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RESUMO

Eugenia pyriformis Cambess. (Uvaia), tipica da Mata Atlantica pertence a
familia Myrtaceae, mesma familia da pitanga, jabuticaba e outras plantas,
atualmente estudadas devido as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
medicinais. O interesse por compostos bioativos obtidos de fontes naturais tem
levado ao aumento no numero de pesquisas que visam encontrar esses compostos
em extratos de plantas. As extracdes que utilizam os métodos convencionais
geralmente apresentam inconvenientes, e uma alternativa interessante tem sido a
utilizacao de tecnologias ndo convencionais de extracdo, como a extracao utilizando
fluidos supercriticos e a extracdo assistida por ultrassom. O presente trabalho tem
como objetivo estudar métodos ndo convencionais de obtencéo de extratos de uvaia
visando obter-se extratos ricos em compostos bioativos. Foram avaliados fatores
como influéncia do tipo de extracao (fluido supercritico e ultrassom) e das condicdes
utilizadas no rendimento e na composi¢ao. Os resultados foram comparados com 0s
obtidos utilizando a extracdo por maceracao, um método convencional de extracao.
Apods secagem e moagem das folhas de uvaia, o material vegetal foi submetido a
extracdo com o solvente CO, supercritico sob diferentes condicfes de temperatura
(40, 50 e 60 °C) e de pressdo (100,150 e 200 bar), com vazdo fixa de 2,0x10° kg
min®. Na extracdo assistida por ultrassom, foram avaliados os efeitos da
temperatura (40, 50 e 60 °C), da poténcia (150, 250 e 350 W) e raz&o entre massa
de folhas e volume de solvente (1:10, 1:15 e 1:20). Os extratos obtidos foram
caracterizados quimicamente por CG-EM apresentando com principais compostos [3-
amirina (53,72 % para EFS e 71,25 % para EAU) e a-amirina (24,63 % para EFS e



22,69 % para EAU). Na extragcdo supercritica, a pressao e a interagdo entre pressao
e temperatura apresentaram efeitos estatisticamente significativos em relagéo ao
rendimento, sendo que o melhor resultado foi encontrado com 200 bar e 60 °C,
obtendo-se 1,69 %. Os dados obtidos na extracdo com fluido supercritico foram
utilizados para ajustar as curvas de extracdo simuladas utilizando dois modelos
empiricos disponiveis na literatura. Os modelos testados ajustaram-se de forma
satisfatoria aos dados experimentais e a analise dos parametros estimados permitiu
definir qual dos modelos melhor se ajustou a cinética de cada condicdo
experimental. Para a extragdo assistida por ultrassom o melhor resultado de
rendimento encontrado na determinacdo da cinética foi 1,81 % com 40 minutos,
porém no planejamento experimental foi utilizado um tempo de extracdo de 3
minutos pois com esse tempo 0s extratos apresentavam melhores caracteristicas,
sendo portanto o melhor resultado obtido igual a 1,79 % na condicdo de 30 % de
poténcia, 60 °C e razdo massa/solvente de 1:20. A andlise estatistica do
planejamento experimental da extracdo assistida por ultrassom indicou efeitos
significativos das variaveis temperatura, raz8o massa/solvente e a interacdo entre
poténcia e razdo massa/solvente. Os melhores resultados de teor de amirina por
massa de extrato foi encontrada para a extracdo supercritica, com 97,43 %. A
extracdo assistida por ultrassom apresentou a melhor quantidade de amirina por

massa de folha, 12,13 g da mistura de isémeros por kg de folha seca.

Palavras-chave: Extracao; Supercritico; Ultrassom; a-amirina; 3-amirina.
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ABSTRACT

Eugenia pyriformis Cambess. (Uvaia), typical of the Atlantic Forest belongs
to the Myrtaceae family, the same family of cherry, jabuticaba and other plants,
currently studied due to their antioxidant, antimicrobial and medicinal properties. The
interest in bioactive compounds obtained from natural sources has led to an increase
in researches aiming to find these compounds in plant extracts. The extractions using
conventional methods generally have some drawbacks, and an interesting alternative
has been the use of non-conventional extraction technologies, such as the
supercritical fluid and the ultrasound-assisted extraction. This work aims to study
unconventional methods of obtaining uvaia extracts in order to obtain extracts rich in
bioactive compounds. Factors such as the influence of type of extraction
(supercritical fluid and ultrasound) and the used conditions on the yield and
composition were evaluated. The results were compared to those obtained using the
extraction by maceration, a conventional extraction method. After drying and milling
the uvaia leaves, the plant material was subjected to extraction with the supercritical
CO, solvent under different conditions of temperature (40, 50 and 60 °C) and
pressure (100, 150 and 200 bar), with a fixed flow of 2.0 kg min™. In the ultrasound-
assisted extraction, the effects of temperature (40, 50 and 60 °C), power (150, 250
and 350 W) and ratio between the mass of leaves and the volume of solvent (1:10,
1:15 and 1:20) were evaluated. The extracts obtained were chemically characterized
by GC-MS giving B-amyrin (53.72 % for SFE and 71.25 % for UAE) and a-amyrin
(24.63 % for SFE and 22.69 % for UAE) as main compounds. In the supercritical
extraction, the pressure and the interaction between pressure and temperature

showed statistically significant effects on the yield, with the best result being
Xii



achieved at 200 bar and 60 °C, reaching 1.69%. The data obtained from the
supercritical fluid extraction were used to adjust the extraction curves simulated by
using two empirical models available in the literature. The tested models adjusted
well to the experimental data and the analysis of the estimated parameters allowed to
define which model best describes the kinetics of each experimental condition. For
the ultrasound-assisted extraction, the best yield result found in the determination of
the kinetics was 1.81% in 40 minutes, although in the experimental design a 3 minute
time extraction was used due to the better characteristics showed by the extracts at
this time. The best result obtained in experimental design with ultrasound was 1.79%
provided 30% power, 60 °C and mas/solvent ratio 1:20. Statistical analysis of the
experimental design of the ultrasound-assisted extraction indicated significant effects
from the variables temperature, mass/solvent ratio and the interaction between
power and mass/solvent ratio. The best results for amyrin content by extract weight
was found for supercritical extraction, with 97.43%. The ultrasound-assisted
extraction showed the best amyrin amount per mass of leaves, 12.13 g of the mixture

of isomers per kg of dry leaf.

Key words: Extraction; Supercritical; Ultrasound; a-amyrin; B-amyrin.
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1 INTRODUCAO

Folhas e sementes de arvores frutiferas tém sido pesquisadas como fontes
de alguns compostos bioativos ( CYBORAN et al., 2014; KARABEGOVIC et al.,
2014; LUZIA; N., 2013; CONTRERAS-CALDERON et al., 2011;SOONG;
BARLOW, 2004), entretanto, existem poucos estudos relatando a obtencédo de
compostos bioativos de folhas e sementes de frutiferas tropicais e subtropicais do
Brasil.

Uma dessas frutiferas € a Eugenia pyriformis (Uvaia), espécie arborea
subtropical e tipica da regido sul do Brasil, que pode ser utilizada em programas
de reflorestamento e em areas urbanas e seus frutos, considerados exoticos,
possuem sabor adocicado e acido (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

A uvaia pertence a familia Myrtaceae, mesma familia da pitanga,
jabuticaba, e outras plantas, atualmente estudadas devido as suas propriedades
antioxidantes (LUZIA; BERTANHA; JORGE, 2010; PERES et al., 2013). S&o
escassos 0s relatos encontrados na literatura relacionados a extracdo de
compostos das folhas de uvaia.

As extracOes convencionais, que utilizam solventes no ponto de ebulicdo
por longos periodos de tempo (ORMENO; GOLDSTEIN; NINEMETS, 2011),
geralmente causam a degradacdo térmica dos componentes dos extratos,
diminuindo sua qualidade e muitas vezes restringindo sua aplicabilidade. Uma
alternativa interessante tem sido a utilizagéo de tecnologias ndo convencionais de
extracdo, como a extracdo utilizando fluidos supercriticos, pois utiliza solventes
em temperatura e pressao acima do ponto critico, que no caso do CO; a
temperatura critica € 31,10 °C, muito menor do que as temperaturas geralmente
empregadas em métodos convencionais de extracao.

A extracdo assistida por ultrassom também surge como alternativa aos
métodos convencionais de extracdo pois é considerada eficaz na extracdo de
compostos bioativos e apresenta como vantagens menor consumo de reagentes
e tempo de extracdo. Alem disso, o fendmeno de cavitacdo causado pelo uso do
ultrassom acelera a transferéncia de massa pois causa a desrupcdo da parede
celular que facilita a liberacdo de compostos extraiveis (CHEMAT; ZILL-E-HUMA,;
KHAN, 2011).



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar técnicas ndo convencionais de obtencdo de extratos de folhas de
Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.), sendo elas, extragdo supercritica (com
CO,) e extracdo assistida por ultrassom, com o intuito de se obter extratos ricos

em compostos bioativos.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a influéncia da temperatura e da pressdo sobre o rendimento da
extracao utilizando CO, supercritico;

o Avaliar o efeito da temperatura, poténcia e razdo massa/solvente sobre o
rendimento da extracdo assistida por ultrassom;

o Caracterizar quimicamente os extratos obtidos, utilizando a técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM) para
determinar os compostos quimicos presentes;

o Realizar a quantificacdo dos principais compostos presentes nos extratos
utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE;

o Determinagdo experimental e modelagem matematica das cinéticas de

extracao com fluido supercritico de folhas de Uvaia.

1.2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos tém aumentado consideravelmente o estudo e a busca
por compostos bioativos em plantas de diversos paises. Folhas, flores, frutas e
semente de diversas plantas surgem como fontes potenciais desses compostos
para diversas aplicacdes, entre elas, alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Os métodos de extracdo de compostos naturais de plantas mais utilizados

na atualidade, muitas vezes sdo processos lentos, de alto consumo energético e
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que fazem uso de solventes téxicos e de dificil separacdo. Outro fator que deve
ser observado é que nos processos convencionais, as extracées sao realizadas
em temperaturas elevadas, o que pode causar degradacdo de compostos
importantes dos extratos.

Sendo assim, torna-se necessario o estudo de métodos ndo-convencionais
para realizar a extragcdo de compostos naturais com potencial utilizacdo nos mais
variados ramos industriais. Entre 0s processos nao-convencionais estdo a
extracdo utilizando fluido supercritico, que utiliza geralmente CO,, que nao é
toxico e apOs a extracdo € separado com facilidade do extrato, e a extracédo
assistida por ultrassom, que apesar de utilizar solventes, ocorre em um tempo
consideravelmente menor que as extracdes convencionais e pode ser realizada
em temperaturas amenas, fatos que reduzem a degradacdo de compostos dos

extratos e diminui o tempo de extragéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 UVAIA (Eugenia pyriformis Cambess.)

A uvaia pertence a familia Myrtaceae, que possui cerca de 3.500 espécies
em diversos géneros, distribuidas por todo o mundo, principalmente nas regiées
tropicais e subtropicais da América e Australia. Possui espécies de arvores cujos
frutos sdo amplamente consumidos, como a jabuticaba (Plinia cauliflora), a goiaba
(Psidium guajava) e a pitanga (Eugenia uniflora) (STIEVEN; MOREIRA; SILVA,
20009).

O nome uvaia tem origem do tupi iwa ‘ya que significa fruto acido
(RASEIRA et al., 2004), também é popularmente conhecida como uvaieira, uvaia-
do-campo, uvalha e uvalha-do-campo (ARMSTRONG; DO ROCIO DUARTE;
MIGUEL, 2012). A planta (cujas sinonimias sdo Pseudomyrcianthes pyriformis
(Camb.) Kaus. e Eugenia uvalha Camb.), ocorre naturalmente nos estados de
Sédo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, estando presente ainda
no nordeste argentino e no Paraguai (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

Espécie arbdérea, com até 15 metros de altura, casca lisa, cinzento-
amarelada e manchada de cor mais clara. Apresenta frutos de 2,0 a 2,4cm de
comprimento, vilosos, piriformes, amarelos, suculentos e comestiveis (MATTOS,
1984). Na Figura 2.1, sdo apresentados um ramo em frutificagdo e um fruto

cortado de forma a exibir suas sementes.
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Figura 2.1 - Ramo de uvaieira em frutificacdo e fruto de uvaia.



O fruto apresenta potencial de uso econdmico por ser suculento,
levemente acido, muito aromatico, podendo ser utilizado na fabricacdo de sucos,
sorvetes, doces e geleias (LISBOA et al., 2011). A uvaieira é uma planta de facil
cultivo, e com grande potencial econdmico de exploracdo, por apresentar alta
produtividade com baixo custo de implantacdo e manutencdo (PEREIRA et al.,
2012).

Até o momento, poucos estudos foram realizados em relacéo a uvaia. O
Oleo essencial dos frutos de uvaia foi avaliado em relacao a atividade antioxidante
e microbiana, sendo que o fruto ndo demonstrou-se uma fonte apreciavel de
antioxidantes, mas teve atividade bacteriostatica frente a diversas bactérias
(STIEVEN; MOREIRA; SILVA, 2009). Para as folhas, a caracterizacdo quimica do
Oleo essencial obtido por hidrodestilacao, os principais compostos relatados foram
a-cadinol (14,0%), d-cadinene (12,4 %), T-cadinol (11,9%), bicyclogermacrene
(10,2 %) e B-caryophyllene (7,2 %) (APEL et al., 2004).

Portanto, a uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.) apresenta-se como
promissora base de estudos em busca de novas fontes de compostos bioativos,
por se tratar de uma planta nativa, amplamente distribuida geograficamente na
regido sul e de facil cultivo, com escassos estudos sobre seu potencial como fonte

de compostos bioativos.

2.2 METODOS DE EXTRACAO

A extracao representa uma importante etapa na obtencdo de compostos
bioativos, sendo que a escolha do método de extracdo é muito importante para
obter-se alto rendimento e pureza dos compostos de interesse (DANLAMI et al.,
2014).

Técnicas convencionais de extracdo como soxhlet, extracdo sélido-liquido
e extragdo liquido-liquido utilizam grandes volumes de solventes e necessitam de

grandes tempos de extracdo, além disso, muitas vezes apresentam baixo



rendimento de compostos bioativos e baixa seletividade (IBANEZ et al., 2012;
ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011 DAWIDOWICZ et al., 2008;).

