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RESUMO

A cumarina (benzopirona) é um principio ativo com aroma caracteristico, similar a
baunilha. Possui efeito broncodilatador, anti-inflamatério e analgésico, além de ser
utilizado em cosméticos e como aromatizante. E amplamente distribuida em frutas
como 0 morango, a cereja, 0 damasco e em vegetais, como 0 guaco, a castanha da
india, a emburana, o agrido, a canela e o cumaru. A semente de cumaru (Dipteryx
odorata), por sua vez, é encontrada na regido norte do Brasil, utilizada na
naturopatia e na culinaria e seu potencial farmacéutico ainda ndo foi devidamente
explorado. A aplicacdo de principios ativos na industria farmacéutica exige que o
composto extraido apresente-se livre de residuos de solventes e possua alto grau de
pureza. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo a obtencdo de cumarina de
forma seletiva a partir da semente de cumaru. Para isto, foi realizado o estudo de
equilibrio de fases a altas pressées, afim de determinar o comportamento do sistema
{CO, + cumarina} e determinar as condicdes favoraveis para a manipulacdo deste
composto ao utilizar diéxido de carbono. Na conducédo do estudo de equilibrio de
fases foi utilizado o método sintético visual, nas faixas de temperatura e fracdo molar
de 25°C a 65°C e 2x107° a 6x10°3, respectivamente. As pressées de transicdo de
fases obtidas variaram de 58,45 bar a 198,66 bar. Foi utilizada a técnica de extracédo
com fluidos pressurizados para obtencdo da cumarina a partir da semente de
cumaru, visto que apresenta a possibilidade de substituicdo de solventes orgéanicos
por gases nado toxicos, como o diéxido de carbono, o qual resulta em uma extracao
com menor impacto ambiental, com obtencdo de um produto livre de solventes
residuais. Com isso, garante-se a seguranca do consumidor e evita-se gastos
adicionais com a separacdo do produto e do solvente. A temperatura escolhida para
a extracdo variou entre 60°C e 80°C, e pressoes entre 180 bar e 220 bar. Foram
utilizados os co-solventes etanol, acetato de etila e diclorometano nas porcentagens
1%, 3% e 5%, respectivamente, a fim de aumentar o poder de dissolugéo do fluido
na matriz vegetal. As cinéticas de extracao foram satisfatoriamente representadas
pelo modelo matematico de Sovova e pela comparacdo dos dados calculados e
experimentais. Além disso, foram realizadas extracdes com 0s solventes organicos
etanol e hexano por meio do aparelho Soxhlet, a fim de avaliar a eficiéncia da
técnica com altas pressdes. Todos 0s extratos obtidos a partir da semente de
cumaru foram analisados qualitativamente e quantitativamente, por meio de
cromatografia liquida e cromatografia gasosa. Por fim, a extracdo a partir de dioxido
de carbono supercritico utilizando co-solventes foi mais seletiva que a extragédo
classica, por ser mostrar ser um metodo promissor para a obtencdo de cumarina a
partir da semente de cumaru.



Palavras-chave: cumarina, semente de cumaru, extracdo supercritica,
comportamento de fases, método sintético visual.
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ABSTRACT

The coumarin (benzopyrone), is an active principle with characteristic aroma, similar
to vanilla. It has bronchodilator, anti-inflammatory and analgesic effect, besides being
used in cosmetics and as a flavoring. It is widely distributed in fruits like strawberry,
cherry, apricot and vegetables, as guaco chestnut India, emburana, watercress,
cinnamon and tonka bean. The seed cumaru (Dipteryx odorata), in turn, is found in
the northern region of Brazil, used in naturopathy and cuisine and its pharmaceutical
potential has not yet been adequately explored. The application of active ingredients
in the pharmaceutical industry requires that the present compound extracted is free
of solvent residues and has high purity. In this sense this paper aims to obtain
selectively coumarin from tonka bean seed. For this, the study of equilibrium phase
at high pressures in order to determine the behavior of {CO, + coumarin} system and
determine the conditions favorable for the handling of this compound using carbon
dioxide was performed. In conducting the study phase equilibria visual synthetic
method was used, the temperature and mole fraction ranges from 25°C to 65°C and
2x10° to 6x107, respectively. The phase transition pressure values ranged from
58.45 bar to 198.66 bar. The extraction technique with pressurized fluids to obtain
the coumarin from cumaru seed seen that presents the possibility for the substitution
of organic non-toxic gases such as carbon dioxide solvent was used, resulting in a
reduced environmental impact extraction, to obtain a product free of residual
solvents, ensuring consumer safety and avoiding additional spending on product
separation and solvent. The temperature chosen for extraction ranged between 60°C
e 80 ° C and pressures between 180 bar e 220 bar. The co-solvents
dichloromethane, ethyl acetate and ethanol was used in percentages 1%, 3% and
5%, in order to increase the dissolving power of the fluid in the vegetable matrix. The
kinetics of extraction were satisfactorily represented by the mathematical model
Sovovéa by comparing the calculated and experimental data. Further extractions with
organic solvents ethanol and hexane Soxhlet through in order to evaluate the
efficiency of the appliance with high pressure were performed. All extracts obtained
from the cumaru seed were analyzed qualitatively and quantitatively by means of
liquid chromatography and gas chromatography. Finally, the extract from the
supercritical carbon dioxide using co-solvents was more selective than the classical
extraction, proved to be a promising method for obtaining coumarin from Dipteryx
odorada seed.

Keywords: coumarin, cumaru seed, supercritical extraction, phase behavior, visual
synthetic method
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LISTA DE SIMBOLOS

$&: coeficiente de fugacidade;

kf: coeficiente de transferéncia de massa no meio externo (min™)
ks: coeficiente de transferéncia de massa no sélido (min™)

g0: concentracéo inicial do 6leo na matriz solida (g 6leo/g solido);
R: constante universal dos gases ideais (cm?.bar.mol*K™);

h: coordenada axial (m);

ps: densidade da fase solida (Kgsolido/m3);

pr. densidade da fase fluida (Kgsolvente/m3);

Pr: densidade do solvente (g/L);

Pieito: densidade do leito (gsélido/L);

Ah: entalpia (J/mol.K);

ADD: erro médio absoluto;

ESF: Equilibrio sélido-fluido;

ESLV: Equilibrio sélido-liquido-vapor;

ELV: Equilibrio liquido-vapor;

EFF: Equilibrio fluido-fluidow: fator acéntrico EFS — extracao por fluido
supercritico;

[ fugacidade do componente “” na fase "a";

w,: fracdo molar na fase liquida (x) ou na fase vapor (y);
r: fracao de 6leo facilmente acessivel;

r: fragcéo de oleo de facil acesso;

Mgleo: Massa de Oleo extraida (g);

mg: massa de solido isenta de 0Oleo (Q);

MOD

Mge0 - Massa extraida calculada com o modelo;

EXP

Mgieo - Massa extraida experimental;

R2: medida da proporcéo da variabilidade em uma variavel que é explicada pela
variabilidade da outra;

N: numero de pontos sobre a curva cinética obtida a partir dos dados
experimentais;

ne: numero total de experimento de extracdo com CO, como solvente;
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Z:. parametro ajustavel do modelo de Sovova referente a transferéncia de
massa na fase fluida.

aij; parametro de atracdo entre as moléculas dos componentes “i” e “j”;

k;j: parametro de interagdo binaria;

l;;: parametro de interacédo binaria;

bij: parametro de repulsdo entre as moléculas dos componentes “i” e “”;

Pc: pressao critica;

P: presséo absoluta (Mpa);

P2 pressdo de saturac&o;

& porosidade do leito;

X: razao massica de soluto (concentracao) na fase sélida (g 6leo/g sélido);

y: razdo massica de soluto (concentracdo) na fase fluida (g 6leo/g solvente);

Xo: razdo massica inicial de soluto na fase sdlida (g/g).

Sp: solubilidade de 6leo (g 6leo/g solvente);

J(x,y): taxa de transferéncia de massa interfacial (Kg/m3.s);

T: temperatura absoluta (K);

Tc: temperatura critica;

T™S: temperatura de fus&o;

t: tempo (S);

tcer: tempo em que ocorre a extracdo do 6leo livre na entrada da coluna (min);

trer: tempo em que ocorre a extracdo do 6leo livre na saida da coluna (min);

mg: vazao massica do solvente (g/min);

U: velocidade superficial do solvente (m/s);

V: volume molar (cm®mol).



INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Parametros de interacdo binaria kij, lij e propriedades dos componentes do

S]] (] 1 0= VU 19
Tabela 2: Planejamento experimental das extragies..........ccceuvveeiiieeeeeeeeeviiiiiii e, 22
Tabela 3: Eluicdo Gradiente da Fase MOVEI ...........cccooieiiiiiiiiiiiiiii e 29
Tabela 4: Condigdes de Operagdo GC/q-MS...........coovviiiiiiiiiiiiiieeeeeee 30
Tabela 5: Dados experimentais para medidas de transi¢oes de fases do tipo SF para
o sistema CO,(1) + Naftaleno(2) obtidos por Favareto (2010). .......cccceeeeeeeevvviirnnnnnnn. 35
Tabela 6: Dados Experimentais de Transi¢do de Fases para o do sistema {CO,(1) +
CUMANINA(2) . oo 37
Tabela 7: Rendimento em termos de massa de extrato total. ...........ccccccevvvvvviiiennnnn. 42
Tabela 8: Condi¢cBes 6timas de extracdo em termos de extrato total........................ 44
Tabela 9: Valores dos parametros calculados para o modelo Sovova...................... a7

Tabela 10: Porcentagens de degradacao da amostra na primeira e segunda zona de
decaimento de massa obtidos por analise termogravimétrica (TG). .........ccccuvveeeeennn. 48
Tabela 11: Concentracdo de cumarina nas Extracfes por fluido pressurizado e
SOXNIEL. e 51
Tabela 12: Normalizag8o dos Acidos graxos lIVIeS. ..........ceevveiiiiiiiiiiiiiiieee e 52
Tabela 13: Padrdes utilizados na quantificacdo de ésteres metilicos via GC-FID.....54

Tabela 14: Normalizac&o de Acidos Graxos TOLAIS. ..........c.ceveveeieeeeeeeeeeceseeee e, 55



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: SEMENES A€ CUMEBIU ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieebieeeebebeesee bbb eeeeeenanenennene 4
Figura 2: Rota Biosintética da CUMAING ...........uuuiiiiieeeeiiieiiiieis e ee e e e e e e eeeanes 6
Figura 3: Métodos para estudo de comportamento de fases. .........cccccvvvieiiiieeeeennnnns 8
Figura 4: Aparato Experimental Equilibrio de Fases Método Sintético Visual. .......... 15
Figura 5: Aparato experimental utilizado para a extragdo com CO; supercritico. .....21

Figura 6: Diagrama pressao x composi¢cao para o sistema {CO,(1) + Naftaleno(2)}

sob condicfes de equilibrio sélido-vapor @ 328 K ..........ccoovvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 36
Figura 7: Diagrama de fases P-x para o sistema {CO;(1) + Cumarina(2)}................ 39
Figura 8: Célula de Equilibrio em diversas etapas do experimento.............ccccceeeeenne. 40

Figura 9. Diagrama P-x do sistema {CO2 (1) + Cumarina (2)} de medidas de

LU= S (o= To T o T8 1] 0 To T RPN 41
Figura 10: Extratos a partir da semente de CUumMaru...........cccceeeeeeeeeeieeiiiiiiieeeeeeeeeennns 42
Figura 11: Condicdes Gtimas de extracdo em termos de massa de extrato. ............. 44

Figura 12: Gréfico que representa os modelos mateméaticos - acetato de etila como
CO-SOIVENLE . .. 45
Figura 13: Gréafico o qual representa os modelos matematicos - diclorometano como
(010 S0 1Y/ (P 45
Figura 14: Gréfico o qual demonstra os modelos mateméticos - etanol como co-
0] V= 0 =P 46

Figura 15: Andlise Termogravimétrica Cumarina Padrdo, Oleo de Soja e Amostras

3 I = T =1 = T SRR 49
Figura 16: Curva de calibracdo da Cumaring. ...............uuuevevimmiiniiiiiiiiiiiiiiiiiieeineiennene 50
Figura 17: Cromatograma expandido de ésteres metilicos. ...........cccccieiiiiiiiniinnnn, 54

Figura 18: Analise Termogravimétrica das amosStras. .........ccceeeeeeeeeiiieiiiiiiieeeeeeeeeeennns 67



Xl

SUMARIO
(N1 127051607\ T 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 4
2.1 Semente de Cumaru (DipteryxX odorata) ............ccevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 4
2.2 CUMAIING ..ot 5
2.3 Equilibrio de Fases a Alta PreSS80 .........ccuuieiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 7
2.4 Métodos Aplicados na Extracdo a partir de Matrizes Vegetais...............cc.e..... 10
2.4.1 EXtracao CONVENCIONAL .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee et 10
2.4.2 Extragdo com Fluido Supercritico (EFS) ..o 10
2.5 Planejamento EXperimental ... 12
2.6 Modelagem Matematica do Processo de EXtrag8o ...........coccvvvveveeeneeeniiiinnnee, 13
3. METODOLOGIA ... e e e e e e e e e e e eaanes 15
3.1 Aparato e Procedimento de Equilibrio de Fases do Sistema CO, + Cumarina 15
3.2 Modelagem Termodinamica do Equilibrio de Fases .........cccccccceeveeieiieeeiinnnnnnnn. 18
3.3 Extracdo a partir da Semente de CUMArU ............ueiiiieeeiiiieiiiiiee e 20
3.3.1 Pré-tratamento da Matriz Vegetal. ...........cccooeiiiiiiiiiiiicii e 20
3.3.2 Extracdo pelo Método SOXhIEt. .........coovviiiiiiiiee e 20
3.3.3 Extracdo com Fluidos Pressurizados. ..........ccooeeevvveiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 20
3.4 Planejamento EXperimental. .............coooiiiiiiiiiiiiiec e 22
3.5 Modelagem Matematica de Extracdo com Fluidos Pressurizados................... 23
3.6 ANAIISE dAas AMOSIIAS ......ccceeiiiiiiiiie e 27
3.6.1 Andlise Termogravimetrica (TG). ......ooieuuiiiiiiieeee e 28
3.6.2 Identificacdo e Quantificacdo de Cumarina Realizada em HPLC. ............. 29
3.6.3 Analises de Acidos Graxos Livres Realizadas em GC/g-MS. .................... 29
3.6.4 Analises de Acidos Graxos Totais por GC-FID. ........ccccccecveeeeeeeeeeeeenee. 31
3.7 Analise de CitotoXICIdAUE ...........covviiiiiiiiiiiie e 32
3.8 Concentracao Inibitdria Minima...........coovvviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 32
3.8.1 Atividade Contra Fungos Leveduriformes............cocviiiieviiiiiiicceiie e 32
3.8.2 Atividade ANtIDACIENANA ..........uuiiiiieiiieeec e 33
4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS ... .ottt 35

4.1. Validacdo do Aparato Instrumental Utilizado nos Experimentos de
CompPOortamento 08 FASES. .......iii it e e e e 35



Xl

4.2 Dados de Equilibrio de Fases do Sistema {CO5(1) + Cumarina(2)}................. 36
4.3 ExtracOes por Soxhlet e Solventes Pressurizados...........cccceevveeeeveeviiiiiiiieeeenn, 42
4.4 Modelagem Matematica do Processo de Extracdo Supercritica..........cc.......... 45
4.5 Analise Termogravimetrica (TG) ....uuuiiiiiieeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee et 48
4.6 Teores de Cumarina Analisados por Meio de Cromatografia Liquida.............. 50
4.7 Perfil de ACIAOS Grax0S LIVIES .........c.coveveiueieecee i eeee e e, 52
4.8 Perfil de ACIAOS GraxoS TOLAIS .........c.ceeeeeireeeeereieeeeeereeeeeteeeeeteeeeseesreeeeeenens 53
4.9 Andlise de Citotoxidade e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) .................... 56
CONCLUSAD. ....coiiiiiieitie ettt ettt nene s 57
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt ettt 59

ANEXO Lttt e e 67



1. INTRODUCAO

As principais fontes de principios ativos na fabricagdo de medicamentos sdo as
fontes naturais, mesmo com a possibilidade de desenvolvimento sintético de
moléculas. O consumidor tem buscado cada vez mais fontes naturais no tratamento
de doencas devido a conscientizacdo da populacdo a respeito dos beneficios
oferecidos por diversas espécies nativas, de forma mais branda que muitos
medicamentos industrializados.

