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Nomenclatura e abreviagcoes

AA = atividade antioxidante (%)

ABSpppr = Absorbancia da mistura de 1000 uL de DPPH com 200 pL de etanol (nm)

ABSg,;. = Absorbancia da mistura de 1000 puL e DPPH com “x” uL de extrato (nm)

AUC = Area Under the Curve

b.s = base seca

BHA = butil-hidroxianisol

BHT = butil-hidroxitolueno

CG-EM = cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
CG-DIC = cromatografia gasosa acoplada ao detector de chamas
CG-0 = cromatografia gasosa olfativa

D = Difusividade (cm?/sec)

da = densidade aparente (g/L)

dr = denisdade real (g/L)

f = fugacidade (atm)

F.M. = Férmula Molecular

ICs0 = concentracao referente a inibicdo de 50 %

IR; = indice de retencdo do composto i;

Ka; e Kby = parametros de interacéo binaria

n = nimero de carbonos do alcano imediatamente anterior ao composto i
NPE = nimero de pontos experimentais
ORAC = capacidade de absorver radicais de oxigénio

Pc = Pressao Critica (atm)
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Tp = temperatura normal de ebulicdo (K)

Tc = Temperatura Critica (°C)

Tr = Temperatura reduzida

tr;=tempo de retencéo do composto i (s)

tr, = tempo de retencdo do alcano imediatamente anterior a tr; (s)
trn+1 = tempo de retencéo do alcano imediatamente posterior a tr; (S)
USDA = United States Departamentt of Agriculture

V = volume molar (L/mol)

Z.= fator de compressibilidade critico

Letras gregas:

€ = porosidade

n = Viscosidade (poise)

p = Densidade (g/mL)

pc = Densidade Critica (g/mL)
w = fator acéntrico

M = potencial quimico (joule/mol)
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Resumo

Averiguado que ndo existe na literatura a caracterizacdo de extratos obtidos por fluido
supercritico das folhas de Eugenia uniflora L. (pitangueira), este trabalho visou & obtencao
destes extratos variando as condicfes de extracdo supercritica no que se refere a
temperatura e presséo de 30, 40, 50 e 60 € e 100, 150, 200, 250 e 300 bar. Verificou-se
gue as condi¢Bes 6timas de rendimento para o processo foram as de 40 °C e 300 bar e a
60 °C, nas pressbes de 250 e 300 bar, que corresponderam aos rendimentos: 3,68, 3,54 e
3,96 %, respectivamente. Os extratos das folhas obtidos por extracdo supercritica, por
hidrodestilacdo e por microextracdo em fase sélida foram caracterizados. Os compostos
majoritarios encontrados no extrato obtido por hidrodestilacdo foram curzereno (34,76 %),
germacreno B (11,84 %) e CysH»005 (9,56 %). Os compostos: B-elemeno, B-cariofileno e
y-elemeno estdo presentes tanto no 6leo essencial das folnas como também no extrato
obtido por microextracdo em fase solida. O composto majoritario presente nos extratos
supercriticos foi 0 C15H,,0, seguido de curzereno e germacreno B. Pelo método de DPPH
(1,1-difenil-2-pirilhidrazina) o extrato obtido com alcool hidratado é o que apresenta maior
atividade antioxidante, visto o maior contelido de fendis totais, dentre todos os extratos
obtidos das folhas de E. uniflora. O valor da atividade antioxidante expressa em Cls, para
o0 extrato etandlico das folhas de pitangueira foi 16,95 upg/mL. A modelagem
termodindmica classica foi empregada para estimar a solubilidade dos componentes

majoritarios do extrato.

Palavras-chave: Eugenia uniflora, extracao supercritica, analise antioxidante, modelagem
termodinémica classica.
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Abstract

Examined in the literature that there is not the characterization of extracts obtained by
supercritical fluid from the leaves of Eugenia uniflora L. (Surinam cherry), this work aimed
to obtain these extracts varying conditions of supercritical extraction as regards
temperature and pressure of 30, 40, 50 and 60 € and 100, 150, 200, 250 and 300 bar. It
was found that the optimum operational conditions for the process were 40 °C and 300 bar
and 60 °C, at pressures of 250 and 300 bar, which corresponded to yield of: 3,68; 3,54
and 3,96 %, respectively. The extracts of the leaves obtained by supercritical extraction,
by hydrodistillation and by solid phase microextraction were characterized. The majority
compounds found in the extract obtained by hydrodistillation were curzerene (34,76 %),
germacrene B (11,84 %) and CisH,0, (9,56 %). The compounds: (-elemene, -
caryophyllene and y-elemene are presented in the essential oil of the leaves as well in the
extract obtained by solid phase microextraction. The major compound presented in
supercritical extracts was CisH,00, followed by curzerene and germacrene B. By the
DPPH antioxidant activity method, the extract obtained with hydrated alcohol presented
the higher antioxidant activity, because the higher concentration of total phenols among all
the extracts obtained of the leaves of E. uniflora. The value of antioxidant activity
expressed in ICso for the hydrated alcohol extract of the leaves of E. uniflora was 16,95
g/mL. The classical thermodynamic modeling was used to estimate the solubility of major

components of the extract.

Keywords: Eugenia uniflora, supercritical extraction, antioxidant activity, classical

thermodynamic modeling.
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1. Introducéo

Planta nativa do Brasil, Eugenia uniflora L., a pitangueira, pertence a familia das
Mirtaceas e é uma das 14 espécies do género que pode ser encontrada no Brasil, no
norte e nordeste argentinos, no Uruguai e no Paraguai (Consolini e Bandini, 1999).

Visto 0 uso extensivo e sem carater cientifico das folhas de Eugenia uniflora L. na
medicina popular, foram realizados numerosos estudos para comprovar sua possivel
atividade antioxidante. Foi comprovado que o extrato aquoso das folhas possui acao
antiinflamatéria (Weyerstahl et al.,, 1988; Kanazawa et al., 2000), vasodilatadora, age
como anti-hipertensivo e diurético (Consolini e Bandini, 1999); abaixa os niveis de
colesterol e acido Urico do sangue (Matsumura et al., 2000; Ferro et al., 1988); atua contra
febre, reumatismo (Weyerstahl et al.,, 1988; Kanazawa et al. 2000), é antipirético,
antimaleico e inibe a acdo das bactérias Echerichia coli e Shigela dysenteriae,
microrganismos associados a problemas intestinais em criancas (Fadeyi e Akpan, 1989).
O extrato etandlico demonstrou atividade contra hiperglicemia e hipertriglicemia,
decompondo carboidratos e gorduras no intestino (Arai et al., 1999), como também foi
comprovada sua acdo anticarcinogénica (Lee et al., 2000) e no sistema nervoso central
(Schapoval et al., 1994). O 6leo essencial das folhas obtido por arraste a vapor
apresentou acdo em desajustes do trato intestinal (Adebajo et al., 1989a) e atividade
antifingica no tratamento de pacientes com dermatites (Lima et al., 1993); este também é
considerado um digestivo, (Weyerstahl et al., 1988; Matsumura et al., 2000; Adebajo et

al., 1989a) e possui atividade antimicrobiana (Matsumura et al., 2000).

Dentre os compostos majoritarios que compdem o 6leo essencial das folhas de
Eugenia uniflora L., encontram-se os furanodienos, os sesquiterpenos oxigenados (>65%)
e 0s sequiterpenos hidrogenados (>23 %) (Weyerstahl et al.,, 1988; Kanazawa et al.,
2000). Também sdo encontrados no 6leo essencial citronelol, geraniol e sesquiterpenos,
gue apresentam atividade antimicrobiana (Adebajo et al., 1989a). A atividade
farmacoldgica dos extratos aquosos € atribuida & presenca de monoterpenos (Schapoval
et al., 1994). Ja nos extratos etandlicos das folhas foram detectados os compostos

epifriedelinol, friedelin, hexacosanol e B-sitosterol (Fadeyi e Akpan, 1989).



A producdo de concentrados de compostos com propriedades, nutricionais e/ou
terapéuticas exige muito das técnicas de separacdo, especialmente a de purificacéo,
devido a rigorosa especificacdo dos produtos comuns nos setores alimenticio,
farmacéutico e cosmético, obrigando freqientes evolugbes nas técnicas de producao e
purificacdo, visando sempre obter produtos de forma econdmica e que satisfagam as

exigéncias de qualidade vigentes (Batistela e Wolf-Maciel, 1996).

Nas ultimas décadas, os processos de separacdo que usam como solvente o
diéxido de carbono como fluido supercritico mereceram destaque especial, pois
representam uma alternativa aos processos convencionais de separacdo de compostos
oriundos de materiais biolodgicos e de interesse na area de alimentos, farmacéutica e
qguimica. O produto final obtido por este processo é isento de residuos de solventes
orgéanicos, atende as restricBes impostas pelos organismos de salde e é de excelente
qualidade. A decafeinacéo de café (Zozel, 1974) e a extracdo de lapulo (Laws et al., 1980)

séo os exemplos mais conhecidos de aplicagbes comerciais em uso.

Para a otimizacdo de processos de separacgdo, é imprescindivel dispor de uma
modelagem termodinamica que possa ser preditiva do equilibrio de fases e também
estimar a composicéo das fases em equilibrio em funcéo das condi¢Bes operacionais de
temperatura e pressao.

Baseado no exposto, e constatado que ndo existe na literatura a caracterizacédo de
extratos obtidos por fluido supercritico das folhas de Eugenia uniflora L, este teve como
objetivo obté-los com didxido de carbono supercritico em diferentes condicdes de
temperatura e pressdo. Foram verificadas as condi¢cBes 6timas de rendimento para o
processo, 0s extratos foram caracterizados quanto a sua composicdo, a atividade
antioxidante foi medida e a modelagem termodindmica com regra de mistura classica
empregada pelo método @@, usando a equacdo de estado de Peng-Robinson (Peng e
Robinson, 1976).



2.1

2.2

2. Objetivos

Objetivo geral
Obter extratos das folhas de Eugenia uniflora L. por extracdo com didxido de
carbono supercritico, caracterizd-los quanto ao rendimento e a sua composicao e

modelar o equilibrio de fases.

Objetivos especificos
Obter as melhores condi¢cdes operacionais de temperatura e pressdo que

maximizem o rendimento de extrato;
Caracterizar a matéria-prima e 0s extratos quanto a sua composi¢éo e rendimento;
Identificar os principais compostos dos extratos obtidos;

Estimar a solubilidade dos principais compostos puros em diéxido de carbono
supercritico, em fungéo de temperatura e pressao;

Realizar testes que comprovem a atividade antioxidante dos extratos.






3. Revisédo bibliografica

3.1 A pitangueira (Eugenia uniflora L.)

A Eugenia uniflora L. (a pitangueira) pertence a familia Myrtaceae, é composta por
mais de 100 géneros e 3600 espécies de arbustos e arvores, verdes durante todo o ano,
e é encontrada na Australia, no Leste Asiatico e nas Américas. No Brasil, Eugenia uniflora
pode ser encontrada em Goias, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Rio de Janeiro,
S&do Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Angely, 1965).

Schmeda-Hirschmann et al. (1987) registram a denominacdo “Nangapiri” na
Argentina e Paraguai; Weyerstahl et al. (1988), mencionam as denominag¢fes populares
ibitanga, pitangatuba e pitanga, para os frutos de Eugenia uniflora L. no Brasil, e “brazil

cherry” e “surinam cherry” na América de lingua inglesa.

O fruto da pitangueira, bastante apreciado devido ao seu sabor agradavel e
refrescante, pode ser consumido sob a forma de refrescos e sucos. A polpa processada
entra na composi¢do de sucos engarrafados, sorvetes, doces, vinhos e geléias (Mélo e
Lima, 2000). Suas folhas sdo usadas em infusbes na medicina popular como anti-
hipertensivo, no tratamento de desarranjos digestivos, assim como diurético e
antiinflamatério (Consolini et al., 1999). Durante o processo de maturacao, a cor do fruto
evolui de verde a alaranjado atingindo a coloracdo vermelha intensa ou roxa ao
apresentar-se completamente maduro (Gomes, 1975).

3.2 Composicao quimica de E. uniflora L.

Em 1977, Ricker et al. isolaram varios componentes do 6leo essencial de frutos
de E. uniflora principalmente sesquiterpenos, como furanoelemeno, germacreno, v-

elemeno, selina-4(14),7(11)—dieno.



Wyerstahl et al. (1988) detalham a composicdo do 6leo essencial de folhas de
E.uniflora, obtido com rendimento de 1 %, como um 6leo amarelo do qual cariofileno
(5,7 %), furanodieno (24 %), germacreno B (5,8 %), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (17 %) e

oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (14 %) sdo 0Ss componentes majoritarios.

Morais et al.(1996) isolaram e identificaram os componentes do 6leo essencial de
folhas de Eugenia uniflora L obtido por hidrodestilagéo, colhidas na regido Nordeste do
Brasil, com rendimento de 0,74 %, do qual os componentes majoritarios sdo selina-
1,3,5(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, com teores de 48,52 % e 17,33

% respectivamente.

A incidéncia dos flavonodides quercetina e miricetina é assinalada por Schmeda-

Hirschmann (1995), em folhas de Eugenia uniflora coletadas no leste do Paraguai.

Lee et al. (1997), investigando os constituintes fendlicos de folhas de E. uniflora,
relataram a presenca de eugeniflorina D; (C7sHs5,04g) € eugeniflorina D, (CegHs045), dois
taninos macrociclicos hidrolisaveis, obtidos do extrato metandlico das folhas.

Oliveira (1999) verificou a presenca de alcal6ides por cromatografia em camada
delgada em extratos de Eugenia uniflora, empregando o reativo de Draggendorf para

revelacao.

Maia et al. (1997) estudaram o 6leo essencial de folhas e ramos de E. uniflora
obtido por hidrodestilacéo, colhidos na cidade de Belém, no Pard, tendo sido obtido 1,8 %
em Oleo essencial, do qual o germacreno D (32,8 %), o germacreno B (15,6 %) e o

curzereno (30 %) foram isolados como componentes mais abundantes.

Momose (2000) isolou das folhas de Eugenia uniflora as substancias (-)—
(1S,2R,6S,7R,8R,8aR)- 1,2,6,7,8-pentaidroxindolizidina, (+)—(1S,2R,5R,7R,6S,8aS)-
1,2,5,7,8, pentaidroxindolizidina e (+)-(3a,4a,5B)-1- metilpiperidina-3,4,5- triol.

Theoduloz et al. (1988), avaliando espécies de Myrtaceae paraguaias quanto a
inibicdo de 50 % da atividade da enzima xantina oxidase, e obtiveram indices de 22
pg/mL para extrato de folhas de E. uniflora. Os indices obtidos para outras espécies da
familia, variaram de 3 a 50 pg/mL. A acédo inibitéria dos padrbes dos flavondides
quercitrina e miricitrina (miricetina-3-O-ramndsido), sobre a enzima xantina oxidase foi

demonstrada.



Schmeda-Hirschmann (1995), também mencionou a presenca de quercetina e

miricitrina (miricetina-3-O-ramnésido) em folhas de Eugenia uniflora.

3.2.1 Farmacologia das folhas

Schmeda-Hirschmann et al. (1987), estudando a toxicidade do extrato
hidroalcodlico de folhas de E. uniflora ndo verificaram toxicidade em doses até 4,2 g/kg,

administradas em camundongos, por via oral.

Schapoval et al. (1994), estudando infusos (feitos de acordo com costume popular,
onde as folhas secas ou ndo foram maceradas e as infusGes preparadas na concentracéo
de 5 %, por 15 minutos) e decoctos (preparados na concentracdo de 5 % com agua a 100
°C, por 15 minutos) de folhas de E. uniflora, relataram efeito antiinflamatério com a infuséo
elaborada a partir de folhas, os infusos e decoctos testados mostraram acao analgésica,
nas condi¢Bes do ensaio. Os decoctos se revelaram mais ativos em relacdo a diminui¢éo
do transito intestinal, provavelmente, por extrairem os taninos mais eficazmente. Tanto
infusos como os decoctos ndo exibiram acdo antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

Apo6s a administracdo de 3 mL de uma infusdo de 16,67 g de folhas secas a
temperatura ambiente em um litro de agua, preparados como empregados na medicina
popular, Almeida et al. (1995) constataram a diminui¢cdo da propulséo intestinal em ratos
como conseqiiéncia do aumento da densidade das fezes, causado pelo aumento de
absorcéo de agua em todas as porcdes do intestino. Gbolade et al. (1996) relataram a
acdo contratil do extrato de acetato de etila, a partir das folhas de E. uniflora, sobre o
duodeno isolado de rato, em comparacdo com acetilcolina. O éleo essencial ndo exibiu
esta atividade, levando os autores a concluirem que o extrato contem principios
anticolinérgicos, ausentes no 6leo essencial.

Consolini et al. (1999), tendo em conta o uso popular de Eugenia uniflora como
anti-hipertensiva, estudaram os efeitos da administracdo intraperitoneal de seu extrato
aguoso bruto em ratos, nos quais observaram decréscimo dose-dependente de até 47,1
% nos niveis de pressdo sanglinea. Nos estudos que se seguiram, a fim de elucidar o

mecanismo desta acdo, 0s autores concluiram que este € mediado pela vasodilatacdo



direta e uma fraca acdo diurética que pode estar relacionada com o aumento do fluxo
sangliineo renal.

Momose (2000) atribuiu a atividade inibitéria as folhas de Eugenia uniflora sobre
as enzimas o-glicosidase, maltase e sucrase, sendo, por isso, Util no tratamento de
diabetes. Os extratos obtidos por extracdo com agua quente foram testados por via oral
em camundongos e foi registrada uma significativa supressdo do aumento dos niveis

séricos de acgucar.

