
343 6,8 0,03 ELV 333 16,8 0,08 ELV
¥, = 0,537 343 189 0,03 ELV
303 6,1 0,05 ELV x= 0,899
313 7,0 0,01 ELV 303 10,8 0,10 ELL
323 7,9 0,02 ELV 303 6,8 0,10 ELLV
333 9.1 0,02 ELV 313 128 0,08 ELV
343 10,0 0,03 ELV 323 15,1 0,02 ELV
¥ = 0,665 333 17,1 0,02 ELV
303 6,7 0,06 ELV 343 192 0,10 ELV
313 8.3 0,02 ELV x= 0,915
323 97 0,01 ELV 303 10,7 0,12 ELL
333 11,3 0,02 ELV 303 6,9 0,14 ELLV
343 12,8 0,02 ELV 313 12,7 0,05 ELV
¥, = 0,731 323 151 0,12 ELV
303 6,9 0,03 ELV 333 17,0 0,07 ELV
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313 8,8 0,13 ELV 343 19,2 0,03 ELV

323 10,7 0,07 ELV X=0,933
333 12,7 0,06 ELV 303 10,2 0,05 ELL
343 145 0,01 ELV 303 6,8 0,01 ELLV
X, = 0,755 313 12,7 0,10 ELV
303 7,0 0,05 ELL 323 15,2 0,02 ELV
303 6,8 0,03 ELLV 333 171 0,02 ELV
313 93 0,03 ELV 343 19,1 0,05 ELV
323 114 0,06 ELV
333 135 0,06 ELV
343 154 0,04 ELV
X, = 0,802 % = 0,949
303 88 0,04 ELL 303 97 0,01 ELL
303 7,0 0,01 ELLV 303 6,9 0,01 ELLV
313 10,6 0,06 ELV 313 117 0,04 ELV
323 12,7 0,05 ELV 323 143 0,11 ELV
333 15,1 0,07 ELV 333 165 0,01 ELV
343 17,0 0,04 ELV 343 185 0,17 ELV
X, = 0,822 X = 0,976
303 97 0,15 ELL 303 6,9 0,04 ELL
303 7,0 0,08 ELLV 303 6,8 0,01 ELLV
313 11,2 0,07 ELV 313 95 0,05 ELV
323 134 0,02 ELV 323 124 0,02 ELV
333 157 0,01 ELV 333 147 0,02 ELV
343 18,0 0,03 ELV 343 16,8 0,01 ELV
X, = 0,845 % = 0,096
303 10,3 0,01 ELL 303 7,0 0,03 ELV
303 6,9 0,01 ELLV 313 86 0,09 ELV
313 12,1 0,02 ELV 323 10,7 0,05 ELV
323 14,1 0,05 ELV 333 11,9 0,06 ELV
333 16,3 0,03 ELV 343 132 0,14 ELV
343 184 0,01 ELV

Como pode ser observado nas Tabelas 21, 22 e 28edidas
experimentais mostram que o comportamento do bgoilile fases dos
trés sistemas avaliados se apresenta muito sifRda@a os trés sistemas
foi verificada a ocorréncia de dois tipos de ehuiibi bifasico: liquido-
vapor (ELV), liquido-liquido (ELL) e também do efjoiio trifasico
liquido-liquido-vapor (ELLV) para a menor temperatae 303 K. De
outra forma, para as maiores temperaturas de 323 & foi observada
somente a transicdo do tipo liquido-vapor paragama composicdes
globais de CQ@
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Tabela 23Dados de equilibrio de fases para o sistema terftimado
por CQ + a-humuleno Hrans-cariofileno (cariofileno:humuleno =
2,4:1,0 wt/wt composicéo).

Tipo de Tipo de

T/IK  p/MPa o/MPa transico T/IK  p/MPa o/MPa transico

X1 = 0,874 x = 0,949
303 10,0 0,01 ELL 303 9,9 0,01 ELL
303 6,6 0,02 ELLV 303 6,7 0,02 ELLV
313 12,1 0,06 ELV 313 11,5 0,03 ELV
323 14,2 0,12 ELV 323 13,6 0,05 ELV
333 16,4 0,05 ELV 333 16,0 0,07 ELV
343 18,5 0,08 ELV 343 18,4 0,09 ELV

X; = 0,912 x=0,976
303 10,1 0,03 ELL 303 7,0 0,03 ELL
303 6,6 0,04 ELLV 303 6,9 0,06 ELLV
313 12,2 0,05 ELV 313 9,6 0,01 ELV
323 14,3 0,01 ELV 323 12,5 0,02 ELV
333 16,6 0,04 ELV 333 14,7 0,05 ELV
343 19,0 0,01 ELV 343 16,6 0,08 ELV

As Figuras 30 e 31 apresentam os diagramas pressfuesicao
para os sistemas binarios estudados; €@-humuleno e C@+ trans
cariofileno, respectivamente e as linhas represems resultados do
emprego da equacdo de estado de P-R apresentattann®.12.3 da
Revisao Bibliogréfica.

Como pode ser visto nestas figuras, a temperatvasco da
temperatura critica do componente mais leve ,(Cl@=304,2K), os
sistemas mostram regides de imiscibilidade ligligoido (ELL e
ELLV). O comportamento de ELL é caracterizado @glarecimento de
duas fases liquidas no sistema. Na temperatura 0% K3 onde
occorreram transicdes ELL, também foram observadassicbes do
tipo ELLV. Isto &, apds ter ocorrido a transicdoLEprovoca-se mais
um decréscimo na pressao do sistema, acarretasgigionento de uma
terceira fase (vapor), passando assim o sisteeati@s$ fases, uma fase
vapor e duas fases liquidas.

Quando a temperatura é elevada acima da temperaftica do
solvente, didxido de carbono (313 a 343K), soméatesicbes do tipo
liguido-vapor foram observadas. O comportamentdidé é descrito
com sendo o surgimento de uma fase vapor no sisfdmdado a
reducdo da presséo), antes totalmente liquido. ciaisas de transicdo
comumente sao observadas em sistemas contendo cG® alta
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assimetria molecular entre os compostos (CHAROENBEBMAMON

et al 1986; VAN KONYNENBURG & SCOTT, 1980) o que pares

0 caso dos sistemas estudados, pois pap@esenta massa molecular de
44,01 g/mol enquanto os demais composieBumuleno etrans
cariofileno apresentam massa molecular de 204 g/olgrande
diferenga entre a natureza quimica dos constitiiméstes fluidos pode
ser a razao para o comportamento complexo de fekes ELLV).

22

pIWPa
=

P o = N

2 0.3 04 0.s 0.4 0.7 0.3 0.9 1a
posal

Figura 19:Presséo versus fracdo molar do,@@ra demonstrar o
diagrama (P-x-y) do sistema binario £6a-humuleno a 303 K+
EVL, A ELL, A EVLL); 313 K (M EVL); 323 K (@ EVL); 333K (¢
EVL) e 343 K ¢k EVL). Linhas continuas: valores calculados pel&ED
de P-R.

Souzaet al (2004), reportaram dados de equilibrio para os

sistemas formados por G@ 6leo de cravo nas temperaturas de 303,2,
308,2, 313,2, 318,2 e 328,2 K. Os sistemas apaasentequilibrio ELL
e ELLV nas temperaturas de 303,2 e 308,2 K. A 313,3,2 e 328,2 K,
0 sistema exibiu transi¢bes liquido-vapor. Estesultedos sé&o
semelhantes aos encontrados neste trabalho. Rossite, este
comportamento possa ser consequéncia do fato dpostgéio do 6leo
de cravo (eugenofrans-cariofileno, eugenol acetatooehumuleno) ser
similar a composi¢éo do 6leo de erva baleeira.
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Figura 20:Presséo versus fracdo molar do,@ra demonstrar o
diagrama (P-x-y) do sistema binario £6trans-cariofileno a 303 K«
EVL, A ELL, A EVLL); 313 K (M EVL); 323 K (@ EVL); 333K (¢
EVL) e 343 K ¢k EVL). Linhas continuas: valores calculados pel&ED

de P-R.

Para a modelagem termodinamica, os parametros tdegao
binaria para a equagdo de Peng-Robinsgne(l) foram estimados
usando os dados experimentais obtidos nas tempesate 303 a 343 K
para cada sistema binario e os resultados saceapadss na Tabela 24.
A comparacdo entre os dados de equilibrio de fagperimentais e
calculados pela EDE de P-R também é apresentadeiguass 30 e 31,
onde pode-se ver que 0 modelo representou bemdos aea faixa de
temperatura de de 313 a 343 K para ambos os siktePf@ma a
temperatura de 303 K, o modelo superestimou ossdexiperimentais,
principalmente para a transi¢éo liquido-liquido.

A Figura 33 apresenta o diagrama de press&o-cogduosi
experimental e compara dados experimentais e edics(EDE de P-R)
para o sistema ternério (@ a-humuleno +ranscariofileno) a 343
K. Nesta Figura também sdo apresentados os dagesregntais para
0s sistemas binarios (G@ a-humuleno e C®+ trans-cariofileno). Os
trés sistemas estudados apresentaram comportansentiar, com
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curvas sobrepostas; este resultado é uma evidéadi#teracdes fracas
entre os hidrocarbonetos estudados, um comportarasperado devido
a auséncia de grupos polares tal como as hidroxilas

Tabela 24Parametros de interacdo binaria para a EDE d@&dros
sistemas estudados.

Sistema kito lito N R
CO, + a-humuleno  0,053914# 0,01 -0,05830& 0,01 59 0,995
CO, + trans 0,060972+ 0,01 -0,05442%0,01 63 0,993
cariofileno
o -desvio padréo; N - niUmero de pontos experimeraiscoeficiente
de correlacéo.
kj elj: parametros de interagao binaria.

As Figuras 34 e 35 apresentam o diagrama de coanpento de
fases simulado a elevadas pressdes com a EDE dgaPaRs sistemas
CO, + trans-cariofileno e CQ@+ a-humuleno. Nestas Figuras observam-
se duas regifes de miscibilidade parcial. Um cotap@nto similar foi
encontrado por Kassiet al (2008) para o sistema binario formado por
CO, + n-hexadecano. De acordo com estes autores &ifimegiao
termina numa pressdo chamada de “upper criticatisnlpressure” e a
segunda numa presséo de solucdo critica mais baiXwer critical
solution pressure” e persiste em pressdes maidrésgura 34 mostra
gue as duas regibes de miscibilidade parcial sdefunnuma Unica
regido para as temperaturas entre 298 e 299 K-guoea 35 isto ocorre
para temperaturas abaixo de 293 K.