No Brasil ha varios produtos naturais ainda ndo explorados devidamente, como
€ 0 caso da semente de Dipteryx odorata, popularmente conhecida como cumaru.
Esta semente € utilizada como aromatizante, em cosmeéticos, fumos, na medicina
popular e possui odor similar a baunilha, devido a presenca de cumarina. A
cumarina tem efeitos antitussigeno, aplicacdes terapéuticas, antiasmaticas e como
broncodilatador. Além disso, € usado externamente para o tratamento de dermatites
e micoses (OLIVEIRA et al., 2013).

Atualmente existe uma série de estudos a respeito de técnicas para a obtencéo
de extratos de matrizes vegetais, 0s quais visam a otimizacdo do produto final, que
deve apresentar alta concentracdo de bioativos, elevada pureza, viabilidade
econbmica e ambiental. Técnicas tradicionais apresentam como inconveniente a
utilizacdo de grandes quantidades de solventes organicos, que muitas vezes nao
sdo removidos completamente mesmo com a aplicacdo de investimentos adicionais
e resultam assim em extratos com pureza inferior, além da possivel degradacao
térmica. A extracdo com fluido supercritico apresenta a vantagem de manter ou
exceder a atividade biologica dos extratos obtidos por técnicas convencionais,
devido a especificidade destes processos. Com isso, gera-se extratos ricos em
compostos desejaveis e livre de solventes (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Existem varios tipos de gases que vem sendo aplicados na extracao
supercritica, como o propano, o butano, o etileno, entre outros, de acordo com o tipo
de compostos que se deseja obter. Dentre eles, o didxido de carbono é amplamente
utilizado por apresentar caracteristicas adequadas para este fim, aléem de néo ser
toxico e inflamavel (BOTT, 1993; MEIRELES, 2008).



Para utilizacdo adequada de dioxido de carbono supercritico na extracdo de
cumarina se faz necessario ter conhecimento a respeito do comportamento de fases
do sistema. Contudo, o equilibrio de fases do CO, supercritico + cumarina é pouco
abordado na literatura.

O objetivo geral do presente trabalho € o estudo do comportamento de fases
da cumarina em dioxido de carbono supercritico e a extragdo de cumarina e
compostos bioativos da semente de cumaru ao utilizar fluido pressurizado e solvente

organico. Os objetivos especificos sao:

¢ Obtencédo de dados de comportamento de fases para o sistema dioxido de

carbono + cumarina, por meio do método sintético visual;

e Determinacdo experimental do rendimento da extragdo a partir de sementes
de cumaru com a utilizacdo de solventes orgéanicos (etanol e hexano) por meio do
método Soxhlet e do uso de didxido de carbono em condi¢cdes supercriticas com

adicao de co-solventes (etanol, acetato de etila e diclorometano).

¢ Obtencédo das cinéticas de extracdo a partir da semente de cumaru ao utilizar
diéxido de carbono em meio supercritico com adicdo de co-solventes para avaliacao
dos efeitos das variaveis de processo (temperatura, pressédo e densidade) sobre o

rendimento em extrato;

e Verificacdo de degradacdo do componente alvo por meio de analise

termogravimétrica dos extratos obtidos a partir da semente de cumaru;

e Caracterizacdo e quantificacdo de acidos graxos livres (AGLs) e &cidos
graxos totais (AGTs) por cromatografia gasosa dos extratos obtidos em diferentes

condi¢cOes experimentais;

¢ Quantificacao do teor de cumarina presente no extrato da semente de cumaru

em diversas condi¢cdes de extracdo por cromatografia liquida;

eAvaliacdo do teor citotoxico e analise de Minima Atividade Inibitoria dos

extratos de semente de cumaru.

O restante do texto é composto por quatro capitulos. O Capitulo Il traz uma
revisdo da literatura sobre a cumarina e suas aplicacdes, as caracteristicas da

semente de cumaru, técnicas para determinacdo de equilibrio de fases e métodos



de extracdo. No Capitulo Il é apresentado uma descricdo dos materiais e métodos
utilizados para a realizacdo dos experimentos, sendo eles: (a) comportamento de
fases do tipo Solido-Fluido, Sdlido-Fluido-Fluido, Fluido-Fluido, Sélido-Liquido-Vapor
e Liquido-Vapor e a modelagem termodindmica empregada para previsdo do
comportamento Sdlido-Fluido do sistema e (b) técnicas utilizadas para extracdo a
partir da semente de cumaru e as metodologias de andlises de extrato. No Capitulo
IV estdo apresentados os resultados e as discussdes a respeito dos dados de
equilibrio de fases e das analises dos extratos obtidos, com a observacdo da
significancia de cada variavel estudada. Finalmente, no Capitulo V estdo dispostas
as conclusdes do trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cumaru (Dipteryx odorata)

A espécie Dipteryx odorata, popularmente conhecida como cumaru, é uma
espécie arborea de vida longa, na qual as maiores arvores atingem 40 metros de
altura, nativa do Brasil, pincipalmente nos estados Acre, Amazonas, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para e Rondbénia, na Guiana e
Venezuela e na América Central. O nome genérico Dipteryx deve-se ao fato de a flor
apresentar duas asas, e odorata devido ao forte aroma da cumarina (ALLEN;
ALLEN, 1981; CARVALHO, 2009).

A madeira, por ser muito densa e de propriedades fisico-mecanicas altas a
médias pode ser usada em construgéo civil, molduras, moveis e outros. As flores séo
hermafroditas, aromaticas, pequenas, zigomorfas, com perianto rosado e os vetores
de polinizacdo sdo essencialmente espécies de abelhas. O fruto € do tipo legume,
pertencendo a familia Fabaceae, e apresenta apenas uma semente, com endocarpo
tardiamente deiscente, ap6s a decomposicdo do mesocarpo. A producdo do fruto
pode comecar jovem, aos 4 ou 5 anos de idade. No Para, os frutos maduros
ocorrem entre os meses de abril e julho (CARVALHO, 2009).

Na Figura 1 € possivel visualizar a semente inteira de cumaru, com
comprimento entre 2 e 3 centimetros, e moida, com diametro variando entre 1 e 2

milimetros.

Figura 1: Sementes de Cumaru — A: Inteira; B: Moida de 1 a 2 mm de didmetro.
As sementes dessa espécie sdo as maiores fontes de cumarina dentre as
espécies da familia Dipteryx, justificando a marcante fragrancia semelhante a

baunilha (ALLEN; ALLEN, 1981). Sao utilizadas na confeccao de bijuterias (colares)



e de artesanato em geral. Contudo, seu uso em artesanato, ndo é recomendado por
apresentarem ac¢do antiespasmadica, causando inibicdo dos espasmos naturais do
organismo; diaforética, promovendo maior transpiracao; alteracées nas contracdes
cardiacas; e emenagoga, por provocar ou restabelecer a menstruacao, tudo isto
diante da presenca da cumarina, que também é utilizada como medicamento ou
fortificante, com propriedades anestésicas a partir do cozimento dos frutos e das
sementes, auxiliando ainda no tratamento de problemas respiratérios e cardiacos,
além de combater vermes, incluindo-se a amebiase. A semente também é utilizada
na fabricacéo de cervejas artesanais.

A casca é utilizada na preparacdo de xarope utilizado no combate a tosses,
gripes e problemas pulmonares. O 6leo da améndoa pode ser utilizado diretamente
em Ulcera bucal, otite e em problemas no couro cabeludo, também pode ser usado
na formulacdo de veneno para matar ratos, por sua capacidade de inibir a

coagulacéao do sangue (CARVALHO, 2009).

2.2 Cumarina

A cumarina (CgHsO2, 1,2-benzopirona) € um composto formado por um anel
aromatico fundido em um anel lactona (éster ciclico), derivado do acido cinamico por
ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cuméarico (MIRANDA, 2001). Fortemente
soluvel em diclorometano, levemente em acetato de etila e etanol e pouco soluvel

em agua. A Figura 2 representa a formacao da cumarina.



COOH mCOOH
OH

acido cindmico acido c-cumarico

S COOQOH
QI\ hv ou enzima O\/\/
COOH Oglicose

Oglicose
f-D-glicosideo do acido o-cumarico p-D-glicosideo do acido o-cumarico

<
LA

cumarina

Figura 2: Rota Biosintética da cumarina (MIRANDA, 2001).

A maioria das cumarinas comercializadas sao obtidas sinteticamente, por meio
de processos longos, caros e fortemente poluentes (RODRIGUES et al., 2008).
Apresentam-se com formato de cristal sélido branco em temperatura ambiente com
aroma similar ao da baunilha, com potencial para utilizagdo como herbicida
(OLIVEROS-BASTIDAS; DEMUNER; BARBOSA, 2013) na composicao de
perfumes, cosméticos, cigarros (SULLIVAN, 1982), possuindo ainda fins medicinais.

A utilizacdo de cumarina no tratamento contra o cancer de prostata, na
prevencdo da metastase (MOHLER et al., 1994) e ainda na prevencdo e
retardamento do cancer maligno (THORNES et al., 1994) foram estudadas, obtendo-
se resultados satisfatérios. As atividades antinociceptiva (inibicdo dos estimulos que
causam dor), anti-inflamatéria e broncodilatadora de diversas plantas estao
relacionadas a presenca de cumarina nas mesmas (LEAL et al., 2000). Atualmente,
a cumarina encontra-se presente em diversos grupos de medicamentos (JANG et
al., 2003; LACY; KENNEDY, 2004; VENUGOPALA; RASHMI; ODHAYV, 2013). Além
disso, a combinagdo da cumarina com o troxerutine foi descrita como eficiente no
tratamento e prevencdo de edema na mucosa, decorrente das radioterapias no
tratamento contra o cancer (GROTZ et al., 2001).

Os compostos bioativos apresentam propriedades funcionais e sao
encontrados em ampla variedade de frutos, flores e sementes, sendo utilizados nas
indUstrias farmacéutica, de cosméticos e alimentares (MEIRELES, 2009). O
isolamento da cumarina a partir da Cuscuta reflexa (MITRA; BARMAN; CHANG,



2009), da semente de emburana, Torresea cearensis (RODRIGUES et al., 2008), e
de duas espécies de guaco, a Mikania laevigata e a Mikania glomerata (OLIVEIRA et
al., 2013), fora realizado anteriormente utilizando-se tecnologia supercritica e a partir
da semente de cumaru, Dipteryx odorata, foram empregados métodos
convencionais, como Soxhlet utilizando diclorometano como solvente (SULLIVAN,
1982) e maceracédo assistida, com banhos ultrassénicos utilizando varios solventes
(OLIVEROS-BASTIDAS; DEMUNER; BARBOSA, 2013).

2.3 Equilibrio de Fases a Alta Presséao

Acima da temperatura e pressao critica, uma substancia torna-se um liquido
expandido ou um gas comprimido, ndo podendo mais ser liquefeito
independentemente do quanto se eleve a pressdo. Neste estado a substancia se
denomina fluido supercritico (BERNARDO-GIL et al., 2009; BRUNNER, 2005).

Os fluidos supercriticos apresentam densidade préxima a dos liquidos e
viscosidade, difusividade e tensdo superficial proxima a dos gases, caracteristicas
gue aumentam o poder de solvatacdo, principalmente devido a alta densidade,
sendo que esta pode ser facilmente alterada na &rea supercritica, a qualquer
aumento da pressao (FAVARETO, 2003; KING; BOTT, 1993). Esta caracteristica
atribuida ao fluido supercritico permite a alteracdo da solubilidade de um sistema
com a adequacdo da temperatura e pressao, tornando necessario 0 conhecimento
do comportamento de fases de misturas binarias ou ternarias, com a finalidade de
otimizar a utilizacao das propriedades criticas nos processos industriais.

Para obtencdo de dados de equilibrio de fases podem ser utlizados os
métodos analiticos ou sintéticos (GIUFRIDA, 2010). Um esquema referente aos tipos
de métodos utilizados encontra-se disponivel na Figura 3.

Os métodos analiticos envolvem a determinacdo das composicdes das fases
coexistentes. Quando a célula de equilibrio é preenchida com os componentes no
inicio do experimento, a composicdo global da mistura ndo € precisamente
conhecida, somente quando a mistura alcanca as condi¢cdes desejadas de presséo e
temperatura, e ocorre a formacédo de mais de uma fase, é feita a determinacédo da
composicao das fases, que pode ser determinada por amostragens ou por medidas

indiretas que ndo requerem a retirada de amostras. Neste Ultimo caso sé&o



empregados métodos de andlise fisico-quimicas que usam aparatos de medida
dentro da célula de equilibrio de alta pressdo (GIUFRIDA, 2010).

Isotérmico
Com amostragem Isobarico

e e Fluxo Continuo
Isobarico-isotérmico

Método

Analitico Spectroscépico
Sem amostragem

Semi Fluxo

Gravimétrico

Outros métodos

Com detecgéo de { Visual

transicdo de fases Nao-visual

Isotérmico
Sem deteccéo de -
H Isobéarico

transicdo de fases

Meétodo
Sintético

Outros métodos

Figura 3: Métodos para estudo de comportamento de fases.

A maior dificuldade do método analitico com amostragem € a retirada da
amostra, que pode perturbar a condi¢do de equilibrio do sistema, e o transporte das
amostras até os instrumentos de analise sem provocar mudan¢as na composicao e
homogeneidade do sistema (FAVARETO, 2003).

Nos meétodos analiticos isobaricos-isotérmicos, muitas vezes chamados de
métodos dindmicos, um ou mais fluxos de fluido sdo bombeados continuamente
para uma célula de equilibrio termostatizada, a pressdo € mantida constante durante
o experimento, controlando-se o fluxo de efluente do aparato experimental,
geralmente da fase de vapor. Dentre os métodos analiticos Isobaricos-Isotérmicos,
destacam-se o método de fluxo-continuo, e o0 método de semi-fluxo (DOHRN;
PEPER; FONSECA, 2010).