Na mesma linha de pesquisa, Matsumura et al. (2000) confirmaram a presenca de
componentes do extrato aquoso de folhas secas de E. uniflora capazes de inibir a
degradacdo enzimatica de polissacarideos a monossacarideos e determinaram a
intensidade da inibicdo das a-glicosidases. O fracionamento do extrato aquoso por coluna
de troca ibnica levou a fracao que exibiu atividades inibitéria para estas enzimas, 13 ou 19

vezes maiores as anteriores.

3.2.2 Atividade antimicrobiana das folhas

Adebajo et al. (1989b), tendo por base informacbes anteriores de que a
composicdo do Gleo essencial de frutos e de folhas de Eugenia uniflora varia quali e
guantitativamente, dependendo do momento da colheita, estacdo do ano e estagio de
maturidade antes da colheita, estudaram estas variagbes por meio da avaliacdo da
atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas e frutos de E. uniflora, colhidos em
diferentes estdgios de maturagdo. A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi testada
pelo método de difusdo em placa e os resultados medidos em triplicatas. Os resultados
obtidos para Proteus vulgaris, Pseudomonasaeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida
albicans e Trichophyton menthagrophytes foram diversos para amostras colhidas em
diferentes periodos do dia e em diferentes épocas do ano, indicando uma variacdo na
composicao do 6leo das diferentes amostras. Comentam os autores que estas diferencas
devem ser consideradas na otimizacdo da atividade antimicrobiana de E. uniflora. A
maioria das amostras foi inativa contra Staphylococcus aureus, Serratia marcescens e
Yersinia enterocolitica. Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria mais susceptivel,

enguanto T. menthagrophytes foi o fungo mais susceptivel.



3.3 Processo de extragdo com fluido supercritico

3.3.1 O fluido supercritico

Obtemos um fluido supercritico quando elevamos uma substancia (liquido ou gas)
a condigdes acima de seus pontos criticos de temperatura e pressdo. E um estado
intermediario em que o fluido se encontra, entre o liquido e o gas. A temperatura critica de
um gas é aquela temperatura acima da qual o gas ndao pode mais ser liquefeito, nao
importando a quanto se eleve a presséo. Na regido supercritica somente uma fase existe,

o fluido supercritico (Bott, 1982).

Quando um composto é confinado em um espaco determinado, a fase liquida e
seu vapor coexistem em equilibrio. Aquecendo-se o sistema, as propriedades intensivas
convergem até serem idénticas no ponto critico (por exemplo: densidade, viscosidade,
condutividade térmica e outros). O ponto critico marca a temperatura mais alta de
coexisténcia de duas fases. Na Tabela 1 sdo listados os paradmetros criticos de alguns
fluidos e na Tabela 2 é mostrada uma comparacao entre as propriedades fisico quimicas
de maior interesse para visualizar a potencialidade da técnica de extragdo com fluido

supercritico (Lewis, 1961).

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos de alguns compostos.

Fluido F.M. Tc (°C) Pc (atm) Pc (g/mL)
Di6xido de carbono CO, 31,3 72,9 0,47
Oxido Nitroso N,O 36,5 71,7 0,45
n-Pentano CsHyo 196,6 33,3 0,23
Hexafluoreto de enxofre SFg 45,5 37,1 0,74
Xenbnio Xe 16,6 58,4 1,10
Metanol CH;OH 204,5 78,9 0,27
Isoprapanol C3;H,OH 235,3 47,0 0,27

F.M. = Férmula Molecular, Tc = Temperatura Critica, Pc = Presséo Critica e pc = Densidade critica



Tabela 2: Propriedades fisicas de gas, liquido e fluido supercritico.

Propriedade Unidades Gas Liquido S Fdep_
upercritico

Densidade (p) g/mL 107/10° ~1 0,2/0,9

Difusividade (D) cm?/sec 1071 <10® 1010

Viscosidade (n) poise ~10" 10 1010

De acordo com Bott (1982), ocorre um rapido e significativo aumento na densidade
da substancia somente acima da sua temperatura critica, entretanto, para altos valores de
Tr (temperatura reduzida), é necesséria uma variacdo consideravel de presséo para que
se produza mudancga substancial na densidade. E como, das propriedades de transporte,
a densidade é o principal pardmetro de interesse nos processos de separacdo, é
interessante selecionar temperaturas e pressdes apropriadas para que 0s processos de

extracdo ndo sejam realizados empiricamente.

A Figura 1 ilustra mostra que presséao, temperatura e densidade estao totalmente
relacionadas entre si, e a escolha da faixa de operagéo escolhida para a realizacado dos
experimentos é fundamental a extracdo dos componentes de interesse (Giddings et
al.,1968).
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Figura 1: Dependéncia da densidade de CO, com a pressédo e temperatura.

10



3.3.2 O principio do processo

No processo de extracdo supercritica em matrizes sélidas, o fluido supercritico
escoa através do leito fixo (de particulas sdlidas) e solubiliza os compostos existentes na
matriz, sendo o solvente alimentado no extrator e distribuido uniformemente no interior do
leito fixo. Durante a extracdo, a matriz sélida absorve o solvente supercritico, dilatando a
estrutura da célula, promovendo uma diminuicdo na resisténcia a transferéncia de massa,
0S compostos extraiveis sao dissolvidos pelo solvente e transferidos por difusdo para a
superficie externa da matriz, em seguida, transportados pelo fluido, estes compostos
podem mudar seu estado de agregacgdo. Os compostos assim extraidos sdo removidos do

extrator pelo escoamento do solvente (Brunner, 1994).

3.3.3 0O CO, como fluido supercritico

Através de uma gama de solventes que podem ser utilizados como fluidos
supercriticos nas extra¢@es, alguns se encontram em condi¢cfes razoaveis de aceitacao,
mas nao sédo adotados, pois em muitos casos requerem manuseio especial. O resultado é
que o diéxido de carbono tornou-se popular pelo seu baixo custo, confiabilidade e
seguranca, ndo deixando tracos no produto nem tampouco nas colunas e capilares dos
equipamentos (Smith, 1999). O CO. ¢ o fluido mais utilizado em extracdo supercritica por
ser de facil manipulacdo, possuir temperatura e presséo critica de 31,1 € e 73,8 bar,
respectivamente, ser um bom solvente e ser miscivel em outros solventes, nao ser toxico,
ser inerte, ndo inflamavel, ndo corrosivo e ter custo moderado. O dioxido de carbono é um
fluido de baixa polaridade, sendo assim invidvel sua aplicacdo em compostos mais
polares, mas a adicdo de um solvente polar pode agir significativamente e favorecer a

extracdo de compostos com esta caracteristica (Stauab, 1997).

A extracdo dos principios ativos € um processo fundamental para a industria, pois
permite a separacdo dos compostos que interessam nos materiais brutos para a producao
de alimentos, cosméticos e medicamentos, por exemplo. Os solventes organicos sao
toxicos em sua totalidade e causam danos, principalmente no momento de sua
eliminacao, apds terem sido utilizados.
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3.4 Atividade antioxidante

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o papel
chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes
cerebrais. (Atoui et al., 2005; Barreiros et al.2006).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes em
concentracBes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem a oxidacdo do substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sao
reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro
radical, formando produtos estaveis (Omoni e Aluko, 2005).

Oxidantes também sado produzidos pelo metabolismo normal do corpo e se néao
controlados podem provocar danos extensivos. O stress oxidativo tem sido associado ao
desenvolvimento de muitas doencas crbnicas e degenerativas, incluindo o cancer,
doencas cardiacas e Alzheimer, bem como esta envolvido no processo de
envelhecimento (Christen, 2000; Lang e Lozano,1998). O balanco entre o stress oxidativo
e as func¢Bes antioxidantes dos organismos vivos parece ter um papel na carcinogénese
(Weisburger,1999; Wettasinghe et al.,, 2002). Estudos clinicos e epidemioldgicos tém
mostrado evidéncias de que antioxidantes fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os
principais fatores que contribuem para a baixa e significativa reducédo da incidéncia de
doencas crbnicas e degenerativas encontradas em populagfes cujas dietas sdo altas na
ingestao desses alimentos (Shahid, 1996). Desta forma, a importancia da pesquisa por
antioxidantes naturais tem aumentado muito nos Ultimos anos (Jayaprakasha e
Jaganmohan Rao, 2000). Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem
a classe de fendis, acidos fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferéis, fosfolipidios,
aminoacidos, acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterdis. Antioxidantes fendélicos
sdo antioxidantes primarios que agem como terminais para os radicais livres (Xing e
White, 1996).

Um dos principais problemas na conservacdo dos alimentos lipidicos é o
desencadeamento do processo oxidativo, que resulta na producao de odores e sabores

desagradaveis, tornando os alimentos inadequados para o consumo. Como resultado da
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reacdo entre o oxigénio e os acidos graxos insaturados ocorre a formacgéo de compostos
de baixo peso molecular, 0os quais sdo 0s principais responsaveis pelo desenvolvimento
de odores indesejaveis. Como exemplo, o hexanal, produto da oxidac&o do acido linoleico
€ um composto que esta relacionado ao sabor de rango dos alimentos; a quantidade de
2x10° % desta substancia j4 é suficiente para que ocorra a presenca de odores
caracteristicos da rancidez (Krinsky, 1989).

As reacdes oxidativas levam a diminuicdo do valor nutricional, pois os &cidos
graxos essenciais (linoléico e linolénico) sdo os primeiros a serem oxidados, produzindo
diversos compostos como aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos que séo

potencialmente toxicos (Spatz, 1994).

A vitamina E é a designacdo dada a um grupo de compostos antioxidantes
liposoluiveis, entre os quais o o-tocoferol é a forma mais ativa. E encontrada em
lipoproteinas e membranas, atuando no bloqueio da rea¢do em cadeia da peroxidacéo
lipidica, através do sequestro do radical peroxila. A vitamina C tem muitas fun¢bes
fisioldgicas, entre elas, o alto poder antioxidante de reciclar a vitamina E no processo de
peroxidacdo lipidica das membranas e lipoproteinas (Haslam, 2006). Em funcdo dos
possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas
tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante, os

quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacao entre eles.

3.4.1 Compostos fendlicos como antioxidantes

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como
fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzéico e cinamico), cumarinas,
flavonéides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Naczk e
Shahidi, 2004).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem
a peroxidacéo lipidica e a lipooxigenase in vitro (Soares, 2002). A atividade antioxidante
de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e

estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
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neutralizacdo ou seqiestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo
tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios
formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a
ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias (Soares, 2002;
Chun et al., 2005).

Embora as evidéncias sejam claras sobre a acdo in vitro dos fendis e polifendis
com espécies reativas de oxigénio, eles podem, em algumas circunstancias, tal como o

ascorbato e os carotenéides, mostrarem caracteristicas pro-oxidantes (Haslam, 1996).

Antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-hidroxitolueno
(BHT) sdo normalmente utilizados nas industrias de 6leos e de derivados lipidicos.
Entretanto, estes compostos podem apresentar alguns inconvenientes; estudos tém
demonstrado que essas substancias podem causar efeitos adversos em animais, como
por exemplo, hemorragia massiva nas cavidades pleurais e peritoneais (Takahashi e
Hiraga, 1978) ou extensa proliferacdo de células no pulmao, com mudancas bioquimicas,

atuando como agente promotor no desenvolvimento de adenoma (Witschi e Lock, 1978).

Devido a estes inconvenientes, nos Ultimos anos tem havido a preocupacdo na
obtencdo de substancias naturais que tenham a mesma fungcdo e eficiéncia dos

antioxidantes sintéticos.

3.4.2 Métodos de avaliacdo da atividade antioxidant e

3421 Método de Folin Ciocalteau

Métodos para a medida do conteddo de fenodis totais e determinacdo da
capacidade antioxidante sdo geralmente baseados na possibilidade dos compostos
fendlicos agirem como agentes redutores e fornecedores de hidrogénio ou elétron (Huang
et al., 2005).

O método Folin Ciocalteau é comumente utilizado na determinacdo de
componentes fendlicos em extratos de plantas e sucos (Stratil, et al., 2007). Ele é
baseado na reducao dos reagentes pelos componentes fendlicos presentes nas amostras,
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até a formacdo concomitante de um complexo com coloracdo azul, cuja intensidade
aumenta linearmente a 760 nm (Stratil et al., 2006; Roesler et al., 2007). O reagente de
Folin Ciocalteau figura entre as quantificacdes espectrométricas de compostos fendlicos
mais extensivamente utilizadas (Naczk e Shahidi, 2004; Bonoli et al.,2004; Hou et al.,
2003; Roginsky e Lissi, 2005).

O reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no
qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6" porém, em
presenca de certos agentes redutores, como o0s compostos fendlicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacao
dos metais esta entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinacéo da concentracdo das
substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica (Naczk e
Shahidi, 2004; lkawa et al., 2003).

3.4.2.2 Método do DPPH
O teste DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) € um dos mais antigos e mais
frequentemente usados para a determinacdo da capacidade antioxidante em extratos de
alimentos. (Stratil et al., 2006).

Ele é baseado na habilidade do antioxidante de doar um radical hidrogénio para o
composto sintético nitrogenado DPPH (reacdes abaixo descrevem este processo). (Stratil
et al., 2006).

DPPH+ ANToxp=> DPPH Reacéo 1

=N-=N"+H-> =N - NH Reacdo 2

A mudanca gradual na coloragdo violeta até amarelo, e a diminuicdo na
absorbéncia a 517 nm pode ser monitorada durante a reacdo. O método DPPH é

usualmente interpretado de forma dependente da concentracdo de antioxidante

15



necessaria para diminuir a concentracdo inicial do radical DPPH, logo ha uma
dependéncia da concentracao inicial de DPPH (Stratil et al., 2006).

O decaimento na absorbancia do DPPH quando este estd na presenca de um
antioxidante é sinal que estd ocorrendo a transferéncia do atomo de hidrogénio e isso
pode ser visualizado com a mudanca da cor de violeta para amarelo, e quanto mais forte
for a capacidade antioxidante da amostra, mais amarelada ficara a solugédo (Sun et al.,
2007).

N

A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a quantidade de
DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria
para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50 % é denominada concentracao
eficiente (CEsp), também chamada de concentragdo inibitéria (Clsp). Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEs, € maior a sua atividade

antioxidante (Souza et al., 2007).

3.4.2.3 Método ORAC

O método ORAC (capacidade de absorver radicais de oxigénio) € utilizado pelo
USDA (United States Departamentt of Agriculture) para selecionar alimentos com grande
poder antioxidante, sendo conhecido como valor ORAC. Estes alimentos sdo destacados
por apresentar protecdo antioxidante in vivo para os consumidores. Este método esta
sendo utilizado por permitir uma medida global do poder antioxidante de substancias
puras e misturas como em frutas e extratos de plantas. O teste ORAC é realizado em
espectrofotbmetro e consiste na medida da protecdo exercida pelas moléculas contra a
oxidacdo da fluoresceina pelo radical livre AAPH (2,2' — azobis 2 — amidino — propano
diidroclorido). Os resultados sao dados referentes a protecdo exercida por um composto

de referéncia, o Trolox (Ou et al., 2002).

O ensaio ORAC foi desenvolvido inicialmente por Cao et al., (1993) e melhorado
significativamente por Ou et al. (2002). No ensaio modificado, a fluoresceina substituiu a
ficoeritrina por ser muito mais estavel durante o mesmo periodo de tempo (Cao et al.,
1993). A complexidade experimental e as limitacdes de se monitorar a cinética da reacao
de auto-oxidacdo dos lipideos conduziram ao desenvolvimento do ORAC. (Zhou e Yu,

2004). Este ensaio fluorimétrico leva em consideracdo a etapa de propagacdo, que é
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essencial na auto-oxidacao lipidica. O experimento utiliza um radical térmico para dar um
fluxo constante de radicais perdxidos na solucdo. O antioxidante adicionado inibe ou
retarda a oxidacdo. O ORAC tem 0s seguintes componentes: (Huang et al., 2005):

(a) iniciador (radical azo), AAPH;
(b) fluoresceina, para monitorar o progresso da reacao;
(c) antioxidante;

(d) parédmetros cinéticos da reacdo coletados durante certo periodo de tempo,

utilizados na quantificacdo da capacidade antioxidante.

Na solucéo saturada com oxigénio, o radical gerado AAPH reage rapidamente com
0 gas oxigénio para gerar radical peroxido mais estavel. A diminuicdo da fluorescéncia da
fluoresceina é um indicativo de extensao dos danos provindos da reacdo com o radical
peroxido. Na presenca do antioxidante, o radical peréxido abstrai um atomo de hidrogénio
do antioxidante para formar hidroperéxido e um radical antioxidante estavel é formado e
os danos para a fluoresceina induzida pelo radical peréxido sao inibidos (Ou et al., 2002).

O efeito protetor de um antioxidante é medido pela area de decaimento da
fluorescéncia (AUC — “Area Under the Curve”) da amostra comparada com a area do
branco, em que ndo h& presenca de antioxidantes (Ou et al., 2002). A presenca dos
antioxidantes resulta na inibicdo dos danos causados pelos radicais livres ao composto
fluorescente (Wu et al., 2004).

A maioria das amostras ndo € afetada pela decomposicao térmica do AAPH, e o
AAPH nao reage diretamente com a amostra. Como resultado, o ensaio ORAC mede
diretamente a atividade antioxidante contra os radicais peroxidos (Ou et al., 2002).

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos complexos compostas de unidades
de glicose unidas por ligacdes tipo a-1,4. Pela geometria da molécula, e cavidade interna
relativamente hidrofébica, em contraste com a caracteristica hidrofilica das hidroxilas
presentes na parte externa da molécula, as ciclodextrinas formam facilmente complexos
com uma grande variedade de moléculas e ions moleculares (Bangalore et al., 2005;
Ficarra et al., 2002). Estes complexos foram utilizados para aumentar a solubilidade da

fracao lipidica dos extratos nos ensaios de ORAC lipofilico.
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3.5 Modelagem termodinamica

A modelagem termodindmica consiste em usar uma equacao de estado com regra
de mistura apropriada para calcular a fugacidade dos componentes no equilibrio e com
isso descrever o comportamento da solubilidade dos componentes puros e predizer o
comportamento da solubilidade da mistura multicomponente, a qual sera composta pelos
principais componentes do extrato, aqueles em maior concentracdo, visando representar
0 comportamento da solubilidade do extrato como um todo.