De acordo com a classificacdo de Van Konynenbted (1980),

0 comportamento de fases para os sistemas bindstoslados neste
trabalho pode ser classificado como do tipo IV, ualgepresenta a
transicao entre diferentes tipos, como tipo llpe till (SCHNEIDERet
al. 2000).
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Figura 21: Pressao versus fracdo molar de |§2@a comparar o diagrama P-
x-y a 343 K dos sistemas binarios £&trans-cariofileno ©O) e CQ + a-
humuleno Q\) e sistema ternario GG a-humuleno +rans-cariofileno
(O) (cariofileno/humuleno razédo = 2,4 : 1,0 wt/wtjnlhas continuas:

valores calculados pela EDE de P-R.
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Figura 22:Diagrama de equilibrio de fases: simulacéo a dieva
pressdes com a EDE de P-R para o sistemat@@ns-cariofileno.
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Figura 23:Diagrama de equilibrio de fases: simulacéo a dieva
pressdes com a EDE de P-R para o sistemat@chumuleno.

Os dados experimentais de equilibrio de fases eqmtatos neste
trabalho sdo importantes para a separacdo de ctosfmslogicamente
ativos comoa-humuleno etrans-cariofileno presentes nos extratos de
erva baleeira e obtidos usando diéxido de carbapersritico como
solvente. O presente trabalho representa o prinesitodo a reportar
dados de equilibrio de fases destes compostos @adadide carbono
supercritico. No entanto, o extrato natural de drabeeira apresenta
uma grande variedade de constituintes como, sesggitos,
sesquiterpenos oxigenados, flavonodides dentre ©uRor esta razéo,
mais estudos de equilibrio de fases de outros csiopeao necessarios
para a obtencdo de parametros visando o fraciontarderextrato.

5.5.5 Concluséo do Artigo 4

O equilibrio de fases dm-humuleno drans-cariofileno em CQ
foi investigado na faixa de temperatura de 303 2 B4esultando em
pressdes de transicao de fases de até 192 bar.

O comportamento do sistema ternério foi similar a$emas
binarios relacionados, mostrando que ndo ha sBmmientre o0s
compostos (terpenos) mais pesados, dessa formag n@ecessario
avaliar o comportamento do sistema ternario emstedatemperaturas.
Além do equilibrio liquido-vapor, o0s sistemas apnésram

162



imiscibililidade liquido-liquido e transicao trifigéa liquido-liquido-

vapor. A EDE de P-R forneceu uma representacésfatatia dos dados
experimentais de equilibrio de fases obtidos, tmte€lo inclusive a
regido de imiscibilidade apresentada pelos sist&@masios.
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6 CONCLUSOES

Este estudo mostrou queCaverbenaceapresenta forte atividade
antibacteriana validando o emprego de varios edrdésta planta como
agentes antimicrobianos.

Os extratos supercriticos foram mais efetivos eoat bactérias
Gram-positivasS. aureuse B.cereuscom destaque para o extrato obtido
com CQ puro a 30°C e 300 bar. O uso de co-solvente na (ESQH e
EtAc) ndo somente aumentou o rendimento de processmmparado
com CQ puro, mas também produziu extratos com forte ¢aibi
antimicrobiana. Além dos aspectos antimicrobianos, resultados
mostram a importancia da ESC na obtencao de impesta&ompostos
funcionais comd3-cariofileno, a-humuleno, espatulendB-sitosterol e
eugenol da erva baleeira, aumentando o valor dostes.

Os extratos obtidos por soxhlet apresentaram osoremi
rendimentos de extracdo e foram os Unicos a apieessividade contra
0 crescimento dE. coli.

Os extratos deC. verbenaceaobtidos pelas diferentes técnicas
apresentaram grande diversidade de grupos quimié&cosmpostos com
atividade bioldgica como lupeol, bisabolol, farhasketato e artemetina.

Nos ensaios realizados para avaliagéo da atividatiexidante os
extratos de erva baleeira apresentaram forte pad@oxidante, com
destaque para os extratos soxhlet (acetato d@, etikceracdo (fracéo
acetato de etila) e extratos soxhlet usando mistugaa/etanol.

O estudo da cinética da ESC de erva baleeira egiiduda P, T e
Qco2 indicou que estes parametros influem na taxaatesferéncia de
massa, no rendimento da ESC e na facilidade daiextrsoluto da
matriz sélida.

A avaliacdo da modelagem da ESC mostrou que o model
matematico de transferéncia de massa que melhajusemu aos dados
experimentais apresentando menor erro médio qiemifai o modelo
de Sovova (1994) o qual possui a vantagem de ferneformacdes
sobre os diferentes mecanismos de transferéncizgadea envolvidos no
processo. Segundo resultados do modelo de Sovo984)1 o
mecanismo de maior influéncia na extracdo ¢é a agdeee desta forma,
o fator limitante na ESC é a difusdo. Esta infor@eaé de utilidade na
escolha do critério a ser avaliado num futuro estdd ampliacdo de
escala.
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A avaliacdo do equilibrio de fases dos sistemagstigados
formados por CQ a-humuleno e trans-cariofileno apresentou transi¢cdes
do tipo liquido-vapor, além de imiscibililidade uigo-liquido e
transicao trifasica liquido-liquido-vapor. A EDE BeR apresentou bom
ajuste aos dados experimentais de equilibrio dssfas
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir da avaliacdo dos resultados apresentadste rirabalho
podem ser sugeridos alguns pontos para serem adgdog em
trabalhos futuros:

* Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando ndefogiasin
vivo (avaliagcdo da peroxidacéo lipidica endégena, medala
lipoperoxidagcdo pelo FOX (oxidacdo do ferro peléenol
laranja), avaliacdo do dano ao DNA, avaliacdo dmoda
oxidativo as proteinas).

e Purificagdo dos extratos (coluna de silica Flaskdrap
isolamento das substancias responsaveis pela aatéesid
antimicrobiana.

» Obtencdo de dados de equilibrio de fases do extimterva
baleeria visando o estudo do fracionamento.

« Estudar a ampliacédo de escala, para predizer oartempento
do processo de ESC em maior escala.

« Estudo de correlacdo entre atividade antioxidaeta, dea-
humuleno €-cariofileno em diferentes condi¢des de ESC.

« Estudo da atividade antiinflamatéria em diferemmmsdicdes de
ESC.

e Avaliar atividade antioxidante em modelos que avali
compostos lipossolaveis.
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9 APENDICES
APENDICE | — Modelos Matematicos

9.1 Modelo de Sovové (1994)

O pré-tratamento da matéria-prima vegetal antefoaaacao
do leito de extragdo envolve, entre outros proggsaomoagem da
estrutura na qual o soluto esta retido. Este piomedo visa, a
principio, reduzir o tamanho das particulas dods¢lde forma que a
area de contato entre este e 0 solvente seja aaglaeMo entanto, outra
conseqliéncia da moagem é o rompimento das estuwtahalares que
contém o soluto, de forma que parte deste fica fpara o contato com
o0 solvente. Por outro lado, parte das estruturdslaces pode
permanecer intacta mesmo apés o pré-tratamenformda que o soluto
contido nelas sera de dificil acesso ao solvengsim, o rendimento
global X, pode ser dividido em duas fragdes;, Xazdo massica de
soluto de facil acesso, g, Xrazdo massica de soluto de dificil acesso.
Levando em conta esta transformacéo na matériaap@uvova (1994)
propds um modelo matematico para representar aa<ue extracio
(FERREIRA, 1996, CAMPOSt al 2005, MARTINEZet al 2005).

Desta maneira, as equacdes do balanco de masgasia® pelo
modelo de SOVOVA (1994) s&o as seguintes:

Fase sdélida:

X _-JX,Y) Eqg. 9.1

ot ps(l—s)

Fase fluida:

u Y _AX.Y) Eq. 9.2
oh Py

Onde: X (Qled9sslido) € Y (GiedTsolventd SA0 as razbes massicas de soluto
(concentracao) nas fases solida e fluida respectinte, t € o tempo (s),
h é a coordenada axial (m), U é a velocidade sigf@@rflo solvente
(m/s), ps (KgssiicdM°) € pr (KGsonendm’) Sd0 as densidades da fase sélida
e fluida respectivamente,é a porosidade do leito e J (X,Y) é a taxa de
transferéncia de massa interfacial (Kygh

Como descrito anteriormente, a quantidade de &fzaieel, ou seja,
o0 teor inicial de 6leo no sélido (O) é dividido eéneo de facil acesso
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(P), que se concentra na superficie do sélidoge dk dificil acesso

(K), que se encontra no interior das células. Aceatracéo de soluto na
fase sdlida é descrita através do teor de sélmtasstlivre de soluto, ou

sélido inerte (N), através das relacdes:

X0: D X, = Eq93

P
N

As condicdes iniciais e de contorno para as eqsacoe
diferenciais do balanco de massa para as fasdsa gfiuida séo:

X(ht=0)=X, (C.I1) Eq. 9.4
Y(ht=0)=0 (C.2) Eq. 9.5
Y(h=0t)=0 (c.C) Eq. 9.6

Onde: X% € a razado massica inicial de soluto na fase s(iidg.

SOVOVA (1994) definiu quatro variaveis adimensisnazara a
solucdo das equacbes diferenciais e descricdoutaascde extracao,
apresentadas como segue:

7=Kvapy Eq. 9.7
U

T= kYa'pf'Y t Eq 98
(1-€)psX,

r=Xo Eq. 9.9
Xy

y =1- Y Eq. 9.10

Y

Onde: z uma coordenada adimensionad, o adimensional do tempo,
kya € 0 coeficiente de transferéncia de massa ndléaga em &, r é a
concentracdo adimensional na fase sdlida,éYa concentracdo de
equilibrio em g/g, X é a razdo massica de soluto de dificil acesso em
0/g, Y é a concentracdo normalizada de solutosedalvente.
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De acordo com Sovova (SOVOVA, 1994), o processo de
extracdo pode ser dividido em trés etapas:

- Etapa de taxa constante de extracdo (CER), ondeperfiie
externa das particulas estd completamente cobertéles. Esta
etapa é controlada pela conveccdo, estando nastdsente a
resisténcia a transferéncia de massa;

- Etapa de taxa decrescente de extracdo (FER), @adecam falhas
na camada superficial de 6leo (soluto) que cobpaefculas. Nesta
etapa ambos o0s mecanismos de transferéncia de nsdissa
importantes, conveccao e difusao;

- Periodo difusional, controlado pela resisténciaaasferéncia de
massa na fase sélida, ocorre o esgotamento dadéléécil acesso
ao longo de todo o leito de particulas.