No método de fluxo-continuo, bombas de alta pressdo alimentam os
componentes pré-aquecidos em um misturador, onde a temperatura desejada e a
transicdo de fases sdo alcancadas (FONSECA; SIMOES; NUNES, 2003). Uma
corrente de alimentacdo da mistura proveniente do misturador € separada em uma
célula de equilibrio, obtendo uma fase vapor e uma fase liquida. Os efluentes de
ambas as fases sdo retirados continuamente da célula de equilibrio para posterior
analise, apresentando a vantagem de nao perturbacdo do equilibrio de fases com a
realizacdo de amostragem (BAMBERGER; SIEDER; MAURER, 2000).



Os métodos sintéticos consistem na preparacdo de uma mistura com
composicdo  precisamente  conhecida, observando-se posteriormente 0
comportamento de fases em uma célula de equilibrio medindo-se as propriedades
do estado de equilibrio como presséo e temperatura. Estes métodos ndo necessitam
da coleta de amostras.

Nos métodos sintéticos com deteccao de transicdes de fases, os valores de
temperatura e pressdo sao ajustados de tal forma que o sistema apresente uma
Gnica fase. Em seguida, a temperatura, ou a pressdo, € variada até o inicio da
formagcdo de uma segunda fase. Podem ser divididos em métodos sintéticos com
deteccao de transicao de fases visual e ndo-visual, dependendo de como a transi¢cao
de fases é detectada (GIUFRIDA, 2010).

No método sintético visual, o surgimento de uma nova fase € geralmente
detectado pela observacéo visual da turbidez ou do menisco resultante em uma
célula de equilibrio com uma janela para visualizacdo. O método sintético visual é
usado para a determinacao do equilibrio liquido-vapor, ou mais complexos, como o
equilibrio de sistemas multifasicos, solido-liquido, entre outros (FRANCESCHI et al.,
2004).

Maiores informacfes a respeito dos métodos para estudo de comportamento
de fases séo descritos por Favareto (2003) e Giufrida (2010).

Cada método possui vantagens e limitacbes préprias, sendo cada um deles
adequado a um tipo de situacao.

No presente caso, o comportamento de fases entre a cumarina e dioxido de
carbono foi analisado por meio do método sintético visual, adequado para transi¢cdes
préximas do ponto critico, devido a ndo necessidade de amostragem, que pode
provocar perturbagdes no sistema, principalmente na zona onde a densidade é
muito elevada. Assim sendo, este método € considerado mais preciso. A
disponibilidade do aparato instrumental foi também um fator determinante na
escolha do método.

A solubilidade da cumarina + CO, foi estudada anteriormente por
(RODRIGUES et al., 2008) utilizando o método analitico dindmico. Este é o método
economicamente mais viavel, no entanto, apresenta algumas limitacbes devido a

impossibilidade de verificacdo de transicdo de fases, a possivel insaturacdo do
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solvente, e entupimento ou perda do componente na vélvula de saida. (SANTOS et
al., 2012).

2.4Métodos aplicados na extracdo de compostos bioativos.

2.4.1 Extrag&o Convencional

Métodos de extracdo utilizando prensagem mecanica e Soxhlet sao
considerados convencionais (NIMET et al., 2011). Estes métodos foram, e ainda sao
muito utilizados, no entanto, estdo sendo substituidos por outras técnicas, vez que
geram subprodutos e demandam grande quantidade de solventes organicos,
agressivos ao meio ambiente e menos limpos, além disso, requerem investimentos
financeiros superiores na separacdo do extrato final e do solvente (AHANGARI;
SARGOLZAEI, 2012; CASAS et al., 2009; LIN; TSAI; WEN, 1999).

O processo de extracdo por prensa mecanica realiza o esmagamento das
sementes obtendo parcialmente o 6leo. Esse procedimento pode ser precedido de
um aquecimento controlado de grdos, visando aumentar o rendimento da extracao
(NIMET, 2009).

A extracdo com Soxhlet apresenta alguns inconvenientes, como 0 tempo
excessivo, visto que sdo Vvarios os ciclos até a exaustdo da matriz vegetal, bem
como o0 uso de alta temperatura necessaria para remocdo do solvente

remanescente, afetando a qualidade do produto (MORETTO, 1998).

2.4.2 Extracdo com fluido supercritico (EFS)

A Extracdo com Fluido Supercritico (EFS) consiste na obtencdo de compostos
bioativos utilizando fluido com temperatura e pressdo acima do ponto critico
(CAVERO et al., 2006), permitindo que o mesmo seja utilizado como solvente em
extracdes solido-fluido. Entre as vantagens da EFS, em relacdo aos métodos
convencionais, destaca-se a flexibilidade do método através da variagdo no poder

solvente e na seletividade, visto que préximo do ponto critico qualquer alteracdo na
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temperatura e pressado resultaria em grandes variagbes na densidade, e
consequentemente no poder de solvatacao.

A elevada taxa de transferéncia de massa dos solutos em meio supercritico,
devido a maior difusividade, menor viscosidade e menor tensdo superficial em
relagdo ao solvente liquido, faz dos fluidos supercriticos um meio de processamento
adequado para técnicas de extracdo e separacdo (RAVENTOS; DUARTE;
ALARCON, 2002; SIHVONEN et al., 1999).

A utilizacdo dos fluidos supercriticos torna-se cada vez mais viavel: por ser
mais rapida, ampliando o retorno financeiro; pelo maior controle e regulamentacéo
governamental dos solventes industriais comuns; pela aceitacdo do diéxido de
carbono; por ser uma alternativa aos solventes orgéanicos, apresentando menor
impacto ambiental; e pelo aumento das exigéncias dos processos de separacao
para obtencdo de um produto mais seguro, livre de residuos de solventes. Este
altimo, grandemente favorecido pela utilizacdo de fluidos que se apresentem em
estado gasoso em condi¢cdes ambientes, visto que ao sofrer despressurizacdo é
automaticamente separado do extrato, sendo possivel ainda a recuperacdo do gas
solvente de forma limpa, e a reutilizacdo do mesmo, tornando o processo ainda mais
sustentavel (BOTT, 1993).

O dioxido de carbono tem sido amplamente utilizado neste tipo de extracdo por
ser considerado um solvente atéxico, ndo inflaméavel, de baixo impacto ambiental,
prontamente disponivel, e facilmente removivel do produto extraido, além de
apresentar condi¢cdes supercriticas leves (Temperatura Critica = 31,06°C e Pressao
Critica = 73,80 bar), evitando degradacdo de componentes termolabeis,
apresentando ainda baixo custo, alta compressibilidade, densidade similar ao
liquido, alta difusividade, baixa viscosidade e baixa tenséo superficial (CASAS et al.,
2009; CAVERO et al., 2006; DANH et al., 2009; GONCALVES et al., 2013; LIN;
TSAI; WEN, 1999; MACIAS-SANCHEZ et al., 2009; MEIRELES, 20009).

O diéxido de carbono supercritico é altamente sollvel em solutos apolares e de
alto peso molecular, para aumentar a interacdo com solutos polares h4d a
possibilidade de adicdo de co-solventes polares (também chamados modificadores)
ao CO; (MEIRELES, 2009). Estes co-solventes sdo adicionados em quantidades

pequenas, evaporando rapidamente na saida do extrator, ndo reduzindo as
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vantagens de obtencdo de um extrato livre de solventes organicos. Acetato de etila,
diclorometano e etanol estdo entre os mais utilizados como co-solventes para
extracdo de componentes bioativos. (KITZBERGER et al., 2007; MEIRELES, 2009).
Na extracdo supercritica o extrator € alimentado com a matriz sélida, e
aquecido até a temperatura na qual serd conduzida a extracdo. O gas solvente
previamente pressurizado entra em contato com a matriz sélida e atravessa o leito
fixo formado, e entdo solubiliza os componentes com o qual possui afinidade,
extraindo-os até o esgotamento do substrato. A mistura formada entre o fluido e o
extrato segue até a valvula de saida, onde o extrato é coletado e o fluido é
automaticamente separado do produto. A curva cinética formada pela massa de
extrato ao longo do tempo é dependente das condicbes de extracdo e por ela é

possivel avaliar o esgotamento do substrato.

2.5 Planejamento Experimental

Para a avaliacdo de variaveis € necessario um planejamento experimental
adequado, que permita a conducao de experimentos de forma concisa, reduzindo ao
maximo o desperdicio de materiais e trabalhos repetitivos, sem prejudicar a
confiabilidade dos resultados. A utilizacdo do design fatorial fracionado (arranjo
ortogonal) conhecido como Taguchi possibilita a avaliacdo de varios niveis e fatores,
atendendo aos fatores que garantem a eficiéncia e o numero reduzido de
experimentos, e consequentemente o custo e tempo para realizacdo. Desta forma,
um planejamento muito numeroso na forma fatorial completa pode ser reduzido
consideravelmente, mantendo a confiabilidade dos resultados (ROY, 2001).

O tratamento dos resultados obtidos através deste Design Experimental
Ortogonal pode ser realizado por meio de Analise de Variancia (ANOVA). Este
meétodo foi utilizado em diferentes areas, inclusive na EFS (ANSARI; GOODARZNIA,
2012; CHEAH; HENG; CHAN, 2010; DESAI; PARIKH, 2012; LIU et al.,, 2008;
LOPEZ-SEBASTIAN et al., 1998).
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2.6 Modelagem Matematica do processo de extracao

Os modelos matematicos sdo ferramentas que permitem andlises do processo
e previsbes do comportamento de determinadas variaveis do processo, em
diferentes condicdes de operacdo. Para avaliar a performance do modelo séo
necessarios dados experimentais do processo, geralmente obtidos em escala
laboratorial. Os modelos matematicos fenomenoldgicos sdo obtidos a partir de
balancos de massa e energia, e possuem parametros que sdo estimados a partir de
dados experimentais (SANTOS, 2013).

Em geral, estes modelos conseguem prever o comportamento do sistema, em
véarias condi¢des de operacdo, sua aplicabilidade nédo se limita a faixa em que foram
ajustados seus parametros. Na modelagem matematica da extracdo por fluido
supercritico deve ser observada a estrutura do material, que geralmente é
previamente triturado afim de aumentar a area de contato com o solvente
supercritico, e para facilitar a acessibilidade do solvente ao soluto presente no
interior da estrutura celular, resultando numa maior taxa de transferéncia de massa
(MEIRELES, 2009).

Para reduzir a complexidade dos modelos mateméaticos sdo feitas algumas
simplificacbes acerca de como o soluto estad distribuido no interior do sdlido
(adsorvido na rede de poros, amarrado dentro das estruturas celulares ou
homogeneamente distribuido no interior da particula), e sobre o mecanismo
envolvido na cinética de transferéncia de massa resisténcia interna ou externa de
transferéncia de massa ou a combinagcdo de varias resisténcias (OLIVEIRA;
SILVESTRE; SILVA, 2011).

Na Extracdo com Fluido Supercritico a utilizacdo de modelagem matematica é
necessaria para melhor compreensdao do fendbmeno, além de descrever o
comportamento da cinética de extracdo em diferentes condicbes operacionais e
permitir o projeto e otimizacdo em escala industrial.

Todos os modelos empregados para descrever a EFS de 6leos ou outros
componentes de materiais vegetais consideram que as particulas estédo
empacotadas dentro da coluna do extrator. As simplificacbes empregadas pela
maioria dos autores sdo no sentido de que a operacao € isotérmica, a queda de

pressdo no interior do extrator é desprezivel, e de que a porosidade do leito e a



14

densidade do sélido sdo constantes durante a extracao. Além disso, € usual assumir
que a densidade do fluido e a velocidade permanecem constantes, pois em geral, a
solubilidade dos extratos é baixa no solvente, e que a disperséo axial negligenciavel.
Essas suposicbes reduzem a complexidade para obtencdo das solucdo das
equacbes do modelo, que sdo as seguintes: balanco de massa, relacdes de
equilibrio e leis cinéticas para descrever o processo de extracdo (MCHUGH,;
KRUKONIS, 1986).

Na literatura, existem varios modelos com solucdo analitica usados para
descrever as cinéticas de EFS, tais como: CRANK (1975), MARTINEZ et al.(2003);
SOVOVA (1994), entre outros, s&o geralmente utilizados.
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3. METODOLOGIA

A seguir, serdo apresentadas as metodologias utilizadas para estudo de
equilibrio de fases da cumarina, modelagem termodindmica do comportamento de
fases do sistema, extracdo, andlise termogravimétrica, modelagem das curvas
cinéticas da extracdo via fluidos pressurizados, identificacdo e quantificacdo dos
compostos bioativos da semente de cumaru, concentracdo inibitéria minima e

citotoxicidade.

3.1Aparato e Procedimento de Equilibrio de Fases do Sistema CO, + cumarina.

O diagrama esquematico apresentado na Figura 4 representa o aparato

utilizado nos experimentos de equilibrio de fases:

!
va |1 |

C1 — D

Figura 4: Aparato Experimental Equilibrio de Fases Método Sintético Visual. C1)
cilindro de solvente; V1, V3, V4, V5 e V6) véalvula; V2) valvula de retencéo; BS)
bomba de alta presséo; CE) célula de equilibrio; TI) termopar; JL) janela de safira
lateral; JF) janela de safira frontal, P) pistdo, TI) indicador de temperatura; TD)
Transdutor de Presséo; PIl) Indicador de Pressao; AM) Agitador Magnético; BT)
Banho Termostético.

O cilindro de solvente armazena o dioxido de carbono utilizado nos
experimentos. A primeira valvula (V1), quando aberta, permite o fluxo de solvente do
cilindro para a bomba e a valvula de retencdo impede a volta do solvente da bomba

para o cilindro.
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A bomba de alta presséo € do tipo seringa, marca ISCO, modelo 260D, com
capacidade maxima de 260 mL e 500 bar de presséo.

A célula de equilibrio consiste de um cilindro de aco inox 316, com capacidade
maxima de 25 mL. No interior da célula ha um pistdo movel que tem por objetivo
controlar o volume e, consequentemente, a pressdo do sistema. A célula possui
duas entradas superiores: uma para conexao com o termopar e outra com a valvula
de alimentacdo; uma entrada lateral onde € fixada a janela de safira lateral para
entrada de luz e janela de safira frontal, para permitir a visualizacdo do interior da
célula, e traseira (fechamento e conexdo com a valvula V6).

O pistdo é inserido no interior da célula e possui dois anéis BUNA N90
localizados em suas extremidades, permitindo seu deslizamento pelo interior da
célula para controle de pressao, garantindo a vedacédo entre a camera do fundo e da
frente da célula.

A V2 e V3 sao vélvulas agulha (Marca HIP, Modelo 15- 11AF2), sendo que a
primeira permite o fluxo de solvente, e a segunda é utilizada para descarga da
célula.

A V5 e V6 sédo valvulas agulha (Marca HIP, Modelo15- 11AF1), sendo que a
primeira permite a alimentacdo de solvente a célula por meio de uma abertura
gradual e, consequentemente, uma regulagem do fluxo de solvente alimentado a
célula, e a segunda é utilizada para a compressao do fundo da célula.