Sendo assim, nos ultimos anos, surgiram novos métodos de extracdo que
tentam contornar as desvantagens apresentadas pelos métodos convencionais e
buscam encontrar melhores resultados. Alguns exemplos de novos métodos sao:
extragdo assistida por micro-ondas, extracdo com fluido pressurizado, extracao

com fluido supercritico e extracdo assistida por ultrassom.

2.2.1 Extracdo Supercritica

A extracdo supercritica baseia-se no poder de solvatacdo de fluidos no
estado supercritico, ou seja, quando a pressao e a temperatura estdo acima de
seu ponto critico (SHARIF et al., 2014). Na Tabela 2.1 sdo apresentadas as
condi¢cdes do ponto critico de alguns solventes, sendo possivel observar que o
CO, apresenta uma temperatura critica baixa, 0 que o torna interessante para

extracBes com risco menor de degradacéao térmica.

Tabela 2.1 - Pontos criticos de solventes utilizados em extracdes supercriticas

Solvente Temperatura Critica - T (°C) Presséo Critica - P, (bar)
Etano 32,3 48,7
Agua 374,3 221,2
Etileno 9,4 50,4
Propileno 91,9 46,0
Propano 96,8 42,5
CO; 31,1 73,8

Fonte: Adaptado de CAVALCANTI; MEIRELES, 2012

Acima do ponto critico ndo € possivel distinguir as fases liquida e gasosa.
Nessas condi¢bes, o fluido ndo pode ser liquefeito aumentando a presséo
isotermicamente ou diminuindo a temperatura isobaricamente (CARRILHO;
TAVARES; LANCAS, 2001). Na Figura 2.2 é possivel visualizar o ponto critico de

um fluido em seu diagrama de fases.
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Figura 2.2 - Diagrama de fases (P¢ - Pressao Critica e T¢c — Temperatura Critica)
Fonte: Adaptado de KNEZ et al., 2013.

Fluidos supercriticos possuem propriedades de gas como difusao e
viscosidade, além de densidade e poder de solvatacdo semelhante ao de liquidos.
Estas propriedades o tornam adequado para a extracdo de compostos em um
curto periodo de tempo com maiores rendimentos (SIHVONEN et al., 1999). No
estado supercritico, 0s solventes podem penetrar em materiais sélidos porosos e
sdo constantemente forcados a passar pela amostra, possibilitando uma

significativa, ou até mesmo completa extracdo (LANG; WAI, 2001).

Técnica de extracdo amplamente estudada para a obtencdo de
compostos bioativos a partir de ervas e outras plantas, por ser eficiente para
materiais sélidos e apresentar responsabilidade ambiental (LANG; WAI, 2001).
Dessa forma, a extracdo com fluido supercritico representa uma area promissora,
considerando-se 0 interesse em substituir 0s processos convencionais de

extracdo com solvente ou por hidrodestilagdo (REVERCHON, 1997).

No estado supercritico, o poder de solvatacdo dos fluidos pode ser
manipulado por mudancas na pressdo e/ou temperatura do processo,
possibilitando uma alta seletividade dos compostos a serem extraidos (PYO; KIM,
2014; VIGANO et al., 2016).



2.2.1.1 Dibxido de carbono supercritico

O dioxido de carbono (CO;,) € amplamente utilizado como na extracdo
com fluido supercritico por apresentar baixas presséo e temperatura criticas, pela
facilidade de remocédo de solvente residual (pela reducéo de presséao) e pelo fato
de ndo apresentar toxicidade e nao ser inflamavel (KO; WENG; CHIOU, 2002).
Em relacéo a polaridade dos compostos extraidos, o CO, é eficiente na extracao
de compostos apolares, sendo que para extrair compostos polares, torna-se
necessario a adicdo de solventes modificadores, como etanol por exemplo
(SIHVONEN et al., 1999).

Outra vantagem da extracao utilizando o CO, supercritico, € que 0 gas
carbonico pode ser reciclado ou reutilizado, reduzindo os custos e diminuindo a
geracdo de residuos, sendo muito interessante para diversas aplicacfes
industriais (KNEZ et al., 2013).

2.2.2 Modelagem matematica do processo de extracdo supercritica

A modelagem matematica dos processos de extracdo com fluido
supercritico € muito importante pois envolve a analise das curvas de extracao,
sendo que a cinética e aspectos termodinamicos estéo relacionados com estudos
de otimizacdo, viabilidade econbmica e aumento de escala (DE MELO;
SILVESTRE; SILVA, 2014).

Os modelos matematicos utilizados para descrever processos de extracao
podem ser classificados em empiricos, baseados em analogia entre transferéncia
de calor e massa, e aqueles por balanco de massa diferencial (REVERCHON;
MARCO, 2006).

Os modelos fenomenoldgicos para extracdo supercritica de materiais
vegetais descrevem matematicamente a cinética de extragédo a partir de equacdes
que definem a concentracdo de soluto no extrator em funcdo do tempo e de

coordenadas espaciais. Esses modelos geralmente ndo sdo preditivos e alguns
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parametros podem ser estimados a partir de correlagbes encontradas na
literatura, mas ao menos um parametro precisa ser ajustado por dados
experimentais (SOVOVA; STATEVA, 2011).

Nos modelos empiricos os resultados sdo descritos por expressées
matematicas simples, fornecendo solucdes faceis e rdpidas. Diversos modelos
empiricos podem ser encontrados na literatura, sendo que estes geralmente séo
construidos em funcéo da concentracao inicial de soluto na matriz e envolvem um
parametro ajustavel, ndo permitindo interpretacéo fisica do processo, entretanto
fornecem ajustes confidveis (DE MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014). As
aproximagbes empiricas podem ser usadas quando faltam informagtes
relacionadas ao mecanismo que rege o fenébmeno de transferéncia de massa e de

equilibrio.

2.2.2.1 Modelo de Naik

A equacdo do modelo empirico proposto por NAIK; LENTZ;
MAHESHWARI (1989), é usada para descrever dados experimentais de cinéticas
de extracdo supercritica sem levar em conta a interacao entre o soluto e a matriz
sélida e representa o rendimento em funcao do tempo de extracao nos termos de

uma isoterma de adsor¢édo de Langmuir.

— Yol
T b+t (2.1)

Em que:
y é a massa de soluto extraida (g extrato/g matriz vegetal) no tempo t;
Y, € a concentracao inicial de soluto na matriz sélida (g extrato)

Os parametros ajustaveis do modelo sdo y, (g extrato) e b (min™).



2.2.2.2 Modelo de Barton

O modelo desenvolvido por BARTON; HUGHES; HUSSEIN (1992),
assume que a extracdo com fluido supercritico de 6leo resinas de baunilha segue
um modelo de reacdo quimica de primeira ordem. Esse modelo utiliza uma
constante cinética em vez de parametros de equilibrio ou de transferéncia de
massa (CHAFER; BERNA, 2014). Nesse modelo, a taxa de extracdo €
proporcional a concentracdo de extrato restante na particula vegetal (cs), onde b

€ a taxa constante.

cs = cgoe Pt (2.2)

Baseado na condigcdo inicial t = 0, ¢cs = Cs, a expressdo a seguir
(denominada como modelo de Barton) pode ser obtida por integracdo. Assim, 0
rendimento global da extracdo pode ser expresso como:

y=yo(1—eb) (2.3)

Em que:
y é a massa de soluto extraida (g extrato/g matriz vegetal) no tempo t;
Yo € a concentracao inicial de soluto na matriz sélida (g extrato)

Os parametros ajustaveis do modelo sdo y, (g extrato) e b (min™).

2.2.3 Extracao assistida por Ultrassom

Ultrassom é um tipo de onda sonora, inaudivel pelo sistema auditivo
humano, geralmente com frequéncias entre 20 kHz e 10 MHz. Essas ondas

passam através do meio, criando compressao e expansao, gerando um processo
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conhecido como cavitagcdo, no qual bolhas sdo produzidas, crescem e sofrem
colapso (AZMIR et al., 2013).

Os mecanismos da extracdo assistida por ultrassom, sdo atribuidos aos
efeitos térmicos, mecanicos e de cavitacdo, que resultam na ruptura das paredes
celulares e redugcdo do tamanho das particulas da matriz vegetal, facilitando a
transferéncia de massa (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

No momento do colapso das bolhas, estima-se que a temperatura
ultrapasse 4700 °C e a pressdo ultrapasse 2000 bar, com 0 equipamento a
temperatura ambiente. Quando essas bolhas colapsam proximo a superficie do
sélido, a alta pressdo e temperatura produzidas, geram microjatos direcionados
para a superficie do sélido, possibilitando a extracdo dos compostos vegetais
(CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

A Figura 2.3 exemplifica as etapas do processo de extracdo por
cavitacdo, sendo eles: geracdo de bolha proximo a superficie do sélido (a), ciclo
de compresséo e colapso (b), projecdo do microjato em direcéo a superficie (b e

c) e a destruicdo da parede celular da matriz vegetal, liberando o conteudo (d).
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Figura 2.3 — Extracéo por cavitacao
Fonte: CHEMAT et al., 2011.

Ultrassom € uma técnica com reconhecido potencial de aplicacédo
industrial, principalmente para compostos bioativos (polifendis, antocianinas,
compostos aromaticos, polissacarideos e compostos funcionais) de plantas
(VILKHU et al., 2008).

Dois tipos de equipamentos, que podem ser utilizados na extracdo por

ultrassom, estdo disponiveis comercialmente. Um deles, se trata de um banho
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ultrassoénico, que geralmente utiliza agua como meio de propagacédo das ondas. O
outro equipamento é constituido por um gerador de ultrassom, um transdutor e
uma sonda de titdnio, que fica imersa parcialmente no meio de extracédo
(DANLAMI et al., 2014). O equipamento que utiliza sonda, é esquematizado na

Figura 2.4.
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Figura 2.4 - Esquema do sistema de extracdo por ultrassom de sonda
Fonte: Adaptado de DANLAMI et al., 2014.

Estudos avaliam alguns fatores envolvidos na extracdo que podem ser
responsaveis pelo aumento no rendimento de extrato, entre eles, solvente
utilizado, tempo de extragéo e poténcia (DANLAMI et al., 2014). Outros fatores
também estdo envolvidos na eficiéncia da extracdo, como tamanho de particula
da matriz vegetal, umidade da amostra e temperatura (AZMIR et al., 2013).
Shirsath et al. (2012) citam ainda que a razdo entre massa de amostra e volume

de solvente, além da polaridade do solvente influenciam na extracéo.

Normalmente as extracdes sao realizadas utilizando equipamentos com
frequéncias proximas a 20 kHz, poténcias entre 100 e 800 Watts, tempo de
extracdo entre 120 segundos e 1 hora, faixas de temperatura que variam entre 20
e 80 °C, sendo mais comum entre 30 e 40 °C. Os solventes podem ser escolhidos

de acordo com o tipo de composto que pretende-se extrair, agua extrai compostos
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polares como carboidratos e aminodcidos e solventes apolares extraem
compostos aromaticos por exemplo (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

2.3 EXTRATOS VEGETAIS

Nos Ultimos anos, surgiram diversos estudos voltados para o uso de
produtos naturais nas mais diversas areas, como medicina, pesticidas naturais,

aditivos alimentares, farmacos, entre outros (LANG; WAI, 2001).

2.3.1 Terpenos

Terpenos sdo um dos grupos de compostos mais importantes do reino
vegetal, pois formam um grande conjunto de metabdlitos vegetais, responsaveis
direta ou indiretamente, por diversos processos de interagdo entre plantas e o
meio ambiente (PADOVAN et al., 2013).

Os terpenos podem ser classificados de acordo com o nimero de atomos
de carbono que possuem. Podem ser hemiterpenos (5 carbonos), monoterpenos
(10 C), sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C), triterpenos (30 C) e
tetraterpenos (40 C), que séo gerados a partir de diversas formas nas plantas,
utilizando diferentes substratos e enzimas para sua biossintese (KESZEI,
BRUBAKER; FOLEY, 2008).

Das classes citadas acima, pode-se destacar os triterpenos, por ser um
dos maiores e mais diversificados grupos de produtos naturais de origem vegetal.
Além disso, possuem uma ampla variedade de aplicacbes em diversos setores da
industria, como alimenticia, biotecnologica e de medicamentos (THIMMAPPA et
al., 2014). Nesta classe, além de diversos outros compostos, encontram-se 0S
triterpenos pentaciclicos a-amirina e [B-amirina. As amirinas, sdo geralmente
encontradas em plantas medicinais e Oleo-resinas de cascas de algumas
espécies de arvores. Sendo que sdo estudadas in vivo e in vitro, devidos as suas
propriedades quimicas e farmacologicas (HERNNDEZ; PALAZON; NAVARRO-
OCA, 2012).
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2.3.1.1 a-Amirina e B-Amirina

A a-amirina (Urs-12-en-3p3-0l) e a B-amirina (Olean-12-en-33-0l) sé&o
compostas por 30 carbonos, tendo com como férmula molecular C3oHs00,
apresentando ponto de fuséo entre 184 e 186 °C para a-amirina e entre 189 e 191
°C para a B-amirina (HERNNDEZ; PALAZON; NAVARRO-OCA, 2012).a-amirina e
B-amirina sdo isbmeros estruturais, tendo como esqueleto base diferentes
subgrupos de triterpendides pentaciclicos, sendo ursano a alfa e oleano a beta. A
diferenca na estrutura esta na posicao do grupo metil ou no C-19 (a-amirina) ou
C-20 (B-amirina) (HALDAR et al., 2014). As estruturas quimicas da a-amirina e da

B-amirina sdo apresentadas na Figura 2.5.

Figura 2.5 - Estrutura quimica de a-amirina e 3-amirina.