A solucdo da equacdo 9.2 foi expressa por SOVOVH94)L
empregando o modelo de Lack. Este modelo constigsaequacgdes
para representar a concentracdo de soluto na fasente. Cada
equacao representa uma etapa do processo, desdpaaGER até a
etapa difusional. O perfil normalizado de concegicade soluto na fase
fluida (Equacéo 9.2) pode ser expresso pelas deguequacoes, para as
trés diferentes etapas de extracéo:

Parat < Tcer
Y = exd—2) Eq. 9.11

Paratcegr< 1< Trer€Z > %

y = lcer explz,, ~2) Eq. 9.12

{ro - exr{k(TCER - T)]}

Paratcegr< T < Tggr, Z< 7y € para = Tegr

Y = o exdk(T - TCER)] Eq.9.13
{exp(r, kz)+ry exdk(t -1 ) -1

Onde: z é uma coordenada adimensional, o subseritmdica a
coordenada adimensional da posicdo entre extragd@idar e extracao
lenta; p € a concentracdo na fase solida considerandordnieial de
0leo;1 é o adimensional do tempo; e k é o parametro diefoale Lack
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proposto por SOVOVA (1994), que representa umataates entre 0 e
1, e indica o fator de extracao.

A solucdo das Equacgtes 9.1 e 9.2, pode ser refmdaepelas
seguintes equagbes, que descrevem as curvas deadexpara as trés
etapas do processo:

Para t <¢er periodo de taxa constante de extracdo (CER)
Mg, = Y [1-expfZ)]Qcq, £ Eqg.9.14
Para ¢er<t<trer periodo de taxa decrescente de extracdo (FER)

Mey = Y[t = togr-ex0lz,, ~ Z)|Qco, Eq. 9.15
Para t trer: periodo controlado pela difusao:

N G e W )

Eqg. 9.16

Onde: My € a massa de extrato (s € a duracao da etapa constante
de extracao (s)rdr € 0 periodo de taxa decrescente de extracéo €s), N
a massa de matéria-prima livre de soluto (g)¢¥a solubilidade (g/g),
Qco2 € a vazdo média do solvente (kg/s),&Xa razdo massica inicial de
soluto na fase sélida,  X¢ a razdo massica de soluto no interior de
células intactas e W é um parametro para o pededaxa de extracédo
lenta.

Nas equacdes do modelo de Sovova pode-se dizeraque
quantidade Z é um parametro para o periodo CER upormesta
guantidade (Z) € diretamente proporcional ao ciggfie de
transferéncia de massa na fase fluida)(k este coeficiente controla a
taxa de extracéo no periodo CER:

7 = NKvaPoo, Eq. 9.17
Qco2 -(1 - a)ps
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Para a solugdo do modelo de Sovova, € necessario 0
conhecimento dos seguintes parametros (CAMP&Sal 2005;
MICHIELIN, 2002; POVHet al 2001):

- Mcer Taxa de extracao na etapa CER (kg/s);

- Y cer: Razdo massica do soluto na fase supercriticaida da
coluna na etapa CER (kgaidkJco2);

- tcer: Duracéo da etapa CER (s).

Esses pardmetros podem ser obtidos pelo ajustdtéimo de
duas retas sob a curva de extracdo (massa de @lewlada versus
tempo de extragdo) com o auxilio do pacote estatisBAS. O
parametro Megr € 0 valor da tangente ao periodo CER e a partir do
mesmo obtém-se o valor degk através da equacao:

Y = MCER

CER
Qco,

As demais restricdes e definicdes sdo descritaguars

i, =20~ X N Eq. 9.19
CER Y7 Quo

z yeE In{xo.exd(W.Qcoz/N)(t—tcER)J—Xk}

fw _
Z WX, Xy =X,

W = Nk, ) ZY *
Qco2 -(1_8) Xy

1:FER = tCER

LN In{xk+(xo—xk).exp(wxo/\(ﬂ)}
Qeo, W X,

FERREIRA (1996) modelou o processo de extracadede 6
essencial de pimenta-do-reino utilizando o modelS@VOVA (1994)
considerando apenas o0 processo convectivo a trénsfe de massa,
sendo necessario o0 ajuste de um parametro k paaiacdo da
influéncia da resisténcia interna a transferéneieéssa, pois o
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coeficiente de transferéncia de massa foi repraderielo coeficiente
da fase solvente para descrever todo o processxtréedo, inclusive a
etapa difusiva. Este procedimento foi adotado, pegindo DEAN &
KANE (1993) e FERREIRAet al. (1999), as duas primeiras etapas do
processo de extracdo representam mais de 70% despm sendo que
aproximadamente 50% da eficiéncia do processoidalawetapa de
taxa constante de extragdo, ou seja, para se389%tede recuperacao de
soluto da matriz sdlida, o tempo de extracéo rédoi€r
aproximadamente 10 vezes maior do que 0 necegsaEQMA
recuperacao de 50% do soluto.

O parametro ¥ que € o coeficiente de transferéncia de massa na
fase fluidapode ser definido pela seguinte equacdo (FERRERA.
2002) :

- Mew Eqg. 9.23
 peoeSHAY
Sendo:
Yoo Eq. 9.24

AV = Yem
Inf—————
Y = Yeer

Onde: AY ¢ a concentracdo média logaritmica na fase fl(iglg), S é
a area de secéo transversal do leit}),(rh € o comprimento do leito (m)
Povh et al (2001) modelaram o processo de extracdo de
oleoresina de camomila, fazendo uma modificacdomumelo de
Sovova. POVHet al (2001) definiram o coeficiente de transferénaa d
massa na fase sélidaxfk segundo a Equacédo 9.25, tornando, desta
maneira, 0 modelo capaz de descrever toda a cenextdacdo sem a
necessidade do emprego de um parametro ajustavV€lHIELIN
(2002) e CAMPOSt al (2005) também utilizaram a definicdo proposta
por POVH et al. (2001) para modelar as curvas de extracdo de
oleoresina de cavalinha e oleoresina de caléndakpectivamente.
Neste trabalho, para descrever a cinética de éxtrdos extratos de
erva baleeira, também foi utilizada esta defini¢&sim:

ko = KyaPcop AY Eqg. 9.25
Xa p.AX
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Sendo:
(X, +X,)
2

AX = Eq. 9.26

Onde:AX é a concentracdo média na fase sélida (g/g).
9.2 Modelo Logistico — Martinezt al. (2003)

Assim como alguns modelos presentes na literatacalelo de
Sovova (SOVOVA, 1994), modelo proposto por FRANCA &
MEIRELES (2000) entre outros, o0 modelo LM se baseidalanco de
massa no leito de extracdo, considerando um léifodigco com
comprimento H muito maior que o didmetro, no quablvente escoa
na direcdo axial com velocidade U; a matéria-prizsta distribuida
uniformemente ao longo do leito e a temperaturgressdo e as
propriedades fisicas de ambas as fases sdo maotidsisintes durante
toda a extracdo. O acumulo e a dispersdo na fagda flsdo
negligenciados porque esses fenbmenos ndo ténénflu significante
no processo quando comparados aos efeitos de g@iovddeste modo,
0 balanco de massa no leito de extracdo, na fasdaflpode ser
simplificado e apresenta-se da seguinte forma:

aY _ J(X,Y)
oh P;

Eq. 9.27

Onde: X (QledIsciidd) € Y (GiedOsolventd SA0 as razdes massicas de soluto
(concentracao) nas fases sélida e fluida respectinge, t € o tempo (s),
h é a coordenada axial (m), U € a velocidade sig@@rfio solvente
(m/s), pr (KGsonerndm’) € a densidade da fase fluida e J(X,Y) é a taxa de
transferéncia de massa interfacial (Kygh
A condicao de contorno é dada pela seguinte equaca

Y(h=0,t)=0 Eqg. 9.28

O termo de transferéncia de massa interfacial J(¥,/épresentado
pela equacgao que segue:

J(X,Y)=S=Zn:S| Eq. 9.29
i=1
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Sendo:

s(t)= Ab, exdb, (t,, —t)]

| {1+ eXF{bi (tmi - t)]}2

Onde: A, b e tm sdo pardmetros do modelo e o stdscorresponde a
um Unico composto do soluto ou grupo de compostosm c
caracteristicas semelhantes.

A elaboracéo do Modelo Logistico (LM) teve como ivextdo a
necessidade de se tratar o soluto como uma midausubstancias, e
nao mais como um Unico pseudocomposto como acontgeaioria
dos modelos presentes na literatura. Este modeéseqou uma nova
opc¢ao de ajuste para a funcgf)$resente no modelo de FRANCA &
MEIRELES (2000). Tanto no modelo LM como no modale
FRANCA & MEIRELES (2000) a taxa de transferéncia massa
interfacial J(X,Y) foi definida como uma funcdo $iegdepende da
composicado do extrato ao longo do processo (MARTINEaL 2003).

Integrando a equacéo 9.27 e utilizando a condigdmdtorno
dada pela equacéo 9.28, tem-se para a saida dtoextr

Y(h:H,t):%Zn:S, Eq. 9.31
i=1

Eq. 9.30

Onde: H é o comprimento total do leito de extracééa velocidade
intersticial do solvente (ffs) e é a porosidade total do leito de
extracgéo.

A curva de extracdo total, representando a mas§kedem funcéo
do tempo, pode ser obtida pela integracéo da equgaom a
condicéo inicial da equacédo 9.32:

m(h=H,t)=0 Eq. 9.32

m(n = H,1)= [YQeo dt= 22 S [ ot Eq. 9.33
’ ! CO, ue =i (

A curva obtida pela resolucdo da equacao 9.33cdma slas curvas
de extracdo de cada grupo de compostos, que podepsesentada pela
seguinte equacao:

i Qe HA, 1 _ 1 Eq. 9.34
m(h=H,t)= ue {1+ exdb, (t,, —t)] 1+exdbitm‘)}
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A principio o modelo LM possui, para cada grup@oepostos, trés
parametros ajustaveis;, M e . Se a composi¢ao do dleo tiver sido
determinada experimentalmente, é possivel obtatar aproximado da
massa total de cada grupo de compostos:

m =m=x m Eq. 9.35
ot = 3¢ oi q. 9.

t
Onde: mé a massa total de solidos na coluna de extrXgé@a razéo
massica inicial de soluto extraivel g € a massa total de cada grupo
de composto.
Desta forma, o modelo pode ser reduzido a dois nptras
ajustaveis, b et e a massa de cada grupo de compostos representada
pela Equacgéao 9.36:

mh=H=_oM | 1+expbly) _, Eq. 9.36
' " explit,,) |1+exdb, (t,, —t)]

Quando o soluto é considerado como um pseudocomigmna
massa de soluto pode ser descrita como:

m. (h=Hty=— Mo | 1¥expbl,) _, Eq. 9.37
= explot,,) |1+ exdbt, ~1)]

Sendo:m, = X,m,

Onde: m, € a massa de 6leo extraida (g), énmassa inicial total de
Oleo (soluto) no leito de extracdo(g), t é o terdpcextracdo (s), b gt
sd0 parametros ajustaveis do modelo LM expressogséme (s),
respectivamente. O parametppcbrresponde ao instante em que a taxa
de extracdo de cada grupo de compostos ou um ps@aiocomposto
alcangou um maximo (MARTINEEt al. 2003).