O indicador de temperatura (Marca COEL, Modelo HW4200) € composto por
um termopar do tipo T e um indicador de temperatura. O termopar € inserido
diretamente no interior da célula para leitura da temperatura do sistema, e um
controlador PID (DIGI MEC mark, SHM 112 model) com incerteza na temperatura de
+ 1.0K.

O Transdutor de Pressédo (Smar LD 301) é conectado a linha proveniente da
bomba para medir a presséo do sistema. O indicador de pressao (Smar HT2) recebe
um sinal digital do TD e indica a presséo na linha.

O agitador magnético (Marca IKA) proporciona a agitacdo do sistema no
interior da célula, acionando uma barra magnética revestida com teflon.

O banho termostatico (Marca TECNAL, Modelo TE- 184) é utlizado para

controlar a temperatura no cilindro da bomba.
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O mesmo aparato foi utilizado em trabalhos anteriores (GIUFRIDA et al., 2011;
PINTO et al., 2013; SOUZA et al., 2008).

Para a montagem do aparato experimental utilizado no estudo de
comportamento de fases, o pistado foi ajustado dentro da célula de equilibrio, 0 que
garantiu resisténcia adequada e deslizamento de forma uniforme, e o fundo da
célula foi fechado. Uma quantidade exata de massa de soluto foi colocada dentro da
célula, juntamente com uma barra magnética. Na parte anterior foi primeiramente
colocado um anel de teflon que garantisse a vedacdo da mesma, além da janela de
safira e um anel de cobre. Entdo, ela foi fechada. A linha de alimentagédo e o
termopar foram conectados na célula e uma quantidade exata de solvente foi
inserida, por meio de diferenca no volume da bomba.

Ao atingir a proporcao soluto/solvente desejada, o sistema foi aquecido a uma
determinada temperatura e mantido em constante perturbagdo por meio de um
agitador e da barra magnética dentro da célula.

O CO; foi utilizado também para pressurizar o sistema. Para isso, o gas foi
inserido na parte posterior do pistdo e a pressao exercida por ele no sistema era
controlada por meio da bomba seringa. A pressurizacédo do sistema foi realizada de
forma gradativa, até que a mistura apresentasse um sistema homogéneo, o qual
pode ser observado por meio da janela de safira.

O sistema era mantido em equilibrio por 30 minutos e, entdo, a pressao na
célula era diminuida de forma gradativa, até ser observada a transicdo de fases.
Este procedimento foi realizado em triplicata para as temperaturas 25, 35, 45, 55 e
65°C.

Para determinar a quantidade de massa de soluto e volume de CO;, que
deveriam ser alimentados foram realizados calculos que utilizaram a densidade e o
peso molecular dos componentes, sendo o peso molecular da cumarina de 146,15
g/mol e densidade 0,7 g/cm3 (RODRIGUES et. al., 2008), e o peso molecular do
diéxido de carbono de 44,01 g/mol e densidade de 0,86 g/cms3, com presséao igual a

100 bar e temperatura igual a 20°C.
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3.2 Modelagem Termodinamica do Equilibrio de Fases

Para modelagem dos dados experimentais obtidos no presente trabalho foi utilizado
o critério de isofugacidade das fases em equilibrio. Quando se trata de equilibrio
sélido-fluido, a equacao de isofugacidade € resolvida para a fase sélida e a fase
fluida, sendo que a fase sélida € considerada soluto puro (POLING; PRAUSNITZ;
O’CONNELL, 2001).

fzs = sz 1)
O subscrito , refere- se ao soluto (cumarina) e os sobrescritos “*” e “F” & fase sélida e
a fluida, respectivamente.
A fugacidade da fase fluida pode ser dada por:
sz = W2¢A’12DP (2)
no qual w pode ser a fracdo molar na fase liquida (x) ou na fase vapor (y), ¢5 é o

coeficiente de fugacidade da fase fluida da cumarina, e P é a pressao.

A fugacidade da fase sélida pode ser calculada por:

A " P vs-v}SR ARS™S o
f2(T,P) = f3°%(T, P).exp [IPZS‘” : R; ap + RT}uS <1 ~r )] ®)

Sendo fISR(T,P) a fugacidade do soélido puro no estado de liquido sub-
resfriado em funcdo da temperatura e da pressédo do sistema. Considerando que o
volume especifico do solido no estado de liquido sub-resfriado (VISR) depende

fracamente da pressao, tem-se:

7S _ 7LSR (vs-vESR)P-Psot(r)] | ARS™ _ Tzfus)
FE(r,P) = (T, P). exp {2220 (175 (4)
Sendo o volume de sélido = 156,30 cm®mol.
Para o calculo da presséo de saturagéo foi utilizada a equacgao:
InP§% (bar) = 22,00492 + ~224¢ (5)

T (K)

Para o célculo do ¢5foi empregada a equacdo de estado cubica de Peng-
Robinson (ECE-PR):

RT a

~ i (6)

pP=-—
V—b  V2+2bV-b?
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No qual P é a pressdo absoluta do sistema, T é a temperatura absoluta e V é o
volume molar. Para o célculo dos coeficientes a e b da equacao (6) foi empregada a

regra de mistura quadratica de Van der Waals a dois parametros, independentes da

temperatura:
a=Xi Z?:l XiXjQij (7)
b= Z 12 =1%Xi x] ij (8)
Com,
ai; = \Jaa;;(1 - kyj) (9)
e
bu+b
bij S (1 - ll]) (10)
Para a ECE-PR tem-se que:
by = 0,07779R 7+ (11)
a; =a(Tc)a(T) (12)
No qual:
0,4572R?Tc;?
a(Tc) = e (13)
2
an) =1+ @) (1- =) (14)
f(w) = 0,37464 + 1,54226w — 0,26992w? (15)

Os valores das propriedades criticas da cumarina foram calculados por meio do
meétodo de contribuicdo por grupos. Empregou-se a metodologia de Marrero e Gani
(2001) e utilizou-se grupos de primeira e segunda ordem. Os valores encontrados na
literatura para o CO, (Angus, et. al., 1976) e calculados para a cumarina estao

dispostos na Tabela 1:

Tabela 1. Parametros de interacéo binaria kij, lij e propriedades dos componentes do
sistema.

Parametro kij: 0,2075 Parametro lij: 1,13x10®
Componentes Temperatura critica (°C) Presséo critica (bar) w
CO; 31,06 73,80 0,2390

Cumarina 521,77 43,47 0,3945
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3.3 Extracao a partir da semente de cumaru

3.3.1 Pré-tratamento da matriz vegetal

Foram adquiridos 3kg da semente de cumaru na Oriental Central Comércio
Ltda, no Estado do Pard, Brasil, em junho de 2013. Com a utilizacdo de um
processador de uso doméstico obteve-se particulas da semente com diametro entre
1 e 2mm, e as mesmas foram armazenadas sob refrigeracdo até o inicio das

extragoes.

3.3.2 Extracéo pelo método Soxhlet

Foram realizadas duas extracGes por método de Soxhlet, uma com a utilizacéo
de 300 mL de élcool etilico 95% (Synth, p.a.) e outra 300 mL de hexano (Synth,
p.a.), massa de 25 gramas de semente de cumaru moidas e temperatura de 45°C. A
extracdo foi desenvolvida com duracdo de 48 horas de maneira continua, até o
esgotamento da amostra. Os rendimentos obtidos foram calculados de acordo com o

peso inicial da amostra. A metodologia utilizada foi similar a descrita por
Sullivan (1982).

3.3.3 Extracdo com Fluidos Pressurizados

A extragdo de cumarina a partir da semente de cumaru com o uso de fluidos
pressurizados ainda ndo havia sido realizada. Sendo assim, baseado nhas
numerosas vantagens da utilizagdo do dioxido de carbono, este foi escolhido como
solvente. A utilizacdo de co-solventes para a extragcdo de cumarina foi sugerida no
trabalho realizado por RODRIGUES et. al. (2008), visto que ao utilizar apenas
diéxido de carbono como fluido extrator obteve quantidades pequenas de cumarina
na extracdo a partir da semente de emburana. Contudo, foram realizados testes
preliminares com a utilizacdo de CO, puro e obteve-se pouca quantidade de extrato.
Assim, optou-se pela utilizacdo dos co-solventes etanol, acetato de etila e
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diclorometano. Foi utilizado o aparato em escala laboratorial, conforme mostra o
esquema da Figura 5.

O cilindro de CO,, obtido pela White Martins S.A. (Brasil) apresentava 99,9% de
pureza. O cilindro extrator tinha volume aproximado de 163 mL (25,6 cm de altura e
2,85 cm de diametro). As bombas do tipo seringa eram da marca 1ISCO, Modelo
500D, sendo que uma era abastecida com o diéxido de carbono e outra com co-
solvente.

Mais detalhes sobre o aparato utilizado sdo descritos em trabalhos anteriores
deste grupo de pesquisa (GARCIA et al.,, 2012; GONCALVES et al., 2013;
LEMOS et al., 2012).

>
=]
(

Figura 5: Aparato experimental utilizado para a extragdo com CO, supercritico.
C: Cilindro de CO,; A e B: Bomba do tipo seringa; IP: Indicador de pressao;
IT: Indicador de temperatura; Vg: Valvula globo que permite a passagem de CO, do
cilindro até a bomba; Va: Valvula agulha para saida dos solventes saturados de
extrato; Vm: Valvula micrométrica que permite regulagem do fluxo de solventes;
R1: Reservatorio de coleta do extrato; BT1 e BT2: Banho termostatizado.

Aproximadamente 60 gramas de semente de cumaru foram utilizados em cada
experimento e acondicionados no cilindro extrator. O diéxido de carbono e o co-

solvente eram pressurizados por meio das bombas até o extrator, aonde entrava em
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contato com a matriz vegetal e permanecia por 20 minutos, a fim de atingir o
equilibrio entre o soluto e o solvente. A valvula era aquecida a uma temperatura de
80°C, para evitar o congelamento do CO; e o entupimento da mesma. A mistura era
levada até a saida do extrator, com uma vazado pré-determinada de 3 mL min?, e o
extrato era instantaneamente separado do solvente por meio da despressurizagao.
Os compostos bioativos eram finalmente coletados em frascos. A cinética de cada

extracao foi realizada em intervalos de 20 minutos até completar 140 minutos.

3.4 Planejamento Experimental

Nas extracdes utilizando CO, supercritico com adicdo de co-solventes foi
utilizado um planejamento experimental ortogonal com quatro variaveis e trés niveis
(3" - método Taguchi, o que totalizou em nove experimentos, realizados em
duplicata, conforme descrito por Liu et al. (2008). As variaveis independentes a
serem avaliadas foram o co-solvente, sua porcentagem em relagdo ao volume de
CO,, presséo e temperatura. A variavel dependente foi a porcentagem de extrato em
relacdo a quantidade de sementes utilizada. Os dados foram analisados pela Anélise
de Variancia (ANOVA) por meio do software Statistica 8.0. O nivel de significancia foi
definido com p-valor < 0,05. Nas extragdes por Soxhlet foram utilizados os solventes
organicos etanol e hexano.

O hexano é utilizado como solvente de 6leos vegetais segundo a AOAC e esta
entre os principais solventes usados nestes tipos de extracdo (LAMEIRA; COELHO;
MOTHE, 1997). No entanto, este solvente € toxico e apresenta riscos a salde
humana se ndo for completamente removido do produto final apés a extragdo. Ja o
etanol é um solvente ndo toxico e amplamente utilizado na industria farmacéutica e
alimenticia.

O planejamento utilizado esta disposto na Tabela 2.

Tabela 2: Planejamento experimental das extracoes

Exp Amostra Tipo do Temperatura  Presséo Solvente
Solvente orgénico (°C) (bar) Organico (%)

1 E123 Etanol 60 200 5

2 E231 Etanol 70 220 1

3 E312 Etanol 80 180 3

4 Al11 Acetato de Etila 60 180 1
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5 A222 Acetato de Etila 70 200 3
6 A333 Acetato de Etila 80 220 5
7 D132 Diclorometano 60 220 3
8 D213 Diclorometano 70 180 5
9 D321 Diclorometano 80 200 1
10 S_etanol Soxhlet com Etanol 45 - -
11 S hexano Soxhlet com Hexano 45 - -

3.5 Modelagem Matemética de Extragcdo com Fluidos Pressurizados

A modelagem matematica proposta teve como objetivo geral calcular os
parametros de transferéncia de massa relevante ao processo de extracao
supercritica conduzida em escala laboratorial. A curva cinética para a extracdo a
partir da semente de cumaru por meio de fluidos pressurizados foi construida com a
utilizagdo do modelo proposto por SOVOVA (1994) (AHANGARI; SARGOLZAEI,
2012; PEDERSSETTIl etal., 2011; RIBAS et al.,, 2014; SANTANA, 2013). Este
modelo considera as seguintes hipéteses:

I. O processo é isotérmico e isobarico;

Il. A transferéncia de massa por dispersédo axial e radial dentro do extrator é

negligenciavel;

[ll. Os compostos bioativos sao tratados como pseudocomponente;

IV. Dois mecanismos de transferéncia de massa: difusédo no filme externo e

difuséo intraparticula.

O modelo apresentado por SOVOVA (1994) se baseia em balancos de massa
gue consideram o escoamento do solvente na diregdo de um leito fixo, com sec¢ao
transversal cilindrica e velocidade superficial U.

O modelo assume que o conteldo de Oleo extraivel (xp) € dividido em duas
partes: Oleo de facil acesso (x,) e Oleo de dificil acesso (x«). Isto ocorre, pois
algumas células se rompem durante a moagem, fato o qual expde o 6leo que esta
em seu interior. No entanto, algumas células permanecem intactas e ficam em seu
interior um conteudo de 6leo de dificil extracdo, visto que a moagem excessiva
resulta em particulas demasiadamente finas que podem resultar em compactagéo
da matriz sélida. Sendo assim, dificulta-se a permeabilidade do fluido e se faz

necessario a difusdo do solvente para o interior das células de modo a solubilizar o
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Oleo presente. Desta maneira, na primeira etapa de extracdo, onde o0 6leo esta na
superficie, a transferéncia de massa é controlada pela difusdo no filme externo. A
segunda etapa, onde o 6leo € de dificil acesso, é caracterizada pelo coeficiente de
transferéncia de massa da fase solida. Sendo assim, a caracteristica do modelo &
computar as contribuicdes de cada etapa em termos de quantidade de 6leo.