Amirinas sdo encontradas em algumas plantas como Hylocereus
polyrhizus (LUO et al., 2014) Moldenhawera nutans, Calotropis gigantea (WAGH,;
GUJAR; GAIKAR, 2012), Ouratea castaneifolia (DO NASCIMENTO et al., 2009),
Sideriti candicans Ait (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2004) e Protium
hepthaphyllum (VIEIRA JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005). Podendo ser obtidas
a partir de diversas partes das plantas, como cascas, folhas, madeira e resinas.
Sendo necessario um pré-tratamento para isolar esses compostos, entre outros
processos, pode-se destacar a secagem, extracdo com solventes variados
(hexano, cloroférmio, diclorometano e metanol), derivatizacdo e separagao por
meétodos cromatograficos (HERNNDEZ; PALAZON; NAVARRO-OCA, 2012).
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Os triterpenos a-amirina e PB-amirina e seus derivados, estdo sendo
amplamente estudados nos ultimos anos, com potencial para as mais variadas

aplicacoes biolégicas e farmacoldgicas, como:

e Citotéxica: derivados de a-amirina e B-amirina apresentaram atividade
citotoxica contra células tumorais humanas de leucemia promielocitica, sendo que
esses compostos induziram morte dessa linhagem celular por apoptose
(BARROS et al., 2011).

e Gastroprotetiva: a-amirina e B-amirina isoladas da resina de Protium

heptaphylum demonstraram potencial gastroprotetivo em ratos, ao reduzir os
danos causados por etanol na mucosa estomacal (OLIVEIRA et al., 2004b).

e Antidepressiva: A mistura de a-amirina e B-amirina isoladas a partir de

resina de Protium heptaphylum, apresenta efeitos sedativos, ansioliticos e
antidepressivos em ratos (ARAGAO et al., 2006).

e Inseticida: B-amirina isolada de extratos metandlicos de Sarcostemma
acidum demonstrou atividade de regulacdo de crescimento e antialimentar de
contra a lagarta do tabaco (Spodoptera litura), atuando no aumento da duracao
dos periodos larval e pupal, ocasionando a mortalidade (KANNAN et al., 2013).

e Antinociceptiva: a-amirina e B-amirina isoladas da resina de Protium

heptaphylum mostraram-se promissoras em atenuar a dor orofacial induzida em
ratos Wistar, demonstrando potencial terapéutico para dores faciais e disturbios
dentarios (HOLANDA PINTO et al.,, 2008). Alguns derivados sintéticos de a-
amirina e B-amirina também demonstraram uma atividade antinociceptiva muito
boa no modelo de dor induzida por &cido acético em camundongos, sendo que as
doses necessérias para reduzir a dor ndo causaram alteracdes comportamentais
nas cobaias (SOLDI et al., 2008).

e Antihiperglicémico: derivados sintéticos de a-amirina demonstraram

capacidade de reduzir os niveis de glicose no sangue de ratos diabéticos
(NARENDER et al., 2009).

e Hipocolesterolémico: a-amirina e Bamirina reduziram os niveis de colesterol

VLDL e LDL e elevaram os de HDL em ratos alimentados com um alto ter de
gordura, possibilitando que a mistura seja estudada para o desenvolvimento de

medicamentos para aterosclerose (SANTOS et al., 2012).
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e Antiprurigenoso: a-amirina e [(-amirina reduziram significativamente a

coceira induzida em ratos, demonstrando a possivel utilizacdo desses compostos
no tratamento de prurido (coceira) associadas a dermatite atdpica e dermatite de
contato (OLIVEIRA et al., 2004a).

¢ Antimicrobiana: derivados de a-amirina e B-amirina mostraram significativa

atividade antifungica contra Candida albicans, podendo possivelmente ser
utilizados no desenvolvimento de tratamentos tépicos de candidiase oral
(JOHANN et al., 2007). Amirinas e alguns de seus derivados mostraram-se
capazes de inibir o crescimento bacteriano cariogénico, sendo promissores na
prevencao de caries (DIAZ-RUIZ et al., 2012).

e Antiagregante plaquetario: B-amirina isolada a partir de extratos de Ardisia

elliptica, foi seis vezes mais potente que o acido acetilsalicilico na inibicdo da
agregacao plaquetaria em sangue de coelhos (CHING et al., 2010).

e Anti-inflamatoria: a mistura de a-amirina e B-amirina apresenta potencial de

interesse terapéutico para o tratamento de doenca inflamatéria intestinal, por ter
apresentado resultados satisfatorios em testes de colite induzida em ratos
(MATOS et al., 2013).

2.4 Consideracdes sobre a revisdo

A revisdo da literatura apresenta a uvaia como uma espécie frutifera
bastante comum na regido sul do Brasil, mas pouco estudada em relacdo a
composicao e possiveis usos dos extratos obtidos de suas folhas, sendo que nao
foram encontrados estudos de extracdes ndo convencionais (extracdo com fluido

supercritico e extracdo assistida por ultrassom).

A extracdo com fluido supercritico € considerada uma tecnologia limpa
por ndo utilizar solventes organicos, sendo que o fluido utilizado como solvente é

separado somente pela despressurizacao do sistema e 0 gas pode ser reutilizado.

Dessa forma, o presente trabalho visa estudar os processos nao
convencionais de extracdo e caracterizar quimicamente o0s extratos obtidos,
avaliando os efeitos das condicoes experimentais sobre o rendimento e

composicao quimica.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, as folhas de uvaia foram utilizadas para obtencdo de
extratos por métodos nao convencionais, sendo eles, extracdo com CO,
supercritico e extragdo assistida por ultrassom, sendo nesse caso utilizado
hexano como solvente. Esses extratos foram caracterizados quimicamente, e 0s
compostos majoritarios a-amirina e B-amirina foram quantificados em todos os

extratos. As metodologias utilizadas sé@o descritas a seguir.

3.1 MATERIAIS

As folhas de uvaia foram coletadas em uma propriedade particular, no
municipio de Marechal Candido Rondon - PR, identificadas pelo herbéario da
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Salde — HERBARIO UNOP, sob o nimero de registro UNOP
2614.

Os reagentes utilizados foram: Alcool etilico 99,5% (Anidrol), Alcool
Isopropilico (BIOTEC); Hexano (NEON).

Na analise de Cromatografia Gasosa (CG) foram utilizados: Diclorometano
(J. T. Baker) e Gas Hélio 99,9999% (White Martins).

Na analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de a-
amirina e B-Amirina, foram utilizados os padrdes analiticos a-amirina e B-Amirina
(Sigma Aldrich) e os solventes Metanol (J.T.Baker) e Alcool Isopropilico

(J.T.Baker), reagentes grau HPLC.

Utilizou-se dioxido de carbono de alta pureza >99,9% (Linde Gas) nas

extracdes supercriticas.
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3.2 PROCEDIMENTOS
3.2.1 Preparo da matriz vegetal para extracao

Para as extracdes foram utilizadas folhas coletadas em pontos aleatorios
das plantas. As folhas foram secas a sombra e temperatura ambiente (25 + 5 °C)
por 7 dias. Apos secas, as folhas foram moidas em liquidificador domeéstico e as
particulas resultantes classificadas por peneiramento, sendo utilizadas as
peneiras 9, 14, 20, 28, 35 e 48 mesh. Cada classe granulométrica foi separada e
as amostras armazenadas sob refrigeracao a -15°C. Para ilustrar, sdo mostradas

imagens das matrizes na Figura 3.1.

MESH MESH MESH MESH MESH MESH
9/14 14/20 20/28 28/35 35/48 48/Fundo

i
13

T

" e
R R \

(

~ Figura 3.1 - Folhas de uvaia ap6s moagem e classificacao.

3.2.2 Determinagdo da umidade do material vegetal

ApOs secagem e moagem, a umidade foi determinada pelo método
gravimétrico, sendo que aproximadamente 2 gramas de folhas de uvaia, pesadas
em balanca analitica (AUX220 — Shimadzu), foram acondicionadas em placa de
petri devidamente tarada e levadas a estufa a 105 °C até massa constante. Apos
isso, foram retiradas da estufa e transferidas para dessecador contendo silica gel

para resfriamento até temperatura ambiente, sendo pesadas novamente. O
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percentual de umidade foi obtido pela diferenca entre a massa antes e apés o

procedimento. A andlise foi realizada em triplicata.

3.2.3 Extracdo com Fluido Supercritico

Os experimentos para obtencdo dos extratos das folhas de uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess.) utilizando diéxido de carbono supercritico foram
realizados no Laboratério de Processos Biotecnolégicos e de Separacdo no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual do Oeste do

Parana - Campus Toledo.

A fim de avaliar a influéncia das condi¢cdes experimentais pressao e
temperatura, foi realizado um planejamento experimental completo 22 com
triplicata no ponto central, sendo as condicbes apresentadas na Tabela 3.1. As
condi¢cbes experimentais foram definidas a partir de limitagbes operacionais, mas

de forma a garantir ampla variacao entre 0s pontos.

Nesses experimentos utilizou-se amostras com particulas de 20/28 mesh
pois se trata de um tamanho de particula intermediério aos obtidos apdés moagem
e apresentou maior propor¢cao massica em relacdo as demais fragbes, como pode

ser observado na Secéo 4.1.

Tabela 3.1 - Planejamento experimental para EFS

Presséo (bar) Temperatura (°C)
100 (-1) 40 (-1)
150 (0) 50 (0)
200 (+1) 60 (+1)

Na condicao referente ao ponto central do planejamento (150 bar e 50
°C), foram separadas fracbes de extratos no tempos de 0 - 60 minutos, 61 - 90
minutos e de 91 - 180 minutos, a fim de avaliar o efeito do tempo de extracao

sobre o rendimento e a quantidade de Amirinas.
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Foi utilizado um modulo de extracdo supercritica apresentado na Figura
3.2, composto por: (a) Cilindro de armazenamento de CO,, (b) Bomba Seringa
modelo 500D (TELEDYNE ISCO); (c) banho termostatico modelo FP-50 (Julabo),
responsavel pelo resfriamento do CO, bomba seringa; (d) banho termostatico
(MARCONI), responsavel por aquecer o leito de extracdo; (e) termorregulador
modelo MSC-04E (THOLZ), utilizado para manter a vélvula micrométrica de
expansao aquecida a 60 °C, evitando assim o congelamento; e (f) leito cilindrico

encamisado de aco inox.

><J—h 5 [ ><] 7_%
o
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(C) [ a (d) < it
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ref‘?izr(;rr];do S Banho aquecido o a
e R
r d a
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g
° (b)
Cilindro Médulo de

CO, Controle

Valvula de expansdo (e)
Aquecida por resisténcia

U Coletor

Figura 3.2 - Esquematizacdo do médulo de EFS.

As dimensdes da célula de extracdo, onde o leito empacotado é formado,
sdo 1,91 cm de didmetro interno e 16,8 cm de altura. A célula foi abastecida
completamente com as amostras em todos 0s experimentos (aproximadamente

10 gramas).

Apos o resfriamento do CO, na bomba seringa, 0 mesmo foi pressurizado
até a condicdo escolhida para cada experimento, sendo em seguida bombeado

para o leito de extracdo que ja havia estabilizado na temperatura desejada.
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Apbs a pressurizacdo do leito com o CO,, aguardou-se 30 minutos para
estabilizacdo do sistema, para enfim iniciar-se a extragdo com a abertura da
valvula de expansdo. A vazao do fluido foi controlada a partir da valvula
micrométrica (expansao), verificando-se os valores informados no visor do
controlador da bomba seringa. Em todos os experimentos utilizou-se uma vazéo

maéssica igual a 2,0x10° kg min™.

Como na saida do extrator o CO, € submetido a pressao e temperatura
ambiente, difunde-se para a atmosfera, separando-se do extrato que foi coletado
em um recipiente de vidro ambar, previamente pesado em balanca analitica
modelo AUX220 (Shimadzu). O frasco com o extrato foi pesado em balanca
analitica a cada 10 minutos, até 180 minutos. Com os valores medidos da massa
de extrato acumulada no recipiente foram geradas as curvas da cinética de

extracao.

O rendimento da extragao foi calculado utilizando-se da equagéo 3.1.

Rendimento (%) = —<ra % 100 (3.1)

Mamostra

Em que mexrato representa a massa total de extrato obtida ao final da
extracdo e Mamostra representa a massa de folhas utilizada na extracao
desconsiderando-se a umidade, a fim de obter uma relacdo entre a massa de

extrato e a massa de folhas secas.

3.2.3.1 Modelagem matemaética das cinéticas de extracdo com fluido supercritico

Foram utilizados dois modelos matematicos empiricos: Naik e Barton,
apresentados na Secéo 2.2.2 para descrever o fendbmeno de extracdo com fluido
supercritico de folhas de Uvaia.

Os modelos foram adaptados para prever a existéncia de trés estagio que

ocorrem em série, isto €, a extragdo do segundo estagio comeca somente quando
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for esgotado a massa de extrato do primeiro estagio, de forma equivalente o
terceiro estagio inicia somente apos esgotar o extrato do segundo estégio.

Os parametros estimados de cada modelo sdo: yo que refere-se a
guantidade de extrato disponivel em cada estagio, utilizado nos dois modelos. O
outro parametro (b) refere-se a velocidade de extracdo, quanto maior o valor

desse parametro, maior sera a taxa de extracao.

Os parametros foram ajustados com a seguinte funcéo objetivo:

F =YY (mEe —mgf)? +F (3.2)

ext]

Em que:

mg,‘?,ff. € a massa de extrato obtida pelo modelo;

mf,’ffj é a massa de extrato obtida experimentalmente;

N o nimero de pontos da curva de cinética experimental.

Para que o modelo pudesse prever as trés etapas de extracdo, as
equacBes foram modificadas, sendo incluidas funcbes degraus (3.3) e (3.4), u, e

u, sdo adimensionais.

0, t<t 3.3
w(t=t) = {1, (=1 &3
0, t<t 3.4
w(t L) = {1, >0 &9

Sendo assim, as equacdes modificadas para prever as trés etapas

assumem as seguintes formas:
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y3.bs3.t
‘14 bs.t

Vo.by. t
14 byt

Vi-bp.t

Naik: y = Tblt

+u, (t —t;) +u,(t —t,) (3.5)

Bal’ton = yl(l - e_blt) + ul(t - tl)'yZ(l - e_bzt) + uz(t - tz).y3(1 - €_b3t) (36)

3.2.4 Extracao assistida por ultrassom

Os experimentos para obtencdo dos extratos das folhas de uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess.) utilizando extracdo assistida por ultrassom foram
realizados no Laboratério de Processos Biotecnolégicos e de Separacdo no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual do Oeste do

Parana - Campus Toledo.

Primeiramente foram realizadas extracbes com diferentes tempos de
duracédo a fim de se construir uma cinética de extracdo com base no rendimento,
determinar o tempo no qual o processo entra em equilibrio e avaliar o efeito do
tempo de extracdo na composicao dos extratos. Com base nessas informacoes

foi possivel indicar o tempo ideal para a realizacdo das etapas seguintes.