9.3 Modelo de TAN e LIOU (1989)

O modelo de dessorcdo apresentado por TAN e LIG8ALé
descrito por um modelo convectivo sem 0 termo dgpeaisdo. Este
modelo considera a transferéncia de massa interfe@mo um modelo
cinético de primeira ordem, ou seja, a taxa deagditr € proporcional a
concentracdo de soluto na fase sélida, sendo sféréncia de massa
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interfacial representada pela constante de dess@itgaEste fendbmeno
pode ser interpretado como um processo de traesporh equilibrio
instantaneo, baseado na variagdo da concentracdolute na matriz
vegetal e uma pequena resisténcia a transferéneia massa
(CHASSAGNEZ-MENDEZ et al 2000). O modelo de dessorcéo,
assim como o de SOVOVA (1994), considera a uniddelextracio
como um leito cilindrico no qual o sélido, devidanteepré-tratado (seco
e moido), é acomodado. O solvente, com pressampgetatura fixas
flui axialmente através do leito, retirando do ddlios compostos de
interesse. Desta forma, na saida do leito temesérato, formado pelos
compostos solubilizados no G8upercritico (MARTINEZ, 2002).

O balanco de massa no leito de extracdo pode sdtoeda
seguinte maneira:

Fase sdélida:
X _ g x Eq. 9.38
ot
Fase fluida:

oY oy _ oX
€ +U 1-¢ Eqg. 9.39
P+ Up o= (L.

Onde: k é a constante de dessorcdo (Hinque é um parametro
ajustavel do modelo.

As condicdes iniciais e de contorno para a redsoludas
Equactes 9.38 e 9.39 sdo as mesmas apresentadaguagdes 9.4 a
9.6.

Com as condi¢gbes de contorno e inicial, resolveasoEquacdes
9.38 e 9.39 obtendo uma expressao para a razacadsdleo na fase
solvente na saida do extrator, em fun¢édo do tempo:

1-¢ s keH
Y(h=r.)=2x g{ [{"U J—l}exd—kdt) Eq. 9.40

f

A massa de extrato na saida do extrator em fudgdempo de
extracdo pode ser obtida resolvendo a seguintgraite
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Mo (h = H,t) = [ Y(h = H,t)Qq, dt Eq. 9.41

[S Y ——

Substituindo a Equacdo 9.40 na Equacdo 9.41 gramdo,
obtemos:

M, (h=H,t)= ki[l— exlk,B)[lexd- k.t)-1] Eq. 9.42
d
Sendo:
1_
A= QCOZ_?SXO% Eq. 9.43
g=&H _eHSp, Eqg. 9.44
u Qco,

Onde: I é a constante de dessorcdo, H é o comprimenteitdq(in), S
é a area da secdo transversd)(m é a densidade do sélido (kgjmps
€ a densidade da fase fluida a porosidade do leito.

9.4 Modelo de Gotcet al. (1993)

O modelo apresentado por Getaal. (1993) considera que o leito
de extracdo é formado por particulas com geondriama placa plana.
A particula sélida é tratada como um meio poros®, fgm espessura
desprezivel em relagdo as demais dimensdes, deafaue a
transferéncia de massa ocorre apenas entre asrdi@®es superficies
da placa. O processo de transferéncia de massanteolado pelo
mecanismo de dessor¢ao (da particula para os pegsido de difusdo
do soluto nos poros da particula) com dois par@metjustaveisiy,
relativo ao coeficiente global de transferénciandssa e k, constante de
equilibrio de dessor¢éo. As equagfes a seguir amsbs balancos de
massa na folha, nos poros e na fase fluida:
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oC, . 0Cs _ 0°C,

B tA-B— 2 =D-C5

oCc C_
EE-FT__(1_5)kfap(c_ci|y=e)
Onde:

Y= coordenada da particula;

C=razdo massica de soluto na fase fluida;

Ci= razdo massica de soluto nos poros da folha;
Cs= razao massica de soluto na folha;

= porosidade da folha;

k= constante de equilibrio de dessorcéo;

kqes coeficiente de dessorcao;

D= difusividade efetiva intraparticula;

1= tempo de residéncia do solvente no leito;
kia,= coeficiente volumétrico de transferéncia de massa
e= meia espessura da folha;

a,= area especifica de transferéncia de massa.

As condices inicial e de contorno para a resolwg@s equacdes de
balanco de massa séo as seguintes:
Cs(Y,t=0) =Cg,
C(Y,t=0)=C,(Y,t=0)=0

D(‘;?(i]y:e =k,a, (C -C \y:e)

Desta forma, Gotet al (1993) resolveram o sistema analiticamente
e obtiveram uma equacdo da curva de extracdo cdsnpdodmetros
ajustaveis:p e k. A Equacao (9.51) é a solugdo do balanco dssana
pelo modelo de Gotet al (1993).

o= = AP ey ot enf

Onde:

a, :%(—bh/H)
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a, :;(—b—M)

Az (L-e)e
[B+(1-PKle@, -a,)
b ¢ 1. ¢(-¢)
B+(-Bk & e
ez ¢
[B+(1-B)kle

p=k,a,T

9.5 Modelo de Difusédo — Crank (1975)

O modelo de difusdo apresentado por REVERCHON (1997
considera a transferéncia de massa como uma amaldgansferéncia
de calor, considerando-se cada particula sélideoaam corpo quente
gue perde calor com o tempo para 0 meio, e supgue@s substancias
a serem extraidas encontram-se uniformementebdiktes na particula
soOlida. Neste caso, a particula sélida esféricasélido que contém o
6leo a ser extraido e o meio é o solvente supefMARTINEZ,
2002; REVERCHON, 1997).

De acordo com a segunda Lei de Fick, restrita pataso de
difuséo unicamente radial, com o coeficiente desdid constante, a
concentracao de soluto na fase sélida € dada por:

2
== =p,,0%X :DABM Eqg. 9.58
Onde: D é o coeficiente de difusdo da segunda Lei de (icknin), r
€ a direcédo radial (m)ae é o coeficiente de transferéncia de calor.
Aplicando a segunda Lei de Fick para a difusdogselvendo
analiticamente o balango de massa na superfigenantda particula,

tem-se a seguinte equacdo que representa a massaadsubstancia
gue se difunde através de uma particula:
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r

m,,, [ Z ZT‘ZDtﬂ Eq. 9.59

Onde: D é o coeficiente de difusdo, um parametrsta@ayel do modelo, r
€ 0 raio da particula sélida e n € um namero mteir

9.6 Modelo de Esquiveét al. (1999)

Esquivelet al (1999) se basearam na equacdo da cinética de
crescimento microbiano de Monod para descreverasuglobais de
extracdo. A equacao empirica que representa a clenextracdo esta
apresentada na Equacéo (9.60):

t
=X |:1 - Eqg. 9.60
Xt 0 b+t]
Onde:

Mex = Massa de extrato em funcéo do tempo (kg);

t = tempo de extracao (s);

F= massa de matéria-prima (kg);

Xo= razéo massica inicial de soluto na fase solig&¢g.
b = pardmetro ajustavel (s).

9.7 Modelo VTII - Brunner (1994)

Este modelo considera fenémenos termodindmicos,ocom
equilibrio entre as fases solida e fluida do siateende transferéncia de
massa, como dispersdo axial, difusdo na particalaneeccdo na fase
fluida. Brunner (1994) resolveu numericamente @aihgh de massa e
obteve curvas de extracdo que ndo s6 se ajustaeam &b dados
experimentais, como também permitiram o escalontmele um
processo de laboratério para uma planta pilotcE8& de teobromina
de cacau.

Neste modelo os seguintes parametros sdo corchiderngara
representar o comportamento da extracao:

« relacdo de equilibrio entre o sélido e o solventpescritico
(isoterma de adsorcao);

« difusdo no sélido (coeficiente de difuséo efetivo);

» transferéncia de massa da superficie do sélidogfase fluida,
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« disperséo axial (coeficiente de disperséo efetivo).
O modelo é representado pelas seguintes equacoes:

Balanco de massa para a fase fluida:

dce(z) - 0%ce(z) _u, 9zc(2) _1-¢dcq(2) Eq. 9.61
ot > o0z° g 0z e ot

Balanco de massa para a fase solida:

acs(z) _ ak . CF(Z)_ES(Z)@ Eq. 9.62
ot Ps

Relacéo de equilibrio entre a fase fluida e a $aida:

K(cs) = k,cs exp Eqg. 9.63

Coeficiente de transferéncia de massa global:

B _,, BiK(E) K)=28 Eq. 9.64

Koo 6 Cs

Bi = E’Bﬂ NUmero de Biot Eqg. 9.65

Onde:

Cg = concentracdo media de extrato na fase solida,;

Cr = concentracéo de extrato na fase fluida (solvempercritico);
D., = coeficiente de dispersao axial;

u, = velocidade do solvente supercritico;

K(ES) = coeficiente de equilibrio entre a fase soliddasea fluida,;
D..= coeficiente de difuséo efetivo na fase sélida;

k,; = coeficiente de transferéncia de massa globatimiado a fase

fluida;

Z = coordenada na direcdo axial;

& = porosidade do leito fixo;

t =tempo de extracéo;

a= superficie especifica da fase sélida (area daerBog para
transferéncia de massa);

Ps= densidade do soélido;

201



k,,k,= coeficientes da isoterma de sorcéo (isotermaeign@lich);

Br = coeficiente de transferéncia de massa na faiskflu

Para o balanco de massa na fase fluida séo feltasnas
consideracdes: o gradiente de concentracdo naadireadial é
desprezado, conveccdo na fase fluida e dispersiafy processo de
extracao isotérmico.

Na fase soélida as seguintes consideracdes sas:feitransporte
no soélido pode ser considerado em uni-direcionaflwlo é uniforme e
0 extrato é igualmente distribuido em todo o makesdlido. Os
fendbmenos de transporte como a transicao pela ra@mbdifusdo nos
poros e difusdo no sdélido sdo atribuidos ao cesfiei de difuséo
efetiva. Na interface solido/solvente € assumidoa uralagdo de
equilibrio (isoterma de adsor¢éo).

As equacbes deste modelo foram desenvolvidasdesGever a
extracdo de uma mistura de compostos, mas tambémnpaser
empregadas para descrever 0 comportamento de &xtrate
componentes individuais. As interagfes entre opooentes do extrato
e a influéncia no processo de extracdo sdo deslaez&ste modelo
pode ser utilizado para determinar parametrosico®t partir de dados
experimentais medidos em laboratério e que apésrpadar suporte
para o scale-up de plantas de extracéo.
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APENDICE Il — Dados experimentais das curvas de esdcao.