3.5.1 Critérios para o equilibrio de fases

Para que um sistema se encontre em equilibrio, o potencial quimico de cada

componente (i) deve possuir o mesmo valor em todas as fases do sistema:
b = pf = p [1]
Onde : a, B, d sdo as fases do sistema.

Outros dois critérios de equilibrio, além do equilibrio quimico, para um sistema

composto por “n” componentes sdo: equilibrio térmico (T® = TP = ... = T"), equilibrio
mecanico (P® = PP = ... = P™ além de também ser expresso em termos da igualdade da
fugacidade dos componentes nas diversas fases f* = ff = ... = f? parai=1, 2, ..., n).

No tratamento termodinamico, dois métodos distintos sdo comumente empregados
para célculo do equilibrio de fases: 1) Método y-@ que faz um tratamento distinto entre a
fase liquida e a fase vapor. Emprega modelos para calculo do coeficiente de atividade (y)
na fase liquida e, de maneira diferente, calcula-se o coeficiente de fugacidade (q) na fase
vapor. Normalmente é aplicado a sistemas em condicbes de pressdo ao redor da
atmosférica. 2) Método @-@ que calcula coeficientes de fugacidade dos componentes de
uma mistura por intermédio de uma Unica equacdo de estado que pode representar as
propriedades PVT de qualquer fase fluida (liquidos, gases e fluidos supercriticos). E muito

empregado a pressfes elevadas, nas quais 0 método y-@ ndo é adequado. Necessita de
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parametros de interacdo binaria entre os pares de componentes que compdem o sistema
em equilibrio, sendo obtidos a partir de dados experimentais de sistemas binarios de

equilibrio e estes sendo usados na mistura multicomponente.

No método @-¢, uma equacao clbica de estado pode ser usada para representar o
comportamento e as ndo idealidades de ambas as fases em equilibrio. A principal
vantagem desta abordagem consiste na representagdo uniforme do equilibrio de fases,
sem usar estados hipotéticos de referéncia. Este método pode ser aplicado a uma ampla

faixa de pressdes e temperaturas, incluindo condi¢ées criticas e supercriticas.

Pelo método @@, as duas fases do sistema sao representadas pelos coeficientes

de fugacidade:

Al n

f =¢xP [2]

AV n

f =¢'yP [3]
AL Ay

No equilibrio: f =f

Entdo:
N L /\V

@ Xi= @Y, [4]
i i

A aplicacdo do método requer uma equacao de estado que possa representar
adequadamente as duas fases, como funcdo da temperatura, pressdo e composicao
quimica. As equacfes cUbicas de estado sdo particularmente interessantes pela sua
simplicidade, além disso, as raizes tém solug¢édo analitica e os pardmetros da equacao
possuem um significado fisico. O calculo dos coeficientes de fugacidade para ambas as
fases, usando uma equacéo cubica de estado, pode ser realizado através da equacao [5]:

Ing= W%j - [%jj i -v e b 5]

Onde:
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¢ = coeficiente de fugacidade

x; = fracdo molar do componente i na mistura

Vi = volume parcial molar do componente i na mistura

RT
V= |5 |= volume molar de gas ideal

O volume parcial molar (Vi) para uma mistura multicomponente com volume molar

da mistura V,, pode ser escrito como na equagéo [6]:

B (avmj B (avm] Zk:X (ava
Viooo= Vi * ] | °
ani TP,j#i 6Xi T.Pnjsi i= J an TP Xz “

SV,
i=1

Onde Vm: = f (T, Pl Xl! ey Xk)

Para estimar o valor de Vi uma equacédo de estado pode ser empregada e com

isso calcula-se o valor de coeficiente de fugacidade q.

3.5.2 Emprego das equacOes de estado cubicas parao  calculo do equilibrio de
fases

As equacbes de estado cubicas sdo usadas na simulacdo e no calculo do
equilibrio de fases e tém sido aplicadas com sucesso para a representacdo de
propriedades de compostos puros e misturas, em razao de apresentar uma descricao
consistente do equilibrio de fases tanto as altas quanto a baixas pressoes.

van der Waals em 1873, propds a primeira equagéo cubica de estado (EDE)
introduzindo o conceito de que a pressao € proveniente de duas contribuicdes; uma de
carater repulsivo e outra de carater atrativo. Entretanto, esta equacao ndo é muito precisa
e sua importancia provem principalmente em razdo de ser a primeira equacao de estado
capaz de predizer a transicdo entre a fase vapor e liquida e por apresentar os principais
elementos que caracterizariam a posterior evolucdo das equacdes de estado cubicas:
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- _a
P = VE [7]

Onde: a e b sdo constantes positivas, caracteristicas de cada substancia em

particular.

O termo em a/V? leva em conta as forcas de atragdo entre as moléculas, que torna
a pressdo mais baixa do que a exercida por um gas ideal. Analogamente, a constante b
leva em conta a dimensao das moléculas, que torna o volume maior que de um gas ideal.
Quando as constantes a e b sdo nulas, a equacéo se reduz a equacao do gas ideal.

van der Waals em 1890, estendeu a uso das equacdes de estado cubicas para o
célculo do equilibrio de fases, considerando a misturas de componentes como sendo

pseudocomponentes puros has mesmas condi¢cdes de temperatura e pressao.

A partir da equacao de van der Waals, diversas equagfes clbicas de estado tém
sido apresentadas na literatura para a descricdo do equilibrio de fases. A maioria dos
estudos para melhorar a representacdo das propriedades termodinamicas através das
equacdes cubicas de estado esta baseada nas seguintes modificacdes:

= forma funcional (termo atrativo ou repulsivo);
= dependéncia com a temperatura do parametro a do termo atrativo;
= regras de mistura.

O emprego de equacdes de estado cubicas para o calculo do equilibrio de fases

ganhou grande aplicacé@o gracas a precisdo alcancada com as modificagBes propostas no

termo atrativo por Redlich e Kwong (1949), Soave - Redlich e Kwong (1972) e Peng e
Robinson (1976).

Redlish e Kwong (1949) propuseram a primeira equacdo de estado cubica com
alta aceitabilidade como ferramenta para calculos de fugacidade de fluidos ndo polares.
Entretanto, a primeira férmula que expressa a dependéncia do parametro “a” com a

temperatura, que obteve maior divulgacéo, foi a simplificacdo proposta por Soave (1972).

Soave (1972) fez com que a equacdo reproduzisse pressGes de vapor para
substancias ndo polares para Tr = 0,7; correlacionando o paréametro “a” com a
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temperatura e o fator acéntrico (w). A equacdo de estado Soave - Redlich e Kwong com

dois parametros foi escrita como:

b= RT _ a(r)
V-b V(V+b)
2T 2
a=0427447 3 e
b = 0,08664 RPT°

c

a(T) = a(Te).a(Tr, &)
Z.=13

[9]

[10]

[11]

[12]

Peng e Robinsom (1976) modificaram o termo de atracdo, escrevendo a equacgéo

de estado com Z. = 0,307, pois comparando valores observados experimentalmente

notaram que o fator de compressibilidade no ponto critico da equacéo de estado de Peng

e Robinsom e Soave - Redlich e Kwong eram superestimados. A equacdo de estado de

Peng e Robinsom manteve as mesmas caracteristicas da equagéo de estado de Soave -

Redlich e Kwong, na forma:

oo RT _ a(r)
V-b V(V +b)+b(V -b)
b =0,0778 X
PC
RZTZ

a(T.)=0,45724

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
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1 1
a’ =1+ Km{l—Tsz [18]

K, =0,37464 +154226w-0,26992 " [19]

Onde os dois pardmetros a(T) e b sdo relacionados as for¢as de atracédo
intermolecular e volume das moléculas, V é volume molar, a é uma funcdo da temperatura

usada para corrigir o parametro a(T,), € K, € uma funcgédo do fator acéntrico w.

A equacdo de estado de Peng e Robinsom e Soave - Redlich e Kwong séo
amplamente utilizadas para predizer o equilibrio liquido-vapor de misturas de componentes
apolares, no entanto por considerar um fator de compressibilidade universal para todos os
componentes, as predicbes de propriedades tais como densidade de liquidos sao
relativamente pobres, e os piores valores sdo encontrados para liquidos proximos do ponto

critico.

O método mais amplamente usado para estender o uso das equacfes de estado
para misturas de componentes é adotar a mistura como sendo um pseudocomponente puro
nas mesmas condi¢cdes de temperatura e pressao, como proposto por van der Waals, em
1890. As constantes médias caracteristicas da composi¢do da mistura sdo obtidas, a partir
de uma regra de mistura classica relacionada as constantes dos componentes puros na

forma de uma funcéo quadratica em fracdo molar:

a, = ZJZauXiXJ [20]

a, =,/aa, . (1-Ka,) [21]
b, =ZZj:biiXiXi [22]

: (bii + bjj ]
bj = (1-Kby) |~ 5 23]

Onde:

Ka; e Kb = parametros de interagdo binaria
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aj =& = parametro a(T) do componente (i)
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4. Material e Métodos

4.1 Matéria - Prima vegetal/ Produtos quimicos dive  rsos

Foram utilizadas folhas de Eugenia uniflora L., secas a temperatura ambiente, que
foram cultivadas e fornecidas pelo “Clube da Semente” (Olhos d’Agua, Goias, Brasil) em
abril de 2004.

As particulas das folhas selecionadas foram acondicionadas em sacos plasticos de
polipropileno e armazenadas em freezer doméstico (Cénsul, Modelo 220, S&do Paulo,
Brasil), em temperatura inferior a -5 C, para uso nos experimentos.

Dioxido de carbono, pureza 99 %, White Martins (Campinas, SP, Brasil); Solventes
e produtos quimicos para analises quimicas (caracterizacdo das fracdes do equilibrio de
fases e dos extratos) foram de grau analitico.

4.1.1 Moagem e granulometria do material

As folhas secas foram trituradas em moinho elétrico de facas (Tecnal, modelo TE
631/1, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) na velocidade de 14000 rpm durante 12 segundos.
As folhas moidas foram introduzidas num jogo de peneiras da série padrao Tyler de
tamanhos 9 a 48 meshes. A distribuicdo granulométrica foi realizada com o auxilio de um
agitador mecanico de peneiras (Bertel, série 01.05, Caieiras, Sédo Paulo, Brasil). As
massas retidas sobre cada peneira foram pesadas em balan¢a semi-analitica (Marte,
modelo AS 5500C, Sao Paulo, Brasil).

Todas as particulas de tamanho de 9 a 48 meshes foram utilizadas nos ensaios.
Isto se justifica porque neste trabalho nao foi pretendida a uniformidade das particulas no

leito do extrator, mas sim o conhecimento do diametro geométrico médio das mesmas.
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Na determinacédo do diametro médio das particulas foi utilizada a metodologia para
calculo do didmetro médio geométrico de acordo com o método ASAE S319.3,
recomendado pela ASAE Standards (1997) através da equacao [24].

m=logt T [24]

Onde:

d = (di-di+1)0’5, d;: abertura nominal da i-ésima peneira (mm); d..;: abertura nominal da

peneira maior que a i-ésima peneira (mm);m;: massa do material retido na i-ésima peneira.

4.1.2 Determinagédo da umidade

Para determinacdo da unidade da amostra foi utilizado um método que é aplicado
guando se deseja distinguir agua do material volatil (destilacdo de solvente imiscivel),
descrito por Jacobs (1973). Este método é indicado para matérias-primas que contém

material volatil

O equipamento utilizado para essa determinacdo consta de um condensador, um
tubo coletor graduado que recebe a agua evaporada da amostra, uma manta de
aguecimento e um baldo de 250 mL. Para o experimento, foram utilizados 10 g das folhas
imersas em 100 mL de xilol (Ecibra, Lote 15860, Santo Amaro, Sao Paulo, Brasil).
Conectou-se o tubo coletor graduado ao condensador e ao baldo, ligou-se a manta de
aquecimento e iniciou-se o refluxo até o esgotamento de agua, por 5 horas. A umidade da

amostra foi calculada pela equacéo [25] e a analise realizada em triplicata.

U =100* (\M] [25]

m(amostra)
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Onde:

U € umidade;

V20 € 0 volume de dgua extraida da amostra;
PH20 € a densidade da agua;

Mmostra) € & Massa da amostra.

4.1.3 Determinacéo da densidade real das particulas

A densidade real das particulas foi determinada pela Central Analitica do Instituto
de Quimica da Unicamp, utilizando-se a técnica de picnometria em gas hélio, com
picndmetro gasoso Multivolume Picnometer 1305. Este equipamento utiliza o gas hélio
para medir o volume e a densidade real das particulas sélidas através da técnica de
deslocamento de gas. Foram feitas duas determinacdes de uma amostra representativa

das folhas moidas de E. uniflora.

4.1.4 Calculo da densidade aparente e da porosidade  do leito

A densidade aparente foi calculada usando-se o volume total da célula de extracéao
e a massa total de folhas de E. uniflora necesséaria para empacota-la. A coluna de
extracdo do sistema consiste de um cilindro de aco inox com 100 cm?® de volume total. A
porosidade do leito foi calculada através da equacéo [26]. A porosidade do leito é um dos

parametros mais importantes para a caracterizacdo de estruturas de materiais secos.

521—d— [26]

Onde:
d. = densidade aparente

d, = densidade real
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4.2 Métodos de obtencédo de extrato de folnas de  E. uniflora

4.2.1 Extracdo com solvente organico — Extrato etér  eo

A andlise do extrato etéreo foi realizada segundo método da A.O.A.C. (1997), que
visa determinar substancias sol(veis em éter de petréleo.

Na extragdo com solvente organico utilizou-se um aparelho Sohxlet de 500 mL.
Adicionou-se cerca de 3,0 g das folhas e éter de petréleo (Mallinckrodt, Lote Y49755,
Paris, Franca) até que a altura do cartucho que continha as folhas fosse alcancada. O
sistema foi mantido em refluxo durante 16 horas. Evaporou-se o solvente remanescente
em estufa (Fanem, Modelo 315 SE, Guarulhos, Sdo Paulo), até peso constante (+ 0,01 g),

os resultados foram expressos em relacdo a massa da amostra inicial.

4.2.2 A extracdo a baixa pressdo com etanol

A extracdo a baixa pressdo com etanol foi realizada com folhas de E. uniflora
colocando 0,5 g de matéria-prima seca com 4 mL de etanol (Ecibra, lote 17.136, Santo
Amaro, Sao Paulo) em frascos de 10 mL. Segundo o método de Pesek et al (1985), os
frascos foram centrifugados durante 5 minutos a 2000 rpm (Jouan, modelo BR4i, St
Herblain, Franca), depois mantidos em repouso por 30 minutos. O material foi filtrado a
vacuo e o sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador (Laborota, modelo 4001,
Vitrieb, Alemanha) a 40 °C e 150 mbar.

4.2.3 Hidrodestilacdo

O dleo volatil foi obtido por hidrodestilacdo, seguindo o método da A.O.A.C. 962.17
(1995). Foram pesados 50 g de folhas de E. uniflora (com particulas de tamanhos 24, 32

e 48 mesh, em partes iguais). A amostra das folhas foi inserida em um baléo de 1000 mL,
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seguido da adicdo de &gua destilada até cobrir completamente a matéria-prima.
Conectou-se o tubo coletor graduado a um condensador e ao baldo, ligou-se a manta de
aquecimento e iniciou-se a destilacdo lentamente. Apés duas horas do inicio da
destilacdo, observou-se que ndo havia alteracdo no volume de extrato na parte inferior do
tubo coletor graduado. O 6leo volatil foi entdo armazenado em frasco de vidro &mbar (5

mL) e acondicionado em freezer doméstico (-5 °C) até andlise da composicao quimica.

4.2.4 Extracao supercritica

4.2.4.1 Testes preliminares

Foram realizados experimentos na unidade extratora, a fim de verificar a
reprodutibilidade dos dados. As condi¢Bes selecionadas para essa etapa foram: P = 200
bar, T = 40 C, Qo2 = 14 mL/s (a 0,93 bar e T ambiente) e quatro razdes massicas de
leito (Y4, Y2, ¥4 e leito cheio). Foram avaliados os rendimentos globais de cada raz&o. Esta
analise foi realizada em duplicata.

4.2.4.2 Experimentos

As condi¢des operacionais elegidas para a realizacdo dos experimentos foram de
30 a 60 T e de 100 a 350 bar. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a formacao do leito, a amostra foi acomodada uniformemente na saida do
extrator, o restante da célula de extragédo foi preenchida com esferas de vidro (leito inerte)
de mesh 6. O didéxido de carbono, alimentado pela entrada do extrator, passou

inicialmente pelo leito inerte e posteriormente pela matriz vegetal.

Para capturar os volateis arrastados pelo CO, durante as extracdes, foram
utilizadas colunas de vidro (8 x 10° m de diametro) empacotadas com adsorvente
Porapak-Q de mesh 80 a 100 (Supelco, Lote 132, Bellefonte, Pensilvanea, EUA). As
colunas foram instaladas na saida do frasco coletor.
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4.3 Equipamentos e instrumentos

4.3.1 Sistema experimental para a medida da solubil  idade e para as extragdes com

fluido supercritico

A Figura 2 mostra de forma esquematica o sistema que foi empregado na
extracdo. Este sistema consta de um cilindro sifonado de CO, (1), banho de refrigeracéo
(2), bomba de alta pressao (3), tanque pulméao (4), manémetros tipo Bourdon (6 e 8),
extrator (9), coletor de extrato (13), bomba peristautica (17); trap de Porapak-Q (14),
medidor digital de vazéo (15), totalizador de vazao (16) e valvulas (4,7,10,11,12).