Apos a determinacdo desse tempo, foi realizado um planejamento
experimental 2° com triplicata no ponto central, a fim de avaliar o efeito dos
fatores sobre o rendimento de extrato e sobre a quantidade e pureza dos
compostos de interesse. Os fatores avaliados no planejamento, bem como seus

niveis e codificacdes, sdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Planejamento experimental para as EAU
Raz&o Massa/Solvente

Poténcia (%) Temperatura (°C)

(@mL™)
30 (-1) 1:10 (-1) 40 (-1)
50 (0) 1:15 (0) 50 (0)
70 (+1) 1:20 (+1) 60 (+1)
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O equipamento utilizado foi um sonicador ultrassonico Eco-sonics
(Ultroniqg), com frequéncia de 20kHz, poténcia ultrassdnica maxima de 500 Watts
e microponta de titdnio com 4 mm de diametro. As extracdes foram realizadas em
reator encamisado de 100 mL, utilizando-se 50 mL de solvente, sendo que as
amostras foram colocadas em contato com o0 solvente e imediatamente foi

iniciada a extragao.

A temperatura durante o processo de extracdo foi controlada a partir da
circulacdo de agua, aquecida e bombeada por um banho termostatico modelo
MA-184 (MARCONI) no reator encamisado.

Apls a extragdo, os extratos foram filtrados em papel filtro utilizando
vacuo, concentrados em evaporador rotativo a 50 °C sob pressdo reduzida e
levados a estufa (50 °C) em frascos de vidro ambar de 10 mL, para completa
evaporacao do solvente. Apds a evaporacao do solvente, foi verificada a massa
de extrato seco obtido para realizar o calculo de rendimento.

3.2.5 Extracdo convencional por maceracao

As extracbes convencionais por maceracdo foram realizadas utilizando
hexano como solvente, sendo que o material vegetal foi colocado em contato com
o solvente (50 mL) em frascos fechados numa incubadora com agitacao orbital e
controle de temperatura (TECHNAL TE-421), mantidos sob agitacdo constante.
Apés a extracao foi realizada filtracdo a vacuo e em seguida os extratos foram
concentrados em evaporador rotativo a 50 °C sob presséo reduzida e transferidos
para estufa (50 °C) para evaporacdo. A evaporacdo transcorreu até massa

residual constante, a qual foi utilizada para determinar o rendimento.

As extracdes foram realizadas com razdo massa de folha / volume de
solvente de 1:15, temperatura de 50 °C, agitacdo de 100 RPM e com diferentes
tempos de duracdo a fim de se construir uma cinética de extracdo com base no
rendimento, determinar o tempo no qual o processo entra em equilibrio e avaliar o

efeito do tempo de extracdo na composicao dos extratos.
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3.2.6 Composicdo quimica por CG-EM

As analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo de fase gasosa
(Shimadzu GC17A) acoplado a um espectrometro de massas (Shimadzu GSMS
QP5050A). Usou-se coluna capilar DB-5MS (5% difenil e 95% dimetil polisiloxano)
com dimensdes (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). A fase movel utilizada foi o gas hélio
com 99,9999% de pureza, com vazdo de 1,0 mL min™. A amostra foi diluida em

diclorometano.

O volume injetado foi de 2uL. A injecdo foi realizada em modo Split 1:5,
sendo a temperatura do injetor e do detector 280°C. A temperatura inicial do forno
foi 40°C, mantendo durante 2 minutos, aqueceu-se até 70 °C com 3 °C min™, até
150 °C com 5 °C min™ e por fim até 280 °C com 20 °C min™, mantendo-se nessa
temperatura por 34 minutos, totalizando 60 minutos de analise.

Para a identificacdo de cada composto detectado, utilizou-se o banco de

dados de espectros de massas NIST.

3.2.7 Quantificagido de a-Amirina e B-Amirina por CLAE

As analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foram realizadas
na Central Analitica do programa de pdés-graduacdo em Engenharia Quimica da

Universidade Estadual do Oeste do Parana - Campus Toledo.

Os extratos foram solubilizados e diluidos em Alcool Isopropilico a fim de
se obter uma solucdo com 0,2 mg mL™. Utilizou-se um cromatégrafo LC-20AT,
acoplado ao detector SPD-20A UV-VIS, Shimadzu), equipado com uma coluna
Phenomenex Kinetex C18 (4,6 mm x 250 mm) com particulas de 5 um. A anélise
foi realizada de acordo com HERNANDEZ-VAZQUEZ et al. (2010): bombeamento
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isocréatico, tendo como fase mével o Metanol, com fluxo de 0,9 mL min™. O forno
foi configurado para 25 °C e cada corrida cromatografica durou 15 minutos.

As informacdes obtidas por CLAE possibilitam apresentar os resultados
na forma de teor dos compostos presentes nos extratos e também relacionar a

massa dos compostos obtido em funcdo da massa de folhas utilizada na extracéo.

O teor de a-amirina e de B-amirina foi calculado utilizando-se da equacgao
3.2.

Teor do composto (%) = <Moo s 10 (3.2)

Mextrato

Em que Mcomposto representa a massa de composto presente na solugéo
analisada calculada pela curva padrdo e meyrato representa a massa de extrato
utilizada no preparo da solugdo analisada. Com isso é possivel estabelecer a

proporcéo de cada composto quantificado.

3.2.8 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos nos experimentos foram submetidos a analises de
variancias (ANOVA), para verificar quais fatores influenciam significativamente no
rendimento das extracdes. Foram realizadas também, andlises de superficie de
resposta, e determinacdo do modelo estatistico para a faixa utilizada das variaveis

independentes. Utilizou-se o software Statistica® versdo 7.0 (StatSoft, EUA).

3.2.9 Caracterizacdo morfolégica por MEV

O material vegetal foi caracterizado morfologicamente utilizando-se a
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), antes e apds as extracdes
com fluido supercritico e das extra¢des assistidas por ultrassom nas condi¢des de

maior rendimento de extrato.

26



Também foram analisadas algumas amostras do extrato obtido na
extracdo com fluido supercritico a fim de caracterizar morfologicamente o poé

obtido apds o tempo total de extracdo e em diferentes tempos intermediarios.

As analises de microscopia eletrénica de varredura foram realizadas no
Laboratorio de Recursos Analiticos e Calibracdo na Faculdade de Engenharia
Quimica da Universidade Estadual de Campinas (LRAC/FEQ/UNICAMP).

As amostras foram preparadas realizando-se um recobrimento metélico
com ouro utilizando-se o equipamento Sputter Coater EMITECH, Modelo: K450.
Para obtencdo das micrografias, utilizou-se um microscopio eletrénico de
varredura modelo Leo 440i (LEO Electron Microscopy). Utilizou-se tensédo de

aceleracéo igual a 15 kV e corrente do feixe igual a 50 pA
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados da caracterizacao inicial das
amostras, dos rendimentos dos dois métodos de extracdo, bem como as
caracterizagdes quimicas e quantificacbes de a-amirina e 3-amirina. Também séo
apresentados o0s resultados das andlises estatisticas para verificagcdo das

variaveis que influenciam no rendimento das extracdes.

4.1 CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os resultados da analise de granulometria das folhas de uvaia depois de
trituradas, sdo apresentados na Tabela 4.1. Sendo que a maior parte do material
ficou retido na fracdo 20/28 mesh, apresentando didametro médio das particulas
nessa fracao de 0,725 mm.

Tabela 4.1 - Distribuicdo Granulométrica das folhas de Uvaia ap0s secagem e
moagem

Abertura das peneiras Diametro
Mesh _ Amostra retida (%)
passagem/reten¢cao (mm) médio (mm)

9/14 2,000/ 1,180 1,590 3,82

14/20 1,180/ 0,850 1,015 8,56

20/28 0,850/ 0,600 0,725 23,82

28/35 0,600/ 0,425 0,512 16,45

35/48 0,425/ 0,300 0,362 13,91
Fundo - <0,300 33,43

As amostras analisadas resultaram com umidade média de 5,78 + 0,11
(%). Verifica-se que a umidade das folhas é relativamente baixa, considerando-se
gue passaram por secagem a sombra e temperatura ambiente (que na época
variava entre 25 e 30 °C) visando a preservacdo do material. A umidade do
material € um parametro importante, visto que os resultados que levam em conta

a massa de material vegetal sdo expressos em relacdo a massa seca de folhas.
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4.2 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

Neste topico sao apresentados os resultados experimentais das extracdes
de folhas de uvaia utilizando diéxido de carbono supercritico. Demostrando os
efeitos dos fatores envolvidos na extrac@o sobre as variaveis resposta rendimento
de extrato, quantidade de amirinas por massa de extrato e quantidade de amirinas

por massa de folhas.

Um fato importante a ser destacado € relativo as caracteristicas fisicas
dos extratos obtidos. Em todas as condi¢ces analisadas o extrato apresentava-se
na forma de pé com granulos finos resinosos. A grande maioria dos extratos de
CO; supercritico encontram-se na forma liquida (6leos ou 6leos resinosos), sendo
classificados em 6leos comestiveis ou 6leos essenciais (DE MELO; SILVESTRE;
SILVA, 2014). Na Figura 4.1 é apresentada a aparéncia do extrato de folhas de

uvaia obtido por extracdo com fluido supercritico.

Figura 4.1 - Aspecto fisico dos extratos de Uvaia obtidos na EFS.

Mais informacdes relacionadas ao aspecto fisico dos extratos sao
apresentadas no fim da sec¢éo 4.2.2, sendo que a semelhanca com um po6 pode
ser causada pela grande quantidade de compostos quimicos que séo sélidos a
temperatura ambiente. Todos o0s extratos obtidos com fluido supercritico

apresentaram tonalidade préxima ao amarelo.
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4.2.1 Rendimento global de extrato

As condicbes experimentais de temperatura e pressao, foram
selecionadas levando em consideracdo as limitacbes operacionais do
equipamento, mas de forma a garantir uma ampla variacdo dos parametros. A
Tabela 4.2 apresenta os resultados, em termos de rendimento, das extragdes nas
condicbes determinadas pelo planejamento experimental. A vazdo de CO; foi
mantida constante (2,0x10° kg min™), o tempo de extracdo foi o mesmo para
todos os experimentos (180 minutos). Os experimentos foram realizados de forma
aleatodria, para evitar resultados tendenciosos.

Tabela 4.2 - Condi¢cbes do operacionais das EFS e seus respectivos rendimentos
Pressdo Temperatura  Densidade Rendimento m extrato/ m

Ensaio .
(bar) (°C) CO;, (kg m™) (%) CO, (g kg™)
1 100 40 629,90 0,24 0,07
2 100 60 289,72 0,08 0,02
3 200 40 840,67 1,28 0,35
4 200 60 724,11 1,69 0,45
5 150 50 700,28 0,87 0,23
6 150 50 700,28 0,90 0,25
7 150 50 700,28 0,92 0,25

"Os rendimentos s&o expressos em base seca

A partir dos dados apresentados na Tabela 4.2 observa-se que na
pressédo de 100 bar, o rendimento diminui de 0,24 para 0,08% com o aumento da
temperatura de 40 para 60 °C. Entre essas duas condi¢cbes ocorre uma
diminuicdo significativa na densidade do solvente (CO, supercritico), que esta
relacionada com a solubilidade dos compostos no fluido supercritico, sendo que
em maiores densidades 0s compostos se tornam mais soluveis. Entretanto, acima
de determinadas pressdes outros fendmenos podem exercer efeitos mais
intensos, como a pressdo de vapor do soluto (SOLANA; RIZZA; BERTUCCO,

2014). Isso foi verificado nas extracOes realizadas na pressao de 200 bar, o
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rendimento aumentou de 1,28 para 1,69 % com o aumento da temperatura de 40
para 60 °C.

Em relacdo ao consumo de CO, por massa de extrato obtido, a condi¢céo
de 200 bar e 60°C mostrou-se superior as demais condicdes por ser possivel

obter 0,45 gramas de extrato por quilo de CO, consumido.

Utilizando-se o programa computacional Statistica 7 (STATSOFT), foram
realizadas as analises estatisticas, visando determinar os efeitos das variaveis
(temperatura e pressdo) sobre o rendimento global da extracdo. Para isso, foram
considerados modelos lineares com intervalo de confianga de 95%. Na Tabela 4.3
sdo apresentados os efeitos das varidveis sobre o rendimento global da extracédo

Tabela 4.3 — Tabela de efeitos para as varidveis pressdo e temperatura no
rendimento da EFS

Efeito  p-valor
Média/lntercepto 0,854571 0,000042

Presséo 1,325000 0,000208
Temperatura 0,125000 0,130515
PxT 0,285000 0,018068

*significancia estatistica p<0,05

Observa-se que o efeito da pressdo € significativo e positivo, o que
explica o aumento do rendimento quando sdo utilizadas pressdes maiores, da
mesma forma, a interacdo entre as duas variaveis € significativa e positiva,
indicando efeito favoravel, pois ao aumentar os dois fatores simultaneamente,
ocorre um aumento no rendimento da extracdo. Na Figura 4.2 é apresentado o
grafico de Pareto que permite visualizar com clareza os efeitos das variaveis do

planejamento sobre o rendimento global da extracdo supercritica.
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Presséo 21,9184

Temperatura

p=,05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura 4.2 — Grafico de Pareto de efeito para as variaveis pressao e temperatura
no rendimento da EFS.

O gréfico de Pareto (Figura 4.2) permite a confirmacdo da significancia
dos efeitos principais e suas interagdes. E possivel confirmar os efeitos
estatisticamente significativos das varidveis isoladas e de suas interacfes
localizados a direita da linha tracejada, que indica ponto de significancia dos
resultados (p < 0,05).

Observa-se que o efeito da pressdo foi o mais importante para o
rendimento das extragcdes com fluido supercritico. A influéncia desse parametro
foi positiva, significando que, o aumento quantitativo dessa variavel implica no
aumento do rendimento da extracdo, ou seja, quanto maior a pressao utilizada

durante a extracdo, maior deve ser o rendimento.

A validacdo do modelo foi realizada pelo do teste “F”, obtido a partir da
analise de variancia (ANOVA). Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores
obtidos a partir da ANOVA, observando-se que 0 Fcac € muito maior do que o0 Fap,
o modelo é valido no nivel de significancia de 5% e representa muito bem os
resultados experimentais obtidos, dentro da faixa estabelecida nos niveis para as
variaveis em estudo para a resposta rendimento. O modelo obtido pela regresséo
linear € apresentado na Equacdo 4.1, sendo que ele explica 99,41% das
variacbes entre o0s valores experimentais e 0s previstos, indicando Otima

concordancia.
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Tabela 4.4 — ANOVA do modelo cuja resposta é rendimento da EFS
Causas de variacao

SQ GL MQ Fcalc I:tab*
Modelo 1,8524 3 0,6175 166,8919 9,2766
Residuos 0,0110 3 0,0037
Total 1,8634 6
R”: 0,99412

R%aq: 0,98823  *Fi4(3;3;0,05)

Rendimento (%) = 0,692 — 0,001P — 0,0365T + 0,000285PT (4.2)

A Figura 4.3 apresenta a superficie de reposta para o rendimento da
extracdo com fluido supercritico, a partir da variacdo da pressao e temperatura.