Tabela 25Tempo de extragdo e rendimento obtido nas cumas d

extracgéo.
P(bar)/TfC) /QcoAg/min).
100/50/3,33 150/40/3,00 150/40/8,33 200/30/5,00
Tempo| Xq(%) | Tempo| Xg (%) Tempo | Xq(%) | Tempo | Xq (%)
(min) (min) (min) (min)

0 0,000 0 0,000 0 0,00( 0 0,000

5 0,970 5 0,325 5 0,000 5 1,300
10 1,328 10 0,393 10 0,740 10 1,614
15 1,505 15 0,531 15 0,958 15 1,737
20 1,615 20 0,637 20 1,172 20 1,831
30 1,744 30 0,856 30 1,628 30 1,950
40 1,824 35 1,032 50 2,046 40 2,034
50 1,869 45 1,198 70 2,335 50 2,420
70 1,959 55 1,441 105 2,608 70 2,633
100 2,003 65 1,531 130 2,900 100 2,834
130 2,081 75 1,649 160 3,021 130 3,107
160 2,148 105 1,791 190 3,146 16(Q 3,216
190 2,176 135 1,898 220 3,319 19(Q 3,452
220 2,206 165 1,957 250 3,511 220 3,688
250 2,299 195 1,990 280 3,687 250 3,881
270 2,346 225 2,062 310 3,719 280 4,039

255 2,103 310 4,081
285 2,129
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Continuagéo da Tabela 25.

200/40/5,00

200/50/5,00

300/50/3,33

T(fnr}]f;° Xo(%) T(;Tn‘;" Xo (%) T(;Tn‘;" Xo (%)

0 0,000 0 0,000 0 0,000
5 1,035 5 1,761 5 1,912
10 1,275 10 2,246 10 2,634
15 1,548 15 2,665 15 2,913
20 1,620 20 2,786 20 3,007
30 1,756 30 3,080 30 3,180
40 2,259 50 3,485 40 3,435
50 2,519 70 3,742 60 3,863
70 2,771 100 3,899 80 4,201
100 3,106 130 3,981 100 4,576
130 3,390 160 4,011 120 4,673
160 3,664 190 4,304 140 4,950
190 3,684 220 4,329 160 5,014
220 3,828 250 4,357 190 5,269
250 4,150 280 4 575 220 5,598
280 4,173 310 4,686 250 5,691
310 4,192 270 5,750
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APENDICE IIl — Curvas de calibracéo.

Curva de Acido Galico

0,7
0,6 y =0,0012x + 0,0144

0,51 R®=0,9977
0,41
0,31
0,21
0,1
0 : : : : :
0 100 200 300 400 500 600
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Figura 24:Curva padrao de acido galico utilizada na anélseontetido
de fendlicos dos extratos de erva baleeira.

Curva de Trolox
100

80 y = 0,0726x + 1,6594
R?=0,9981

60 -

40

% Inibicao ABTS

20 1

0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentragao (micromol/mL)

Figura 25:Curva padrdo de Trolox utilizada na analise dadgtde
antioxidante pelo método ABTS dos extratos de baleeira.
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APENDICE IV— Artigos produzidos a partir dos dados
experimentais gerados neste trabalho.

Artigo 1 :

“Chemical composition and antibacterial activity@drdia verbenacea
extracts obtained by different methods”.

Submetido ao Journal Bioresource Technology.

Artigo 2:
“High-pressure phase equilibrium data for systentk warbon dioxide,

a-humulene anttans-caryophyllene”.
Publicado no periédico The Journal of Chemical Tiatynamics.
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Chemical composition and antibacterial activity ofCordia
verbenacea extracts obtained by different methods

Eliane M. Z. Michielin?, Ana A. Salvadof, Carlos A. S. Rieht,
Artur Smania Jr. S, Elza. F. A. Smani§, Sandra R. S. Ferreird'1

&Chemical and Food Engineering Department, Fedamaldusity of Santa Catarina
- EQA/UFSC, C.P. 476, CEP 88040-900, Florian6p&is, Brazil.

® Chemistry Institute - Federal University of Rio d#neiro - 1Q- UFRJ. C.P. 68535,
CEP 21941972, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

¢ Microbiology and Parasitology Department, Fedehaiversity of Santa Catarina —
CCBJ/UFSC, Brazil.

Abstract

The present study describes the chemical compositial the
antibacterial activity of extracts fronCordia verbenaceaD.C.
(Borraginaceae), a traditional medicinal plant thedws widely along
the southeastern coast of Brazil. The extracts vadrgined using
different extraction techniques: high-pressure apens and low-
pressure methods. The high-pressure technique pypdiec to obtairC.
verbenaceaextracts using pure GOand CQ with co-solvent at
pressures up to 30 MPa and temperatures of 30nd®@°C. Organic
solvents such as n-hexane, ethyl acetate, ethaem#tone and
dichloromethane were used to obtain extracts bydmgsure processes.
The antibacterial activity of the extracts was asbjected to screening
against four strains of bacteria using the agautidih method. The
extraction yields were up to 5.0 % w/w and up t6 8 w/w for
supercritical fluid extraction with pure G@nd with ethyl acetate as co-
solvent, respectively, while the low-pressure ettom indicates yields
up to 24.0 % wi/w in the soxhlet extraction usingtaveand aqueous
mixture with 50% ethanol as solvents. The inhilyitactivity of the
extracts in Gram-positive bacteria was significantigher than in
Gram-negative. The quantification and the iderdifian of the extracts
recovered were accomplished using GC/MS analysise T™ost
important components identified in the extract wememetin, 3-
sitosterol,a-humulene an@-caryophyllene, among others.

Key-words: Supercritical fluid extractiorC. verbenaceaChemical profile,
Antibacterial Activity.

1 Corresponding author. Tel.: +55 48 3721 9448,; 656 48 3721 9687.
e-mail addressandra@eng.ufsc.f8.R.S. Ferreira).
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1. INTRODUCTION

The bacteria resistance against the actual druged un
traditional therapy, caused the escalating devedmpmof new
antibacterial agents present in a high number ofcgs such as plant
materials (Eloff, 1998). In the last decades, esseails and various
plant extracts have been the focus of great intdrem researchers
because they represent natural resources. Thetipbtase of these
products as an alternative for the treatment oésdvnfectious diseases
has been extensively screened. Functional propersech as
antimicrobial activity (antibacterial, antifungalnd insecticidal) of
essential oils and plant extracts are the basetsofapplication in
processed food preservation, pharmaceuticals, dozsnelternative
medicine and natural therapies (Bakkali et al.,.800

Cordia verbenaced.C. is a native Brazilian medicinal plant
widely distributed along the southeastern Braziliaast and popularly
known as erva baleeira. The aerial parts of thesmitpare used in folk
medicine due to their anti-rheumatic, anti-inflantong, analgesic and
healing properties in the form of alcoholic extsctlecoctions and
infusions (Sertié et al. 2005). A very promisingtiative is that this
plant has been recently exploited by pharmaceutichistries for the
production of therapeutic products (Rosa et al8200

According to Sertié et al. (1991, 2005) and Titliaé (2005),
extracts from C. verbenaceaexhibit important anti-inflammatory
properties when administered orally or topicallgskiles, an important
anti-inflammatory action was attributed to artemgdt flavone isolated
from this plant (Sertié et al. 1990). Furthermoas extract ofC.
verbenaceavas found to be capable of inhibiting the growthGoam-
positive bacteria and yeast (De Carvalho et al4208ithough extracts
obtained using supercritical fluids did not exemy asignificant
antibacterial effects againdtl. tuberculosis (Quispe-Condori et al.
2007). Passos et al. (2007) demonstrated that deengal oil ofC.
verbenaceadisplays noticeable oral anti-inflammatory actions
rodents, which are probably related to the presefitke sesquiterpene
compoundsa-humulene and3-caryophyllene, while the mechanism
involved in their action was proposed by Fernarated. (2007).

Supercritical fluid extraction (SFE) is an alteimat method
commonly used for the separation of active compsuman herbs and
natural products. Particularly, supercritical £® classified as GRAS
(Generally Recognized as Safe) by the United Stafemod and Drug
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Administration (U.S.-FDA, 2008) and is easily theosh recognized
supercritical solvent. Carbon dioxide is a non-patampound and
presents no dipole moment, which disqualifies &g @&s solvent for
polar compounds and limits its solvent power. Toeroweme this
disadvantage, polar co-solvents can be used tedser the overall
polarity of the fluid phase during SFE. Moreoveo-solvents often
enhance extractions from solid materials by disngpthe bonding
between solutes and the solid matrix (Lang and \2@01; Campos et
al. 2008).

Besides the recognized importanceCofverbenaceaand to the
best of our knowledge, there is a lack of studielted to the
antimicrobial activity of erva baleeira extractshefefore, the present
work has the objective to evaluate the use of uarextraction methods,
such as SFE with pure GGnd with co-solvents and low pressure
extractions with solvents with different polaritieso obtain C.
verbenaceaxtracts. The extracting techniques were studigerms of
process yield and product quality, representedhgrical composition
and antibacterial activity of the extracts, in atempt to seek the
feasibility of the use of this alternative prodastmicrobial control.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Raw material

The leaves of erva baleeira were collected fromrd8ate
Ibiraquera Beach, Imbituba, SC, Brazil in April, 0 The plant
authenticity was evaluated by Dr. Ana Zanin frome tBotanical
Department at Federal University of Santa CataflbeSC) and the
voucher specimen was deposited at the HerbariumRRlw@ler number
34672 (UFSC, Florianépolis, SC, Brazil). The rawtenial, consisting
of plant leaves, was washed and dried in oven %€ 4&r 14 hours. The
dried material, with moisture content of 1&%.4 % w/w, was ground
in a domestic blender (Black & Decker, SP, Braziljl the particle size
was classified with sieves. The fraction formedrbgsh -20 +65 was
used to set the fixed bed of particles for SFE #red low pressure
extractions. The ground material was stored atGX#tor to extraction.