Desta maneira, as equacdes do balanco de massa, propostas pelo modelo de
SOVOVA (1994), séo representadas pelas Equacdes (16) e (17):

Fase solida:
ox _ —J(xy)
ot~ ps(1-e) (16)
Fase fluida:
dy _ Jxy)
U% = a7
ks.x x <r (Fasesolida)
J(x,y) = { _ .
kp. (Y — Yeq) x>71 (Fase fluida)
Sendo:

X: a razdo massica de soluto (concentracdo) na fase sélida (goleo/gsélido);
y: a razdo massica de soluto (concentracao) na fase fluida (géleo/gsolvente);
t: o tempo (s);

h: coordenada axial (m);

U: a velocidade superficial do solvente (m/s);

Ps: @ densidade da fase sélida (Kgssiido/m?3);

pr. a densidade da fase fluida (Kgsovente/M3);

€. a porosidade do leito;

J(x,y): a taxa de transferéncia de massa interfacial (Kg/m3.s);

k. 0 coeficiente de transferéncia de massa no meio externo (min™)

ks: 0 coeficiente de transferéncia de massa no sélido (min™)

Como descrito anteriormente, o teor inicial de 6leo no solido (0) é dividido em
oleo livre (P), que se concentra na superficie do sélido, e 6leo o qual se encontra no
interior do sdlido (K). A concentragdo de soluto na fase sélida é descrita por meio do
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teor de sdlidos totais livre de soluto, ou sélido inerte (N), por meio das seguintes

relacdes:

As condic¢des iniciais e de contorno para as equacotes diferenciais do balanco
de massa para as fases sdlida e fluida sao:
x(h,t =0) = x, (C.1.1)
y(h=0,t) =0 c.c.)

Sendo:

Xo: @ razdo massica inicial de soluto na fase sélida (g/g).

A solucdo analitica do modelo Sovova é formada por trés equacdes distintas,
correspondentes aos diferentes mecanismos que controlam a transferéncia de

massa na coluna. Estas sao representadas pelas Equacdes (18) — (20):

Para t<tcggr, tem-se que:

Mgleo = mFSbt[l - exp(—Z)] (18)

Sendo:

tcer: tempo em que ocorre a extracdo do 6leo livre na entrada da coluna (min);
Mgleo: Massa de 0Oleo extraida (g);

mp: vazao massica do solvente (g/min);

Sp: solubilidade de extrato (g extrato/ g solvente);

Z: parametro ajustavel do modelo de Sovova referente a transferéncia de

massa na fase fluida.

Para tcgr<t<tregr, tem-se que:

Mgieo = MpSp[t — tepr exp(Zm(t) — Z)] (19)

Parat > teegr, tem-se que:
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Myleo = Mg {qo - SWbln[l + (A — 1)Br} (20)

Sendo:

trer: tempo em que ocorre a extracdo do 6leo livre na saida da coluna (min);
mg: massa de solido isenta de 06leo (Q);

go: concentracdo inicial do 6leo na matriz solida (g ¢ieo/d sslido);

r: frac@o de Oleo facilmente acessivel.

As variaveis para estas equacoes sao propostas pelas Equacdes (21)-(27):

w
A = exp (S—q;’) (21)
B = exp (") (tcer — ) (22)
Zm(t) = V% in{=(B -1} (23)
7 = “Lemser (24)

MFEPleito

_ msksa
W= ) (25)

1_
tcer = (S;—mmsp% (26)
mg

tFER = tCER + WinF ln[T + (1 - T)A] (27)
Onde:
pr € a densidade do solvente (g/L);

Pieito € @ densidade do leito (g sgligo/L)

O parametro r do modelo de Sovova representa a fragcdo de 6leo de facil
acesso. Como em todos 0s experimentos as sementes de cumaru utilizadas
passaram pelo mesmo tratamento (moagem e peneiramento), o valor deste
parametro deve ser constante, isto €, independe das condicfes experimentais de
extracdo e do solvente. Para o ajuste do parametro foi usado o método "golden

search", e a fungao objetivo utilizada foi a da Equacéo (28):

_ N MOD EXP
F=X5Y0= (méleoi’j - mézeoi,j) (28)
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EXP

MOD  representa a massa extraida calculada com o modelo, mEXP  a

Onde my,,
massa extrataida experimental, neo niamero total de experimento de extracdo com
CO, como solvente e No numero de pontos sobre a curva cinética obtida a partir dos
dados experimentais.

No calculo da funcédo objetiva representada pela Equacédo (28), os valores dos
parametros Z e W variam de acordo com as condi¢cdes experimentais de extracao,
enquanto que o parametro r € constante. Os valores dos parametros Z e W para
cada experimento sdo estimados a partir da aplicacdo do método Simplex e do uso
da seguinte funcao objetiva:

N
F = MOD EXP
oleo oleoj

f=1

O coeficiente de determinacdo (R2?) € uma medida em percentagem que
explica o0 quanto o modelo consegue explicar o0s valores observado
(SARMENTO, 2006) e foi calculado de acordo com a Equacéao (29):

EXP MOD 2
Z] 1(moleo oleo )

R?=1- ) (29)

n
2] 1(moleo] moleo])

O erro médio absoluto (ADD) é a diferenca entre o valor experimental e o

valor predito pelo modelo, calculado conforme a Equagéao (30):

EXP MOD
oleo] moleo

ADD =% ?=1Tx100 (30)

()leoj

3.6 Andlise das Amostras

Foram realizadas analises termogravimétricas (TG) para verificacdo de
degradagdo dos componentes decorrente da aplicacdo de altas temperaturas na
extracgdo (CARRIER et al, 2011; ELDER; KUSH; HERMANN, 2011;
SANTOS et al., 2012; SHADANGI; MOHANTY, 2014).

As analises qualitativas e quantitativas foram desenvolvidas por meio do uso
de: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta-visivel
(HPLC-UV-Vis) para caracterizagdo de componentes ndo volateis; cromatografia
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gasosa com um espectrometro de massas quadrupolar rapido (GC/g-MS) para
andlise de &cidos graxos livres; e cromatografia gasosa com um detector de

ionizacdo em chama (GC-FID) para analise de acidos graxos totais.

3.6.1 Analise Termogravimétrica (TG)

As andlises termogravimétricas foram realizadas com o objetivo de verificar se
houve degradacdo de compostos de interesse com as temperaturas aplicadas na
extracao.

A variacdo da massa ocorre devido a fendbmenos fisicos e quimicos como, por
exemplo, a decomposicdo térmica, a retencdo de gas, a dessorcdo de espécies
previamente absorvidas ou adsorvidas. Isso foi registrado com preciséo de 0,1ug.

A exposicdo a temperatura elevada pode alterar a estrutura quimica e,
consequentemente, as propriedades fisicas do material. Portanto, a curva de
degradacédo térmica, em condi¢cdes nao isotérmicas, mostra o perfil de resisténcia ou
estabilidade térmica que o material apresenta quando submetido a uma varredura de
temperatura. As curvas termogravimétricas apresentam informacdes sobre
estabilidade térmica e a composicdo da amostra original, identificacdo de algum
composto intermediario que pode ter sido formado e, ainda, a composicdo de
residuos, se houver. A estabilidade térmica é definida como a capacidade da
substancia em manter suas propriedades, durante o processo térmico, 0 mais
préximo possivel de suas caracteristicas iniciais (SALIM, 2005).

Foi utilizado o analisador térmico Shimadzu- DTG-60 H com um fluxo de
nitrogénio de 100 mL min™, o qual teve inicio com temperatura ambiente até atingir
600°C, com uma rampa de aquecimento de 10°C min™>. Cinco miligramas de
amostra foram colocadas em um cadinho de aluminio para a conducdo do
experimento. Este procedimento foi realizado para o 6leo de soja como material de
referéncia, visto que €& composto majoritariamente por triglicerideos, cumarina

padrao e extratos obtidos nas extracdes por Soxhlet e Fluido Supercritico.
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3.6.2 Identificacao e quantificagao de cumarina realizada em HPLC

A identificagéo e quantificagdo de cumarina foi feita por meio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, visto que se trata de um composto ndo volatil. As analises
do extrato foram desenvolvidas com o0 uso do equipamento Varian Polaris Modelo
210, equipado com coluna de fase reversa Luna 5um, fase estacionaria C18 (2) 100
A (150 mm x 4,6 mm), o qual operou a 30°C. As amostras foram injetadas com um
volume de 2uL manualmente. A fase movel foi 5% de acido acético em fase aquosa
e uma mistura de 60% de acetonitrila e 40% de metanol, utilizado em modo
gradiente conforme Tabela 3. O procedimento foi baseado no método de Oliveira

(2013) com modificacdes.

Tabela 3: Eluicdo Gradiente da Fase Movel

Tempo (min) Fase A Fase B
0 60 40
5 60 40
10 40 60
20 10 90
25 10 90
30 60 40

Para a andlise foi utilizado um detector UV-VIS com o comprimento de onda
274nm. Os dados foram processados por meio do software Galaxie. Foi injetada
solu¢cBes do padrdo de cumarina (Synth 99,5%) para a comparacdo do tempo de
retencdo e quantificagdo do composto no extrato. A curva de calibracdo da cumarina
foi realizada nas concentracées de 20, 25, 30, 35 e 40 mg L. A equacdo da reta
desta curva e a area dos picos cromatograficos de cada extrato injetado foram

utilizados para a determinacdo da concentracdo de cumarina.

3.6.3 Anédlises de acidos graxos livres realizada em GC/q-MS

A determinacdo e quantificacdo de &cidos graxos foram desenvolvidas em um
cromatoégrafo gasoso equipado com um espectrdbmetro de massas da marca
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Shimadzu GC/g-MS-QP2010 Plus com coluna capilar ZB-5MS (diametro interno
0,25 mm x 30 m, espessura do filme 0,25um).

Para andlise dos compostos nédo ligados ao glicerol em GC/g-MS foi feita
derivatizacdo com BSTFA (Bistrimethylsilyltrifluoroacetamide). Os acidos graxos
livres da molécula de glicerol, embora sejam componentes com baixa concentracéo,
sdo responsaveis pela acidez da amostra e variam conforme a condicdo de
extracdo. Assim, é importante a quantificacdo desses acidos, a fim de avaliar as
condicBes de operacao (GARCIA et al., 2012).

Na derivatizagdo com BSTFA ocorreu a troca de hidrogénios ativos por um
grupo trimetilsilil, para transformar os &cidos graxos livres em ésteres sililados. Os
demais (triglicerideos) ficam retidos no liner por ndo serem vaporizados na
temperatura do injetor.

Para a sililacdo 10 mg de cada amostra foram acondicionadas em um vial,
sendo acrescentado 25 pL do padrdo interno (heptadecanoato de metila) na
concentracdo de 1000 mg L™ e 25 puL de BSTFA e diclorometano até completar 1
mL. O vial foi selado com o septo e a amostra foi aguecida uniformemente em banho
de areia a 60°C durante 30 minutos, para assegurar que ocorresse a reagao
completa. O mesmo procedimento de derivatizacao foi efetuado para a solugdo que
contém a mistura dos padrbes dos acidos graxos. Todos os padrdes utilizados foram
adquiridos na empresa Sigma Aldrich com pureza superior a 99%. A condicdo de

operacédo esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢cdes de Operacdo GC/g-MS

T.T. (°C min™)* T.C. (°C)*  T.P. (min)***
0 110 2
8 200 4
2 210 6
15 280 0

*T.T.: Taxa de Aumento de Temperatura
** T.C.: Temperatura da Coluna
*** T P.: Tempo de Permanéncia

A temperatura do injetor foi 280°C; volume da injecdo de 1puL, Split 1:20, fluxo

de gas hélio 1 mL min™. O espectrémetro foi conduzido com o modo de impacto de
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elétrons a 70 eV. A leitura foi efetuada no modo SIM, onde a razdo massa/carga
monitoradas foram 73 e 74.

A identificacdo dos acidos graxos livres na amostra foi realizada por meio do
tempo de retencéo da solucéo padrao, com a confirmacdo dos fragmentos de massa
presentes nos espectros de massa no modo SCAN. A quantificacdo foi feita por
padronizacao interna (heptadecanoato de metila) e levou-se em consideracdo a area
e o fator de resposta calculado para cada acido graxo analisado (FREITAS, 2007,
VISENTAINER; FRANCO, 2012).

3.6.4 Anédlises de acidos graxos totais realizadas em GC-FID

Para analise dos acidos graxos totais foi utilizado o procedimento de Hartman e
Lago (1973), no qual os &cidos graxos livres e ligados ao glicerol que tenham sido
saponificados tém as hidroxilas substituidas por um grupo metila por meio da
derivatizacao.

O procedimento consiste em pesar 50mg da amostra em um erlenmeyer de
boca esmerilhada conectado a um condensador. Em seguida foram adicionados
4mL de solucdo de hidroxido de potassio em metanol (2% m/V), sob agitacdo e
aguecimento mantido em refluxo por 5 minutos. Apds este tempo, foi adicionado
6mL de uma solucdo de cloreto de amoénio (8,4g de NH,Cl + 250mL de MeOH +
13,6mL de H,SO,) a qual permaneceu por 3 minutos, e 5mL de bicarbonato de sddio
por 2 minutos. Para a extracao foram adicionados 5mL de hexano (grau HPLC) sob
agitacdo por 2 minutos. Apés este periodo, a solucdo permaneceu acoplada no
condensador até esfriar. Para a analise, o sobrenadante (fracdo organica) foi
transferido para um baldo volumétrico, onde foi completado o volume a 10 mL com
hexano.

A quantificacdo de &cidos graxos totais foi realizada em um cromatografo
gasoso por ionizagdo em chama, da marca Shimadzu GC-FID 2010, com coluna
capilar ZB-Wax (30m x 0,25 mm x 0,25um), temperatura do injetor e detector a
230°C, Split 1:20, fluxo de 1,2 mL min™.

A rampa de aquecimento foi: 170°C por 1 minuto, incremento de 10°C min™ até
210°C, permanecendo por 1 minuto e por fim aumento de 5°C min™ até atingir
230°C, permanecendo por 6 minutos. Os padrdes utilizados na identificacdo e
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quantificacdo foram adquiridos na empresa Sigma Aldrich, com pureza superior a
99%.

3.7 Andlise de citotoxicidade

As andlises da citotoxicidade foram realizadas com todos os extratos obtidos
por extracdo com Soxhlet e com fluidos pressurizados, segundo metodologia de
Dias (1999) e Siqueira (2003). A observacdo se deu no Laboratério de Inovacgéo
Tecnoldgica no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos — UEM, para todas as
amostras de extratos de semente de cumaru obtidas via supercritica e uma por
extracdo com solvente organico (etanol).

O efeito citotoxico das amostras sobre células VERO foi determinado com a
utilizacdo de um inéculo inicial de 2,5x10° células mL™ em DMEM, acrescidos de
10% de SFB (soro fetal bovino) e 50ug mL™ de gentamicina. Os ensaios foram
realizados em placas de 96 pocos estéreis, com incubagcdo em 37°C e tensao de 5%
de CO,, durante 24 horas, para a formagdo de uma microcamada de células. Apos
este tempo foram adicionadas diferentes concentracdes das amostras. Foi realizado
controle de células, ou seja, sem adicdo das amostras. A microplaca foi incubada
por 72 horas e, ap0s esse periodo, o0 meio dos pocos foi removido e as células
lavadas com 100 L de PBS (tampéo fosfato de salina). Em seguida, foi adicionado
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrasélio) na concentracdo de 2mg mL™. A
placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37°C protegida da luz. Na sequéncia, foi
adicionado 150 pL por poco de DMSO. A absorbancia foi determinada em leitor de
microplaca (BIO-TEK Power Wave XS), a 570nm. A concentragcdo 50% citotdxica

(CCsxp) foi avaliada por analise de regressao linear.