O sistema de extragdo foi mantido sob temperatura controlada por um banho

termostatizado (18), que se mantinha aquecido por uma resisténcia elétrica.

Mandmetro  Mandmetro
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Figura 2: Sistema experimental (Método dindmico) para extracao.
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43.1.1 Procedimento experimental para extracdo

Os procedimentos experimentais descritos a seguir podem melhor compreendidos

guando vizualiza-se a Figura 2.

1) Inseriu-se a amostra no extrator (9);

2) Encheu-se de agua o banho termostatizado (18) e ajustou-se a
temperatura;

3) Ligou-se o banho de refrigeracéo (2);

4) Atingida a temperatura operacional, ligou-se a bomba de alta pressao (3). A

pressurizacdo se deu primeiro no tanque pulmao (5) e depois no extrator (9);

5) Alcancada a pressao operacional no extrator (9), aguardou-se o tempo de
equilibrio termodinamico estipulado previamente para o experimento, e depois disso

deu-se inicio a extragao;

6) Escoou-se CO, continuamente pelo leito de extrac@o até retirada total dos

solutos de interesse;
7 Apés o tempo pré-estabelecido de extracdo, recolheu-se a amostra (13);

8) Uma lavagem da linha com solvente foi enfim realizada utilizando a bomba
peristaltica (17) com a finalidade de recuperar massa de extrato ainda

remanescente no sistema de extracao;

9) As amostras foram fechadas, lacradas e mantidas sob refrigeracado (-5 °C).

Estas amostras foram denominadas extratos supercriticos (EXT).

O CO, no estado gasoso que deixa o coletor (13) é conduzido a um trap (14) com
a finalidade de capturar os compostos volateis extraidos, estes extratos foram
denominados extratos volateis (VOL). Finalmente, o CO, é conduzido a um medidor de
vazao (15) e a um totalizador (16) com a finalidade de quantificar o volume de diéxido

de carbono usado na extracgao.
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4.3.2 Andlises cromatograficas

Os extratos obtidos via extracao supercritica, hidrosdestilacéo e microextracao por
fase sélida foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) para analise qualitativa de seus constituintes; estas andlises foram
realizadas no Laboratério de Andlise de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp. Posteriormente, foi empregada a cromatografia gasosa com
detector por ionizagdo de chamas (CG-DIC) para a andlise quantitativa dos extratos
obtidos via extracdo supercritica nas diferentes condicBes operacionais; estas analises
foram realizadas no Instituto de Quimica da Unicamp.

4.3.2.1 Condicdes de analise CG-EM

O cromatografo gasoso usado foi um Shimatzu CG17A, acoplado a um
espectrébmetro de massas tipo quadrupolo (QP5000, Shimatzu), equipado com uma
coluna capilar de silica fundida BD-5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um, J&W Scientific, Folson,
EUA). O gas de arraste foi o hélio (White Martins, 99,9%, Campinas, Sao Paulo) com
vazao de 1,0 mL/min. Quatro miligramas de cada amostra do extrato — EXT foram diluidos
em 1 mL de acetato de etila (PA, Ecibra, lote 16285, Santo Amaro, Sao Paulo). No caso
do extrato adsorvido em Porapak-Q - VOL, o extrato também foi dissolvido usando
acetato de etila. O solvente foi aplicado em uma das bases da coluna. O volume que
permitiu facil manupulacéo e eluicdo do extrato VOL foi de 3 mL.O volume injetado foi de
1 uL. A injecao foi realizada em modo splitless. A temperatura do injetor foi de 220 C e a
temperatura do detector foi de 240 C; a programag¢do de aquecimento do forno
temperatura foi de 60 C a 240 T com aquecimento d e 3 €/min; a temperatura final foi
mantida por 7 minutos. A temperatura no detector ou na interface foi mantida a 240 °C. A
identificagio de cada composto presente nos extratos foi feita com base nos Indices de
Kovats (IK) e nos indices de Rentencéo (IR) obtidos, comparados com dados da literatura
(Adams, 1995) e/ou por comparacdo com seus espectros de massa (NIST
database/ChemStation data system), para a mesma coluna cromatografica (DBs)

comprovando a identificacdo dos compostos.
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43.2.2 Condicdes de analise MEFS-CG-EM

A microextracdo por fase solida (MEFS) foi realizada com fibra de revestimento
misto Carboxen / PDMS de 75 um de espessura de filme e 10 mm de comprimento
(Supelco, Bellefonte, EUA). A fibra foi pré-condicionada a 280 <C por 60 min no injetor do
cromatdgrafo gasoso. A amostra (folhas secas e moidas de pitangueira), foi pesada (2,5
g) em frasco de 24 mL (Chromatography Research Supplies) e imediatamente tampada
com septos de silicone, com face interna de PTFE (Fluoropolimero). Antes da extracao,
cada frasco foi colocado em banho-maria a 37 T por 15 minutos. Em seguida, a fibra foi
introduzida num frasco através do septo e exposta no headspace para extracdo dos
compostos volateis. Apds o tempo de exposi¢do de 10 minutos, a fibra foi removida do
frasco e inserida no injetor do cromatdgrafo gasoso para desorcao térmica dos analitos. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e a identificacao

dos compostos presentes na amostras, foram realizadas segundo o item 4.3.2.1.

4.3.2.3 Condicdes de analise CG-DIC

As analises por CG-DIC foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso HP (6890N,
Little Fals, EUA) equipado com detector de ionizagdo de chama. A coluna usada foi uma
BD-5 (20 m, 0,25 mm, 0,25 um, HP, Wilmington, EUA), e o gas de arraste foi o hélio
(White Martins, 99,99%, Campinas, Séo Paulo); 1 uL de amostra dissolvida em éter etilico
foi ejetada no cromatégrafo (PA, Ecibra, Lote 16826, Santo Amaro, Sdo Paulo), razdo de
split de 1:50, a temperatura do injetor foi de 220 C e a temperatura do detector foi de 240
C; a programagdo de aquecimento do forno temperatura foi de 60 € a 240 € com
aguecimento de 3 T/min e de 240 € a 300 € com ag uecimento de 30 € em 2 min. O
tempo total de analise foi de 64 minutos. O equipamento foi operado pelo CG
Chemstation programa responsavel pela integracdo e processamento dos

cromatogramas.

A co-inje¢cdo de uma mistura de uma séria homdéloga de alcanos (Cio — Cys)
preparada com acetato de etila (Merck, lote 205055, Darmstadt, Alemanha) como
solvente permitiu calcular o IR (indice de Retencdo) na mesma condigdo cromatogréafica

descrita na secdo 4.3.2.1.
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A gquantificagdo dos componentes foi feita por padronizagdo interna e consistiu em
adicionar uma quantidade conhecida de uma substancia padrdo na amostra a ser
analisada e relacionar a composicdo conhecida do padrdo com razao entre a area do
composto e a area do padrao (Collins et al., 1997). A substancia usada como padréo
interno foi o 6xido de cariofileno (299%, Fluka, lote 22076, Neu-Alm, Suica) na
concentracdo de 106 ppm. Os outros componentes com composi¢cdes conhecidas que
foram adicionados a amostra para o calculo da curva padréo séo: n-icosano (> 98 % Carlo
Erba, lote 446313, Mildo, Italia) na composi¢do de 53 ppm, decano (99+ %, Aldrich, lote
D90-1, St. Louis, EUA) na composicdo de 70 ppm e o a-pineno (>98 %, Aldrich, lote
14,752-4, St. Louis, EUA) na composicdo de 86 ppm. Tais componentes sdo semelhantes
agueles presentes na amostra visto a auséncia de padrdes comerciais dos componentes
identificados no extrato. As amostras dos extratos foram diluidas nesta solugdo e

analisadas nas condicdes descritas.

Para cada injecdo determinou-se a curva padrao correspondente. A equacdo da
curva gerada pelo ajuste forneceu a concentracdo dos compostos identificados de cada

extrato.

Os indices de retenc¢éo dos picos detectados foram calculados com base no tempo
de retencdo observados para a solugdo de n-alcanos injetada nas mesmas condi¢cdes
cromatogréficas das analises anteriormente descritas e calculados segundo a equacao
[27]:

|Ri - 100 m +n [27]
trn+1 - tr.n

Onde:

IR; = indice de retencdo do composto i;
tr;=tempo de retencéo do composto i;
tr, = tempo de retencao do alcano imediatamente anterior a tr;;

tr.+1 = tempo de retencdo do alcano imediatamente posterior a tr;;
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n = namero de carbonos do alcano imediatamente anterior ao composto i.

As amostras de volateis adsorvidas em Porapack-Q (Lote 132, Supelco,
Bellefonte, EUA) foram extraidas usando-se 3 mL da solucdo de acetato de etila (Merck,
lote 205055, Darmstadt, Alemanha) com os compostos padrdes e também foram
analisadas como descrito por Adams (1995).

4.4 Andlise do potencial antioxidante dos extratos obtidos das
folhas de E.uniflora

As andlises de potencial antioxidante foram realizadas com os extratos obtidos por
extracdo supercritica (como descrito na se¢do 4.2.4.2), pelo extrato obtido por
hidrodestilacdo (como descrito na se¢éo 4.2.3) e por extratos obtidos com alcool hidratado

e com hexano; segundo metodologia que segue.

A extracdo com 4&lcool hidratado utilizou solu¢cdo aquosa de etanol (5:95, vlv,
agua:etanol), (Merck, lote 1009711000, Alemanha) na propor¢cdo de 1:3 (m/m) folhas:
solucéo de etanol. Folhas mais solugdo foram mantidas em liquidificador por 5 minutos. O
material foi filtrado em gaze e em seguida foi colocado em rota-evaporador (Laborota,
modelo 4001, Vitrieb, Alemanha) a 40 C, sendo que o extrato concentrado foi liofilizado
(LTS Systems, New York, USA) -18 € a 13,3 Pa e arm azenado em frascos ambar a - 5

T até sua utilizagéo.

A extracdo com hexano utilizou hexano (Ecibra, lote 16.755, Santo Amaro, SP,
Brasil) a proporcao de 1:3 (m/m) folhas:hexano. Folhas mais solu¢do foram mantidas em
liquidificador por 5 minutos. O material foi filtrado em gaze o material obtido foi colocado
em rota-evaporador a 40 C, sendo que o extrato con centrado foi liofilizado (LTS Systems,
New York, USA) a -18 € a 13,3 Pa (Laborota, modelo 4001, Vitrieb, Alemanha) e

armazenado em frascos &mbar a -18 € até sua utiliz aco.

As andlises de avaliacdo da atividade antioxidantes dos extratos de folhas de E.
uniflora foram realizados no Laboratério de Bioaromas do Departamento de Ciéncias de

Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp.
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4.4.1 Determinacao de fendis totais das folhas de  E. uniflora

O extrato das folhas foi preparado na concentracdo de 0,5 mg/mL em metanol e
ultrassonificado por duas horas. O extrato foi filtrado em membrana 0,22 um de acetato
celulose. Misturou-se no tubo de ensaio, sempre seguindo a seguinte ordem: 0,5 mL de
extrato, 2,5 mL de Folin Ciocalteau e 2,0 mL de Carbonato de Sédio. Agitou-se o tubo e 0
mesmo ficou incubado por cinco minutos em banho-maria a 38 °C. Apés a incubacao fez-
se a leitura no espectro a 760 nm, o equipamento foi zerado com solugdo 0,5 mL de
metanol, 2,5 mL de Folin Ciocalteau e 2,0 mL de Carbonato de Sédio. Fez-se uma curva
de acido galico utilizando-se diferentes concentracdes deste padrdo antioxidante O

resultado final foi expresso em mg acido galico/ g extrato (Roesler et al., 2006).
Os reagentes utilizados foram:
= Folin Ciocalteau: Marca — QEEL, codigo C046171
= Carbonato de Sédio — Sigma Aldrich
Os equipamentos utilizador foram:
= Espectofotdmetro: Beckman Coulter™, Made in USA. D.U. 640;

=  Filtro Milli Q: Milli Q Plus, Millipore, Ultra Pure Water System, Catalogue
number: ZD5211584, Nimero de série: B5JM13963A.

O preparo das soluc¢des seguiu o0 seguinte protocolo:

» Folin Ciocalteau: Foi preparado na concentragédo de 10 % em agua Milli Q.
10 % = 10 mL em 100 mL de agua

= Carbonato de Sédio: Foi preparado na concentracéo de 7,5 % em agua Milli Q.
7,5% =7,59g em 100 mL de agua

A quantificacdo dos compostos fendlicos nos extratos das folhas de pitangueira foi

realizada em triplicata.
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4.4.2 Andlise do potencial antioxidante dos extrato s de E. uniflora

No procedimento do ensaio DPPH para obter o Clsg utilizou-se o Espectofotémetro.
A partir dos resultados obtidos na analise de Fendis Totais, o extrato foi preparado na
concentracdo inicial de 0,25 mM expressa em acido gélico. Este extrato foi dissolvido em
etanol, ultrassonificado por 1 hora e filtrado em membrana de 0,22 um de acetato
celulose. 200 uL do extrato na concentracao de 0,25 mM de acido galico foram colocados
na presenca de 1000 uL de DPPH, esta mistura foi agitada e incubada por 30 minutos.
Apoés este tempo, fez-se a leitura a 517 nm. O mesmo foi feito misturando-se 200 pL de
etanol com 1000 pL de DPPH. O equipamento foi zerado com etanol (Roesler et al.,
2006).

Se esta mistura do extrato a 0,25 mM expressa em acido galico néo tivesse inibido
o radical DPPH no minimo em 70 %, entdo o extrato foi novamente preparado em
concentracBes maiores. Apos definir a concentracdo ideal para cada amostra, fez-se a
mistura do radical DPPH com diferentes volumes do extrato, sendo que o volume de
DPPH era fixo em 1000 pL e o do extrato era no maximo de 200 uL, logo o volume final
era de 1200 uL (Roesler et al., 2006).

Cada absorbéncia da amostra foi transformada em Reducdo (%), através da

formula abaixo.

% Inlblgé‘tO: [ (ABSDPPH - ABSEX”.)/ ADppH] x 100 [28]

Onde:

ABSpppr = Absorbancia da mistura de 1000 uL de DPPH com 200 pL de etanol

ABSkg,r. = Absorbancia da mistura de 1000 pL e DPPH com “x” UL de extrato (onde x varia
de 10 a 200 pL)

Foi construida uma curva para cada extrato, onde no eixo x tinha-se a

concentracdo de extrato em (ug/mL) e no eixo y os valores de reducéo. Encontrou-se o
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Clso (ug/mL) que refere-se a concentracdo (ug/mL) de extrato necessaria para reduzir
50% do radical DPPH.

4.4.3

Foram utilizados:

= DPPH: 2,2- Diphenyl — 1 — picrylhydrazil, CAS number: 1898-99-4, Peso
Molecular = 394,32, Aldrich.

= Acido Galico: Sigma, CAS number = 149-91-7, Peso Molecular = 170,12
= Espectofotdmetro: Beckman Coulter™, Made in USA. D.U. 640;

=  Filtro Milli Q: Milli Q Plus, Millipore, Ultra Pure Water System, Catalogue
number: ZD5211584, Numero de séria: B5JM13963A.

ORAC (Capacidade de absorver radicais livres)

O ensaio ORAC feito seguindo o procedimento descrito por Davalos et al. (2004),

com algumas modificacBes. Este ensaio foi dividido em duas etapas, a partir da extracao

etandlica das folhas foi feito o ensaio ORAC hidrofilico, e a partir do extrato hexanico das

folhas fez-se 0 ORAC lipofilico. A analise de ORAC foi realizada apenas com os extratos

etandlico e hexanico das folhas de E. uniflora.

Os Reagentes utilizados foram:

AAPH: 2,2-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride, 97% - Peso
Molecular: 271,20. Férmula molecular: [=NC(CH3),C(=NH)NH,], x 2 HCI. Empresa:
Aldrich, lote 11120JC-505, nimero do catalogo: 44,091-4. Validade: 02/2010.

Trolox: 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid — Aldrich. Peso
Molecular = 364,33.

FL: Fluoresceina Sédica. Férmula molecular: C,0H;0Na,Os. Empresa: VETEC,
Lote 0604815. Validade 08/2011.

Tampéo Fosfato de Potassio pH 7.0, 0.075 M

RMCD: Randomly Methyl 8 - Cyclodextrin: Empresa Cyclodex
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O Fluorimetro utilizado foi um Novo Star, BMG Labtechnologies. Serial number
700-0054. Placa preta, 96 pocos, marca Greiner 655096 uclear 96.

Apés a adicdo de todos reagentes na placa, fez-se a leitura da fluorescéncia a
cada 1 minuto, durante 80 minutos. Foram utilizados os seguintes filtros: emissdo 520 nm
e excitagdo 485 nm. A temperatura no equipamento era de 37 °C. Todos 0s extratos
foram preparados em duplicata e lidos em triplicata. Para cada placa lida, fez-se uma

nova curva do padrao Trolox.