2.2. Supercritical fluid extraction (SFE)

The supercritical extraction unit was used to obtidie erva
baleeira oil and was previously described by Ze&tehl. (2003). The
equipment contains a pressurized ;O@servoir, a thermostatic bath
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(Microguimica — MQBTZ99-20, SC, Brazil) kept at 5°@n air driven
pump (Maximator M111, Germany) and a stainless| sjigeketed
column with 2 cm inner diameter, 32 cm long and t@f capacity.
The extraction temperature was additionally cotgtbby a thermostatic
bath (Microquimica — MQBTZ99-20, SC, Brazil), whitee solvent
flow was adjusted and monitored by high pressuheegaregulators and
manometers. The high pressure equipment was modieording to
Campos et al. (2008) by the insertion of a co-sdlvgump
(Constametric, 3200, EUA) connected to the extoacline in order to
supply the modifier (organic solvent at high-pres}at pre-established
flow rate, mixture with C@flow before the extraction vessel. The co-
solvent pump works with flow rate from 0.01 to 9/8®@/min. Ethanol
(EtOH) and ethyl acetate (EtAc) were used as ceesté in
concentrations of 2%, 5% and 8% w/w, related toGB amount. The
extracting condition for the assays with £ahd co-solvent was 30 MPa
and 50C, at constant flow rate of 0.30 (£0.03) kg/h. Trecess used
99.9% CQ (purity) delivered at a pressure up to 6 MPa (‘&/Martins,
Brazil). The experimental procedure, described bichié¢lin et al.
(2005), consisted of using 20 g of ground partittetorm the fixed bed
for the high-pressure extractions. Samples werdeated at 4 h
extraction time and weighed in an analytical badarithe assays of SFE
with CO, (without co-solvent) followed complete factorisdsign with
two factors (temperature and pressure) and thnesdsl€30, 40, 50°C
and 10, 20, 30MPa), at constant at a flow rate. 8 (+0.03) kg C@h,
with replication.

2.3. Soxhlet Extraction (SE)

The extraction of soluble compounds fran verbenacedy
the soxhlet method was performed using water, aeefdCE), ethanol
(EtOH), ethyl acetate (EtAc), dichlormethane (DCaid hexane (Hx)
as solvents, in decreasing order of polarity. Agisesolutions of 25%
and 50% (v/v) of EtOH:water ratio were also usedhe Tsoxhlet
procedure consisted of ground erva baleeira sam@é€s g) placed
inside a thimble loaded into the soxhlet extracidre total extracting
time was 6 h, and the total amount of solvent wa® rhL maintained
continuously refluxing over the sample. The solvarssays were
performed at solvent boiling temperature. After teetraction the
solvent was removed from the solute mixture by cedupressure with
rotary evaporator (Fisatom, model 802, Sdo PauiaziB.
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2.4. Classical organic solvent extraction (COSE)

Classical organic solvent extraction (COSE) wase almployed
to obtain extracts of erva baleeir@OSE method consists in a cold
maceration of the ground particles to avoid theroegradation. The
extraction was performed with 100 g of dried sampé&erialplaced in
ethanol for five days. The resulting extract waapsrated at reduced
pressure to obtain a crude extract defined astttenelic extract. Then,
the CE was partitioned with Hx, DCM and EtAc usii@ mL each
(Kitzberger et al. 2007). The organic solvents u$ad soxhlet and
COSE procedures were 99% pure (CAQ Ind. & Com. B3&zil).

2.5. Hydro-distillation (HD)

The essential oil of th€. verbenaceaerial parts (fresh leaves)
was extracted using a Clevenger apparatus by tleotdistillation
technigue. The extraction was performed using 50 ground samples
placed inside the apparatus submerged in 800 mistifled water and
distilled for 6 h. The HD assays were performedtriplicate. After
extraction, the volume of essential oil obtained extractions was
measured and the essential oil was conditionedeimétically sealed
glass, covered with aluminum foil to protect thetemts from light and
stored at -10°C. The oil samples obtained for aftaetions methods
were storage following the above conditions in otdemaintain sample
integrity for quality evaluation (extract compositi and antimicrobial
activity).

2.6. Statistical Analysis

The extraction yields obtained by the low pressuré the high
pressure methods (soxhlet, COSE, HD and SFE with @@ with
CO./co-solvent) were evaluated separately by analgdisvariance
(ANOVA) at 5% level of significance. The softwar@ STISTICA for
Windows (version 6.0 - Statsoft Inc., USA) was uded identify
significant differences. The Tukey test was usedldtect differences
among treatments. The standard deviation of thiel yesults was also
determined.

2.7. Characterization of the extracts

The main components &. verbenaceaxtract, related to the
lipophilic composition, were identified and quaigif by gas
chromatography (GC) coupled with mass spectrom({®) analysis at
the Chemistry Institute from Federal University Bfo de Janeiro
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(UFRJ, R.J., Brazil). The analysis were performsthgt GC-MS/MS
(GC-Varian 3800, MS/MS-Varian 1200L), column ZebiB-5HT (30
m x 0.25 mm, 0.1@m) (Phenomenex, Torrance, CA). The GC analyses
were performed using split-mode injection with spéite of 1:10. The
injector temperature was 3W0. The flow rate for the carrier gas
(helium) was 1 mL/min. The initial column temperawvas 50C, held
for 1min, heating rate of°€/min up to 300C and held for 5 min. The
mass spectrum was acquired at Electron Impactnfgtje at 70eV, and
the range of mass was from 40 to 70 m/z.

The extract components were evaluated using thebdsé for
natural products Standard Reference Data Seriesh®f National
Institute of Standard and Technology (NIST - Maps&ral Library
with  Windows search program — Version 2), where tmass
spectrometer results were compared. The solute leamspaluated in
chromatographic analysis were: supercritical exsrabtained with C©
at different operational conditions (solvent dey)sdnd with CQ/co-
solvent and soxhlet extracts.

Because in gas chromatography the polar compomantse
slower than the non polar compounds, this analytivethod is
preferred for detecting non-polar substances. ToereGC method is
adequate to characterize extracts obtained by atifieal CO, (a non
polar solvent) and, as a consequence, verify theoitance of this
extraction procedure to obtain valuable substapcesent in the erva
baleeira material.

2.8. Antimicrobial activity

2.8.1. Microbial strains

The erva baleeira extracts obtained by SFE (with &l with
CO./co-solvent), by soxhlet and by COSE, were subnhitfer
evaluation of antimicrobial activity against Gramsfiive bacteria
Staphylococcus aureusATCC 25923 (American Type Culture
Collection) and Bacillus cereus ATCC 11778 and Gram-negative
bacteriaEscherichia coliATCC 25922 andPseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Mueller-Hinton agar and culture brotlerev used for
growing the bacteria. An overnight culture of edudcterial species
grown in Mueller-Hinton broth was diluted in frestedium to achieve a
final concentration of approximately 2GFU/mL. All bacterial cultures
were incubated in aerobic conditions as describgdSimania et al.
(1995).
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2.8.2. Agar diffusion method (ADM)

The ADM was performed using cotton swabs for ezattdyial
suspension (FOCFU/mL) and inoculated onto plates where the bizcte
were spread uniformly on the agar surface. The agmface was
perforated with 7 mm diameter holes, asepticallyand filled with the
variousC. verbenaceaxtracts tested: SFE with GGBFE with CQ/co-
solvent, soxhlet and COSE with different solveritie extracts were
used at concentration of 10 mg extract/mL of DMS@meéthyl
sulphoxide) because DMSO does not offer inhibitiem the
microorganism growth, as presented by Sménia ¢1899). The plates
were incubated at 36 for 18 h and then examined in order to verify the
inhibition. A positive result was defined as anilmtion zone (halo size)
of 9 mm or more appearing around the holes, ingigaherefore the
presence of antibacterial substance, or group lo$tances, present in
the extracts tested (Sméania et al. 1999; Kitzbezgyat. 2007).

2.8.3. Minimum inhibition concentration (MIC)

The antimicrobial activity of different extracts ©f verbenacea
was evaluated through the determination of the mmmn inhibition
concentration (MIC) by the microdilution method aulture broth
(Sménia et al. 1999). The erva baleeira extra@ds fihresent inhibition
zone (halo size of 9 mm or more) in the ADM wergsdived in 20QuL
of DMSO and added to 180QL of Mueller-Hinton broth to a
concentration of 4mg/mL. Further, serial diluticofsthe extracts were
performed to reach a final concentration range eetw4000 to 7.8
pg/mL. One sample (10QAL) of each diluted solution and the samples
for both growth and sterility controls (containiatgrile culture medium
and DMSO, and no antimicrobial agents, respectjwelsre distributed
in the microdilution plates with 96 wells. For eatdst and for the
growth control well, a fiL inoculum of the bacterial suspension (5%10
CFU/mL) was added. Tetracycline was used to askedglIC values of
the reference strains. All experiments were peréatrim duplicate and
the plates incubated for 18 h at’@6 Bacterial growth was first detected
by optical density (ELISA reader, CLX800 — Biotakstruments) and
afterwards by addition of 20L of an alcoholic solution (0.5 mg/mL) of
2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetramohcloride  (INT)
(SIGMA). The plates were again incubated at@gor 3 h, and in those
wells where bacterial growth occurred, INT chandgexn yellow to
purple. Any remaining yellow color indicated abserod growth. The
MIC was considered the lower concentration of tlwstgance that
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inhibited the bacterial growth, after the incubatigeriod. The results
were expressed g/mL (Smania et al. 1999, Kitzberger et al. 2007).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Extraction yield

The yield results obtained for the different exti@t methods
and solvents (Soxhlet, COSE, HD and SFE) are preden Table 1,
together with the polarity index and the solvemsiy for SFE. Table 1
also compares the vyield results from this work Witkrature data for
erva baleeira oil extraction, obtained by Passoal.e{2007) and by
Quispe-Condori et al. (2007).

The results for soxhlet extraction with Hx, DCM Aet EtOH
and ACE, presented in Table 1, show no significhfierence at level
of 5%, according to Tukey test. Besides, yield galtor water and 50%
EtOH:water solution are the highest values (24% )ywvith significant
difference from other solvent results. This behaigcan indication that
Cordia verbenaceacontains high amount of components with polar
characteristic. According to Barwick, (1997) andriktan et al. (2007),
water presents high polarity index, dielectric ¢ans and cohesive
energy, if compared with other solvents, which jdes strong
bounding between water molecules and polar compouran the
solute, causing their dissolution. Also, soxhletthme showed the
highest yield values (from 10 + 1 to 24 + 3 % w/iedmpared with
COSE, HD and SFE (from 0.6 £ 0.1 to 8.6 + 0.3 % Ww/This behavior
is probably due to the high temperature, solvetitgelation and solute-
solvent interactions found in soxhlet extractiortmd.

The yield obtained by Hx in COSE, a non polar solyeas 4.3
%. This value is similar to SFE with pure g@lso a non polar solvent.
From Tukey test, the fractions Hx and DCM were Hicgntly different
at level of 5%, while the fractions EtAc and watkd not present
significant difference between each other.

The HD yield was 0.9 % (w/w), lower than most othesults,
but similar to COSE fractions with Hx and DCM. Thighavior was
already expected because HD method is indicatede$sential oil
extraction, while other techniques solubilize diéfie&¢ components, as
discussed in section 3.4. The same performance desscted by
Quispe-Condori et al. (2007) and Passos et al.7)200

The SFE yield data (wet basis), for the differenhditions
studied, are also presented in Table 1, togethikr tive solvent density
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values obtained according to Angus et al. (1976 Tfesults for SFE
with CO, indicate the maximum yield of 580.2 % (w/w) obtained at
30 MPa and 50°C, with solvent density of 0.871 §/amhile the lowest
one was 2.2 0.3 % (w/w) at 10 MPa and 50°C, with solvent dgnsf
0.385 g/cm. The extraction yield increases with pressure catstant
temperature for the three isotherms studied (3Gr&D50°C), probably
due to the increase in the €@ensity and consequently in the solvent
power.