3.8Concentracao Inibitéria Minima

3.8.1 Atividade Contra Fungos Leveduriformes

Os ensaios de Concentracédo Inibitéria Minima foram realizados no Laboratorio
de Inovacédo Tecnologica no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos — UEM,
para todas as amostras de extratos de semente de cumaru obtidas via supercritica e

uma por extracdo com solvente organico (etanol).
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Para todos os testes de atividades fungicidas dos extratos de Dipteryx odorata
foram determinadas as Concentra¢des Inibitérias Minimas (CIMs), por meio da
metodologia de microdiluicio em caldo, segundo o documento M27-A2 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007 - 2009).

Os extratos foram diluidos em dimetilsulfoxido (AMRESCO, 99,9% de pureza),
seguido de diluicado seriada com caldo Sauboraud. As concentracdes testadas foram
de 1000 pg/mL a 1 pg/mL.

Para o preparo do indculo, uma cultura de 48 horas das leveduras crescidas
em caldo Sauboraud foi suspensa em solucdo salina estéril e a concentracédo
padronizada a 10® UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias), por meio do uso da
escala de McFarland. Foi realizada uma diluicdo de 1:10 em tubo Eppendorf e
obteve-se uma suspenséo de 10’ UFC/mL. O teste se deu em microplacas de 96
pocos (TPP), com caldo Sauboraud, onde os extratos foram testados com as
suspensdes com leveduras e incubadas a 37°C por 48 h.

Para os testes foram utilizadas cepas de Candida tropicalis (ATCC 28707),
Céandida albicans (ATCC 10231) e Candida parapsilosis (ATCC 22019).

3.8.2 Atividade Antibacteriana

As andlises da atividade antibacteriana foram realizadas com os extratos
obtidos por extracdo supercritica, além do extrato obtido com o etanol por Soxhlet,
de acordo com a metodologia que segue.

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram testadas as cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacilus
subtilis (ATCC 6633) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Para o preparo do inoculo, uma cultura de 24 horas das bactérias crescidas em
caldo Mueller-Hinton foi suspensa em solugdo salina estéril, e a concentragédo
padronizada a 102 UFC mL™ (Unidades Formadoras de Colonias), com a utilizacao
da escala de McFarland. Foi realizada uma diluicdo de 1:10 em tubo Eppendorf e
obteve-se uma suspensdo de 10’ UFC/mL. O teste se deu em microplacas de 96
pocos TPP com caldo Mueller-Hinton, onde os extratos foram testados com as

suspensdes com leveduras e incubadas a 37°C por 24 h.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
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A concentracdo inibitéria minima (CIM) de todos os extratos vegetais foi
determinada por meio da técnica de micro-diluicho em caldo Mueller-Hinton,
conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007
- 2009).

Os extratos foram diluidos em dimetilsulfoxido (AMRESCO, 99,9% de pureza),
seguido de diluicdo seriada com caldo Muller-Hinton. As concentracdes testadas
foram de 1000 pg mL™* a 1 pg mL™.

A CIM foi definida como a menor concentracdo dos extratos em gue 0S micro-

organismos testados ndo demonstram crescimento visivel.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados para as transices de fases do
sistema CO,(1) + Cumarina(2).

Inicialmente s&do apresentados dados do comportamento de fases para
validacdo experimental, realizados em trabalhos anteriores por Favareto et al.(2010)
na reproducao dos dados experimentais de solubilidade do sistema binario {CO,(1) +
naftaleno(2)}, reportados na literatura.

Logo apds, sdo apresentados os resultados de rendimento em termos de
massa obtidos na extracdo via Soxhlet e tecnologia supercritica a partir da semente
de cumaru, seguido pelas analises termogravimétricas e cromatograficas e a
discussdo a respeito da seletividade da cumarina em relacdo as condicbes de
extracdo e analise do perfil de acidos graxos.

O capitulo é finalizado com os resultados das analises de citotoxicidade e

Concentracdo Inibitéria Minima realizadas com os extratos obtidos nas extracoes.

4.1. Validacdo do Aparato Instrumental Utilizado nos Experimentos de
Comportamento de Fases

O aparato utilizado neste trabalho e em outros trabalhos do nosso grupo foi
anteriormente validado por meio de medi¢cdo de dados de equilibrio de fases do
sistema COy(1) + naftaleno(2), e comparado com dados ja existentes na literatura.
Estes dados séo apresentados na Tabela 5, em funcdo de composi¢cdo molar, onde
Xz representa a fracdo molar de naftaleno, e P a pressao em bar. Os experimentos

foram realizados na temperatura de 55°C.

Tabela 5: Dados experimentais para medidas de transi¢cdes de fases do tipo SF para
o sistema CO,(1) + Naftaleno(2) obtidos por Favareto (2010).

X2 P (bar)

T =55°C

0.0052 110,0+ 2,0
0.0105 122,0+£ 2,0
0.0178 135,0+£ 2,0
0.0215 136,0+£ 2,0
0.0252 143,0+£ 2,0

0.0291 1470+ 2,0




36

Na Figura 6, os dados de comportamento de fases do sistema {CO»(1) +
naftaleno(2)} sdo apresentados em um gréfico pressdo x composicédo, comparados
com dados existentes na literatura.

24
22 1
20 1 °
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16 1 o L]
141 P '[Pﬂ%m
12 - HeH

101 ®

p/MPa
»
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Figura 6 Diagrama pressdo X composicado para o sistema {CO»(1) + Naftaleno(2)}
sob condi¢des de equilibrio sélido-vapor a 328 K (B Nosso grupo de pesquisa-
(FAVARETO et al.,, 2010)); & (MCHUGH; PAULAITIS, 1980); © (CHANG;
MORRELL, 1985); O (ZUNIGA-MORENO; GALICIA-LUNA; CAMACHO-CAMACHO,
2005) e sistema {CO,(1) + bifenil(2)} sob condicbes de equilibrio sdlido - vapor a 328
K (# Nosso grupo de pesquisa -FAVARETO et al. (2010)); # (MCHUGH:;
PAULAITIS, 1980).

O gréfico demonstra que a validacdo do aparato obteve resultados
satisfatorios, ou seja, houve reprodutibilidade dos dados prolatados na literatura.
Com isso, conclui-se que a unidade experimental estd apta para conducdo de

experimentos de obtencdo de dados de equilibrio de fases a altas pressées.

4.2 Dados de Equilibrio de Fases do Sistema {CO,(1) + Cumarina(2)}

O comportamento de fases do sistema {CO,(1) + Cumarina(2)} foi estudado
nas isotermas 25, 35, 45, 55 e 65°C e isopletas 2x103, 3x1073, 4x1073, 5x107 e 6x10°
%, O limite superior das fracdes molares em termos de cumarina foi 6x107, devido a

insolubilidade de concentragcfes superiores de soluto, mesmo a pressdes proximas a
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do limite do aparato (300 bar). Na Tabela 6 estdo dispostos todos os dados de

transicéo de fases observados, dispostos em isotermas.

Tabela 6: Dados Experimentais de Transicdo de Fases para o do sistema {CO,(1) +

Cumarina(2)}.
Desvio | Tipo de Desvio | Tipo de

X2 P®an | padrao Tansigéo X2 P®an | bagrao Tr:msigéo

T=25°C T=45°C

0,002 64,033 0,15 LV 0,002 81,85 0,55 FF

0,003 78,15 1,08 SF 0,003 108,57 | 0,32 FF

0,003 60,06 0,31 SLV 0,004 136,58 | 1,53 FF

0,004 92,34 0,66 SF 0,0045 | 148,07 | 0,07 FF

0,004 58,80 0,42 SLV 0,005 154,66 | 1,18 FF

0,0045 | 100,93 1,03 SF 0,0055 | 162,25 | 0,13 FF

0,0045 | 58,78 0,13 SLV 0,006 170,05 | 0,71 FF

0,005 108,57 0,61 SF

0,005 59,76 0,23 SLV T=55°C

0,0055 | 60,46 0,47 SLV

0,006 119,62 0,52 SF 0,002 100,96 | 1,66 FF

0,006 60,8 1,06 SLV 0,003 139,34 | 1,90 FF
0,004 152,24 | 0,35 FF

T=35°C 0,0045 | 159,24 | 1,75 FF

0,002 76,23 0,25 FF 0,005 167,27 | 0,38 FF

0,003 88,73 0,93 SF 0,0055 | 173,64 | 2,05 FF

0,003 83,60 0,30 SFF 0,006 179,19 | 0,34 FF

0,004 116,0 0,02 SF

0,004 100,0 0,99 SFF T=65°C

0,0045 | 129,1 1,15 SF 0,002 112,46 | 1,12 FF

0,0045 | 105,24 1,80 SFF 0,003 155,36 | 1,05 FF

0,005 134,03 0,15 SF 0,004 180,06 | 2,74 FF

0,005 115,04 0,08 SFF 0,0045 | 183,9 0,17 FF

0,0055 | 135,59 0,58 SF 0,005 188,66 | 1,08 FF

0,0055 | 121,88 2,20 SFF 0,0055 | 194,59 | 0,21 FF

0,006 140,13 0,99 SF 0,006 198,66 | 0,57 FF

0,006 71,0 0,50 SLV

Onde:

LV: Transic¢do de fases do tipo liquido-vapor;

SF: Transi¢ao de fases do tipo solido-fluido;

SLV: Transicéo de fases do tipo solido-liquido-vapor;

FF: Transicao de fases do tipo fluido-fluido;

SF: Transicéo de fases do tipo soélido-fluido;

SFF: Transicao de fases do tipo solido-fluido-fluido;
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Ao conduzir o experimento a 25°C na menor concentracéo de sélido (2x107%), o
sistema foi totalmente solubilizado com a elevacao da pressédo. Apos diminuicdo da
pressdo do sistema foi observada a transicdo de vaporizacdo do CO,, sendo
rotulada como LV. Contudo, nas demais concentracdes para a mesma temperatura,
cristais pontiagudos caracterizaram a formacgdo da fase sdlida, o que resultou na
transicdo SF, onde a janela de safira mostrou-se limpida e os sélidos bem
marcados. Além dessas transicdes, observou-se também o ponto trifasico SFF nas
isopletas entre 3x10-3 e 6x1073,

Para a isoterma de 35°C observou-se a transi¢ao solido-fluido SF, no entanto,
a precipitacdo de sélidos ocorreu de maneira diferente: eles se formaram como
flocos aderidos a janela e se apresentaram em um sistema com aspecto turvo. Apos
formacao desses sdlidos e diminuicdo progressiva da pressdo houve a formacéo de
goticulas de cumarina fundidas na janela, com uma coloracdo amarela, o qual
caracterizou a formacdo de uma terceira fase, rotulada como SFF. As transicdes
trifasicas SFF ndo ocorreram na concentragéo 6x107>.

Em sistemas pressurizados, a temperatura de fusdo do solido tende a diminuir.
Assim, a cumarina, que possui temperatura de fusdo préxima a 70°C, apresentou-se
na forma fluida a 45°C. Em temperaturas iguais ou superiores a 45°C houve a
formacdo de goticulas na janela, que posteriormente se acumularam. Caracterizou-
se assim a transicao do tipo FF.

Um fato particular foi observado para os experimentos de transi¢cao de fases na
isoterma de 25°C. Para essa isoterma foram encontradas duas pressbes de
transicéo de fases distintas: ao iniciar o experimento da menor (25°C) para a maior
temperatura (70°C) e ao iniciar o experimento da maior (70°C) para a menor
temperatura (25°C). Para o primeiro caso (na ordem crescente da temperatura), as
pressdes de transicdo de fases foram significativamente superiores as transicdes de
fases obtidas no segundo caso (na ordem decrescente da temperatura). Observou-
se ainda que quanto maior a fracdo molar, mais perceptivel se tornava este efeito.
Este fato pode ser explicado, novamente, pela diminuicdo da temperatura de fusao
da cumarina com o aumento da pressdo. Desta maneira, a cumarina € solubilizada

de forma mais efetiva pelo CO,. No entanto, em temperaturas menores, a mistura se
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torna aparentemente homogénea, mas ndo se estabiliza suficientemente. Além
disso, é nitida a mudanca no tamanho das particulas da cumarina com a elevagéo
da temperatura.

Na maioria dos tipos de transicdo de fases ha interferéncia da fracdo molar e
da temperatura na obtencéo das pressdes de transicdo de fases, pois a medida que
a fracdo molar de cumarina no sistema é elevada e se mantém a mesma
temperatura, a pressao necessaria para obtencdo de uma mistura homogénea €,
consequentemente, maior.

Este efeito € igualmente notado em relagdo a temperatura: se tomarmos uma
isopleta, verificamos que o aumento da temperatura do sistema acarretard na
elevacdo da pressao para obtencdo de uma mistura homogénea. Estas observacoes

podem ser notadas com clareza na Figura 7, referente ao diagrama de fases do

sistema.
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*
*
180 4 * * % A @® 65°C FF
* <7 55°C FF
160 - N . * . A 4 A A 45°C FF
] A O 35°C SF
8 109 * 4 o o ©° ] & 35°C SFF
o o
% 10 o L O 25°C SF
i ] * . © M @® 35°C SLV
“ 0] o« o ¢ | B 25°C SLV
2 o ¥ 25°C LV
B4 3 D 1 ® 35°C FF
[ ]
o4 " " = s = = =
O.OIOZ I 0.603 I 0.(;04 I O.OIOS I O.OIOG
X Cumarina

Figura 7: Diagrama de fases P-x para o sistema {CO,(1) + Cumarina(2)}

O sistema apresentou transicoes de fases bastante diversificadas ao alterar as
condicdes dos experimentos. Na Figura 8 é possivel observar os varios estagios do
sistema, do inicio ao fim da conducdo do estudo de comportamento de fases da

cumarina em diéxido de carbono.



Figura 8: Célula de Equilibrio em diversas etapas do experimento.

Sendo:

40
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: Célula com cumarina sendo alimentada com CO, - todas as temperaturas;
: Pressurizacdo da célula, com COja liquefeito - todas as temperaturas;

: Mistura completamente homogénea - todas as temperaturas;

: Mistura heterogénea solido-fluido a 25°C;

: Mistura heterogénea solido-fluido a 35°C;

Mistura heterogénea fluido-fluido a 45°C;

@ Mmoo o >

: Mistura heterogénea fluido-fluido a 45°C, ap6s acumulo da cumarina fluida.

A estimativa dos parametros do modelo (ECE-PR) foi obtida a partir dos dados
experimentais de equilibrio SF para as temperaturas 25°C e 35°C. O diagrama de

fases do tipo pressdo x composi¢ao esta disposto na Figura 9.
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Figura 9: Diagrama P-x do sistema {CO2 (1) + Cumarina (2)} de medidas de
transicéo do tipo SF.

Verifica-se a partir deste diagrama que o modelo ECE-PR foi capaz de prever

adequadamente o comportamento de equilibrio SF.
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4.3Extracdes por Soxhlet e solventes pressurizados

A partir das extracdes por Soxhlet, com os solventes organicos etanol e
hexano, o extrato obtido apresentou coloracdo amarela, devido a possivel presenca
de maiores teores de subprodutos. Ja na extracdo que utilizou fluidos pressurizados,
0 extrato se apresentava na forma sélida, de coloragdo branca com uma pequena
quantidade liqguida em algumas condigcdes de extracdo. E possivel ver as
caracteristicas dessas amostras na Figura 10.