As leituras da fluorescéncia a cada minuto foram utilizadas no calculo da AUC, que
€ a area abaixo da curva, formada no grafico, onde x corresponde ao tempo e y ao

decaimento da fluorescéncia. A férmula utilizada para o calculo da AUC foi a seguinte;

AUC=1+ fz/fl + f3/f1 + f4/f1 + fn/fl [29]

Onde:
f, = leitura da fluorescéncia no tempo 1 minuto
f, = leitura da fluorescéncia no tempo 2 minutos

fn = leitura da fluorescéncia no tempo 80 minutos

Foi calculado o valor de AUC para todas as amostras, nas diferentes
concentracbes do Trolox e para o Branco. O valor do AUC do branco foi subtraido dos
valores do AUC do padrdo e das amostras. Fez-se um grafico do padrdo Trolox onde o
eixo X refere-se ao AUC e o0 eixo Y a concentracdo (UM) do padrdo na placa. Pela
equacdo da reta, utilizou-se a AUC de cada amostra para que fosse encontrada a
concentracdo de Trolox. O resultado final foi expresso em pM Trolox Equivalente/ g
extrato. Para os demais padrdes lidos, o resultado final foi expresso em UM Trolox
Equivalente/ pM padrdo, pois o mesmo foi preparado na concentracdo de 1 pM

(concentracao final).

O preparo das solucdes para a andlise do ORAC hidrofilico foi a seguinte:
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= Tampao Fosfato de Potassio: Para 1 L de Fosfato de Potassio Dibasico, com Peso
Molecular de 174,18, pesou-se 13,06 g. Pesou-se 10,21 g de Fosfato de Potassio
Monobasico, cujo peso molecular é 136,09, para o preparo de 1 L de solucéo.
Adicionou-se o fosfato de potassio monobasico em um béquer contendo o fosfato
de potassio dibasico, até pH 7,4. Este tampéao foi armazenado em geladeira por 1

semana.

» Fluoresceina: A concentragdo estoque de Fluoresceina foi de 3,87 mg/mL, esta
solucdo foi dissolvida em Tampéo e ficou armazenada por até 2 semanas na
geladeira, envolvida com papel aluminio. Antes do ensaio, preparou-se a partir da
solucéo estoque, uma segunda solucdo na concentracao de 0,0387 mg/mL e fez-
se uma ultima diluicdo até concentracdo de 0,000378 mg/mL. Para o ensaio,
retirou-se desta terceira solugdo um volume de 120 pL de FL para cada poco na

placa. Logo, a concentracéo final (placa) de Fluoresceina foi de 0,0002322 mg/mL.

= AAPH: A concentracdo estoque do radical foi de 108 mg/mL, completando o
volume com &gua. Desta solucao, retirou-se 60 pL para cada po¢o na placa. Logo
a concentracao final (placa) de AAPH foi de 32,4 mg/mL. A solu¢do de AAPH foi

sempre preparada minutos antes de ser colocada na placa.

»= Trolox: Este analogo da vitamina E serviu como padrédo para o ensaio ORAC. Ele
foi utilizado nas concentracdes finais de: 0,5; 1,0; 10; 25; 50; 80 e 100 puM. O
Trolox mais concentrado (1000 uM) foi preparado em eppendorfs e mantido em
biofreezer na temperatura de -80 °C, as diluicbes foram feitas com Tampéao
Fosfato de Potéassio, pH = 7.

Os reagentes previamente preparados foram adicionados na seguinte ordem
dentro de cada poco na placa:

1°) 20 yL de Extrato, na concentracao inicial de 6 mg/mL. Para o branco foram

adicionados 20 puL Tampéo e para o Padrao, 20 pL de Trolox.
2°) 120 pL de Fluoresceina
4°) 60 pL de AAPH

Logo o ensaio ORAC hidrofilico teve como volume final 200 pL.
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O preparo das solucdes para a andlise do ORAC lipofilico foi a seguinte:

= Tampao Fosfato de Potassio: Para 1 L de Fosfato de Potassio Dibasico, com Peso
Molecular de 174,18, pesou-se 13,06 g. Pesou-se 10,21 g de Fosfato de Potassio
Monobasico, cujo peso molecular é 136,09, para o preparo de 1 L de solucéo.
Adicionou-se o fosfato de potassio monobasico em um béquer contendo o fosfato
de potassio dibasico, até pH 7,0. Este tampdo foi armazenado em geladeira por 1

semana.

» Fluoresceina: A concentragdo estoque de Fluoresceina foi de 3,87 mg/mL, esta
solucdo foi dissolvida em Tampao e ficou armazenada por até 2 semanas na
geladeira, envolvida com papel aluminio. Antes do ensaio, preparou-se a partir da
solucéo estoque, uma segunda solucdo na concentracao de 0,0387 mg/mL e fez-
se uma ultima diluicdo até concentracdo de 0,000378 mg/mL. Para o ensaio,
retirou-se desta terceira solugdo um volume de 120 pL de Fluoresceina para cada
poco na placa. Logo, a concentracao final (placa) de Fluoresceina é de 0,0001786
mg/mL.

= AAPH: A concentracdo estoque do radical foi de 108 mg/mL, completando o
volume com Agua. Desta solucdo, retirou-se 120 pL para cada po¢o na placa
(dobro do volume adicionado de AAPH na reacao hidrofilica). Logo a concentragéo
final (placa) de AAPH foi de 49,85 mg/mL. A solucdo de AAPH foi sempre
preparada minutos antes de ser colocada na placa.

= Trolox: Foi utilizado nas concentragdes finais de: 0,5; 1,0; 10; 25; 50; 80 e 100 uM.
A concentracdo estoque do Trolox mais concentrado (1500 uM) foi preparada em
eppendorfs e mantida em biofreezer na temperatura de —80 °C, as diluicdes foram
feitas com Tampao Fosfato de Potassio.

= Methyl B-Ciclodextrina randomizada: A ciclodextrina foi preparada na concentracéo

de 7 % em solucéo de Acetona:Agua (1:1).

Os reagentes previamente preparados foram adicionados na seguinte ordem

dentro de cada poco na placa.

41



1°) 20 pL de extrato, na concentracao inicial de 1 mg/mL (ou 1g/L), dissolvido com
etanol, ultrassonificado por 2 horas e filtrado com membrana de acetato celulose 0,22 um.
Para o branco foram adicionados 20 pyL de Ciclodextrina no lugar do extrato e para o
Padréo, 20 uL de Trolox.

3°) 120 pL de Fluoresceina
4°) 120 pL de AAPH

Logo, o ensaio ORAC hidrofilico teve como volume final 260 L.

4.5 Modelagem termodinamica

45.1 Equacdo de Estado e Propriedades criticas

As propriedades PVT foram calculadas pela equacdo de Peng-Robinson (1976),

com regra de mistura classica.

As propriedades criticas dos constituintes dos extratos das folhas Eugenia uniflora L.
foram estimadas pelo método de contribuicdo de grupos de Somayajulu (1989) e o fator
acéntrico de acordo com a equacéo [30]:

— 3 Ib I
w=— lo £ 1.000
7(Tb T ] glo(P ] [30]

Onde T, é a temperatura normal de ebulicdo, valor experimental ou estimado pelo
método de contribuicdo de grupos de Tsibanogiannis (1995), usando valores experimentais
de densidade ou preditos pelo método de Immirzi (1977), e P, é a pressdo atmosférica
normal (1,0132 bar).

A dados para o CO,, empregado como solvente supercritico, foram determinados
para as condi¢cdes operacionais através das tabelas de Angus et al. (1976), baseada em

dados experimentais.
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4.5.2 Parametros de interacéo binéaria

Um programa computacional (Cabral, 1993), em linguagem Pascal, teria sido
empregado na busca do parametro de interagdo binaria Ka; que minimiza a fungéo

objetivo nos sistemas binarios:

slka;)= Y. > [—y 0=y (I)J [31]

=1 il ye(i)

Onde NPE é o nimero de pontos experimentais, y(i) sdo as fracdes molares dos
componentes (i) nas fases em equilibrio, (e) valores experimentais e (c) valores
calculados pela modelagem.

Tal procedimento de calculo consiste em atribuir valores de Ka; e calcular a
composicéo y(i) decorrente e buscar o valor de Ka; que minimiza a fungéo objetivo nos

sistemas binarios.

Os parametros de interagdo binaria (Ka; e Kbj) séo obtidos pelo ajuste da modelagem
termodindmica a dados experimentais de equilibrio binario de todos os pares de
componente da mistura. N&o foi possivel no presente trabalho realizar estas medidas pelo
fato de ndo haver tais componentes isolados, nem mesmo sintetizados, e também nao foi
encontrado estes dados da literatura; por isso, foram adotados Ka;=0,11 e e Kb;=0, como
feito por Akglin et al. (1999), que mediram o equilibrio de fases de componentes de 6leos
essenciais em dioxido de carbono supercritico, também usando a equacdo de Peng-

Robinson.

Como os parametros de interacéo binaria (Ka; e Kb;) sdo obtidos pelo ajuste da
equacdo a dados experimentais de equilibrio binario de todos os pares de componente da
mistura, e ndo foi possivel no presente trabalho realizar estas medidas pelo fato de nao
haver tais componentes isolados, nem mesmo sintetizados, foram adotados Ka;=0,11 e
Kb;=0, como feito por Akgin et al (1999), que mediram o equilibrio de fases de
componentes de Oleos essenciais em dioxido de carbono supercritico, também usando a
equacédo de Peng-Robinson.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao da matéria prima vegetal

A caracterizacdo da matéria-prima é um paradmetro importante para conhecer
fatores que podem influenciar e auxiliar no desenvolvimento do projeto de pesquisa. A
determinacdo da umidade, da densidade e da porosidade do leito sdo fundamentais no
entendimento do comportamento do fluido supercritico junto a matriz vegetal composta

por folhas de E. uniflora.

5.1.1 Umidade
Os valores de umidade obtidos em analise realizada em triplicata com folhas de E.
uniflora, apresentam um valor médio de 2,40 %.

Tabela 3: Umidade das folhas de E. uniflora.

Ensaios m (Q) V H,0 (mL) U (%)

1 15,19 0,4 2,63

2 15,61 0,3 1,92

3 15,18 0,4 2,64
Média 2,40+£0,41

5.1.2 Granulometria

Foi obtida uma massa total de folhas moidas de E.uniflora de 1329,55 g. Deste
total, 50,65 % encontrava-se nas granulomentrias entre 16 e 24 meshes. O didmetro
médio geométrico das particulas, calculado de acordo com o método recomendado pela
ASAE Standards, foi de 0,74 mm, como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Granulometria das folhas de E. uniflora.

Quantidade de

Mesh Abertura nominal (mm) Massa retida (g) amostra (%)
9 2,00 30,45 2,29
12 1,41 95,93 7,22
16 1,00 351,06 26,40
24 0,71 322,40 24,25
32 0,50 359,69 27,05
48 0,30 170,02 12,79
Didmetro médio (mm) 0.74
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5.1.3 Densidade real e densidade aparente

A média dos valores de densidade real das folhas de E. uniflora foi 1,43 g/cm?, a

densidade aparente, como apresentado na Tabela 5, a seguir, foi 0,27 (+ 0,004) g/cm?.

Tabela 5: Densidade aparente das folhas trituradas de E. uniflora.

Ensaio Massa das folhas (g) Densidade aparente (g/c  m®)
1 27,00 0,27
2 26,40 0,26
3 27,10 0,27

Média 26,83 0,27 £ 0,004

5.1.4 Porosidade

O valor calculado da porosidade das folhas de E. uniflora, a partir dos valores

médios de densidade real e aparente foi de 0,81 ou 81 % permeavel ao fluido.

5.2 Extrato etéreo

O rendimento do extrato etéreo, obtido pelo valor médio de quatro experimentos,

foi de 5,92 (= 0,37) %, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Extrato etéreo das folhas de E. uniflora.

Ensaio Extrato etéreo (%)
1 6,27
2 5,74
3 6,18
4 5,48
Média 5,92 £ 0,37

5.3 Extrato etandlico das folhas de  E. uniflora

A Tabela 7 apresenta os resultados de rendimento de 3 ensaios feitos com o
objetivo de conhecer os rendimentos da extracdo realizada a baixa pressdo com etanol

com folhas de E. uniflora. A metodologia empregada foi apresentada na secao 4.2.2.
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Tabela 7: Rendimento médio da extracdo com alcool das folhas de E. uniflora.

Ensaio Massa de folhas Rendimento (%)
1 0,505 2,95
2 0,517 3,23
3 0,499 2,40
Média 2,86 £ 0,04

5.4 Hidrodestilacéo

A Tabela 8, a seguir, apresenta os resultados de rendimento da hidrodestilacdo
feita com folhas de E. uniflora com objetivo de conhecer seu rendimento em 6leo volatil. A
metodologia empregada é a da secao 4.2.3 e 0 6leo volatil obtido foi analisado por CG-
EM para posterior comparac¢do da composicdo do mesmo com os extratos obtidos via
extracao supercritica.

Tabela 8: Rendimento médio da hidrodestilacdo das folhas de E. uniflora.

Ensaio Massa de folhas Rendimento (%)
1 50,56 0,46
2 52,18 0,60
3 50,59 0,56
Média 0,54 £ 0,04

5.5 Testes preliminares de extracao supercritica

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos na analise do rendimento global (b.s., %)
para quatro propor¢cdes massicas no leito do extrator. Estes testes preliminares de
extracdo supercritica realizados com massas de amostras equivalentes a ¥4 do leito do
extrator (cerca de 6,5 g de amostra), ¥ do leito do extrator (cerca de 13 g de amostra), ¥
do leito do extrator (cerca de 19,5 g de amostra) e em quantidade de amostra equivalente
a totalidade do leito do extrator (cerca de 26 g de amostra). Experimentos foram
realizados em duplicata a P=200 bar, T=40 C, Q c0.=14 mL/s (a P=0,93 bar e T ambiente)
e tempo de extracdo de 240 minutos para as propor¢cdes massicas de Y4 e ¥ do leito do

extrator e 300 minutos para as propor¢cdes massicas de ¥ de leito e leito cheio.
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Tabela 9: Resultado dos testes preliminares, onde foi variada somente a massa de
amostra utilizada nos experimentos.

am‘ng;?g) Tempo (min) Massa acumulada (g) Rend'g?fig()bal

1° exp. 2°exp. 1° exp. 2°exp.

60 0,151 0,146 2,499 2,617

6.5 120 0,163 0,179 2,706 3,206
180 0,172 0,193 2,847 3,444

240 0,174 0,193 2,882 3,456

60 0,189 0,200 1,467 1,529

13 120 0,225 0,269 1,739 2,064
180 0,228 0,275 1,771 2,105

240 0,255 0,276 1,977 2,108

60 0,277 0,250 1,426 1,292

120 0,371 0,346 1,910 1,791

19,5 180 0,405 0,395 2,087 2,043
240 0,428 0,439 2,207 2,268

300 0,453 0,509 2,334 2,634

60 0,357 0,306 1,399 1,168

120 0,412 0,399 1,615 1,519

26 180 0,481 0,467 1,883 1,783
240 0,488 0,543 1,893 2,072

300 0,590 0,569 2,252 2,172

Os testes preliminares foram realizados objetivando o rendimento global para
experimentos realizados nas mesmas condicfes operacionais (P=200 bar, T=40 T,
Qco2=14 mL/s (a P=0,93 bar e T ambiente)), variando apenas a quantidade material
contida no leito de extracdo. Observou-se que foram alcancados resultados satisfatorios
guanto a reprodutibilidade dos dados, pois foi mantido praticamente 0 mesmo rendimento
global para as mesmas condi¢bes de extracdo,como ilustra os valores da Tabela 9. A
Figura 3 descreve o comportamento da massa acumulada de extrato obtida em base seca

para cada um dos experimentos.
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Figura 3: Comportamento da massa acumulada de extrato em base seca para cada teste
preliminar.

Os valores de rendimento se mostraram compativeis nas diversas condicdes
operacionais analisadas. Sendo assim, foi escolhida a relacdo de massa de amostra
equivalente a ¥ do leito do extrator (aproximadamente 6,5 g de amostra), uma vez que
esta condicdo proporcionaria economia de matéria-prima bem como de recursos
energéticos. Nesta proporcdo massica observou-se também que a quantidade de massa
acumulada nos extratos nos tempos de 180 e 240 minutos manteve-se praticamente
constante, o que asseguraria a finalizacao da extracao no tempo de 240 minutos, fato que
ndo foi observado nas outras propor¢Bes massicas analisadas, onde pode ser notada
uma tendéncia ainda crescente da massa acumulada nos extratos, mesmo depois de

mais de 240 minutos de extracao.

Visto que ndo foram alteradas as condi¢Bes operacionais, somente a quantidade
de material no extrator, esperou-se encontrar resultados compativeis nos extratos quanto

a composicdo e perfil dos compostos volateis extraidos.
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O extrato etéreo, obtido com éter de petrdleo a alta temperatura por varias horas
de refluxo, forneceu o rendimento alcancado com emprego de um solvente bem mais
agressivo que o CO, e em condicdes de extracdo diferentes as propostas pela extracao
supercritica. Neste caso, o rendimento do extrato etéreo (5,92 %) foi superior ao obtido
via extracdo supercritica (=3,0 %), uma vez que o éter de petréleo é um solvente menos

seletivo que o CO..

A literatura relata valores de rendimento em Oleo essencial obtido por
hidrodestilacdo das folhas de E. uniflora de 1 % (Weyerstahl et al., 1988), 1,8 % (Maia et
al., 1997) e 0,74 % (Morais et al.,1996). Para a amostra analisada deste trabalho, o valor
médio de rendimento do 6leo essencial obtido por hidrodestilagéo foi de 0,54 %, abaixo
dos valores citados na literatura e também abaixo do rendimento médio obtido nos

extratos com extragao supercritica.

Quanto ao rendimento massico dos volateis retidos nas colunas com adsorvente
sintético, este valor esteve na ordem de 0,1 % do rendimento global. Observou-se
também que a coloracdo amarelada do adsorvente era alterada até a segunda hora de
extracdo, depois disso, a coloracdo mantinha-se visualmente a mesma, indicando que os
compostos volateis sdo extraidos até a segunda hora de extracgéo.