The temperature effect, however, is more compléxXLOAMPa,
the enhancement in the extraction temperature pexda decrease in
the yield, due to the reduction in solvent den&igm 0.772 to 0.385
kg/m®. On the other hand, at higher pressures, the dserein
temperature enhances the yield because of thegenient in solute
(erva baleeira extract) vapor pressure with temperaThese opposite
effects taking place on extraction yields were oesfble for the
inversion of the yield isotherms. Therefore, witle {purpose to identify
the crossover pressure for the system studiedjdteefrom Table 1 are
represented in Figure 1, where the experimentaltp@re connected to
detect the inversion of the isotherms. The crossquessure was,
therefore, identified between 14 and 15 MPa, foristherms. This
result is an indication of a crossover patterntfa conditions studied.
Consequently, we suggest that below crossover ymeesghe density
effect is dominant, while above this condition #wdute vapor pressure
is the leading mechanism affecting the extractionc@ss. Similar
behavior was also detected by several authors iffereht solid
matrixes (Michielin et al. 2005; Danielski et aDb(Z; Kitzberger et al.
2007).

The analysis of variance for the SFE with Gdicates that the
pressure effect and the interaction between pressnd temperature
effect were significant at level of 5% (p<0.05) fime C. verbenacea
extraction yield. Otherwise, the temperature effigas not significant
(p=0.116) on yield results, probably because ofdpeosing influence
of temperature.

The effect of different concentrations of modifidesAc and
EtOH in the extraction yield was also investigafedSFE at 50°C and
30MPa. Results from Table 1 show an increase itdyig to 72%
compared with pure CQ reaching the value of 8.6% (w/w) for
extraction using 5% EtAc. This behavior is duette increase in the
number of soluble components in the mixture, remdthe selectivity
and enhancing the yield. It is also relevant th®DHE and EtAc are
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GRAS solvents that represent a positive contriloutm the extraction
yield when added to the supercritical S@acifichelth, 2008).

The influence of co-solvent concentration is obedrin Figure
2 for both modifiers studied. The concentration®20% and 8% (w/w),
of EtOH and EtAc related to GGamount, were evaluated in terms of
extraction yield for SFE at 50°C and 30MPa. The obk&o-solvent
increases yield with raising concentration up to Bw) and then
decreases with 8% (w/w) of co-solvent. The expapdimount of co-
solvent (8%), enhances the solute/co-solvent bamdiucing the
interactions with C@ and therefore decreasing the yield. Therefore, 5%
(w/w) is the maximum co-solvent concentration whichreases vyield,
due to rupture in solute/solid matrix interactioreyd consequent
substitution with co-solvent molecules in solidieetsites (Hollender et
al., 1997). This behavior was also discussed byp@anet al. (2008),
during grape pomace extraction by means ob/Et@H mixtures, and
by Kitzberger et al. (2007), for shiitake oil exttian. The variance
analysis of the yield results for co-solvent exiats shows significant
difference only between 2 and 5% (w/w) of EtAc cemttations (p =
0.015).

3.2. Chemical composition of the extracts

According to Sertié et al. (1990, 1991), phytoctehi
screening of an ethanolic extract of erva baleddaves showed
different flavonoid substances (quercetin, artemedind hydroxyl-
artemetin), mucilage, tannins, cordialin and esakmtils. The main
components of the essential oil axepinene,p-felandrene, citronelol
acetate, p-elemene, -caryophyllene, B-gurjunene, a-humulene, -
cadinene, aloaromadendrene, bicyclogermacrene, ulspat and
epoxycariophyllene (De Carvalho et al. 2004).

A chromatogram from the GC-MS analysis of the drakeeira
extract, obtained by SFE at 50°C and 30 MPa (tluskjy is presented
in Figure 3. The peak numbers of the major comptsnare also showed
in Figure 3. A total of eighty-two components, frafifferent classes,
were separated and identified by GC-MS analysis tfe various
extracts ofC. verbenaceatudied. The composition results are presented
in Table 2, with the name of the compounds and téktive
composition (integrated composition) for the follog extracts: (1) SFE
with 5% EtOH at 50°C and 30 MPa; (2) SFE with 5%A&at 50°C and
30 MPa, (3) SFE with CQat 50°C and 30 MPa, (4) SFE with €&t
30°C and 10 MPa; (5) soxhlet with EtOH and (6) d$eikvith EtAc.
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The major identified components from the terpemailfg in terms of %
area peak, are: (D-curcumene, (2) calamenene, (13) aromadendrene,
(18) a-sesquiphellandrene and (24) spathulenol. Otheroitapt
substances also detected in most extracts @feumulene, (3-
caryophyllene, caryophyllene oxide, lupeol andragtn.

The results from Table 2 show the presence of lupao
pentacyclic triterpene with several bioactivitiéeel strong antioxidant
potential and antimutagenic, anti-inflammatory amtiartheritic effects
in vitro and in vivo (Nagaraj et al. 2000, Geethaaké 2001). The
sesquiterpenef-caryophyllene presents anticarcinogenic and anti-
inflamatory activities (Zheng et al. 1992), whilpashulenol and3-
caryophyllene oxide contain antibacterial propsrtjfeimberger et al.
2004, Veiga and Pinto, 2002).

The sesquiterpenesi-humulene and -caryophyllene are
important components extensively studied in thexditure. According to
Passos et al. (2007) and Fernandes et al. (2087artti-inflammatory
activity attributed to erva baleeira extracts aue do the presence of
those compounds. Therefore, because of the alkege@l action of
these two sesquiterpenes, Michielin et al. (200&)uated the phase
behavior of a ternary system containiaghumulene,-caryophyllene
and CQ, an information necessary for the fractionatiorenfa baleeira
extract.

Other important substances were detected in enleeiba
extracts, such as the flavonoid artemetin. Thenwet® presents
important anti-inflammatory action and was firstigolated and
identified in C. verbenacedy Sertié et al. (1990). The compon@nat
Sitosterol, extracted by SFE at 30 MPa or by sdxiith EtAc, is a
phytosterol used for therapeutic treatment of sdveiseases such as
atherosclerosis, benign prostatic cancer and coénter (Nair et al.
2006, Yokota et al. 2006

The extract obtained by SFE with €@t 50°C and 30MPa
presented 52 identified compounds, while the eidrbg SFE with 5%
of EtOH and 5% EtAc presented 26 and 29 identifiethponents,
respectively. It is well known that the use of avent in SFE reduces
the process selectivity, but the above result igredlictory (Reverchon
and De Marco, 2006). A possible explanation fos fheérformance came
from the GC characteristic, where non polar sultgtsnare firstly
detected over polar ones. Then, we suggest thaduglh reducing the
number of components from Table 2, the co-solvaffect selectivity
by increasing the extraction of polar substancesdatected by GC-MS
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analyses. This behavior is corroborated by the atenprofile of the

soxhlet extracts, which provided 17 and 43 idesdifcomponents for
the extracts obtained by EtOH and EtAc, respegtivdlherefore,

different methods could detect other substancasylieerved by the GC
analysis performed, evidencing the reduction ofcess selectivity.
Results from Table 2 also show an increase in timeber of identified

components with increasing extracting pressureHa ®ith CQ.

Additionally, C. verbenaceaextracts contain high relative
amount of oxygenated monoterpenes and sesquiterpenbich,
according to Kotan et al. (2007), are the main oasfple for
antibacterial activity. Besides that, it is impoittéo consider synergistic
or antagonistic effects from the different compdagrresent in natural
extract in order to define their efficiency for baa inhibition
(Alvarez-Castellanos et al. 2001).

A very important group of components present iradraleeira
extracts is the flavonoid fraction, which confersghh quality
characteristics to this plant. This fraction is Medpresented by the
component artemetin, detected in supercritical iangoxhlet extracts.
The relative composition of artemetin was highersioxhlet EtOH
(10.14%). This result was probably caused by thesgmce of others
high polar substances, not evidenced by the GC adetised in this
analysis, which increases the relative concentratb the detected
compounds. Nevertheless, supercritical extractso aggesent a
significant concentration of the compounds fronvdlaoid fraction,
qualifying the supercritical technology to obtaiigh valuable extracts
from Cordia verbenacea.

3.3. Antibacterial activity

3.3.1 Agar diffusion method (ADM)

Although the ADM should not be recommended to giatite
antimicrobial activity of a substance based ondize of the inhibition
zone, this method is sensitive to detect micropialvth and presents a
qualitative character (Rios et al. 1988). TherefeeweralC. verbenacea
extracts were tested in ADM in order to provideidgation for further
detection of MIC, as proposed by Kitzberger e{2007).

Samples of supercritical extracts obtained at ifie
conditions, SFE with 5% of EtAc and 5% EtOH as otvent, soxhlet
and COSE extracts were tested against the ba8edareusB. cereus
E. coliandP. aeruginosay the ADM.
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Table 3shows the results of agar diffusion assays in tevfns
size of inhibition zone (mm) for the extracts testgainst the studied
microorganisms. All the tested extracts were mdiectve against the
Gram-positive bacteriéS(aureusandB. cereu} compared to the results
for the Gram-negative one&.( coli and P. aeruginosp The same
behavior was detected by Kitzberger et al. (200it) Boussaada et al.
(2008) when studying extracts from other raw matgriThe higher
resistance of the Gram-negative bacteria couldugeta the complexity
of the cell wall of this group of microorganismsdéeed, the external
membrane of Gram-negative bacteria renders highydrdphilic
surfaces (Smith-Palmer et al. 1998) whereas thativegcharge of the
surface of the Gram-positive wall may reduce thesistance to
antibacterial compounds (Ultee et al. 1999).

The results from Table 3 show the importanc€ oferbenacea
as a source of antibacterial components, especadlginst Gram-
positive bacteria and independent of extractionhoetused. From the
microorganisms studied in this work, tBe coli was the most resistant
one, because only four soxhlet extracts with irhdihi zone were
observed: 25% EtOH, water, hexane and EtAc. The AB&llts were
16, 12, 11 and 12 mm, respectively. In general,sthhlet extraction
with agueous solution with 25% EtOH was effectihal¢ size higher
than 9 mm) against all bacteria tested by ADM.