Pode-se observar que a regido com melhores resultados esta localizada nas
condicBes de maior pressao e temperatura.

Lof) TRINWIERTR

Figura 4.3 — Superficie de resposta para o rendimento da EFS.

Pode-se observar na superficie de resposta que para 0s niveis das

variaveis estudados, os maiores rendimentos sdo obtidos na regido de maior
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presséo e temperatura, sendo que o experimento realizado na condi¢do de maior

pressao e temperatura (200 bar e 60 °C) apresentou o maior rendimento (1,69 %).

4.2.2 Curvas cinéticas

As curvas cinéticas do processo de extracdo com fluido supercritico,
obtidas a partir da pesagem periodica do extrato acumulado, sédo apresentadas na
Figura 4.4, entretanto, para melhor compreensdo do comportamento de cada
extracdo as Figura 4.5 a Figura 4.8 apresentam as cinéticas individuais de cada
condicdo de extracdo. Em todas as condi¢Oes, observa-se que a variagdo da
massa acumulada é muito pequena quando a extracdo aproxima-se do tempo
final de extracdo, o que pode indicar o esgotamento do extrato disponivel para

extracao.
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Figura 4.4 - Curvas cinéticas das EFS das condic¢8es utilizadas no planejamento
experimental
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Figura 4.5 - Curva cinética da EFS na condi¢do de 100 bar e 40 °C.
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Figura 4.6 - Curva cinética da EFS na condicdo de 100 bar e 60 °C.
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Figura 4.7 - Curva cinética da EFS na condicdo de 200 bar e 40 °C.
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Figura 4.8 - Curva cinética da EFS na condicdo de 200 bar e 60 °C.

Na Figura 4.9 é apresentada a curva cinética com a média das trés
replicatas realizadas nas condicbes do ponto central do planejamento
experimental, juntamente com as barras de desvio padrdo. Observa-se que os
pontos apresentam desvio padrdo pequeno, indicando que as curvas cinéticas

foram similares e com boa reprodutibilidade do processo de extragdo no modulo
experimental utilizado.
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Figura 4.9 — Curvas cinéticas da triplicata do ponto central (150 bar e 50 °C).

Nas curvas cinéticas é possivel observar a presenca de trés estagios
distintos durante a extracdo, o primeiro entre o inicio da extracdo e 60 minutos,
outro de 70 minutos até proximo de 100 e 110 minutos e um estagio final iniciando
em aproximadamente 110 e 120 minutos até o fim da extragdo em 180 minutos. O
comportamento apresentado nas cinéticas de extracdo das folhas de uvaia com
CO, supercritico, € incomum, sendo que nao foram encontrados relatos na
literatura de casos semelhantes. A Figura 4.10 apresenta as fotos dos extratos

obtidos em cada um dos estagios da extracao realizada com 150 bar e 50 °C.

Figura 4.10 - Modca(;éo na aparé‘ncia do extrato obtido por EFS de acordo com
o tempo de extracdo na condi¢cdo de 150 bar e 50 °C, (a) 0-60 min, (b) 61-90 min
e (c) 91-180 min.

A primeira imagem apresenta o extrato obtido na condicdo de 150 bar e
50 °C com tempo de extracdo de 60 minutos, a segunda imagem apresenta o
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extrato obtido entre 61 e 90 minutos, ja a Ultima imagem diz respeito ao extrato
obtido entre 91 e 180 minutos. Aparentemente, ocorre a diminuicdo do diametro
das particulas do extrato entre um estagio e 0 estagio seguinte, fato esse que foi
observado em todas as condicGes analisadas. Para melhor compreender esse
fenbmeno foram realizadas analises de microscopia Optica (MO) para avaliar as
caracteristicas morfologicas dos extratos. As Figura 4.11, Figura 4.12 e Figura
4.13 apresentam imagens obtidas por microscopia optica dos extratos isolados de
cada periodo de extracdo obtidos no ponto central do planejamento experimental
(150 bar e 50 °C).

Figura 4.11 - Imagem de MO do extrato obtido por EFS com 60 min de extracdo -
ampliacdo 50 X
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Figura 4.12 - Imagem de MO do extrato obtido por EFS entre 61 e 90 min de
extracao - ampliacéo 50 X

-

Figura 4.13 - Imagem de MO do extrato obtido por EFS entre 91 e 180 min de
extracdo - ampliacdo 50 X

E possivel observar alteracfes nas caracteristicas visuais dos extratos
obtidos em cada periodo de extracdo, sendo que no periodo até 60 minutos, o
extrato apresenta-se como granulos resinosos, entretanto, nos extratos obtidos de
61 a 90 minutos e 91 a 180 minutos observa-se a diminuicdo do tamanho dos

granulos e aumento da presenca de estruturas cristalinas. No extrato obtido entre
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91 e 180 minutos observa-se ainda, que os granulos sdo formados pela
aglomeracao de particulas finas.

As estruturas cristalinas citadas anteriormente podem ser observadas na
Figura 4.14 gque apresenta o extrato obtido entre 61 e 90 minutos com ampliacédo
de 200 X.

.

e =

Figura 4.14 - Imagem de MO do extrato obtido por EFS entre 61 e 90 min de
extracdo - ampliacdo 200 X

Também foram feitas andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
dos compostos majoritarios em cada estagio para o extrato obtido na condicao de
150 bar e 50 °C. Os resultados dessas andlises serdo apresentados na secdo
4.5.2, juntamente com os demais resultados de quantificagdo dos compostos

majoritarios.
4.2.3 Modelagem matematica da cinética de extracao

Por meio do ajuste das curvas de extragdo com os modelos empiricos
descritos na Secdo 2.2.2 foi gerado o conjunto de parametros ajustaveis
mostrados na Tabela 4.5. Para cada condicdo experimental sdo gerados trés

valores para cada parametro, referentes aos trés estdgios em que as curvas
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cinéticas de extracdo estdo divididas, visto que os modelos foram alterados para
levar em consideracdo essas trés etapas, mostradas nas Figura 4.15 a Figura
4.19.

Tabela 4.5 - Parametros ajustaveis obtidos

Modelo
Condicéo :
' Naik Barton
experimental
Yo b Yo B
0,08776 0,51585 0,08188 0,23498
100 bar 0,13158 0,15059 0,11278 0,11720
40 °C
0,03459 0,19978 268,78268 2,1985x10'6
0,07039 2,56462 0,06959 0,35237
100 bar ©
60 °C 0,00931 1,01910 98,55327 2,3138x10
0,00520 0,47456 -585,0977 3,4015x10'7
0,59818 0,11531 0,502443 0,09557
200 bar
40 °C 0,77728 0,07310 0,69999 0,05928
0,03238 0,01439 173,95236 6,523x10'6
0,87783 0,13153 0,73975 0,10710
200 bar
60 °C 0,55649 1,80261 0,67445 0,08701
0,38536 0,06428 0,27916 0,09971
0,64552 0,02391 0,38152 0,04142
150 bar
50 °C 0,22990 0,85910 0,51236 0,04004
0,15532 0,53132 0,00510 3,07948
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Figura 4.15 - Curvas de extracdo experimental e simuladas pelos modelos
propostos na condicéo de 100 bar e 40 °C
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Figura 4.16 - Curvas de extracao experimental e simuladas pelos modelos
propostos na condicdo de 100 bar e 60 °C
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Figura 4.17 - Curvas de extracdo experimental e simuladas pelos modelos
propostos na condic&o de 150 bar e 50 °C
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propostos na condicdo de 200 bar e 40 °C
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Figura 4.19 - Curvas de extracao experimental e simuladas pelos modelos
propostos na condicéo de 200 bar e 60 °C

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os parametros de comparacao entre 0s

modelos utilizados no que diz respeito a qualidade do ajuste.

Tabela 4.6 - Parametros de comparacao dos modelos utilizados nas cinéticas de
extracdo

Condicao Modelo Erro Soma Quadratica Critério de Informacéao
experimental médio dos erros de Akaike (AIC)
Naik 0,76 3,10 x 107 -170,88
100 bar 40 °C .
Barton 2,50 6,19 x 10 -116,978
Naik 0,89 4,87 x 10° -162,721
100 bar 60 °C
Barton 0,80 1,73 x 10° -181,39
Naik 0,68 1,30 x 103 -103,583
200 bar 40 °C 5
Barton 1,40 3,98 x 10° -83,4701
Naik 2,87 1,69 x 10 -15,9895
200 bar 60 °C 2
Barton 1,35 7,25 x 10° -72,6750
Naik 5,76 6,16 x 10 -75,5961
150 bar 50 °C )
Barton 6,99 1,54 x10° -59,1077
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Para todas as condicbes experimentais e para ambos modelos, o
coeficiente de determinacdo R? foi superior a 0,9999.

O critério de informacéo de Akaike (AIC) € uma medida da qualidade do
ajuste baseada na maxima verossimilhanca. Na comparacdo de modelos, o
modelo com menor valor de AIC é definida como o que apresenta melhor ajuste
dos dados (COSTA; SOUSA LOBO, 2001).

Portanto, observa-se que o modelo de Naik ajustou-se melhor as curvas
cinéticas de extracdo nas condi¢cdes de 100 bar/40 °C, 200 bar/40 °C e 150 bar/50
°C. Ja o modelo de Barton, ajustou melhor os dados experimentais das condi¢ées
100 bar/60 °C e 200 bar/60 °C.

4.3 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

4.3.1 Cinética experimental da extracdo assistida por ultrassom

A fim de determinar o tempo de extracdo mais apropriado para conduzir
as extragOes assistidas por ultrassom, utilizando-se hexano como solvente, foram
realizadas extragcdes com diferentes tempos, mantendo-se constante os demais
parametros, fixados nos valores correspondentes ao ponto central do
planejamento experimental. Os valores fixados nos parametros foram: 50 °C, 50
% de poténcia nominal do ultrassom e razdo entre massa de folha e volume de
solvente igual a 1:15. Essas condi¢des foram definidas a fim de estar numa faixa
intermediaria das limitacbes operacionais. A Figura 4.20 apresenta o grafico de

cinética da extracao assistida por ultrassom nas condi¢cfes citadas acima.
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Figura 4.20 - Cinética de extracao assistida por ultrassom.

E possivel observar que o processo de extracdo ocorre rapidamente,
atingindo valores préximos ao equilibrio a partir de 20 minutos, o que esta de
acordo com a literatura que informa que geralmente os processos de extracao
assistida por ultrassom ocorrem com periodos entre 2 minutos até uma hora
(SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

A partir dos resultados obtidos na determinacdo da cinética experimental
da extragcado assistida por ultrassom em funcdo da massa de amirinas, que serao
apresentados na Secédo 4.5.3, o tempo de extracao foi fixado em 3 minutos, visto
que com este tempo de extracdo, O processo apresentou caracteristicas
desejaveis, tais como: teores de a-amirina e B-amirina elevados, e que com
tempos maiores de extracdo, outros compostos acabavam sendo extraidos,
diminuindo a pureza; menor consumo energético e menor gasto de tempo,
reduzindo os gastos finais do processo.

A fim de comparar os resultados obtidos na extracdo com solvente
assistida por ultrassom, foram realizados experimentos para determinar a cinética

experimental da extracdo por maceracao.

As condicdes experimentais foram escolhidas de forma que o processo de
extracdo por maceracdo fosse semelhante a extracdo assistida por ultrassom,
sendo que foi utilizada agitacdo mecanica ao invés de submeter ao ultrassom. Os

valores fixados nos parametros foram: 50 °C, razdo entre massa de folha e
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volume de solvente igual a 1:15 e agitacado de 100 RPM. A Figura 4.21 apresenta
o grafico de cinética da extracdo assistida por maceracéo.
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Figura 4.21 - Cinética de extracao convencional por maceracao.

E possivel observar que o processo de extracdo por maceragdo ocorreu
de forma consideravelmente mais lenta que a extracdo com ultrassom, chegando

ao equilibrio somente apdés 120 minutos enquanto com ultrassom foram
necessarios somente 20 minutos.

4.3.2 Rendimentos das extracdes assistidas por ultrassom

A fim de avaliar os efeitos das condigcbes experimentais (poténcia,
temperatura e raz&o), foi realizado um planejamento experimental completo 23. Os
niveis utilizados em cada fator foram escolhidos levando em consideracéo
limitagcOes operacionais de forma a garantir uma ampla variagdo dos parametros.
O volume de solvente (hexano) foi mantido constante (50 mL).

Os experimentos foram realizados de forma aleatéria, para evitar

resultados tendenciosos. Os valores de rendimentos obtidos sdo apresentados na
Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 - Condicfes do planejamento experimental da EAU e seus respectivos
rendimentos
Poténcia Temperatura Razdo Massa/Solvente Rendimento

Ensaio .
(%) (°C) (g:mL) (%)

1 30 40 1:10 1,27
2 70 40 1:10 1,38
3 30 60 1:10 1,53
4 70 60 1:10 1,57
5 30 40 1:20 1,52
6 70 40 1:20 1,40
7 30 60 1:20 1,79
8 70 60 1:20 1,69
9 50 50 1:15 1,50
10 50 50 1:15 1,50
11 50 50 1:15 1,46

"Os rendimentos s&o expressos em base seca

O maior rendimento (1,79 %) foi obtido no ensaio 7, no qual a poténcia
era de 30% (-1), a temperatura de 60 °C (+1) e a razdo de 1:20 (+1), enquanto o
menor rendimento foi obtido no ensaio 1 (1,27 %) no qual a poténcia era de 30%
(-1), a temperatura de 40 °C (-1) e a razdo de 1:10 (-1).

Observa-se que fixando a temperatura tanto em 40 °C quanto em 60 °C,
na razdao 1:10 o aumento da poténcia causou um aumento no rendimento,
entretanto, com razdo de 1:20, ocorre um efeito inverso, sendo que maiores
poténcias resultam em menores rendimentos. Fixando-se a poténcia, ocorre um
aumento do rendimento com o aumento da temperatura, independentemente da
razd8o massa/solvente utilizada. Ao fixar os valores de poténcia e temperatura,

pode-se observar que 0 aumento na razao ocasiona um aumento no rendimento.