Figura 10: Extratos a partir da semente de Cumaru - A - Extragcdo via solvente
organico; B - Extracao via fluido pressurizado.

Os rendimentos foram calculados em termos de porcentagem de massa
extraida em relacdo a massa de semente seca utilizada, dispostos na Tabela 7. As
siglas das amostras sdo referentes as condicbes de extracdo, conforme descrito

anteriormente na Tabela 2.

Tabela 7: Rendimento em termos de massa de extrato total.

Exp Amostra Rendimento da Extracao (%) Desvio Padrédo

1 E123 4,61 0,19
2 E231 3,19 0,04
3 E312 2,14 0,07
4 Al111 3,76 0,23
5 A222 3,64 0,27
6 A333 4,28 0,25
7 D132 5,29 0,24
8 D213 2,89 0,24
9 D321 2,60 0,01
10 S _etanol 46,50 0,30

11 S_hexano 19,13 0,87
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Ao observar os resultados descritos na Tabela 7 nota-se que as extragdes por
Soxhlet resultaram em rendimentos superiores as SFE em termos de massa,
principalmente por meio da utilizacdo de alcool etilico com um rendimento de 46,6%.
Enquanto isso, as extracdes com dioxido de carbono obtiveram um rendimento entre
2,14% e 5,29%. Este comportamento esta relacionado a diversos fatores, como o
tempo de extracdo superior e a recirculacdo e a polaridade do solvente (BENELLI et
al., 2010; GONCALVES et al.,, 2013). No entanto, devem ser feitas as analises
gualitativas e quantitativas das amostras, visto que o componente de interesse é a
cumarina, sendo que a extragcdo com solventes organicos pode apresentar grandes
quantidades de subprodutos, como abordado na literatura anteriormente.

Com relacao as extracdes que utilizaram fluidos pressurizados, a condicdo que
obteve o maior rendimento foi a de maior pressédo (220 bar), menor temperatura
(60°C) e 3% de diclorometano. Este comportamento € devido a influéncia da
densidade do CO;, em seu poder de dissolucdo, sendo proporcional a pressao com
temperatura constante e inversamente proporcional a temperatura quando a pressao
€ constante, principalmente em areas préximas do ponto critico (KING; BOTT, 1993).
A densidade também reflete em uma maior forca de arraste, a qual extrai todos os
tipos de compostos presentes na amostra, inclusive produtos indesejaveis.

Os resultados obtidos em termos de extrato total mostram também a influéncia
do co-solvente, visto que ao utilizar etanol e acetato de etila os rendimentos
aumentaram na proporcdo do uso de uma maior quantidade de co-solvente. Esse
fato ndo foi notado ao utilizar diclorometano, visto que a pressao influenciou
fortemente e resultou em rendimento superior ao utilizar a condigdo D132.

O planejamento experimental, método de Taguchi, consiste em um arranjo
incompleto, ndo sendo realizadas todas as combinagfes de niveis de variaveis
possiveis. As condicbes sdo avaliadas estatisticamente e, com isso, possibilitam
prever os resultados da combinagcdo das variaveis mais significativas. Esta analise
foi realizada a partir do software Statistica, com o0s rendimentos obtidos a partir de
cada condicdo de extracdo. Na Tabela 8 estdo dispostas as condi¢cdes o6timas

apontadas pelo software e o tamanho do efeito para cada variavel.
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Tabela 8: Condi¢cdes 6timas de extracdo em termos de extrato total.

Fator Nivel girg?gi?g
Tipo de co-solvente Acetato de Etila 0,259
Temperatura (°C) 60 0,853
Pressao (bar) 220 0,583
Co-solvente (%) 5 0,291

Rendimento Estimado 5,233

A partir do tamanho do efeito é possivel perceber que a varidvel de maior
significancia foi a temperatura e a de menor significancia foi o tipo de co-solvente
utilizado. A combinacdo das variaveis 6timas é confirmada com a visualizacdo do

gréfico na Figura 11.

4.2 T T T T T

4.0

T T T T T T T
3.8 4 4
3.6 4
3.4 4 B
3.2 4 4
3.0 4 4
2.8 A 4

2.6 B

Massa de extrato / semente (%)

2.4 T T T T T T T T T T T T
Ac Etila EtOH DCM 60 70 80 180 200 220 1 3 5

Tipo de co-solvente Temperatura (°C) Presséo (bar) Co-solvente (%)

Figura 11: Condic¢des otimas de extragcdo em termos de massa de extrato.

Este grafico mostra os efeitos das variaveis. A partir da Analise de Variancia
(ANOVA) é possivel perceber que todas as variaveis escolhidas sao influentes no
rendimento da extracao (p<0,05), embora o tipo de co-solvente utilizado, seguido da
pressdo, mostraram maior significancia onde a condicdo mais impactante para maior
teor de extrato € a maior concentracdo de acetato de etila. Dentre os co-solventes
utilizados, o acetato de etila apresenta a menor constante dielétrica.
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4.4Modelagem Matematica do Processo de Extracdo Supercritica

A cinética da extracado de compostos bioativos a partir da semente de Dipteryx
odorata foi representada pelo modelo de Sovova, conforme metodologia descrita no
Capitulo 3.5. As curvas experimentais e calculadas para todas as condi¢ces

experimentais sdo apresentadas nas Figuras 12, 13 e 14.
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Figura 12: Gréafico que representa os modelos mateméaticos para as diferentes
curvas cinéticas experimentais de extracdo de compostos bioativos da semente de
cumaru, por meio da utilizacdo do CO2 supercritico com adi¢cdo de acetato de etila
como co-solvente (a: 220 bar e 80°C, B: 180 bar e 60°C; ®: 200 bar e 70°C.
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Figura 13: Gréafico o qual representa os modelos mateméaticos para as diferentes
curvas cinéticas experimentais de extracdo de compostos bioativos da semente de
cumaru, com a utilizacdo de CO2 supercritico e a adicdo de diclorometano como co-
solvente (¢: 220 bar e 60°C; *: 200 bar e 80°C; ©: 180 bar e 70°C).



46

Massa de extrato (g)
o = I N N N
oo N o o S ©
L N L L L
(@)

o
~
1

0.0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 14: Gréfico o qual demonstra os modelos matematicos para as diferentes
curvas cinéticas experimentais de extracdo de compostos bioativos da semente de
cumaru, com a utilizacdo de CO2 supercritico e a adigcdo de etanol como co-solvente
(77: 180 bar e 80°C; O: 220 bar e 70°C; /: 200 bar e 60°C).

A partir das Figuras 12, 13 e 14 é possivel verificar a adequacédo do modelo de
Sovova ao representar a cinética de extracao sob altas pressfes e com a utilizacao
de CO; e varios co-solventes.

Na Tabela 9 séo apresentados o valor de parametro adimensional relacionado
a transferéncia de massa na superficie do sélido (Z), o parametro adimensional
relacionado a transferéncia de massa no interior do sélido (W), o tempo em que se
esgota o soluto presente na superficie das células na parte inicial do leito (tcer) € 0
tempo em que se esgota o soluto presente na superficie das células na parte final do
leito (trer) para cada condicdo de extracdo utilizando fluidos pressurizados, para a
simulag&o das curvas cinéticas de extracao.

Para avaliar o modelo testado foram analisados os indices da fungéo objetivo,
o coeficiente de correlacdo (R?) e o erro meédio absoluto (ADD), também
apresentados na Tabela 9 e calculados de acordo com as Equacdes (29) e (30),
respectivamente.

Os valores apresentados para o coeficiente de correlacdo variaram entre
0,9957 e 0,9995, valores muito proximos a 1, os quais indicam que o modelo foi
satisfatorio ao representar a cinética de extracdo (NIMET et al., 2011,
PEDERSSETTI et al., 2011; REBOLLEDA et al., 2013). Os parametros com melhor
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ajuste foram obtidos para a amostra com as condi¢cbes de extracao: 1% de etanol,
70°C e 220 bar (E231).

Tabela 9: Valores dos parametros calculados para o0 modelo Sovova.

~ Sb tcer trer Funcao ) ADD
Extracao Z W R
(9/9) (min) (min) objetivo (%)
Al111 4,488 0,406 0,681 0,0169 12,467 77,378 7,744E-4 00,9993 1,021
A222 3,497 0,357 0,681 0,0184 15,291 75,945 0,00262  0,9973 2,030
A333 2,581 0,725 0,681 0,0181 21,833 91,241 0,00542  0,9967 3,047
D321 2,705 0,236 0,681 0,0103 39,369 162,36 0,00112 0,9983 2,555
D132 2,792 2,691 0,681 0,059 19,482 95,708 0,01248 0,9957 3,409
D213 85,654 1,688 0,681 0,0081 1,522 185,866 0,02269 0,9774 6,343
E312 9,936 0,112 0,681 0,0077 15,686 187,891 0,00105 0,9980 2,800
E123 6,819 1543 0,681 0,0125 10,531 109,408 0,00188 0,9992 1,617
E231 4,476 0,389 0,681 0,0096 21,619 140,896 5,767E-4 0,9995 1,306

Baseado nos parametros calculados pelo modelo de Sovova (apresentados na
Tabela 9), € possivel calcular os coeficientes de transferéncia de massa
intraparticula (Ks) e no filme externo (Kf). Estes parametros foram calculados para a
condicdo de extragdo com melhor ajuste dos parametros (amostra E231) e, com
isso, obteve-se os valores Kf 1,36x10°" (m/s) e Ks 1,12x10 (m/s). Valores de Kf
entre 1,75 e 6,06x10” foram descritos para o 6leo semente de primula e 1,98x10™’
para o 6leo de candeia, obtidos via CO, supercritico (BOTT, 1993; RIBAS et al.,
2014).

No célculo do coeficiente de difusdo (CD), ao considerar o perfil de
concentracdo parabdlico para uma particula esférica, foi utilizada a seguinte
expressao, sendo Rp o raio da particula:

_Ks+*Rp

5

O coeficiente de difusdo para a condicdo de extracdo E231 foi 6,64x10™3, o

CcD

qual esta compativel aos valores na literatura (RIBAS et al., 2014).
A extragcdo de 3% de acetato de etila, 70°C e 200 bar obteve maior solubilidade
(0,0184 g de extrato/g de solvente). O valor do erro absoluto corresponde a soma

dos erros relativos e foi aceitavel nesta modelagem, pois variou entre 1,0% e 6,34%.
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4.5 Analise Termogravimétrica (TG)

Foram realizadas analises termogravimétricas a fim de verificar as faixas de
temperatura de degradacéo e de estabilidade dos extratos obtidos, bem como da
cumarina padréo e do 6leo de soja. Os dados obtidos estéo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10: Porcentagens de degradacao da amostra na primeira e segunda zona de
decaimento de massa obtidos por analise termogravimétrica (TG).

Primeira zona de decaimento Segunda zona de decaimento

Amostra Tinicial Tfinal % de massa T inicial Tfinal % de massa

(°C) (°C) degradada (°C) (°C) degradada
E123 116,8 200,4 67,8% 339,0 406,0 18,2%
E231 115,6 195,6 60,2% 341,7 410,2 23,8%
E312 109,6 1955 77,6% 332,6 370,8  3,2%
All1l 99,4 198,7 71,4% 292,0 3959 19,0%
A222 99,6 198,1 45,5% 316,4 418,6 43,2%
A333 109,3 199,0 28,8% 327,4 424,1 49,3%
D132 118,6 201,0 52,8% 343,2 431,4 33,0%
D213 119,9 200,4 69,7% 342,3 400,8 13,3%
D321 117,0 204,6 72,6% 342,3 403,6 10,9%
S-etanol 109,7 197,7 5,0% 322,2 4456  87,5%
S-hexano 111,4 1941 15,1% 336,2 437,0 77,4%
Oleo de Soja - - - 291,5 4455  96,2%
Cumarina 91,1 202,0 98,2% - - -

Os dados obtidos apresentam a faixa de degradacdo da cumarina, que se
encontra entre 91°C e 202°C, e do ¢6leo de soja (triglicerideos) entre 290°C e 450°C.
Estes valores indicam que as temperaturas até 90°C nao possuem relevantes
degradacgbes das substancias de interesse. Portanto, as temperaturas utilizadas nas
extracdes foram seguras.

De acordo com a analise termogravimétrica da cumarina e do 6leo de soja, a
primeira zona de decaimento de massa das amostras € referente, principalmente, a

degradacdo da cumarina, e a segunda zona de decaimento € referente a

degradacéo de triglicerideos. Assim, nota-se que a amostra que apresenta maior
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concentracdo de cumarina em relacdo a concentracdo de triglicerideos é a E123,
visto que a primeira zona de decaimento € muito superior & segunda. J& a amostra
S-etanol apresenta a menor perda na primeira zona de decaimento, e isso indica
que esta amostra apresentou menor concentragdo de cumarina em relagdo a
concentracdo de triglicerideos. Estes dois casos podem ser confirmados na Figura
15.
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Figura 15: Analise Termogravimétrica Cumarina Padrao, Oleo de Soja e Amostras
E312 e S_Etanol. (= =Oleo de Soja; — S_Etanol; —.E312; .....Padrdo de
cumarina).

Além da degradacdo dos componentes majoritarios, ha a degradacao de outras
substancias, como os &acidos graxos livres. Dentre eles, o acido oleico, que
apresenta temperatura de degradacio entre 210°C e 220°C (CAYLI; KUSEFOGLU,
2008) e queda de massa proxima a zona de decaimento da cumarina. Neste sentido,
ha também outras zonas de degradacao, embora a quantidade seja inferior, e isso
faz com que este método ndo seja definitivamente qualitativo e quantitativo, mas
apenas forneca informac¢des complementares importantes.

Os demais graficos obtidos pela analise termogravimétrica encontram-se no

Anexo | deste trabalho e, assim como o grafico anterior, sugerem que as extracdes
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via fluido pressurizado obtiveram amostras mais ricas em cumarina, visto que
apresentam a primeira zona de decaimento (referente & cumarina) superior a
segunda zona de decaimento (referente aos triglicerideos).

Ja a amostra obtida via Soxhlet com a utilizacdo de hexano como solvente
apresentou a segunda zona de decaimento superior a primeira, sendo assim,
provavelmente apresente uma menor concentragdo de cumarina em relacdo aos

triglicerideos.

4.6 Teores de Cumarina analisados por meio de Cromatografia Liquida

As areas dos picos do padrdo de cumarina foram utilizadas na construcao da
curva de calibrac&o disposta na Figura 16.
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Figura 16: Curva de calibragdo da Cumarina.

O coeficiente de determinacdo (R2) mostra bom ajuste da equacado da reta em
relacdo aos pontos referentes as areas dos picos da cumarina, pela qual é possivel
finalmente calcular a concentracdo da mesma nas amostras. Os valores calculados
estédo dispostos na Tabela 11.