5.6 Extracdo supercritica

Avaliando os dados obtidos nos testes preliminares, verificou-se que uma
quantidade apreciavel de extrato supercritico ficava na tubulacdo de saida do extrator, em
alguns ensaios estes valores alcangaram 50 % do rendimento. Sendo assim, ndo foram
mais feitas medidas pontuais para avaliagdo da massa acumulada nem curvas de
extracdo para os demais experimentos. As condi¢cdes experimentais estabelecidas foram
as seguintes: pressdes de 100, 150, 200, 250 e 300 bar e temperaturas de 40, 50 e 60 °C.
Os experimentos, realizados em triplicata, somaram 45 ensaios, onde foram avaliadas as
melhores condi¢c6es operacionais que maximizam o rendimento de extrato. Quanto a
massa de amostra colocada no extrator, foram utilizadas 4,0 g de folhas; massa
aproximadamente 30 % menor do que a equivalente a ¥4 do leito, como descrito na etapa
de testes preliminares. Esta escolha justifica-se pela maior garantia de exaustéo do leito e
economia de matéria-prima e recursos energéticos, nas condicdes de 30 minutos de
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equilibrio estatico decorridos de 60 minutos de extracdo. Os resultados de rendimento
global em base seca obtidos nos ensaios, a massa dos extratos obtidos, a média dos
valores de rendimento, o desvio padrdo e 0 erro experimental para cada isoterma

analisada estédo apresentados nas Tabelas 10, 11 e 12, a seguir.

Tabela 10: Parametros de extracdo supercritica apds 60 minutos de extracédo a 40 C.

Rendimento Desvio

P (bar) p(Kgim®  EXT(mg) VOL (mg) (%) Média padréo Erro (%)

85,80 4,7 2,16

100 632,44 73,20 3,8 1,86 1,97 0,17 8,53
76,90 2,2 1,88
115,80 2,7 2,86

150 782,73 121,30 2,8 3,07 2,92 0,13 4,48
113,90 1,2 2,83
121,30 2,8 3,07

200 841,59 111,10 0,8 2,82 3,07 0,25 7,99
132,70 1,0 3,31
96,80 0,7 2,43

250 880,82 105,20 35 2,63 2,56 0,12 4,50
104,50 2,5 2,63
160,00 2,7 4,22

300 910,89 132,40 4,4 3,38 3,68 0,47 12,82
137,30 4,9 3,43

Erro (%)= (desvio padrao/média)x100

Para a temperatura de 40 °C, a média dos valores obtidos para a pressédo de 100
bar foi de 1,97 %, para a pressao de 150 bar foi de 2,92 %, para a pressédo de 200 bar foi
de 3,07 %, para a pressdo de 250 bar foi de 2,56 % e para a pressao de 300 bar foi de
3,68 %. O valor médio dos rendimentos obedeceu ao incremento gradual da densidade do
CO,, com excec¢do da pressado de 250 bar. O erro experimental alcancou 7,99 %, no caso
da condicdo 40 °C e 200 bar e 12,82 % no caso da condi¢c&o 40 °C e 300 bar.

Para a temperatura de 50 °C, a média dos valores obtidos para a pressao de 100
bar foi de 1,70 %, para a pressao de 150 bar foi de 2,42 %, para a pressao de 200 bar foi
de 2,49 %, para a pressdo de 250 bar foi de 2,76 % e para a pressao de 300 bar foi de
3,17 %. O valor médio dos rendimentos obedeceu ao incremento gradual da densidade do
CO.. Os erros experimentais alcancaram 15,06 %, no caso da condic&o 40 °C e 100 bar,
e 4,85 % no caso da condicdo 50 °C e 200 bar; para a condi¢do de 50 °C e 250 bar o erro
experimental foi de aproximadamente 10,61 %, j& nas condi¢cfes de 40 °C e 250 bar e 40

°C e 300 bar estes valores foram de, respectivamente, de 10,61 e 1,07 %.
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Tabela 11: Parametros de extracdo supercritica apds 60 minutos de extracédo a 50 C.

P(bar)  p(Kg/m?) EXT(mg) VOL (mg) Re”d('o/rg)emo Média E;;r‘gg Erro (%)

78,00 6.6 1,99

100 391,01 62.80 7.4 1,58 1,70 0,26 15,06
59.70 8.0 152
97,20 41 2,43

150 702,44 92,10 5.7 2,29 2,42 0,12 4,85
101,40 5.9 253
92,10 43 2.25

200 786,07 102,10 2.6 254 2,49 0,22 4,85
106.70 16 2,69
103,60 2.9 2,59

250 835,49 102,20 4.4 2,60 2,76 0,29 10,61
12330 5.0 310
124,90 2.6 3,15

300 871,42 12550 41 315 3,17 0,03 1,07
127'80 9.4 321

Erro (%)= (desvio padrao/média)x100

Na temperatura de 60 °C, a média dos valores de rendimento global para as
pressdes de 100, 150, 200, 250 e 300 bar, foram, respectivamente, 1,45; 2,10; 3,55; 3,54
e 3,96 %. Estes valores obedeceram ao incremento gradual da densidade do CO,. Na
condi¢do de 60 °C e 150 bar o erro experimental foi de 19,91 %. Os outros valores de

erros experimentais foram de 5,35 % para 60 °C e 100 bar; 1,83 % para 60 °C e 200 bar;

6,15 % para 60 °C e 250 bar e 5,74 % para 60 °C e 300 bar.

Tabela 12: Pardmetros de extracdo supercritica apds 60 minutos de extracédo a 60 T.

P(a)  p(Kgm® EXT(mg) YOL(MI) Re”d&‘;”to Média E:;r‘gg Erro (%)

58,00 8.9 1,47

100 291,61 60,10 7.8 1,52 1,45 0,08 5,35
5370 71 136
96.70 6.4 2,44

150 607,34 64.00 5,3 1,64 2,10 0,42 19,91
89,00 5.4 223
142,60 4.8 3.59

200 725,47 138,30 41 3.48 3,55 0,06 1,83
143,30 5.1 3.59
147,00 3.7 3.72

250 787,73 129,50 5.1 3.30 3,54 0,22 6,15
143,90 41 3.61
168,90 1.0 4,22

300 830,58 150,10 3.8 3.79 3,96 0,23 5,74
155,90 45 3.88

Erro (%)= (desvio padrao/média)x100
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As Figuras 4, 5 e 6, a seguir, apresentam os graficos obtidos com os valores de

rendimento global em base seca, para cada temperatura estudada, com 0s respectivos

desvios pontuais. Estas figuras ilustram o comportamento dos rendimentos globais numa

mesma temperatura e possibilitam avaliar o quanto os desvios sdo representativos em

comparacgdo com o valor médio de rendimento encontrado.

Figura 4.
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Figura 5: Rendimento global e respectivos desvios pontuais obtidos para a temperatura

de 50 °C em func¢éo da pressao.
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Figura 6: Rendimento global e respectivos desvios pontuais obtidos para a temperatura

de 60 °C em funcéo da pressao.

A Figura 7 apresenta a comparacdo dos valores meédios de rendimento global

obtidos. Tal comparacgdo facilita avaliar como as condi¢bes operacionais influem no

rendimento; analisar os efeitos de retrogradacdo e também avaliar as condi¢Bes

operacionais em que foram obtidos os mais altos valores de rendimento. Como mostra a

Figura 7, o maior rendimento foi obtido na temperatura de 60 °C e 300 bar.
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Figura 7: Rendimento global médio para as temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60 °C em

funcéo da pressao.
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Na Figura 7 pode-se observar o efeito de retrogradacdo abaixo de 200 bar, onde o
aumento de temperatura a pressao constante reduz o rendimento, isto normalmente esta
associado ao comportamento da solubilidade dos principais componentes do extrato.
Acima de 200 bar, observa-se o comportamento inverso.

As trés condi¢Bes que apresentaram maior rendimento foram a 40 °C e 300 bar e a
60 °C nas pressdes de 250 e 300 bar, que correspondem a 3,68, 3,54 e 3,96 %,
respectivamente, com os respectivos erros de 12,82; 6,15 e 5,74 %.

5.7 Composicdo quimica do 6leo volatil das folhas de E. uniflora

Foi feita analise do Oleo essencial das folhas de E. uniflora obtido por
hidrodestilacdo. As condicbes de extracdo estdo descritas na secdo 4.2.3 e a descricao
analitica na sec¢édo 4.3.2. A Tabela 13 a seguir apresenta todos compostos identificados. A

Figura 8 mostra os principais compostos presentes do oléo essencial.

O cromatograma obtido por CG-EM do 6leo essencial das folhas de E. uniflora
obtido por hidrodestilacdo esta apresentado na Figura 9. Os componentes majoritarios
identificados pela analise cromatografica foram curzereno (34,76 %), germacreno B
(11,84 %) e 0 Cy15H5,0, (9,56 %). Estes trés compostos somam 46,60 % dos compostos
identificados neste extrato. Na Figura 9, estes compostos estéo identificados pelos picos:
14, 18 e 31, respectivamente.
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Tabela 13: Composicdo quimica do o6leo volatil das folhas de E. uniflora obtido por
hidrodestilac&o.

Tempo de retencéo

Pico Composto . Kl calc Kl tab # AREA %
(min)
1 3-mirceno 7,06 995 991 0,25
2 para-cimeno 8,04 1026 1026 0,05
3 cis-ocimeno 8,55 1042 1040 0,08
4 trans-ocimeno 8,86 1051 1050 0,19
5 linalol 10,75 1101 1098 0,14
6 A-elemeno 20,48 1341 1339 0,63
7 B-elemeno 22,76 1394 1391 6,34
8 B-cariofileno 23,84 1422 1418 3,45
9 v -elemeno 24,42 1436 1434 3,89
10 allo-aromadendreno 25,47 1463 1461 0,05
11 Y -selineno 26,06 1477 1477 0,11
12 germacreno D 26,32 1483 1480 2,22
13 B-selineno 26,51 1488 1485 0,37
14 curzereno 26,97 1498 1496 34,76
15 germacreno A 27,35 1508 1503 0,13
16 A-cadineno 27,98 1526 1524 0,18
17 a-cadieno 28,67 1544 1538 0,11
18 germacreno B 29,29 1560 1554 11,84
19 espatulenol 29,88 1575 1576 0,14
20 NI 30,05 1579 1,40
21 NI 30,25 1584 0,93
22 viridiflorol 30,56 1592 1590 0,29
23 CisH22 31,37 1614 0,30
24 NI 31,99 1626 0,15
25 NI 32,90 1630 0,18
26 germacrona 34,44 1697 1693 0,73
27 bioaletrina 35,75 1735 0,84
28 NI 36,01 1743 0,50
29 vellerdiol 36,33 1752 0,20
30 C17H2602 40,55 1875 1,22
31 C15H2002 40,81 1883 9,56
32 C11H1502 44,30 1989 4,40
Total 85,65

2 Kl: identificagéo de Adams (1995).
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O 6leo volatil de E. uniflora ja foi previamente estudado, este 6leo apresentou
diferentes composicdes de acordo com a origem geogréfica da planta. O 6leo obtido na
Argentina, por exemplo, contém limonemo, carvona e nerolidol como os componentes
majoritarios (Ubiero et al., 1978). A analise do 6leo volatil da Nigéria contém uma mistura
de furanodieno, furanoelemeno, selina-1,3,7(11)-trie-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-
ona como o0s principais componentes (Weyerstahl et al., 1988). Do Brasil, o 6leo
produzido no Rio Grande do Sul continha (-selineno, a-selineno e nerodilol como os
componentes majoritarios (Henriques et al., 1993). J4 no estado do Ceara, o 6leo volatil
continha selina-1,3,7(11)-trie-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona como 0s
constituintes majoritarios (Morais et al., 1996). As composi¢cdes dos compostos curzereno
e germacreno B do presente trabalho sinaliza um desvio entre o 6leo analisado aqui, dos
Oleos descritos por Morais et al. (1996), Henriques et al., (1993) e Weyerstahl et al.,

(1988). Os resultados indicam que nao se trata da mesma variedade de E. uniflora.

Uma nova variedade de E. uniflora foi descrita por Maia et al. (1999), tal variedade,
assim como a variedade descrita na Tabela 13, ndo apresenta em sua composi¢do o
componente selina-1,3,7(11)-trie-8-ona. Com a finalidade de confirmar essa informacéao,
foi realizada um analise cromatografica com um padrao sintetizado do composto selina-
1,3,7(11)-trie-8-ona, que foi gentimente fornecido pelo professor Andrew E. Greene, da
Universidade Joseph Fourier de Grenoble, da Franca, que sintetizou com sucesso este
composto (Kanazawa et al., 2000). Esta andlise provou que este componente ndo esta
presente nas amostras analisadas neste trabalho, como apresentado no Figuras 35 e 36
do Anexo. Provavelmente a variedade descrita por Maia et al.(1999) seja a mesma que do

trabalho aqui apresentado.

5.8 Composicdo quimica da microextracdo em fase sol ida das

folhas de E. uniflora

Foi feita analise qualitativa do extrato obtido por microextracdo em fase soélida das
folhas de E. uniflora. As condi¢des de extracdo e de andlises estdo descritas na secao
4.3.2.2.
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Foram identificados 32 compostos, o que corresponde a 86,99 % da totalidade da
composicdo do extrato. A Tabela 14 apresenta a composicdo quimica da microextracao
em fase solida das folhas de pitangueira. A Figura 10 apresenta 0s compostos

majoritarios encontrados na extracdo por MEFS.

Os compostos majoritarios encontrados neste extrato foram 2-hexen-1-ol
(18,37%), B-mirceno (6,15 %), B-elemeno (6,24 %), B-cariofileno (6,46 %) e curzereno
(6,05 %). A Figura 11 apresenta cromatograma do extrato obtido por microextracdo em
fase sélida das folhas de pitangueira, 0s cincos compostos majoritarios estédo indicados na

figura pelos picos 2, 5, 16, 17, 18 e 25, respectivamente.

Os compostos: B-elemeno, B-cariofileno e y-elemeno estdo presentes tanto no 6leo
essencial obtido por hidrodestilacdo das folhas como também no extrato obtido por
microextracdo em fase soélida em concentracdes apreciaveis. Ja 0 composto curzereno,
majoritario no 6leo essencial e presente no extrato por microextracdo em fase sdlida,
apesar de que em menor quantidade (6,05 %) continua se apresentando como um dos

principais compostos que constituem o presente extrato.
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Figura 10: Compostos majoritarios encontrados na extracao por MEFS.
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Tabela 14: Composicdo quimica da microextracdo em fase soélida das folhas de

pitangueira.

Pico Composto Tempo Eirﬁi:gtengéo Kl calc Kl tab AREA %
1 hexanal 3,05 1,14
2 3-hexen-1-ol 3,95 18,37
3 2-hexen-1- ol 4,09 2,54
4 1-hexen-1-ol 4,12 4,38
5 3-mirceno 7,06 995 991 6,15
6 3-careno 7,68 1014 1011 0,85
7 para-cimeno 8,04 1026 1026 0,98
8 cis-ocimeno 8,55 1042 1040 1,45
9 trans-ocimeno 8,86 1051 1050 4,15
10 NI 8,99 1055 2,26
11 terpinoleno 10,35 1091 1088 0,78
12 linalol 10,75 1101 1098 1,12
13 A-elemeno 20,48 1341 1339 1,53
14 a-cubebeno 20,94 1352 1351 0,68
15 a-copaeno 22,03 1378 1376 0,72
16 B-elemeno 22,76 1394 1391 6,24
17 B-cariofileno 23,84 1422 1418 6,46
18 y-elemeno 24,42 1436 1434 4,60
19 B-farneseno 24,68 1443 1443 1,07
20 a-humuleno 25,23 1457 1454 0,91
21 allo-aromadendreno 25,47 1463 1461 0,86
22 y-muuroleno 26,19 1480 1477 1,26
23 germacreno D 26,32 1483 1480 1,43
24 B-selineno 26,51 1488 1485 1,82
25 curzereno 26,97 1498 1496 6,05
26 germacreno A 27,35 1508 1503 0,74
27 y-cadieno 27,66 1517 1513 0,93
28 A-cadineno 27,98 1526 1524 0,81
29 NI 28,06 1528 1,34
30 a-cadieno 28,67 1544 1538 0,92
31 NI 28,99 1552 1,70
32 germacreno B 29,29 1560 1554 1,90
33 NI 29,55 1567 0,69
34 NI 30,05 1579 0,64
35 CisH22 31,97 1631 0,67
36 C15H2002 40,55 1875 0,63

Total 91,36

# KI: identificagdo de Adams (1995).
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Figura 11: Cromatograma do extrato obtido por microextracdo em fase sélida das
folhas de pitangueira

O dleo essencial obtido por hidrodestilagdo e o extrato obtido por microextracao
em fase solida apresentam, na totalidade dos seus compostos, 17 compostos em comum.
Apesar destes compostos se apresentarem em composi¢ces diferentes, este fato indica

semelhanca na composicdo quimica dos mesmos.
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5.9 Composicdo quimica dos extratos supercriticos d as folhas

de E. uniflora

A andlise qualitativa dos extratos obtidos por extracéo supercritica das folhas de E.
uniflora foi realizada com extratos obtidos em trés condi¢cdes operacionais diferentes: 50
T e 15 MPa; 50 °C e 30 MPa e 60 °C e 10 MPa com a finalidade de observar se
diferentes densidades de CO, poderiam conferir diferenca no perfil cromatografico dos
extratos. Nao foi observada diferenca de nimero nem de intensidade dos picos que
constituiam os espectros de massa dos extratos, sendo assim uma média foi calculada
para as areas percentuais dos picos tanto para os extratos supercriticos como para cada
extrato volatil correspondente de cada extrato supercritico. As condi¢@es analiticas estao
descritas na sec¢do 4.3.2.1. A Tabela 15 apresenta os compostos identificados e a média
das areas dos trés extratos analisados.