Utilizando-se o programa computacional Statistica 7 (STATSOFT), foram
realizadas as analises estatisticas, visando determinar os efeitos das variaveis
(poténcia, temperatura e raz&o) sobre o rendimento global da extracdo. Para isso,

foram considerados modelos lineares com intervalo de confianga de 95%. A
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Tabela 4.8 apresenta os efeitos das variaveis sobre o rendimento global da
extracao

Tabela 4.8 — Tabela de efeitos para as variaveis poténcia, temperatura e razdo no
rendimento da EAU

Efeito p-valor’
Média/lntercepto 1,51 1,02x10°

Poténcia -0,02 0,50
Temperatura 0,25 3,97x10™
Razéo 0,16 2,15x103
PxT -0,01 0,57
PxR -0,09 0,02
TXR -0,02 0,33

*significancia estatistica p<0,05

Observa-se que o efeito da temperatura é significativo e positivo, o que
explica o aumento do rendimento quando séo utilizadas temperaturas maiores, da
mesma forma, o efeito da razdo massa/solvente é significativo e positivo. O efeito
da poténcia nédo é significativo, contudo, o efeito da interacdo da poténcia com a
razao é significativo e negativo, indicando efeito desfavoravel, pois ao aumentar

os dois fatores simultaneamente, ocorre um aumento no rendimento da extragéo.

Na Figura 4.22 pode-se visualizar com clareza as variaveis que
apresentaram significancia estatistica sobre o rendimento global da extracao
supercritica.
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Temperatura 10,6874

6,876693

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura 4.22 — Grafico de Pareto de efeito para as variaveis poténcia, temperatura
e razdo no rendimento da EAU.

O gréafico de Pareto (Figura 4.22) permite a confirmacao da significancia
dos efeitos principais e suas interacdes. E possivel confirmar os efeitos
estatisticamente significativos das varidveis isoladas e de suas interacdes
localizados a direita da linha tracejada, que indica ponto de significAncia dos
resultados (p < 0,05).

Observa-se que o efeito da temperatura e da razao foram significativos,
sendo que a temperatura foi mais importante para o rendimento das extracdes
com solvente assistidas por ultrassom. A influéncia desses parametros foi
positiva, significando que, o aumento quantitativo dessas variaveis implica no
aumento do rendimento da extracdo. A interacdo entre a poténcia e a razao

massa/solvente também demonstrou-se significativa, porém negativa.

A validagcdo do modelo foi realizada pelo do teste “F”, obtido a partir da
analise de variancia (ANOVA). A Tabela 4.9 apresenta os valores obtidos a partir
da ANOVA, observando-se que o Fcqc € aproximadamente trés vezes maior do
que o Fip, 0 modelo é valido no nivel de significancia de 5% e representa muito
bem os resultados experimentais obtidos, dentro da faixa estabelecida nos niveis
para as variaveis em estudo para a resposta rendimento. O modelo obtido pela

regresséo linear é apresentado na Equacédo 4.2, sendo que ele explica 98,36%
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das variagbes entre o0s valores experimentais e 0s previstos, indicando 6tima
concordancia.

Tabela 4.9 — ANOVA do modelo cuja resposta é rendimento da EAU
Causas de variacdo SQ GL

MQ Fcalc Ftab*
Modelo 0,1958 7 0,0280 25,4545 8,8867
Residuos 0,0033 3 0,0011
Total 0,1991 10
R* 0,9836 R’ 0,9454  *Fy(7;3;0,05)

Rendimento (%) = 0,0296 — 0,0161P — 0,0183T + 0,0528R — 0,0002PT —
0,0010PR — 0,0003TR + 0,000001PTR

(4.2)

As Figura 4.23, Figura 4.24 e Figura 4.25 apresentam as superficies de

reposta para o rendimento da extragdo com solvente, mantendo-se um dos
fatores constante no valor referente ao ponto central.

Lojey CHOSNIERTE

Figura 4.23 — Superficie de resposta para o rendimento da EAU (Poténcia = 50%).

51



Lopy CRMRNEALTA

Figura 4.24 — Superficie de resposta para o rendimento da EAU (Temperatura =
50 °C).

Lo/} SHOPEETR

Figura 4.25 — Superficie de resposta para o rendimento da EAU (Razé&o = 1:15).
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4.4 COMPOSICAO QUIMICA DETERMINADA POR CG-EM

Devido ao alto custo da analise de cromatografia gasosa com deteccao
por espectrometria de massas, optou-se por realizar a caracterizacdo quimica
completa de apenas uma amostra de cada método de extracédo

O extrato obtido por extracdo com fluido supercritico escolhido para a
caracterizacdo quimica foi o referente ao ponto central do planejamento (150 bar
e 50 °C). Para a extracdo assistida por ultrassom, também foi analisado o extrato

obtido no ponto central do planejamento (50 % de poténcia, 50 °C e razéo
massa/solvente 1:15). Ja para a maceracao, para efeitos de comparacdo, foi
escolhido o extrato obtido com 3 minutos de extracdo, sendo as outras condicdes:
50 °C e 100 RPM de agitacéo e razdo massa/solvente 1:15.

Nas Figura 4.26, Figura 4.27 e Figura 4.28 sdo apresentados o0s

cromatogramas obtidos para cada extrato, onde observa-se diversos picos com
seus respectivos tempos de retencdo. Cada pico representa um composto

identificado.
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Figura 4 26 Cromatograma do extrato obtido na EFS com 150bar, 50 °C e 180
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Figura 4.27 - Cromatograma do extrato obtido por EAU com 50% de poténcia,

50°C, razdo massa solvente 1:15 e 3 minutos de extracao.
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Figura 4.28 - Cromatograma do extrato obtido por maceracdo com 100 RPM de

agitacdo, 50 °C, razdo massa/solvente 1:15 e 3 minutos de extracdo.
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A Tabela 4.10 apresenta os compostos identificados, bem como o nimero
CAS (registro no banco de dados do Chemical Abstracts Service) e a
porcentagem de area normalizada, que indica a distribuicdo relativa dos

compostos na amostra.

Para a determinacdo da composicdo quimica dos extratos, levou-se em
consideracao a qualidade da similaridade dos espectros de massas obtidos para
cada pico em relacdo aos registrados nas bibliotecas utilizadas, sendo que

compostos que apresentaram similaridade inferior a 85 % nao sdo apresentados.

Tabela 4.10 - Composicao quimica dos extratos obtidos nos diferentes métodos
de extracao

Nome do Composto CAS v Area
EFS (*) EAU (*) Maceracéo (*)
B-elemeno 515-13-9 0,25 (1) - -
B-selineno 17066-67-0 0,11 (2) - -
Viridifloreno 21747-46-6 0,40 (5) - -
Tetradecil Oxirano 7320-37-8 - 0,16 (1) 0,15 (1)
Fitol 150-86-7 0,07 (8) - -
Acido Hexadecanoico 57-10-3 0,41 (9) 0,05 (3) 0,07 (3)
Tetrametil Hexadecenol 102608-53-7 0,27 (10) 0,04 (4) 0,04 (4)
Acido oleico 112-80-1 0,67 (11) 0,02 (6) 0,03 (6)
Pentatiacontano 630-07-9 0,84 (18) 0,12 (12) 0,09 (12)
Hexil decanol 2425-77-6 0,66 (20) - -
Esqualeno 111-02-4 2,17 (21) 0,33(14) 0,56 (15)
Tetratertracontano 7098-22-8 1,41 (23) 0,26 (15) 0,18 (16)
Tetradecanal 124-25-4 0,07 (25) - -
Vitamina E 059-02-9 1,92 (31) 0,33(20) 0,35 (21)
Octadecanal 638-66-4 0,32 (32) - -
Z-2-Octadecen-1-ol - 2,47 (33) - -
Beta-sitosterol 083-46-5 6,28 (34) 3,30 (23) 2,59 (23)
B-amirina 559-70-6 53,72 (35) 71,25 (24) 72,17 (24)
a-amirina 638-95-9 24,63 (36) 22,69 (25) 22,71 (25)

EFS: Extracao com fluido supercritico; EAU: Extragcdo assistida por ultrassom, (*) nimero do pico
nos cromatogramas

Nota-se que a porcentagem dos terpenos a-amirina e [(-amirina €

bastante elevada, variando entre 22,69 e 24,63 % para a-amirina e entre 53,72 e
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72,17 % para (B-amirina. Valores bastante superiores aos encontrados no extrato
da casca de pitaya (Hylocereus polyrhizus) que também apresenta a-amirina e [3-
amirina, sendo identificados 15,87 % de B-amirina e 13,90 % de a-amirina (LUO
et al., 2014). Ja para extratos secos obtidos por maceracdo com hexano de oOleo-
resinas de 7 espécies de arvores do género Protium, as porcentagens variaram
entre 7,00 e 32,3 % de a-amirina e entre 5,00 e 41,1 % de B-amirina, sendo que
as plantas Protium strumosum e Protium tenuifolium apresentaram porcentagens
de a-amirina superiores aos identificados na uvaia, 32,30 % na P. strumosum e
25,6 % na P. tenuifolium (SILVA et al., 2011).

Os resultados obtidos indicam que os extratos obtidos pelos trés métodos
sao relativamente semelhantes, sendo essa semelhanca mais acentuada entre os
extratos obtidos na extracdo assistida por ultrassom e na extracdo por
maceracao. Possivelmente isso ocorreu pois ambos métodos utilizaram o0 mesmo
solvente e condi¢cdes semelhantes de extracéo, diferenciando somente pelo uso
do ultrassom na extracdo assistida por ultrassom e pela agitacdo mecanica na

extracdo por maceracao.

4.5 QUANTIFICACAO DE a-AMIRINA E B-AMIRINA POR CLAE

Visto que o0s compostos majoritarios encontrados na caracterizacao
quimica fora os terpenos a-amirina e B-amirina e como a porcentagem desses
compostos foi bastante alta no extrato analisado, foram realizadas analises de
quantificacdo a partir de curvas de calibragcdo com padrées analiticos. A Figura
4.29 apresenta um cromatograma dos padrées a-amirina e B-amirina, sendo o

pico em 9,4 min relativo a B-amirina e o de 10,1 min relativo a a-amirina.
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Figura 4.29 - Cromatograma dos padrdes a e -amirina.

A quantificagao foi realizada tendo como base a curva padréo para cada
composto. Utilizaram-se solugdes com concentra¢des de 10, 50, 100, 150 e 200
ng mL™* dos padrdes analiticos de a-Amirina e de B-Amirina também solubilizados
em Alcool Isopropilico. As curvas de calibragdo para a-Amirina e B-Amirina sdo

apresentadas na Figura 4.30 e na Figura 4.31.
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Figura 4.30 - Curva de calibragdo de a-amirina.
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4.5.1 Quantificacdo de a-amirina e -amirina nos extratos obtidos no

planejamento experimental da extragdo com fluido supercritico

Na Tabela 4.11 sdo apresentados os resultados da quantificacdo das

amirinas para as diferentes condi¢cdes do planejamento experimental da extracao

com fluido supercritico.

Tabela 4.11 - Teor de amirinas (a e B) presentes no extrato supercritico de uvaia

(%) obtidos por EFS

Condicéao Densidade CO, a-amirina B-amirina Total
Experimental (kg/m?3) (%) (%) (%)
100 bar e 40 °C 629,90 18,07 61,30 79,37
100 bar e 60 °C 289,72 28,75 68,68 97,43
200 bar e 40 °C 840,67 13,47 49,85 63,32
200 bar e 60 °C 724,11 14,76 52,81 67,57
150 bar e 50 °C 700,28 17,38 54,60 71,98
150 bar e 50 °C 700,28 16,85 54,66 71,50
150 bar e 50 °C 700,28 17,05 54,48 71,53
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Os resultados revelam teores bastante elevados de amirinas nos extratos
de uvaia, sendo que houve uma variagao entre 63,32 e 97,43 % de mistura dos
isdmeros no extrato. A condicdo que apresentou maior pureza de amirinas foi a
com pressdo de 100 bar e temperatura de 60 °C, sendo que as amirinas
representam 97,43 % (m/m) do extrato bruto. O terpeno com maior concentragao
€ a -amirina, variando entre 49,85 e 68,68 %, ja a a-amirina variou entre 13,47 e
28,75 %. Os melhores resultados, quando avaliados isoladamente, também

ocorreram na condicdo de 100 bar e 60 °C.

Em comparacdo aos resultados obtidos pela técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), observar-se uma
diferenca nas porcentagens dos dois compostos aqui quantificados. Na andlise de
CG-EM foram identificados 24,63 % de a-amirina e 53,72 % de B-amirina
enquanto na andlise por CLAE foram quantificados 16,85 % e 54,66 %
respectivamente. Essa diferenca deve-se ao fato da analise por CG-EM ser semi-
guantitativa, pois utiliza somente a area dos picos na determinacdo das
porcentagens, enquanto que com CLAE, os compostos sao quantificados

utilizando padrdes analiticos, tornando os resultados muito mais precisos.

Observou-se que na faixa de valores para as variaveis em estudo, a
guantidade de amirinas presentes em cada extrato variou de acordo com a
densidade do CO,, sendo que em valores maiores de densidade, a pureza dos
extratos obtidos foi menor em relagdo as amirinas. Este resultado indica que o
método de extracao pode ser seletivo, pois ao modificar os valores das variaveis
pode ser modificada a quantidade de amirinas presente nos extratos. Resultado
semelhante foi encontrado por VIGANO et al. (2016) ao modificar as condi¢cdes de
pressdo e temperatura para obter extratos com composicdes diferentes a partir do

bagaco de maracuja.

Contudo, para melhor avaliar os resultados obtidos na quantificacao, é
necessario que o rendimento seja levado em consideracdo para que se possa
discutir em quais condi¢des o processo é mais viavel para obtenc¢do dos isdbmeros
a-amirina e B-amirina. Dessa forma, a Tabela 4.12 apresenta a quantidade de

amirinas em fungéo da massa de folhas.
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Tabela 4.12 - Quantificacdo de amirinas (a e B) em relacdo a massa de folhas de
uvaia nos extratos obtidos por EFS (g kg™)
Condicéo Densidade CO,

a-amirina  B-amirina’  Total’

Experimental (kg/m?)

100 bar e 40 °C 629,90 0,44 1,50 1,94
100 bar e 60 °C 289,72 0,24 0,58 0,82
200 bare 40°C 840,67 1,73 6,40 8,13
200 bar e 60 °C 724,11 2,49 8,91 11,40
150 bar e 50 °C 700,28 1,51 4,75 6,26
150 bar e 50 °C 700,28 1,52 4,93 6,45
150 bar e 50 °C 700,28 1,57 5,02 6,59

"Os resultados sdo expressos em relacdo a massa de folhas secas.