A condicdo mais seletiva em relagdo a cumarina mediante ao extrato obtido se
deu ao utilizar menor pressao (180 bar), maior temperatura (80°C) e 3% de etanol
como co-solvente. Porém, também apresentou o menor rendimento em termos de
extrato total: 2,14% da matriz solida, conforme a Tabela 7, devido a menor extracao
de subprodutos. A utilizacdo de menor pressdo aumenta a seletividade do composto

alvo, visto que o aumento da densidade pode aumentar a solubilidade de
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componentes secundarios (LEMOS et al., 2012). Ao utilizar 3% de etanol como co-

solvente foi possivel notar o aumento da solubilidade da cumarina.

Tabela 11: Concentracdo de cumarina nas Extracbes por fluido pressurizado e
Soxhlet.

Amostra Cumarina/ extrato Cumarina/ semente
(9/100g) (9/100g)
E123 11,55 0.55
E231 8,17 0,26
E312 20,92 0,44
Alll 7,19 0,26
A222 5,27 0,12
A333 2,07 0,09
D132 3,96 0,20
D213 11,75 0.36
D321 13,10 0.34
S_etanol 0,51 0,30
S_hexano 1,43 0,35

Por outro lado, a utilizacdo de maior quantidade de co-solvente (5%) pode
resultar em um maior arraste do componente alvo, como aconteceu na condi¢cao
E123, a qual obteve maior quantidade de cumarina em relacdo a quantidade de
semente utilizada para a extracdo. No entanto, resultou também no arraste de outros
componentes, o que diminuiu a seletividade da cumarina no extrato total. Isso
justifica um rendimento elevado em termos de extrato total igual a 4,61% da matriz
solida.

Os teores de cumarina obtidos nas extracdes com fluidos pressurizados foram
analisados estatisticamente. Por sua vez, os niveis das extragfes definidos como
Otimos para obterem melhor recuperacdo de cumarina foram: 60°C, 180 bar e 5% de
etanol, com concentracdo estimada a partir do software Statistica de 0,56g de
cumarina em 100g de semente.

A variavel que apresentou maior significancia foi devido ao tipo de co-solvente
utilizado, seguida da pressado. As variaveis temperatura e quantidade de co-solvente
apresentaram influéncia inferior, mas também foram significativas.

As analises por cromatografia liquida confirmam as hipdteses levantadas nas

analises termogravimétricas em relacéo a seletividade da cumarina em comparacao
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aos subprodutos extraidos, sendo a amostra E312 mais seletiva que o componente
alvo e a S-etanol menos seletiva.

As extracdes de cumarina realizadas por Oliveira et al. (2013) por meio da
utilizacdo de dioxido de carbono supercritico a partir de duas espécies da folha de
guaco apresentaram resultados inferiores aos obtidos neste trabalho. A espécie
Mikania laevigata obteve menor concentracéo de cumarina igual a 0,10 (g x 100 g
ao utilizar como variaveis na extracdo a temperatura de 45°C e a pressao de 83 bar,
e a maior concentracdo igual a 0,41 (g x 100 g*), no uso de 55°C e 240 bar. Ja as
extracOes a partir da espécie Mikania glomerata apresentaram valores de cumarina
ainda menores, sendo a concentracdo inferior/igual a 4,41x10° (g x 100 g) ao
utilizar condicBes de extracdo com temperatura de 55°C e pressado de 110 bar, e
maior concentracdo igual a 2,10x10™ (g x 100 g™) sob temperatura também de 55°C
e pressao igual a 240 bar. Todas as extragbes foram conduzidas durante duas
horas. Esta diferenca entre os resultados pode estar relacionada aos tipos das

espécies e também as condi¢Bes escolhidas para conducdo dos experimentos.

4.7 Perfil de Acidos Graxos Livres

Na Tabela 12 esta disposta a determinacédo do perfil de &cidos graxos livres
para cada amostra obtida via didxido de carbono supercritico com adicdo de co-
solventes, e via Soxhlet com a utilizacdo de solventes organicos.

Os resultados demonstram que a partir das extragdes com o uso de didxido de
carbono podem-se obter resultados com maiores numeros de compostos livres de

glicerol.

Tabela 12: Normalizag&o dos acidos graxos livres.

(Ao/f);dos E123 E231 E312 Alll A222 A333 D132 D213 D321 Setanol S hexano
Laurico n.d. nd. nd nd n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Miristico ol 02 03 01 03 03 02 02 02 0,0 03
Palmitoleico n.d. nd. nd. nd n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Palmitico 11,1 121 134 121 12,7 121 11,8 11,9 126 115 12,3
Linoleico 205 223 230 221 228 228 218 223 225 208 21,0
Oleico 617 57,9 546 582 557 560 586 583 568 598 58,8

Esteérico 6,6 75 87 7,5 8,5 8,9 7,7 7,4 7.9 7,9 7,6
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Acidez Total 3,4 55 12,3 3,7 4,9 6,3 5,7 3,8 4,3 2,6 1,4
(9/1009 de exlrato)

Os altos teores de acidos graxos monoinsaturados trazem beneficios a saude,
principalmente o &cido oleico (6mega 9), que prevaleceu em todas as condi¢des de
extragdo a partir da semente de cumaru. Em seguida aparece o &cido linoleico
(bmega 6), que €é poliinsaturado e desejavel em concentracbes menores que dos
acidos monoinsaturados (GODOY; OLIVEIRA; CARVALHO, 2005).

A amostra que apresentou maior acidez foi a E312, com 12,3%, seguida da
amostra A333, com 6,3% de acidez. Ambas foram extraidas com elevada
temperatura, a qual mostrou que esta variavel apresenta influéncia em relacdo a
obtencéo de extratos com maior acidez, devido a quebra da ligacdo entre o glicerol e
0 acido graxo.

A decomposicdo dos glicerideos € acelerada por aqguecimento e pela luz,
sendo a rancidez quase sempre acompanhada pela formacdo de acidos graxos
livres. Desta forma, os Oleos vegetais que apresentam um elevado teor de acidos
graxos livres séo considerados ran¢cos. De acordo com Ajayi et al. (2006), o limite
maximo desejavel de acidos graxos livres presente em Oleo é de 5%. Algumas
amostras apresentam concentracdo além de 5%, como é o caso da E312, A333,
D132 e E231, que devem ser armazenadas por um tempo inferior e com maiores
atencdes. Outros extratos apresentaram niveis de AGL abaixo deste percentual, os
quais indicam que os 6leos poderiam ser armazenados por um longo tempo sem

deterioracdo via rango oxidativo.

4.8 Perfil de Acidos Graxos Totais

Todas as amostras obtidas por extragdo convencional e em altas pressdes
foram analisadas por meio de cromatégrafo gasoso com detector de ionizagcdo de
chamas, conforme metodologia descrita no capitulo 3.6.4.

O cromatograma da Amostra A111 esta representado na Figura 17, juntamente
com os padrdes. Os demais cromatogramas sao similares a estes, visto que nao ha
grande diferenca na apresentacdo dos acidos graxos totais para cada condicédo de

extracao.
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A partir da andlise deste perfil cromatégrafico é possivel perceber que o0s

compostos majoritarios estéo representados pelos picos 4, 6 e 8.
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Figura 17: Cromatograma expandido de ésteres metilicos.

A partir da Tabela 13 é possivel identificar os acidos graxos em forma de

ésteres metilicos contidos no perfil cromatografico da Figura 17.

Tabela 13: Padrdes utilizados na quantificacdo de ésteres metilicos via GC-FID.

Picos TR (min) Esteres metilicos
1 2.992 Laurato de metila
2 4.107 Miristato de metila
3 5.564 Palmitato de metila
4 6.514 Heptadecanoato de Metila
5 7.538 (Pgstearato de Metila
6 7.807 Oleato de Metila
7 8.156 Elaidato de Metila
8 8.356 Linoleato de Metila
9 8.673 Linolelaidato de Metila
10 9.139 Linolenato de Metila
11 9.886 Araquidato de Metila
12 12.92 Behenato de Metila
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Por meio do Tempo de Retencdo (TR) foi possivel identificar os ésteres
contidos na amostra.

Diferente dos acidos graxos livres, as condicbes de extracdo (temperatura,
pressdo, solvente organico e quantidade de solvente organico) ndo sdo muito
influentes na extracdo de acidos graxos totais, 0 que resulta em teores aproximados
em todas as extragOes realizadas. Este fato foi notado igualmente na extragdo do
0leo de semente de canola (PEDERSSETTI et al., 2011), do 6leo de semente de
girassol (NIMET et al.,, 2011) e do 6leo da semente de mucuna (GARCIA et al.,
2012).

Por fim, na Tabela 14 estdo dispostos os perfis de acidos graxos totais
presentes nos extratos obtidos a partir da semente de cumaru. A quantidade de
cada acido esta disposta em relacdo a quantidade total de acidos contida na

amostra.

Tabela 14: Normalizacéo de Acidos Graxos Totais.

éz;dOS E123 E231 E312 Alll A222 A333 D132 D213 D321 Eianm f"exano
Laurico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Miristico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Palmitico 109 117 129 118 115 113 104 153 16.0 108 104
Estearico 7.0 7.1 7.4 7.2 7.3 7.1 6.7 6.6 6.8 7.0 7.5
Oleico 412 412 345 428 425 424 414 365 372 443 39.7
Elaidico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Linoleico 322 311 39.0 291 292 307 322 334 322 255 27.3

Linolelaidico  n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Linolenico 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.2 0.2 0.0 0.0 0.1 0.0
Araquidico 1.6 1.6 1.3 1.7 1.7 1.6 1.6 1.4 1.5 1.8 2.0
Behénico 7.3 7.3 4.9 7.4 7.7 6.7 7.6 6.8 6.3 10.5 13.0

Saturados 25,1 26,1 25,2 26,2 26,4 25,1 24,6 28,8 29,1 28,3 31,0
Insaturados 74,8 73,9 74,7 73,7 73,5 75,0 75,3 71,2 70,8 71,6 69,0

O/L* 1,3 1,3 0,9 15 15 15 1,3 11 1,2 1,7 15

*Q/L: Acido oleico / acido linoleico.

O extrato da semente de cumaru é composto majoritariamente por &cidos
graxos insaturados, entre eles prevalece o acido oleico (37,2% - 44,3%), seguido do
acido linoleico (25,5% a 39,0%). Os dois compostos estdo dentre os acidos graxos

insaturados mais importantes. Os acidos graxos insaturados sdo ditos essenciais,
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visto que nao sao sintetizados no organismo humano (NELSON, 2011) e variaram
entre 69% e 75,3% nos extratos.

A relacao de oleico/linoleico é um indicador de estabilidade do 6leo que avalia
a tendéncia auto-oxidativa (LOPEZ et al., 2001). Além disso, a alta concentrac¢éo de
acido oleico tem sido preferencial por esta apresentar beneficios a saude referente a
diminuicdo da pressdo sanguinea (CHAMBERLIN et al., 2014). Nas extracdes a
partir da semente de cumaru, esta relacdo variou entre 0,9% (E312) e 1,7%
(S_etanol), valores inferiores aos relatados por Cerretani et al. (2011). As taxas
insaturados/saturados (taxa da soma dos acidos graxos insaturados pela soma dos
acidos graxos saturados) apresentaram valores baixos e uma variacdo entre 2,23 e
3,05, o que indica longo tempo de prateleira (BERNARDO-GIL et al., 2009).

4.9 Anédlise de citotoxidade e Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM)

No teste de citotoxicidade, a concentragcdo citotdxica contra 50% das células
VERO, que s&o células consideradas saudaveis, variou entre 213 e 267 ug mL™. Ja
para as células tumorais, a concentracdo variou entre 227,7 e 281,5 pg mL™ Para
que houvesse um indice de seletividade adequado, a concentracdo citotoxica para
células tumorais deveria ser menor do que a concentracdo citotoxica contra as
células VERO.

No teste para avaliar a concentracao inibitéria minima, ou seja, qual a menor
concentracdo necessdria da droga para inibir os fungos ou bactérias, as bactérias
foram mais resistentes que os fungos. Entre os fungos testados, a C. albicans
apresentou menor sensibilidade a droga do que a C.tropicalis e a C. parapsilosis. Na
maior concentracéo testada (1000 pg mL™) foi encontrada a concentragao inibitéria
para estas duas leveduras, diferente da C. albicans e das bactérias testadas. Ou
seja, foi necessaria uma grande quantidade da droga para inibir as duas espécies de
fungos. Conclui-se que a acdo do extrato de cumaru como antimicrobiano néo €

adequada.
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CONCLUSAO

No presente trabalho foram obtidos dados inéditos de transi¢do de fases para o
sistema CO, + cumarina, ao utilizar o método sintético visual em uma célula de
volume variavel.

O comportamento de fases do sistema se mostrou complexo, visto que
apresentou diversos tipos de transicdo, sendo eles: solido-fluido, sélido-liquido-
vapor, solido-fluido-fluido, fluido-fluido e liquido-vapor. Estes dados foram
adequadamente calculados por meio da equacéo de Peng-Robinson, com regra de
mistura de Van der Waals, com dois parametros independentes da temperatura.

Os dados reportados a respeito da solubilidade da cumarina em CO;
supercritico foram obtidos por metodologia diferente da utilizada neste estudo
(HAE CHOI et al., 1998; RODRIGUES et al., 2008). Nestes trabalhos, o estudo da
solubilidade foi feito por método de fluxo continuo, e isso impediu a visualizacao da
formacdo de fases apresentada neste trabalho.

Nas extracOes a partir da semente de cumaru, os rendimentos globais variaram
entre 2,14% e 5,29% nas extracdes com fluido pressurizado, e no método classico
de extracdo obtiveram rendimentos de 19,13% e 46,50%. Além da grande diferenca
nos rendimentos obtidos, as caracteristicas dos produtos foram bem divergentes.
Prevaleceu o estado sélido nos extratos obtidos via EFS, e em forma liquida e com
coloracdo amarela nas extragdes convencionais. Embora a quantidade de extrato
obtida via solventes organicos tenha sido superior as obtidas via EFS, ap0s as
analises por HPLC foi possivel notar que a quantidade de cumarina conseguida a
partir da utilizacdo de CO, foi superior aos solventes organicos, principalmente ao
utilizar as seguintes condi¢des de extracdo: 3% de etanol como co-solvente, 80°C e
180 bar, condicbes estas que tornaram a extragcdo mais seletiva em relacdo ao
componente alvo, a cumarina.

A partir das analises termogravimétricas foi possivel constatar que as
temperaturas entre 60°C e 80°C nao provocaram degradacdo da cumarina e dos
acidos graxos presentes nos extratos da semente de cumaru.

O modelo matemético proposto para descrever a extracdo supercritica foi

capaz de reproduzir as curvas de extracdo com boa concordancia com os dados
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experimentais obtidas na EFS. Com isso, pode ser utilizado no projeto e na
otimizacdo de uma unidade de extracdo de compostos bioativos da semente de
cumaru em escala industrial.

A extracdo com fluidos pressurizados por meio dos co-solventes mostra-se
eficiente na extracdo de cumarina a partir da semente de Dipteryx odorata. A
condi¢do Otima avaliada foi com 5% de etanol, 60°C e 180 bar, a qual é viavel
também economicamente, visto que o solvente € de facil acesso e a temperatura e a
pressdo sdo as mais amenas dentre as estudadas, o que resultou em menores

gastos de energia.
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Figura 18: Andlise Termogravimétrica das amostras.