Foram identificados 10 compostos no extrato supercritico, 0 que corresponde a
97,69 % da totalidade da composicao do extrato. Ja& no extrato volatil, foram identificados
39 compostos, 0 que representa 74,57 % de sua totalidade A Tabela 15 apresenta a
média da composicao quimica dos extratos supercriticos e seus correspondentes extratos
volateis de folhas de pitangueira. A Figura 12 apresenta 0s compostos majoritarios
encontrados no extrato supercritico e a Figura 13 apresenta o cromatograma do extrato
obtido por extracdo supercritica de folhas de pitangueira. A Figura 14 mostra os
compostos majoritarios encontrados no extrato volatil obtido por extracao supercritica e a
Figura 15 mostra o cromatograma do extrato volatil obtido por extracdo supercritica das

folhas de pitangueira.
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Tabela 15: Composicao quimica do extrato supercritico (EXT) e do extrato volatil (VOL) de
folhas de pitangueira.

Pico Composto r et-le—ﬁ:;né%o(%ei n) Kl calc Kl tab Ar%ax(_l% ) Ars/ao(zb )
1 3-hexen-1-ol 3,95 8,74
2 B-mirceno 7,06 995 991 1,69
3 A-careno 7,24 999 1001 1,06
4 3-careno 7,68 1014 1011 1,21
5 para-cimeno 8,04 1026 1026 0,96
6 cis-ocimeno 8,55 1042 1040 1,12
7 trans-ocimeno 8,86 1051 1050 0,91
8 NI 8,99 1055 0,91
9 terpinoleno 10,35 1091 1088 1,04
10 linalol 10,75 1101 1098 1,31
11 NI 11,35 1119 1,04
12 NI 14,28 1191 1,19
13 acetato de linalol 16,61 1249 1257 1,17
14 NI 16,96 1257 1,05
15 geranial 17,45 1269 1270 1,65
16  terpinen-7-al 18,11 1283 1282 1,35
17 A-elemeno 20,48 1341 1339 1,76
18 NI 22,43 1387 0,85
19 -elemeno 22,76 1394 1391 3,40 5,18
20 B-cariofileno 23,84 1422 1418 0,85 4,18
21  y-elemeno 24,42 1436 1433 2,04 2,72
22 allo-aromadendreno 25,47 1463 1461 0,68
23 germacreno D 26,32 1483 1480 0,99 3,30
24 B-selineno 26,51 1488 1485 1,03
25 curzereno 26,97 1498 1496 21,78 6,20
26 germacreno A 27,35 1508 1503 1,43
27 NI 28,06 1528 1,28
28 a-cadieno 28,67 1544 1538 1,09
29 germacreno B 29,29 1560 1554 6,03 5,26
30 espatulenol 29,88 1575 1576 0,63 1,00
31 NI 30,05 1579 0,90
32 NI 30,16 1582 0,51
33 NI 30,25 1584 0,72
34 NI 34,27 1693 0,79 1,08
35 germacrona 34,44 1697 1693 0,49
36 bioaletrina 35,75 1735 0,70
37 NI 36,01 1743 0,99
38 C15H2002 40,81 1883 53,89 4,88
39 C11H1802 44,30 1989 7,29 1,91

Total 97,69 74,57

 KlI: identificagéo de Adams (1995).
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Figura 12: Compostos majoritarios encontrados no extrato supercritico de folhas

de pitangueira.
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Figura 13: Cromatograma do extrato obtido por extragéo supercritica de folhas de

pitangueira.
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Figura 14: Compostos majoritarios encontrados no extrato volatil obtido por extracdo
supercritica de folhas de pitangueira.
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Figura 15: Cromatograma do extrato volatil obtido por extra¢@o supercritica das folhas de

pitangueira.
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A Tabela 16 apresenta a comparacdo das areas obtidas para os compostos
identificados (%) entre os trés extratos analisados das folhas de E. uniflora: o éleo
essencial, o extrato obtido por microestracdo em fase sélida (MEFS) e os extratos pesado

(EXT) e leve (VOL), capturados em Porapak Q, obtidos via extrac@o supercritica.

Tabela 16: Comparacdo das composi¢cdes quimicas dos trés extratos obtidos das folhas
de E. uniflora.

Oleo essencial

Compostos Kl calc (%) MEFS (%) Extrato supercritico
EXT (%) VOL (%)

hexanal 1,14

3-hexen-1-ol 18,37 8,74
2-hexen-1- ol 2,54

1-hexen-1-ol 4,38

B-mirceno 995 0,25 6,15 1,69
A-careno 999 1,06
3-careno 1014 0,85 1,21
para-cimeno 1026 0,05 0,98 0,96
cis-ocimeno 1042 0,08 1,45 1,12
trans-ocimeno 1051 0,19 4,15 0,91
NI 1055 2,26 0,91
terpinoleno 1091 0,78 1,04
linalol 1101 0,14 1,12 1,31
NI 1119 1,04
NI 1191 1,19
acetato de linalol 1249 1,17
NI 1257 1,05
geranial 1269 1,65
terpinen-7-al 1283 1,35
A-elemeno 1341 0,63 1,53 1,76
a-cubebeno 1352 0,68

a-copaeno 1378 0,72

NI 1387 0,85
B-elemeno 1394 6,34 6,24 3,40 5,18
B-cariofileno 1422 3,45 6,46 0,85 4,18
y-elemeno 1436 3,89 4,60 2,04 2,72
B-farneseno 1443 1,07

a-humuleno 1457 0,91

allo-aromadendreno 1463 0,05 0,86 0,68
y-selineno 1477 0,11

y-muuroleno 1480 1,26

germacreno D 1483 2,22 1,43 0,99 3,30
B-selineno 1488 0,37 1,82 1,03
curzereno 1498 34,76 6,05 21,78 6,20
germacreno A 1508 0,13 0,74 1,43
y-cadieno 1517 0,93

A-cadineno 1526 0,18 0,81

NI 1528 1,34 1,28
a-cadieno 1544 0,11 0,92 1,09
NI 1552 1,70

germacreno B 1560 11,84 1,90 6,03 5,26
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NI 1567 0,69

espatulenol 1575 0,14 0,63 1,00
NI 1579 1,40 0,64 0,90
NI 1582 0,51
NI 1584 0,93 0,72
viridiflorol 1592 0,29

CisH22 1614 0,30 0,67

NI 1626 0,15

NI 1630 0,18

NI 1693 0,79 1,08
germacrona 1697 0,73 0,49
bioaletrina 1735 0,84 0,70
NI 1743 0,50 0,99
vellerdiol 1752 0,20

C17H2602 1875 1,22

C15H2002 1883 9,56 0,63 53,89 4,88
C11H150> 1989 4,40 7,29 1,91

O composto majoritario presente no extrato supercritico foi 0 Ci5H»00, (53,89 %),
seguidos de curzereno (21,78 %) e germacreno B (6,03 %). Estes trés compostos somam
80,70 % da totalidade dos compostos presentes neste extrato. Eles estdo identificados na
Figura 13 como os picos 38, 25 e 29, respectivamente. Ja o extrato volatil esta constituido
principalmente pelo alcool 3-hexen-1-ol (8,74 %), curzereno (6,20 %), B-elemeno (5,18 %)

e germacreno B (5,26 %), representados na Figura 15 pelos picos 1, 25, 19 e 29.

Os compostos curzereno e germacreno B estdo presentes no 6leo essencial, no
extrato por microextracdo por fase sélida e no extrato supercritico e seu correspondente
extrato volatii em composicGes consideriveis, 0 que evidencia mais uma vez a

importancia deles na composicao das folhas de E. uniflora.

Os compostos terpinoleno, linalol, B-elemeno, B cariofileno, y-elemeno, germacreno
D e curzereno também foram identificados no extrato volatil da fruta da pitangueira por
Oliveira et al. (2006). Nesta analise predominaram os compostos [3-ocimeno (36,2 %),
seguido por cis-ocimeno (13,4 %), B-ocimeno (15,4 %) e B-pineno (10,3 %). Ja na analise
dos compostos volateis da fruta da pitangueira feita por Ogunwande et al. (2005) os
componentes majoritarios encontrados foram: germacreno (27,5 %), selina-1,3,7(11)-trie-
8-ona (19,2 %) e curzereno (11,3 %), ainda neste mesmo estudo, 0s compostos
majoritarios do 6leo essencial das folhas de pitangueira foram: curzereno (19,7 %), selina-
1,3,7(11)-trie-8-ona (17,8 %) e antractilone (16,9 %).
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Melo et al. (2007) identificaram os compostos curzereno (50,2 %), B-elemeno (5,9
%) e a-cadiol (4,7 %) como compostos majoritarios do 6leo essencial das folhas de
pitangueira e por técnica de cromatografia olfativa (CG-O) associaram 0s compostos:
curzereno, B-elemeno e germacreno como 0s responsaveis pelo aroma caracteristico do
6leo essencial. Estes compostos, com excecao do a-cadiol, também foram encontrados
no extrato supercritico e no seu correspondente extrato volatil das folhas de pitangueira.
No extrato volatil, as composi¢Bes destes dois compostos foram de 6,20 % e 5,18 %,
respectivamente. No extrato supercritico ndo consta presenga do composto germacreno,
todavia, a soma dos dois outros compostos (B-elemeno e curzereno) representa 25,18 %

do total do extrato.

O 6leo essencial obtido por hidrodestilacéo, o extrato obtido por microextragdo em
fase solida e o extrato volatil obtido na extragdo supercritica apresentam, na totalidade
dos seus compostos, 19 compostos em comum. Apesar destes compostos se
apresentarem em composicoes diferentes, este fato indica semelhanca na composicao
dos mesmos. Os principais compostos semelhantes aos trés extratos séo: B-elemeno; -

cariofileno; curzereno e Cy5H,00,.

5.10 Identificacdo e composicdo dos extratos e extr  atos volateis
de E. uniflora obtidos por extragao supercritica e analisados
por CG-DIC

Na Tabelas de 38 a 42 do Anexo estao apresentados a identificacdo, o tempo de
retencao médio (mim), a composi¢cdo média (mg/g extrato), o indice de reten¢éo calculado
dos compostos, o desvio padrdo e o erro analiticos (injecBes feitas em triplicata)
encontrados nos extratos obtidos por extracdo supercritica na isoterma de 40 °C e
pressdes de 100, 150, 200, 250 e 300 bar.

Na Tabela 17 estd apresentado a composicdo média (mg/g extrato) de cada

composto, na isoterma de 40 C, para cada presséo e studada.

Na analise quantitativa dos extratos obtidos a 40 °C e 100 bar pode-se observar

que 32,06 % do extrato supercritico foi identificado e corresponde aos compostos
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curzereno (9,74 %), germacreno B (6,70 %), espatulenol (1,39 %) e CisH200, (14,22 %).
Estes mesmos compostos estdo presentes no extrato volatil em composicao de 4,37 %,
9,05 %, 6,15 % e 10,67 %, respectivamente, e somam neste extrato 30,24 % da totalidade
dos compostos identificados. Tanto no extrato supercritico, como no seu correspondente
extrato volatil, o composto CisH»,0, foi 0 que se apresentou em maior concentracao;
14,22 % e 10,67 %. O composto B-elemeno, identificado por Melo et al. (2007), como um
dos responsaveis pelo aroma caracteristico do 6leo essencial, esta presente neste extrato
na composicao de 1,78 %.

Tabela 17: Comparacédo da composicdo dos extratos obtidos na isoterma de 40 C para
as pressodes de 100, 150, 200, 250 e 300 bar.

Compostos C média (mg/g ext)
100 bar 150 bar 200 bar 250 bar 300 bar
y-elemeno 20,16 22,36 10,30 18,75
germacreno D 7,39
o _8 curzereno 97,4 129,21 59,67 52,79
§ g germacreno B 67,00 107,59 114,99 59,99 98,02
ai “g’_ espatulenol 13,96 25,24 28,37 14,56 24,82
@ Ci15H2002 142,26 245,45 239,09 127,87 198,28
Total 320,64 398,43 534,02 272,37 400,05
3-careno 28,89 21,47 33,86 70,07 35,92
para-cimeno 17,24 12,89 19,67 41,16 26,27
terpinoleno 4,67 73,79 5,70 28,99 6,17
linalol 6,18 12,25 7,35 18,52
acetato de linalol 11,80 19,54
terpinen-7-al 6,67 19,67 1,01
A-elemeno 6,34 24,61 41,39 9,69
= B-elemeno 17,75 15,81 25,21 1,63 14,67
e y-elemeno 7,86 31,52 10,70 7,03
% germacreno D 72,36 38,40 45,44 7,55 65,08
S B-selineno 46,43 23,19 26,81 41,75 36,59
curzereno 43,70 28,59 50,53 99,43 28,79
a-cadieno 48,65 27,81 28,71 46,01 41,04
germacreno B 90,50 23,60 39,41 53,65 61,92
espatulenol 61,56 20,02 32,78 55,34 49,73
Ci15H2002 106,71 31,04 18,11 76,13 21,57
C17H2202 26,61 6,86 21,36 27,87 22,18
Total 603,93 391,85 407,03 587,77 425,00

A 40 € e 150 bar, também foram identificados 4 com postos no extrato

supercritico; 39,84 % deste extrato foi identificado e corresponde aos compostos: y-
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elemeno, germacreno B, espatulenol e C;sH,00;, has concentracdes de 2,02 %, 10,76 %,
2,52 % e 24,54 %, respectivamente. Estes compostos também foram encontrados no
extrato volatil nas concentracées que seguem: 3,15 %, 2,36 %, 2,00 % e 3,10 %.
Diferente do que aconteceu com o extrato anterior, 0 composto C;5H»,0, ndo representa a
maior concentraco neste extrato volatil. Neste caso, o composto de maior composi¢éo foi

o terpinoleno, com 7,38 % da totalidade da amostra.

Na condi¢cdo experimental de 40 °C e 200 bar foram identificados 53,40 % do
extrato supercritico e 40,70 % do extrato volatil. Os compostos identificados no extrato
supercritico foram: y-elemeno (2,24 %), curzereno (12,92 %), germacreno B (11,50 %),
espatulenol (2,84 %) e Cy5H,005 (23,91 %). No correspondente extrato volatil, ocorreram
qguatro compostos também presentes no extrato supercritico, séo eles: curzereno (5,53
%), germacreno B (3,94 %), espatulenol (3,28 %) e CisH»05 (1,81 %). Além destes, A-

elemeno (4,14 %) é um composto importante na composicdo do extrato volatil.

Na condic&o operacional de 40 C e 250 bar estéo i dentificados 27,27 % do extrato
supercritico e 58,78 % do extrato volatil. A composi¢do do extrato supercritico baseia-se
no composto Ci5H,00, (12,79%), seguido de germacreno B (6,00 %), curzereno (5,97 %)
espatulenol (1,46 %) e y-elemeno (1,03 %). Destes 5 compostos, somente 0 y-elemeno
ndo faz parte do extrato volatil, os outros quatro compostos representam 28,45 % da
composicdo do extrato identificada. E importante salientar que nesta condi¢do, o
rendimento global de extracdo e foi menor que nas demais condi¢Bes de presséo (Figura
4) e que as composi¢cBes dos compostos principais também sdo menores a 40 € e 250
bar (Tabela 17).

A 40 T e 300 bar foram identificados 40,01 % do e xtrato supercritico e 42,50 % de
seu extrato volatil. O extrato supercritico é constituido principalmente por C15H,00, (19,83
%), germacreno B (98,02 %), curzereno (5,28 %), espatulenol (2,48 %) e y-elememo (1,86
%). Ja seu correspondente extrato volatil € constituido principalmente por germacreno D
(6,51 %), germacreno B (6,19 %) e espatulenol (4,97 %).

Nas Tabelas de 48 a 52 do Anexo estdo apresentados a identificacdo, a
composi¢cdo a concentracdo média (mg/g extrato), o indice de retencdo calculado dos

compostos, o desvio padréo e o erro analiticos (injec8es feitas em triplicata) encontrados
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nos extratos obtidos por extracdo supercritica na isoterma de 50 °C e pressdes de 100,
150, 200, 250 e 300 bar.

Na Tabela 18 esta apresentado somente a composicdo média (mg/g extrato) de

cada composto, na isoterma de 50 C, para cada pres sédo estudada.

Tabela 18: Comparacédo da composicdo dos extratos obtidos na isoterma de 50 € para
as pressodes de 100, 150, 200, 250 e 300 bar.

Compostos C média (mg/g ext)
100 bar 150 bar 200 bar 250 bar 300 bar
y-elemeno 11,33 10,33 14,60 20,06 15,35
germacreno D 7,55 8,14 67,39
oS |curzereno 59,51 58,51 68,12 65,76 8,42
E 5 germacreno B 41,07 39,08 55,34 103,72 80,46
& |espatulenol 12,88 12,28 16,81 26,21 19,42
@ C15H2002 95,37 99,37 110,30 208,06 174,23
Total 220,16 219,57 272,71 431,95 365,27
3-careno 8,56 17,32 25,06 34,19 30,83
para-cimeno 7,00 8,37 9,33 19,73 12,77
terpinoleno 1,79
linalol 6,47
acetato de linalol 1,98 5,80 15,97
terpinen-7-al 8,78
A-elemeno 2,99 3,19 11,97 8,35 11,19
= B-elemeno 17,85 7,70 9,27 11,07 8,76
g y-elemeno 6,41 3,59 3,92
% germacreno D 46,25 34,76 37,11 46,40 37,86
2 B-selineno 51,21 20,66 21,10 25,14 20,66
u curzereno 14,84 25,93 37,38 48,83 44,81
a-cadieno 42,87
germacreno B 132,22 38,95 38,71 43,71 37,03
espatulenol 66,82 26,47 27,95 33,17 27,87
CisH200> 139,24 25,85 30,50 22,99 21,38
Ci17H220- 35,74 3,43 6,71 20,95 18,60
Total 575,78 222,02 259,02 345,76 271,75

A 50 °C e 100 bar foram identificados 22,02 % do extrato supercritico e 57,59 % de
seu extrato volatil. O composto majoritario presente no extrato supercritico obtido a 50 C
e 100 bar foi 0 C15H,00, (9,54 %), seguido de curzereno (5,85 %), germacreno B (3,90 %),
espatulenol (1,22 %) e y-elemeno (1,03 %). No seu correlato extrato volatil, os principais

compostos identificados em ordem de abundancia foram: CisHO2 (13,92 %),
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germacreno B (13,22 %), espatulenol (6,68 %) e B-selineno (5,12 %). Os cinco compostos
presentes no extrato supercritico, também foram identificados no extrato volatil.