Observa-se que o melhor resultado ocorreu na condicdo de 200 bar com
60 °C, visto que apresentou o melhor rendimento entre todas as extracdes. Nessa
condicéo obteve-se 11,40 g da mistura dos isbmeros por kg de folas secas, sendo

que foram 2,49 g de a-amirina e 8,91 g de B-amirina.

Entretanto, é importante destacar que a finalidade para a qual os extratos
serdo utilizados pode justificar a escolha por outras condi¢cdes. Caso o interesse
seja por extratos com elevada pureza, é preferivel utilizar os extratos obtidos na
condicao de 100 bar e 60 °C, lembrando que nessa condicdo a pureza é bastante
elevada (97,43 %) conforme Tabela 4.11, mas o rendimento é muito pequeno
conforme a Tabela 4.2. Em outra situacdo em que ha necessidade de grandes
quantidades dos isbmeros usando menos massa de folhas, é preferivel utilizar a
condicao de 200 bar e 60 °C.

Os resultados obtidos neste estudo em relagdo ao rendimento de a-
amirina e B-amirina foram elevados e superiores aos teores encontrados em
outros trabalhos da literatura. A Tabela 4.13 apresenta resultados obtidos por
outros autores no que diz respeito a massa de amirinas por massa de matéria-

prima utilizada.
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Tabela 4.13 - Resultados de algumas quantificacbes de amirinas (a e )
encontradas na literatura (g kg™?)

Planta a-amirina B-amirina a/B-amirina Referéncia
Protium sp (resina) 3,1 1,7 4.8 (DIAS et al., 2011)
Ficus carica (latex) 12 (OLIVEIRA et al.,

’ 2010)
Canarium sp (HERNANDEZ-
. 2,4 1,1 3,5 VAZQUEZ et al.,

(resina) 2010)

Vitex agnus (fruta (COSSUTA et al,
gnus (fruta) 0.63 2008)
Eugenia pyriformis

(EFS) 2,49 8,91 11,40 (Este trabalho)
Eugenia pyriformis

(EAU) 2,41 9,71 12,13 (Este trabalho)

4.5.2 Efeito do tempo de extracdo sobre a quantidade de a-amirina e B-amirina

nos extratos obtidos com fluido supercritico

Para verificar possiveis diferencas nas quantidades de amirinas nos
diferentes estagios da extracdo com fluido supercritico, foi realizada a
quantificacdo de a-amirina e B-amirina nos extratos obtidos em cada estagio. A
Tabela 4.14 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo das amirinas em
cada estagio.

Tabela 4.14 - Teor de amirinas (a e B) presentes no extrato supercritico de uvaia
obtido com 150 bar e 50 °C

o Tempo de a-amirina  B-amirina Total
Estagio B
extracao (%) (%) (%)
1 0 — 60 min 20,05 46,61 66,66
2 61 — 90 min 15,50 53,30 68,80
3 91 — 180 min 14,87 62,84 77,71

Pode-se observar que para a a-amirina ocorre uma leve reducdo na

porcentagem presente nos extratos com o aumento do tempo de extragéo.
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Entretanto, para B-amirina ocorre o efeito contrario, sendo que os estagios com
maiores tempos de extracao apresentam consideravelmente maiores quantidades

desse composto.

Quando avaliada a soma dos compostos, pode-se inferir que o aumento
da proporcéo dos compostos presentes nos extratos (de 66,66 para 77,71%) pode
ser responsavel pelas alteracdes no aspecto visual dos extratos em funcdo do

tempo de extracao discutido no fim da secéo 4.2.2.

4.5.3 Avaliacdo da influéncia do tempo de extracdo sobre a quantidade de a-

amirina e B-amirina nos extratos obtidos por ultrassom.

Primeiramente, foi realizada a quantificagcdo de a-amirina e p-amirina nos
extratos obtidos na construcéo da cinética de extracao, a fim de avaliar possiveis
efeito do tempo sobre a composicdo dos extratos, nesses ensaios somente o
tempo sofreu variacdo, as demais variaveis foram mantidas constantes (: 50 °C,
50 % de poténcia nominal do ultrassom e razdo entre massa de folha e volume de
solvente igual a 1:15). A Tabela 4.15 apresenta os rendimentos e a quantificacdo

das amirinas em relacdo a massa de extrato.

Tabela 4.15 - Teor de amirinas (a e 3) presentes no extrato obtido por EAU
a-amirina  B-amirina Total

Tempo (min) Rendimento (%)

(%) (%) (%)
1 1,04 14,61 63,08 77,69
3 1,48 13,88 59,91 73,79
5 1,61 13,61 57,25 70,86
10 1,66 13,56 56,58 70,14
20 1,78 13,47 54,02 67,49
30 1,80 13,36 53,74 67,10
40 1,81 13,33 53,68 67,01

"Os rendimentos s&o expressos em base seca.
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O tempo de extracao influenciou no teor de amirinas extraidas, sendo que
com tempos mais curtos de extracdo foi possivel obter extratos com maior pureza
de a-amirina e B-amirina. Para melhor ilustrar esse efeito, a Figura 4.32 e a Figura

4.33 apresentam a variacdo do teor de amirina em funcdo do tempo.
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Possivelmente, ocorre 0 esgotamento de amirinas disponivel para
extragdo, e com tempos maiores, outros compostos comecam a ser extraidos.
Visualmente pode-se observar a mudanca na coloracdo dos extratos em funcéo
do tempo, a partir de 5 minutos, o extrato comeca adquirir tonalidade esverdeada
0 gque possivelmente indica a presenca de clorofila, tornando-se bem escuro e
passando da forma de p6 para uma consisténcia quase pastosa com 40 minutos
de extracdo. Na Figura 4.34 pode-se observar a alteracdo na coloracdo dos

extratos em funcéo do tempo.

Figura 4.34 - Alteragcédo da aparéncia dos extratos obtidos por EAU em func¢éo do
tempo de extragao

Para melhor avaliar esse fendmeno seria interessante realizar analises de
composicdo por cromatografia gasosa com espectrometria de massas para
verificar quais compostos estdo presentes nos extratos com baixo tempo de

extracao e quais presentes quando utilizados tempos maiores de extragao.

Para avaliar a quantidade de amirinas obtidas em funcdo da massa de
matéria-prima utilizada pode-se visualizar graficamente na Figura 4.35 e na Figura
4.36.
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Figura 4.36 - Massa de B-amirina extraidas por EAU em funcdo do tempo.

Pode-se observar que a quantidade de amirina extraida aumenta com o
tempo, mas esse aumento torna-se muito pequeno quando o tempo de extracao
passa de 20 minutos para a a-amirina e de 10 minutos para a -amirina. Na
Tabela 4.16 sdo apresentados os resultados da quantificacdo de amirinas por kg
de folha seca.
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Tabela 4.16 - Massa de amirinas (a e ) em relagdo a massa de folhas de uvaia
(g kg™ nos extratos obtidos na construcdo da cinética de EAU
Tempo (min) a-amirina B-amirina Total

1 1,52 6,56 8,07
3 2,05 8,86 10,91
5 2,19 9,22 11,41
10 2,25 9,37 11,61
20 2,39 9,61 12,00
30 2,41 9,68 12,08
40 2,41 9,71 12,13

"Os resultados sdo expressos em relacdo a massa de folhas secas.

O melhor resultado obtido para massa de amirina por massa de amostra
na extracdo assistida por ultrassom utilizando-se hexano foi alcancada com 40
minutos, ha 12,13 g da mistura de isémeros por kg de folha seca, sendo que

desses, 2,41 g séo referentes a a-amirina e 9,71 g referente a B-amirina.

4.5.4 Avaliacdo das condicbes experimentais utilizadas no planejamento

experimental da extracdo assistida por ultrassom

Na Tabela 4.17 sdo apresentados os resultados da quantificacdo das
amirinas para as diferentes condicbes experimentais. Como comentado
anteriormente, os resultados de quantificagcdo por CLAE sdo obtidos utilizando
padrbes analiticos, sendo normal que o resultado apresentado aqui seja

levemente diferente do apresentado anteriormente na analise por CG-EM.

Na analise de CG-EM foram identificados 22,69 % de a-amirina e 71,25 %
de B-amirina enquanto que na analise por CLAE foram quantificados 14,57 % e
62,85 % respectivamente.

66



Tabela 4.17 - Quantificagdo de amirinas (a e B) presentes no extrato obtidos com
0 uso do ultrassom (%)

Condicao Experimental a-amirina  B-amirina Total
(Poténcia Temperatura Razéao) (%) (%) (%)
30% 40°C 1:10 12,49 51,64 64,13
70% 40°C 1:10 13,13 56,13 69,26
30% 60°C 1:10 13,28 55,66 68,95
70% 60°C 1:10 11,19 45,59 56,78
30% 40°C 1:20 12,03 49,99 62,02
70% 40°C 1:20 14,64 61,89 76,53
30% 60°C 1:20 11,72 47,64 59,36
70% 60°C 1:20 12,66 49,86 62,51
50% 50°C 1:15 14,47 62,17 76,65
50% 50°C 1:15 14,57 62,85 77,42
50% 50°C 1:15 13,90 63,15 77,06

Os resultados revelam teores bastante elevados de amirinas nos extratos
de uvaia, sendo que houve uma variacdo entre 56,78 e 77,42 g de mistura dos
isémeros por 100 gramas de extrato. A condicdo que apresentou maior pureza de
amirinas foi a com poténcia de 50 %, temperatura de 50 °C e raz&do de 1:15,

sendo que as amirinas representam 77,42 % (m/m) do extrato bruto.

O terpeno com maior concentracdo é a (3-amirina, variando entre 45,59 e
63,14 g por 100 g de extrato, ja a a-amirina variou entre 11,19 e 14,64 g por 100 g
de extrato. Os melhores resultados, quando avaliados isoladamente, ocorreram
na condicdo de poténcia de 50 %, temperatura de 50 °C e razdo de 1:15 para B-

amirina e poténcia de 70 %, temperatura de 40 °C e razéo de 1:20 para a-amirina.

Para melhor avaliar os resultados obtidos na quantificacdo, € necessario
gue o rendimento seja levado em consideragdo para que se possa discutir em
quais condi¢cBes 0 processo é mais viavel para obtencédo dos isdmeros alfa e beta-
amirina. Dessa forma, a Tabela 4.18 apresenta a quantidade de amirinas em

funcdo da massa de folhas.
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Tabela 4.18 - Quantificagdo de amirinas (a e ) em relagdo a massa de folhas de
uvaia nos extratos obtidos com o uso de ultrassom (g kg™)
Condicao Experimental

o . a-amirina  B-amirina Total
(Poténcia Temperatura Razéao)

30% 40°C 1:10 1,59 6,57 8,15
70% 40°C 1:10 1,81 7,76 9,57
30% 60°C 1:10 2,03 8,52 10,55
70% 60°C 1:10 1,76 7,16 8,92
30% 40°C 1:20 1,83 7,60 9,43
70% 40°C 1:20 2,05 8,69 10,74
30% 60°C 1:20 2,10 8,51 10,61
70% 60°C 1:20 2,13 8,40 10,53
50% 50°C 1:15 2,17 9,33 11,50
50% 50°C 1:15 2,19 9,45 11,65
50% 50°C 1:15 2,03 9,22 11,25

"Os resultados sdo expressos em relacdo a massa de folhas secas.

Observa-se que o melhor resultado ocorreu na condicdo com poténcia de
50 %, temperatura de 50 °C e razdo de 1:15, visto que apresentou o melhor
rendimento entre todas as extracdes, e a maior pureza de amirinas. Nessa
condicdo, obteve-se 11,65 g da mistura dos isdmeros por kg de folas secas,

sendo que foram 2,19 g de a-amirina e 9,45 g de B-amirina.

Os resultados obtidos em relacdo a massa de a-amirina e 3-amirina foram
superiores aos outros estudos que empregaram diferentes matrizes soélidas

apresentados na Tabela 4.13.

4.5.5 Avaliacdo da influéncia do tempo de extracdo sobre a quantidade de a-

amirina e 3-amirina nos extratos obtidos por maceracgao.

A quantificacdo de a-amirina e B-amirina nos extratos obtidos na
construcdo da cinética de extracao foi realizada a fim de avaliar o efeito do tempo

sobre a composicdo dos extratos, nesses ensaios somente 0 tempo sofreu
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variacdo, as demais variaveis foram mantidas constantes (50 °C, 100 RPM de
agitacdo e razdo entre massa de folha e volume de solvente igual a 1:15). A
Tabela 4.19 apresenta os rendimentos e a quantificacdo das amirinas em relacéo

a massa de extrato.

Tabela 4.19 - Quantificagdo de amirinas (a e ) presentes no extrato obtido por
maceracgao (%)

Tempo Rendimento a-amirina  B-amirina Total
(min) (%) (%) (%) (%)

3 1,24 14,59 60,52 75,11

15 1,49 13,53 55,44 68,97
30 1,57 13,18 52,29 65,47
60 1,68 12,56 49,08 61,65
120 1,81 11,69 45,46 57,15
180 1,82 11,43 45,29 56,72

“Os rendimentos s&o expressos em base seca.

O tempo de extragdo influencia diretamente na quantidade de amirinas
extraidas, sendo que com tempos mais curtos de extracdo é possivel obter
extratos com maior quantidade de a-amirina e B-amirina. Para melhor ilustrar esse
efeito, a Figura 4.37 e a Figura 4.38 apresentam a variacdo do teor de amirina em

funcéo do tempo.
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Figura 4.37 - Variagédo do teor de a-amirina presente no extrato obtido por

maceracao de acordo com o tempo.
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Figura 4.38 - Variagao do teor de B-amirina presente no extrato obtido por

maceracao de acordo com o tempo.

Da mesma forma que ocorre na extracdo assistida por ultrassom, na
extragcdo por maceracdo em tempos maiores de extracdo outros compostos

passam a ser extraidos, diminuindo a fragdo massica de amirinas nos extratos.

Visualmente pode-se observar a mudancga na coloracdo dos extratos em

funcdo do tempo, a partir de 15 minutos, o extrato comeca adquirir tonalidade
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esverdeada o que possivelmente indica a presenca de clorofila, tornando-se bem
escuro e passando da forma de p6 para uma consisténcia quase pastosa a partir
de 60 minutos de extracdo. Na Figura 4.39 pode-se observar a alteracdo na

aparéncia dos extratos em funcao do tempo.