The supercritical extract obtained at 40°C and ZaMvas the
most efficient against the growth $f aureuswith an inhibition zone of
31 mm, and all extracts tested showed antimicradugéivity by ADM
againstS. aureusThe antimicrobial analysis indicates higher éfcy
of the supercritical extracts compared to COSEatbmicroorganisms
and was as effective as soxhlet extracts excemstda coli. Therefore,
the results point toward the use of SFE and soxdghction to obtain
erva baleeira extracts with antimicrobial activiggainst different
microorganisms.

Because the ADM is a qualitative and not a qudnéda
method, there is not a direct relation between bale and antibacterial
potential. Therefore, further evaluation of theragts behavior was
conducted to detect the MIC values for the extrag&inst the bacteria
strains studied in this work.

3.3.2. Minimum inhibition concentration (MIC)
The C. verbenaceaextracts that showed suitable results in
ADM, (above 9 mm halo size) were selected for thesst tof
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microdilution in culture broth. The MIC results asindard error of the
means are presented in Table 4.

In general there is not an agreement on the addeptaibition
level of plant materials when compared with stadsglarAlthough,
according to Duarte et al. (2007), Wang et al. @0@nd Sartoratto et
al. (2004), plant materials can be classified asraerobial agent based
on the MIC values of its extracts. This classifimatis: strong inhibitors
for MIC lower than 50Qug/mL; moderate inhibitors for MIC between
600 and 150Qug/mL; weak inhibitors for MIC above 16Q®)/mL. This
classification is very useful to detect the powntf various plant
materials with biological activity.

The supercritical extracts obtained with £@t 30°C and
30MPa and with 5% EtAc and 5% EtOH (at 50°C and BalMshowed
the lower MIC values againd®®. cereus reaching 7.8ug/mL, 15.6
pg/mL and 31.2%ug/mL, respectively. These low MIC values designate
the SFE as the best method to obtain extremelygtithibitors ofB.
cereusfrom C. verbenaceaMoreover, by reducing the GQlensity
(enhancing temperature and decreasing pressurd}lbevalue against
B. cereudncreases, indicating that the antimicrobial pb&renhances
at higher solvent power.

The lowest MIC results fos. aureuswere obtained by the
supercritical extracts with co-solvents (EtAc an®H) and by COSE
with EtAc, with value of 25Qug/mL. For the bacteriR. aeruginosahe
most effective extracts were: SFE with 5% EtOH,vBth 25% EtOH
and Sx with water, with similar MIC value of 1008/mL.

The above results designate the SFE as a powednhology
to obtain antimicrobial components fro@. verbenaceafor several
microorganism strains.

Duarte et al. (2007) studying the antimicrobiali@ctof the
essential oil obtained by water-distillation ©f verbenaceagainst 13
different serotypes oE. coli, show that the extracts tested were not
effective against this microorganism, due to th&€Mhblues higher than
1000 pg/mL. They also evaluated the performance of a ceroial
sample off3-caryophyllene against two serotypesEof coli, obtaining
the same behavior (MIC > 100Qug/mL). Therefore, thef3-
caryophyllene, identified by Passos et al. (200)oae of the main
responsible for the anti-inflammatory activity dfig plant, does not
contribute to its activity again&. coli
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The antibacterial potential presented @yverbenaceaan be
attributed to the presence of the aromatic compsdrain its extracts.
According to Lis-Balchin et al. (1998), aromationgmounds, especially
eugenol, are well known by its important antibaeteactivity. This
component was detected in SFE with 5% EtOH, aspted in Table 2.

Boussaada et al. (2008) suspected that the ardiisct
properties of plants extracts are associated with High content of
oxygenated sesquiterpenes, especially bisabolol famksyl acetate
which are effective against Gram-positive bacteBath components
were detected in this work only in SFE extractpr@sented in Table 2.

It has been shown that bisabolol has a synergiftact with
eugenol (Pauli, 2001). Therefore, bacteriostativiig can be related to
the chemical profile of the extracts by considerihg presence of the
substances, the ratio between components and faso imteractions
(Lis-Balchin et al. 1998Boussaada et al. 2008). Then taking into
account the different groups of chemical compoupdssent inC.
verbenaceaxtracts, the antimicrobial activity is most likeditributable
to bisabolol, eugenol and viridiflor, among othessential oil
components.

The antimicrobial analysis of th@. verbenaceaxtracts show
that the supercritical extracts were in general rtiest effective ones
against Gram-positiveacteria, if compared to low pressure extraction
(soxhlet and COSE). Therefore, the results powatd the use of SFE
to obtain erva baleeira extracts with antimicrobadtivity against
different microorganisms according to the extragtionditions used.

CONCLUSION

This study shows thafordia verbenacearesents very strong
antibacterial activity, validating the use of salextracts of this plant
as antimicrobial agent. Supercritical extracts weng/ effective against
the Gram-positive bacteri&. aureusand B. cereus with especial
attention to the extract obtained by pure,@D30°C and 30 MPa. The
use of co-solvent in SFE (EtOH and EtAc) not ontgreases the
process yield, compared with @@xtraction, but also produced extracts
with strong microbial inhibitors. Besides the arntirabial aspects, the
results from this work show the importance of SBBlbtain important
functional compounds such ag3-caryophyllene, a-humulene,
spathulenol-sitosterol and eugenol from erva baleeira, inéneathe
extract value. The soxhlet method presented thieebigyield with the
only extracts that contain activity againgt coli. Although, it is
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important to evaluate the amount of solvent used #re energy
consumption for solvent separation, compared witttraets by
supercritical method. FinallyCordia verbenaceaxtracts obtained by
means of different techniques presented large sityeof chemical
groups with allegedly biological activity, like lapl, bisabolol, farnesyl
acetate and artemetin. These aspects place this atuan essential start
point for the screening of this important plant enetl.
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Figure 3. GC-MS of extract erva baleeira obtainkd o
supercritical pure Cg@at 50°C and 30 MPa.
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Table 1. Yield results fo€. verbenaceaxtraction at different
methods and solvents.

Extraction Method SPI® Extract yield (% g/g sample)
This work? Literature

Soxhlet Extraction®

Hx 0.00 149+0#

DCM 3.40 12+%

EtAc 4.30 148+0%

EtOH 5.20 14.2 + 0% 8.13%

ACE 5.40 10+ 1°

EtOH 50% 7.10 24+ 3¢

EtOH 25% 8.05 15+ 21

Water 9.00 24 +%
COSE
Hx 0.00 430+03
DCM 3.40 2.69 +0.07
EtAc 4.30 0.26 + 0.01
Water 9.00 0.6+04

o 1.1,

Hydrodistillation 0.9+0.2 0.559
SFE with CO, pcoglcm®)®
30°C/10 MPa 0.772 2.8+0.3 1.60%
30°C/20 MPa 0.890 3.8 0.3
30°C/30 MPa 0.948 42+0.1 2.879
40°C/10 MPa 0.629 25+0.3
40°C/20 MPa 0.840 3.9+ 0.4 3.359
40°C/30 MPa 0.911 4.8+0.3
50°C/10 MPa 0.385 2.2+0.3 0.47®
50°C/20 MPa 0.785 45+0.2
50°C/30 MPa 0.871 5.0+0.2 4.259
SFE: CO, + Co-solvent”
2% EtAC 0.871 54+0.1
5% EtAC 0.872 8.6+ 0.3
8% EtAC 0.873 7.1+0.2
2% EtOH 0.869 6.5+ 0.3
5% EtOH 0.866 7.7+0.2
8% EtOH 0.864 7.3£0.1

1 SPI: Solvent polarity index according to @ual 2004. SPI for aqueous solutions

was calculated by A/100xPA) + (IB/100xPB), wherel A andIB are polarity index
of solvents A and B respectiveJA andPB the percentage of solvents A and B
respectively (Markom et al. 2007).
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Data are expressed as mean value * standard dev{SD).

% Soxhlet: results with same letters are not sigaittly different (Tukey test at P<

0.05).

4CO, density by ANGUS et al. (1976).
5 Passos et al. 2007.

® Quispe-Condori et al. 2007.
7 Extraction performed at 50°C and 30 MPa.

Table 3- Antibacterial activity of th€. verbenaceaxtracts, by ADM.

Extract ADM? (mm)

Extract - -

S. aureus B. cereus | E.coli | P. aeruginosa

1 C(G, 10 MPa/30 °C 09 11 00 12
2 CG:10 MPa/40 °C 15 12 00 00
3 C(G, 10 MPa/50 °C 15 15 00 11
4 C(G;20 MPa/30 °C 15 13 00 00
5 CQ,20 MPa/40 °C 31 12 00 00
6 CQ, 20 MPa/50 °C 15 13 00 00
7 CQO 30 MPa/30 °C 16 13 00 11
8 C(0, 30 MPa/40 °C 15 13 00 10
9 C(G30 MPa/50 °C 17 11 00 00
10 CQ + 5% EtAc 17 14 00 10
11 CQ + 5% EtOH 15 12 00 09
12 COSE EtAc 19 16 00 11
13 COSE Hx 18 23 00 09
14 COSE Water 20 13 00 00
15 COSE DCM 19 14 00 00
16 Soxhlet 25% EtOH 25 15 16 21
17 Soxhlet 50% EtOH 18 11 00 00
18 Soxhlet EtOH 16 13 00 00
19 Soxhlet Water 20 10 12 16
20 Soxhlet Acetone 15 13 00 00
21 Soxhlet DCM 18 14 00 00
22 Soxhlet Hx 15 13 11 12
23 Soxhlet EtAc 21 16 12 00
4 ADM: agar diffusion method. Diameter of inhibitiaone (mm).
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Table 4. MIC values and standard error of the me&@s verbenacea
determined by the microdilution method.

Extract Extraction method MIC’+ SEM(pg/mL_) -

S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
3 C(Q,10 MPa/50 °C 1000 125 NT >4000
5 C(,20 MPa/40 °C 500 4622 NT NT
7 C(QG 30 MPa/30 °C 375+176 <7.8 NT >4000
10 CQ + 5% EtAc 250 15.6 NT >4000
11 CQ + 5% EtOH 250 31.25 NT 1000
12 COSE EtAc 250 4622 NT 15004707
16 Soxhlet 25% EtOH 2000 1000 2000 1000
19 Soxhlet Water 2000 2000 2000 1000
22 Soxhlet Hx NT NT 2000 >4000
23 Soxhlet EtAc 500 4622 2000 NT

® MIC: minimum inhibitory concentratiorufy/mL).
NT: non-tested.
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APENDICE V- Cromatogramas dos extratos de erva baksra.
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Figura 26:Cromatograma do extrato de erva baleeira obtid&f&
com CQ + 5% de etanol como co-solvente.
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Figura 27:Cromatograma do extrato de erva baleeira obtid&f&
com CQ + 5% de acetato de etila como co-solvente.
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Figura 28:Cromatograma do extrato de erva baleeira obtid&ES& a
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Figura 30:Cromatograma do extrato de erva baleeira obtid@pmacéo
soxhlet com etanol.
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