% 60y
) 5 o\ i W J&

Figura 4.39 - Alteracéo da aparéncia dos extratos obtidos por maceracao em
funcao do tempo de extracéo

Para melhor avaliar esse fenbmeno seria interessante realizar analises de
composicdo por cromatografia gasosa com espectrometria de massas para
verificar quais compostos estdo presentes nos extratos com baixo tempo de

extracdo e quais presentes quando utilizados tempos maiores de extracao.

Para avaliar a quantidade de amirinas obtidas em funcdo da massa de
matéria-prima utilizada pode-se visualizar graficamente na Figura 4.40 e na Figura
4.41.
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Figura 4.40 - Massa de a-amirina extraidas por maceracao em funcao do tempo.

0
EN

LA
- N w
1 L 1
u

]

fed
o
1

B-amirina (g kg"I de folha)

=
3,1
L
[]

)
ES

T T T 7 1 T L . T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min)

(=]

Figura 4.41 - Massa de B-amirina extraidas por maceracao em funcao do tempo.

Pode-se observar que a quantidade de amirina extraida aumenta com o
tempo, mas esse aumento torna-se muito pequeno quando o tempo de extracéo
passa de 20 minutos para a a-amirina e de 10 minutos para a B-amirina. Na

Tabela 4.20 sdo apresentados os resultados da quantificacdo de amirinas por kg
de folha seca.
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Tabela 4.20 - Quantificagdo de amirinas (a e ) em relagdo a massa de folhas de
uvaia (g kg™) no extrato obtido por maceracéo
Tempo (min) a-amirina B-amirina Total

3 1,81 7,52 9,34
15 2,01 7,88 9,90
30 2,08 8,23 10,31
60 2,11 8,31 10,41
120 2,11 8,33 10,44
180 2,11 8,35 10,46

Os resultados sdo expressos em relacdo a massa de folhas secas.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO MATERIAL VEGETAL

A Figura 4.42 e a Figura 4.43 mostram imagens feitas pela técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) de particulas de folhas de uvaia apoés
moagem e classificacdo granulométrica. E possivel observar que a superficie da
folha apresenta caracteristicas diferentes na face adaxial (superior) e abaxial

(inferior) da folha.

Na face abaxial (Figura 4.44) é possivel observar a presenca de inUmeros
estdbmatos (estruturas relacionadas com as trocas gasosas) e tricomas tectores
unicelilares, estruturas semelhantes a pelos, que néo liberam secrecao e tém,
entre outras fungdes, reduzir a perda de agua por transpiracdo, auxiliar na defesa
contra insetos predadores e diminuir a incidéncia luminosa. Esses resultados
estdo de acordo com as caracteristicas morfoanatdmicas das folhas de Uvaia
descritas na literatura (ARMSTRONG; DO ROCIO DUARTE; MIGUEL, 2012).
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Figura 4.42 - Imagem obtida por MEV da face adaxial de uma particula de folha
de uvaia que nao passou por nenhum processo de extragdo — ampliacdo 200 X

EHT=15.80 KV LRAC/FEQ
Mag= 200 X I Probe= 50 pA WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 4.43 - Imagem obtida por MEV da face abaxial de particulas de folha de
uvaia que néo passou por nenhum processo de extracao — ampliacado 200 X

Ao comparar as micrografias obtidas antes e apds os processos de
extracdo foi possivel observar que na superficie (tanto superior quanto inferior)
ndo houve alteragbes morfoldgicas, entretanto, observou-se que na regido
localizada na borda das particulas haviam estruturas cristalinas nas particulas que
nNao passaram por extracao e que tais estruturas ndo estavam mais presentes nas

particulas que passaram pelos processos de extracdo com CO, supercritico e
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com hexano assistido por ultrassom. Possivelmente tais estruturas cristalinas sao
formadas pelos compostos a-amirina e 3-amirina que em temperatura ambiente

estdo na fase solida e com grande quantidade disponivel para extracao.

Na Figura 4.44 é possivel observar a regido da borda citada acima, essas
estruturas fazem parte do interior das folhas, que tornou-se disponivel devido a

fragmentacao das folhas.
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[ Mag= 1.08@ K X I Probe= 5@ pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP

Figura 4.44 - Imagem obtida por MEV de uma particula de folha de uvaia que néo
passou por nenhum processo de extracdo — ampliagdo 1000 X

Na Figura 4.45 pode-se observar as estruturas cristalinas presentes na
borda da particula, sendo que essas estruturas cristalinas ndo estao presentes
apos os processos de extracdo supercritica (Figura 4.46) assistida por ultrassom
com 3 minutos de extragdo (Figura 4.47) e ap6s 20 minutos de extracdo (Figura
4.48). Observou-se ainda, que com 20 minutos de extracdo assistida por
ultrassom, a borda da particula possui mais espacgos vazios do que com 3 minutos
de extracdo, corroborando os resultados obtidos para a quantificacdo das
amirinas, em que com tempos maiores de extragdo outros compostos passam a

ser extraidos em quantidade maiores.
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Figura 4.45 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia
gue néo passou por nenhum processo de extragcao — ampliacdo 3000 X
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3un LRAC/FEQ
Mag= 3.08 K X I Probe= 508 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP

Figura 4.46 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia
apos a extracdo com CO; supercritico — ampliagdo 3000 X
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Figura 4.47 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia
apos 3 minutos de extracdo assistida por ultrassom— ampliacdo 3000 X

LRAC/FEQ
Mag= 3.00 K X 1 Probe= 5@ pA  WD= 25 mm  Detector= SEL UNICAMP

Figura 4.48 - Imagem obtida por MEV da borda uma particula de folha de uvaia
apos 20 minutos de extragcdo assistida por ultrassom — ampliacdo 3000 X

Na Figura 4.49 é apresentado o aspecto visual do extrato de uvaia obtido

com CO; supercritico.
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Figura 4.49 - Imagem obtida por MEV do extrato obtido com CO, supercritico —
ampliacdo 3000 X

O extrato utilizado para obtencdo da micrografia foi o obtido com as
condigbes do ponto central do planejamento experimental. Como apresentado
anteriormente na Secéo 4.5.1, esse extrato apresenta em média 71,87 + 0,33%
da mistura de a-amirina e B-amirina, acredita-se que 0s cristais presentes nos
extratos que sdo semelhantes aos observados nas folhas sejam dos isbmeros a-

amirina e 3-amirina.

4.7 COMPARACAO DOS MELHORES RESULTADOS OBTIDOS EM CADA
METODO DE EXTRACAO

Neste item serd apresentada uma comparacdo global dos métodos
avaliados nesse estudo levando em consideracdo os resultados obtidos de uma
forma geral, sem relacionar vantagens e desvantagens inerentes a cada

processo.
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4.7.1 Comparacao das cinéticas de extracao

Na Figura 4.50 sdo apresentadas as curvas cinéticas dos trés meétodos de
extracdo estudados: extracdo com fluido supercritico (EFS), extracdo com
solvente assistida por ultrassom e extragdo por maceragao. Para a extracdo com
fluido supercritico, optou-se por apresentar a curva referente ao ponto com
condigGes de 200 bar e 60 °C por apresentar valores de rendimento final maiores

gue as demais, facilitando a comparacdo com as cinéticas dos outros processos.
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Figura 4.50 - Comparacdo entre as cinéticas de extracdo dos métodos estudados

E possivel observar que a extracéo com fluido supercritico é a mais lenta,
com uma taxa de extracdo inicial menor e chegando ao equilibrio apés 140
minutos. A extracdo por maceragao apresenta uma taxa inicial de extracao
consideravelmente maior que na EFS, mas o tempo de extracdo também é
elevado, atingindo o equilibrio proximo de 120 minutos. Entretanto, a extracao
assistida por ultrassom apresenta taxa inicial maior que dos outros dois processos
e tempo de extracdo consideravelmente menor, chegando ao equilibrio apos 20

minutos de extracao.
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4.7.2 Comparacéo dos rendimentos

Para comparar os resultados de rendimento, foram escolhidas as
condicbes com melhores resultados em cada método de extracdo. Na Tabela 4.21
sdo apresentados os melhores resultados de rendimento para cada método de
extracao.

Para a extracdo com fluido supercritico o resultado foi obtido na extracao
com 200 bar, 60 °C e 180 minutos de extracdo. Para a extracdo com solvente
assistida por ultrassom as condi¢Oes foram 50 °C, 50 % de poténcia nominal do
ultrassom, raz&o entre massa de folha e volume de solvente igual a 1:15 e tempo
de extracdo de 40 minutos. Para maceracdo 50 °C, razdo entre massa de folha e
volume de solvente igual a 1:15, agitacdo de 100 RPM e tempo de extracdo de

180 minutos.

Tabela 4.21 - Comparacdo dos melhores rendimentos de cada método de
extracao

Método de extracao Rendimento (%)’
EFS 1,69
Ultrassom 1,81
Maceragao 1,82

"Os rendimentos s&o expressos em base seca.

Pode-se observar que os melhores rendimentos obtidos na extracdo com
ultrassom e com ultrassom sdo muito proximos e ligeiramente maiores que o
rendimento obtido na extragdo com fluido supercritico. Contudo, deve levar em
conta que para a extracdo com solvente assistida por ultrassom o tempo de
extracdo foi muito menor que nos demais métodos, para ultrassom foram 40

minutos e para os demais 180 minutos.
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4.7.3 Comparacao dos resultados dos teores de a-amirina e [-amirina nos
extratos obtidos

Para comparar os resultados de pureza, foram escolhidas as condi¢cdes
que apresentam os melhores resultados em relagéo aos teores de a-amirina e B-
amirina em cada método de extracdo, cujos resultados sdo apresentados na
Tabela 4.22.

Na extracdo com fluido supercritico o resultado foi obtido na extracdo com
100 bar, 60 °C e 180 minutos de extracdo. Para a extracdo com solvente assistida
por ultrassom as condi¢des foram 50 °C, 50 % de poténcia nominal do ultrassom,
razdo entre massa de folha e volume de solvente igual a 1:15 e tempo de
extracdo de 1 minutos. Para maceracdo 50 °C, razdo entre massa de folha e
volume de solvente igual a 1:15, agitacdo de 100 RPM e tempo de extracdo de 3

minutos.

Tabela 4.22 - Comparacao dos melhores resultados de pureza de cada método
de extracao (%)

Método de extracdo  a-amirina (%) B-amirina (%) Total (%)
EFS 28,75 68,68 97,43
Ultrassom 14,61 63,08 77,69
Maceracao 14,59 60,52 75,11

E notavel que para a extracdo com fluido supercritico foi obtido um extrato
com pureza muito superior (97,43 %) aos obtidos nas extraces com ultrassom

(77,69 %) e por maceracao (75,11%) que tiveram resultados préximos.

Entretanto, € importante também comparar os resultados de quantificacéo
de amirina em relacdo a massa de folhas utilizada. Para esses resultados as
melhores condi¢bes foram diferentes das encontradas quando avaliou-se a

pureza.

Para a extracdo com fluido supercritico o resultado foi obtido na extracéo
com 200 bar, 60 °C e 180 minutos de extracdo. Para a extracdo com solvente

assistida por ultrassom as condi¢des foram 50 °C, 50 % de poténcia nominal do
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ultrassom, razéo entre massa de folha e volume de solvente igual a 1:15 e tempo
de extracdo de 40 minutos. Para maceragéao 50 °C, razao entre massa de folha e
volume de solvente igual a 1:15, agitacdo de 100 RPM e tempo de extracdo de

180 minutos.

Tabela 4.23 - Comparacdo dos melhores resultados de massa de amirinas por
massa de folhas para cada método de extracdo (g kg™?)

Método de extracdo a-amirina B-amirina Total
EFS 2,49 8,91 11,40
Ultrassom 2,41 9,71 12,13
Maceracgao 2,11 8,35 10,46

Quando a massa de amirinas obtida é relacionada com a massa de folhas
€ possivel observar que os resultados sdo muito préximos, pois possivelmente
ambos os métodos foram capazes de remover todo o conteudo de amirinas
disponivel para extragdo. Porém, diferencas podem ser observadas novamente
no que diz respeito ao tempo de extracao utilizado, pois para o ultrassom foram
necessarios somente 40 minutos enquanto para a extracao com fluido supercritico

e para a extracdo por maceracao foram necessarios 180 minutos.

Entretanto, deve-se destacar que na extracdo com CO, supercritico, o
extrato é obtido diretamente pela despressurizacdo do fluido, enquanto para a
extracdo assistida por ultrassom s&o necessarias etapas adicionais até chegar ao
extrato seco, como por exemplo, filtracdo, evaporacdo com uso de vacuo e
secagem forcada em estufa. Tornando-se necessaria uma avaliacdo da
viabilidade de cada um desses processos de extracdo, a fim de determinar qual é

mais adequado e em quais circunstancias deve-se optar por um ou outro.
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5 CONCLUSAO

Ao avaliar os métodos ndo convencionais de extracdo (extracao
supercritica e assistida por ultrassom), foi possivel verificar que a extracao

assistida por ultrassom obteve maior rendimento de extrato (1,81 %).

As quantificagbes de a-amirina e -amirina demonstraram elevados teores
desses compostos nos extratos, sendo que a extragdo supercritica apresentou
maior quantidade de amirina por massa de extrato (97,43 %) e apresentou maior
seletividade. Contudo, quando avaliada a quantidade em relacdo a massa de
folhas, a extragdo assistida por ultrassom apresentou resultados melhores (12,13

g de amirina / kg de material vegetal).

Observou-se que as condicbes experimentais de ambos métodos
influenciaram no rendimento e nas quantidades de a-amirina e (3-amirina, sendo
importante o estudo desses métodos a fim de encontrar condi¢Bes ideais para
cada processo. Os fatores que influenciam estatisticamente os resultados de
rendimento sdo: pressao e a interacdo entre pressado e temperatura na extracao
com fluido supercritico e temperatura, razado massa/solvente e a interacdo entre
poténcia e razdo massa/solvente na extracdo com solvente assistida por

ultrassom.

A modelagem matematica resultou em modelos capazes de se ajustar
satisfatoriamente aos dados experimentais, sendo que cada modelo foi mais
eficiente em diferentes condi¢cdes. O modelo de Naik ajustou-se melhor as curvas
cinéticas de extracdo nas condi¢cdes de 100 bar/40 °C, 200 bar/40 °C e 150 bar/50
°C. J4 o modelo de Barton, ajustou melhor os dados experimentais das condicGes
100 bar/60 °C e 200 bar/60 °C.
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