A 50 °C e 150 bar, identificou-se 21,96 % do extrato supercritico e 22,20 % do seu
correspondente volatil. Os compostos identificados em ordem de maior concentracao nos
extratos foram: CisH,00, (9,34 %), curzereno (5,95 %), germacreno B (4,11 %),
espatulenol (1,29 %) e y-elemeno (1,13 %). J& no extrato volatil obtido nesta condicao
experimental, foram obtidos, em ordem de maior concentracdo, 0S cOompostos:
germacreno B (3,90 %), germacreno D (3,48 %), espatulenol (2,65 %), curzereno (2,59 %)
e CisH00; (2,58 %).

Na condicdo experimental de 50 °C e 200 bar, foram identificados 27,27 % do
extrato supercritico e 25,90 % do extrato volatil correlato. No extrato supercritico, foram
identificados 6 compostos, que estdo presentes também no extrato volatil. Sdo eles em
ordem de abundéancia: CisH200, (11,03 %), curzereno (6,81 %), germacreno B (5,53 %),
espatulenol (1,68 %), y-elemeno (1,46 %) e germacreno D (0,75 %). No extrato volatil os
compostos majoritarios sao: germacreno B (3,87 %), curzereno (3,38 %), germacreno D
(3,71 %) e C15H20; (3,05 %).

A 50 T e 250 bar, identificou-se 43,19 % do extrat o supercritico e 34,58 % do seu
extrato volatil. O composto CisH,00, representa 20,81 % do extrato supercritico,
germacreno B, 10,37 %, curzereno, 6,57 %, espatulenol, 2,61 %, y-elemeno, 2,01 % e
germacreno D, 0,81 %. No extrato volatil, prevaleceram os compostos curzereno (4,88 %),

germacreno D (4,64 %) e germacreno B (4,37 %).

A 50 T e 300 bar, seis compostos foram identificad os, totalizando 36,53 % de
composi¢cdo conhecida no extrato supercritico. Os compostos identificados foram:
CisH5002 (17,42 %), germacreno B (8,05 %), curzereno (6,74 %), espatulenol (1,94 %), y-
elemeno (1,54 %) e a-cadieno (0,84 %). No correlato extrato volatil, foram identificados
27,18 % do extrato, os principais compostos identificados foram: curzereno (4,48 %),

germacreno D (3,79 %) e germacreno B (3,70 %).

Nas Tabelas de 49 a 53 do Anexo estdo apresentados a identificacdo, a
concentracdo a concentracdo média (mg/g extrato), o indice de retencdo calculado dos

compostos, o desvio padréo e o erro analiticos (injec8es feitas em triplicata) encontrados
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nos extratos obtidos por extracdo supercritica na isoterma de 60 °C e pressdes de 100,
150, 200, 250 e 300 bar.

Na Tabela 19 esta apresentado a composicdo média (mg/g extrato) de cada

composto, na isoterma de 60 C, para cada presséao e studada.

Tabela 19: Comparacédo da composicdo dos extratos obtidos na isoterma de 60 C para
as pressodes de 100, 150, 200, 250 e 300 bar.

Compostos C média (mg/g ext)
100 bar 150 bar 200 bar 250 bar 300 bar
y-elemeno 19,84 16,87 13,39 15,88
germacreno D 7,24 8,25
oS |curzereno 96,89 56,87 72,49 59,18 71,93
E 5 germacreno B 169,85 138,37 98,86 68,20 85,18
i qg)- espatulenol 29,43 23,80 18,14 21,79
@ Ci5H2002 271,74 272,42 162,68 124,23 157,49
Total 538,48 516,94 374,70 290,37 360,51
3-careno 11,56 21,73 21,54 27,51 25,92
para-cimeno 9,00 13,59 12,39 15,17 12,83
terpinoleno 2,44 4,21 4,44 6,59 4,82
linalol 3,39 4,72 4,09 5,41 4,81
acetato de linalol 5,68 5,42
terpinen-7-al 3,74 3,85
— A-elemeno 3,62 3,66 12,98 12,17 13,28
g B-elemeno 1,83 13,90 6,30 7,37 5,57
E y-elemeno 6,94 5,78
g germacreno D 52,67 49,30 31,87 42,26 28,92
n B-selineno 53,00 35,93 20,46 22,90 17,16
curzereno 18,29 32,20 30,83 40,12 37,72
germacreno B 121,19 73,94 32,54 36,58 30,23
espatulenol 65,78 45,90 23,94 28,32 21,83
C15H2002 93,10 50,00 16,02 11,38 17,99
C17H220, 10,82 11,08 4,12 16,42 5,47
Total 463,15 375,20 221,51 272,18 226,55

No extrato supercritico da condicdo experimental 60 € e 100 bar, foram
identificados 53,84 % da totalidade do extrato. A amostra continha CisH200, (27,17 %),
germacreno B (16,99 %) e curzereno (9,69 %). Ja no extrato volatil, foram identificados
como principais compostos: germacreno B (12,12 %), CisH»00, (9,31 %), espatulenol
(6,68 %), B-selineno (53,09 %) e germacreno D (5,27 %). No total, foram identificados
46,31 % do extrato volatil.

73



Foram identificados 52,30 % da totalidade do extrato supercritico na condicéo de
60 €T e 150 bar, os compostos identificados foram: CisH»002 (27,24 %), germacreno B
(13,83 %), curzereno (5,69 %), espatulenol (2,94 %), y-elemeno (1,98 %) e B-elemeno
(0,60 %). Do seu correlato extrato volatil, idenfificou-se 37,52 % e 0s principais compostos
identificados foram: germacreno B (7,39 %), C1sH2002 (5,00 %), germacreno D (4,93 %) e
espatulenol (4,59 %).

A 60 °C e 200 bar, foram identificados 37,47 % do extrato supercritico e 22,15 %
do extrato volatil. Os cinco compostos identificados do extrato supercritico foram:
Cis5H,00, (16,27 %), germacreno B (9,86 %), curzereno (7,25 %), espatulenol (2,38 %) e y-
elemeno (1,69 %). No extrato supercritico foram identificados 13 compostos, 0s
majoritarios sdo: CisH»0: (3,25 %), germacreno B (3,25 %), germacreno D (3,19 %) e

curzereno (3,08 %).

Os compostos identificados no extrato supercritico obtido a 60 T e 250 bar foram
0s seguintes: CisHx00, (12,42 %), germacreno B (6,82 %), curzereno (5,92 %),
espatulenol (1,81 %), y-elemeno (1,34 %) e germacreno D (0,72 %). Estes compostos
representam 16,61 % do extrato supercritico. JA no correlato extrato volatil, foram
identificados 27,22 % dos compostos. Os majoritarios séo: germacreno D (4,23 %),

curzereno (4,01 %), germacreno B (3,66 %) e espatulenol (2,83 %).

A 60 € e 300 bar foram identificados 36,05 % do ex trato supercritico e 22,65 % do
seu correlato extrato supercritico. Os compostos y-elemeno (1,59 %), germacreno D (0,82
%), curzereno (7,19 %), germacreno B (8,52 %), espatulenol (2,18 %) e C1sH200, (15,75
%) foram os compostos identificados no extrato supercritico. Os compostos majoritarios
gue representam o extrato volatil sdo: germacreno B (2,89 %), curzereno (3,77 %),
germacreno B (3,07 %) e C15H500, (1,79 %).

A avaliacdo dos resultados de extracdo indicou que ndo ocorreu diferenca na

composi¢ao nos extratos obtidos nas diferentes condi¢Bes operacionais de extracao.

Na Tabela 20 esta apresentado um comparativo entre 0s principais componentes
das folhas e dos frutos da pitangueira. Como mostra a Tabela 20, ha diferenca entra a
composicdo de folhas de um mesmo pais, como comprova as andlises realizadas nas

plantas brasileiras, por exemplo.
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Tabela 20: Comparacao entre 0s principais componentes encontrados em folhas e frutas
da pitangueira, colhidos em diferentes regides.

Parte da

Tipo de

Rendimento

planta Origem extracio Principais componentes (%) Referéncia
Extrag:a.o C15H20032, curezeno e germacreno B 1,0a3,0
supercritica
Volateis
capturados 3-hexen-1-ol, curzereno, germacreno B
Folhas Goias durante as ’ 9 0,1 Este trabalho
extracs e C15H2002
¢Oes com
SC-CO;
Hidrodestilag&o curzereno, germacreno B, CisH200; e B- 05
elemeno
Folhas Hidrodestilac&o curzereno, se]ma—1,3,7(11)-t.r|en-8-ona, )
Nigéri antracione e furanodieno Ogunwande
igéria . .
Frutas 9 i germacreno, selina-1,3,7(11)-trien-8- i etal.,, 2005
ona, oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona
Folhas Argentina  Hidrodestilagdo limoneno, pulegone, carvona e nerodiol - Ubnelrgsit al,
furanodieno, furanoelemeno, selina- Weverstalh
Folhas Nigéria Hidrodestilagdo 1,3,7(11)-trien-8-ona e oxidoselina- 1,0 Y
. etal., 1988
1,3,7(11)-trien-8-ona
Rio Grande . I . . . Henriques et
Folhas do Sul Hidrodestilagédo B-selineno, a-selineno, e nerodiol - al., 1993
p . I selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e Morais et al.,
Folhas Ceara Hidrodestilagéo oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 0.74 1996
. . I Maia et al.,
Folhas Para Hidrodestilagdo germacreno, germacreno B e curzereno 1,8 1999
. furanodieno, y-elemeno, trans- Lima et al.,
Folhas Paraiba Arraste a vapor ocimeno,2-B-pineno e y-terpinoleno ) 1993
Frutas Pernambuco Armadilha de trans-ocimeno, B-ocimeno, cis-ocimeno Oliveira et
Porapack-Q e B-pineno al., 2006
5.11 Comportamento dos compostos majoritarios prese ntes nos

extratos supercriticos em funcéo da pressao

As Figuras 15, 16, 17, 18 e 19 apresentam o comportamento dos compostos

majoritarios presentes nos extratos supercriticos em funcdo da pressdo. Foram

analisados o0 comportamento dos seguintes compostos:

germacreno B, espatulenol e do éster C15H5,0.

y-elemeno, curzereno,

A Figura 15 apresenta o comportamento do composto y-elemeno para as

isotermas de 40, 50 e 60 € em funcdo das pressdes estudadas. Como pode ser
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observado na andlise grafica dos dados, a composicdo do composto ndo ultrapassa 50
mg/g extrato e se mantém praticamente constante para as isotermas estudadas em

funcéo da pressao.
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Figura 15: Comportamento do composto y-elemeno para as isotermas de 40, 50 e 60 T
em funcéo da presséo.

A Figura 16 apresenta o comportamento do composto curzereno para as isotermas
de 40, 50 e 60 € em funcéo das pressdes 100, 150, 200, 250 e 300 bar. A analise grafica
dos dados para o composto indica que as composi¢cdes do mesmo para as isotermas de
50 e 60 € encontram-se entre 50 e 100 mg/g extrato e se mantém praticamente
constantes com os incrementos da presséo. Para a isoterma de 40 C, o composto nao foi
encontrado nas pressdes de 100 e 150 bar, porém foi na pressdo de 200 bar que o
curzereno foi encontrado na maior composi¢do dentre as isotermas estudadas (129,21
mg/g extrato), todavia a composi¢cdo do composto decresce com 0 aumento da pressao e

chega a concentracdo de 52,79 mg/g extrato na pressao de 300 bar.
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Figura 16: Comportamento do composto curzereno para as isotermas de 40, 50 e 60 T
em funcéo da pressao.

A Figura 17 apresenta o comportamento do composto germacreno B para as
isotermas de 40, 50 e 60 C em funcado das pressdes estudadas. Na analise gréafica dos
dados, para a temperatura de 40 C, ocorreu um incr emento nas composi¢cdes em funcao
da presséo de 100 a 200 bar, houve um decréscimo da composi¢do na pressdo de 250
bar e um leve incremento da mesma para a pressao de 300 bar. Para a temperatura de
50 € ocorreu um aumento gradativo na composicdo de 100 a 250 bar. Para a
temperatura de 60 T observa-se o valor madximo na c omposicdo deste composto na
pressdo de 100 bar dentre todas as isotermas estudadas (169,85 mg/g extrato), com o
aumento da pressao nesta temperatura ocorreu um decréscimo gradativo nos valores da

composi¢do do composto.
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Figura 17: Comportamento do composto germacreno B para as isotermas de 40, 50 e 60
T em funcgéo da presséao.

A Figura 18 apresenta o comportamento do composto espatulenol para as
temperaturas de 40, 50 e 60 T em func¢édo da presséo . Como a andlise gréfica indica, ndo
houve incrementos expressivos na concentracdo do composto, tanto em funcédo de
aumentos da pressdo quanto da temperatura. As concentragdes do composto variaram
entre 10 e 30 mg/ g extrato nas condi¢cfes experimentais analisadas. A 60 T e 100 bar o

composto nao foi encontrado no extrato.
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Figura 18: Comportamento do composto espatulenol para as isotermas de 40, 50 e 60 C
em funcdo da pressao.

A andlise do comportamento do composto CisH,00, em funcdo das condi¢bes
experimentais € muito importante, pois este € o composto majoritario de todos os extratos
das folhas de E. uniflora obtidos via extragdo supercritica. A figura 19 a seguir, ilustra este
comportamento para as isotermas de 40, 50 e 60 € em funcdo da pressdo. A

composicdo do composto nos extratos variou entre 124,23 a 272,42 mg/mg extrato.
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Figura 19: Comportamento do composto C,5H,,0, para as isotermas de 40, 50 e 60 T
em funcéo da pressao.

A 40 C, com o aumento na pressao de 100 para 150 b ar, ocorreu um incremento
expressivo na composi¢do do composto, que aumentou de 142,26 para 245, 45 mg/g
extrato. Na isoterma de 50 C, ocorreu este aumento na composi¢do do composto com o
aumento da pressdo de 200 para 250 bar, nesta ocasido a composicdo do composto foi
de 110,30 para 208,06 mg/g extrato. Foi na temperatura de 60 T que o composto
apresentou seus valores maximos entre as outras duas temperaturas estudadas,
alcangando os valores de composicdo de 271,74 mg/g extrato para a condi¢cdo de 60 T e

100 bar e de 272,43 mg/ g extrato para a condi¢do de 60 € e 150 bar.
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5.12 Rendimentos de extracdo dos componentes majori  tarios
dos extratos obtidos por extragao supercritica das folhas de

E. uniflora

A partir do rendimento global de cada extragéo supercritica e da concentracéo dos
principais componentes majoritarios dos respectivos extratos, calculou-se o rendimento de
extracdo desses componentes principais em termos de massa extraida (mg) por grama de

folhas de pitangueira que foram usadas como matéria-prima no extrator.

5.12.1 Rendimento de y-elemeno

A Tabela 21 e a Figura 20 apresentam o rendimento de extragdo do composto y-
elemeno em funcéo das condi¢cdes operacionais de temperatura e pressdao. Os maiores
rendimentos foram obtidos na isoterma de 40 °C e pressées de 200 e 300 bar, e a 60 °C e
pressées de 200 e 300 bar, sendo que os melhores resultados foram obtidos a 40 °C.

Tabela 21. Rendimento de extracdo do y-elemeno (mg/g folhas) em funcdo das
temperatura e pressao de processo.

Concentragéo de

TEO g Gmmeositt yelemenonoemao  Rendmeio e o gy
(mg/g extrato)
100 0,020
150 0,029 20,16 0,59
40 200 0,031 22,36 0, 69
250 0,026 10,30 0,26
300 0,037 18,75 0,69
100 0,017 11,33 0,19
150 0,024 11,33 0,27
50 200 0,025 14,61 0,36
250 0,028 20,06 0,55
300 0,032 15,35 0,49
100 0,015
150 0,021 19,85 0,42
60 200 0,036 16,87 0,60
250 0,035 13,39 0,47
300 0,040 15,88 0,63
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Observa-se também na Figura 20 que o rendimento de extracdo deste
componente a 40 °C e 250 bar foi um dos menores valores obtidos entre todas as
condicbes. Este comportamento se deve ao baixo rendimento global e a menor
composicao do extrato nesta condi¢do experimental.

0,80
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0,40 -
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0,00 \ \ \
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Presséo (bar)

Rendimento de gama-elemeno

Figura 20: Rendimento do y-elemeno (mg/g folhas) em fun¢éo da temperatura e presséo.

5.12.2 Rendimento de germacreno D

A Tabela 22 e a Figura 21 apresentam o rendimento de extracdo do composto
germacreno D em funcdo das condi¢cdes operacionais de temperatura e pressdo. Os

maiores rendimentos foram obtidos nas isotermas de 40 °C e 60 °C e pressao de 200 bar.
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Tabela 22: Rendimento de extracdo do germacreno D (mg/g folhas) em funcdo da
temperatura e pressao de processo.

Concentragéo de

P Rendimento global Rendimento de extracdo (mg
T (°C) Germacreno D no extrato
(bar) (g extrato / g folhas) (mg/g extrato) germacreno D /g folhas)
100 0,020 10,93 0,22
150 0,029 21,52 0,63
40 200 0,031 23,85 0,73
250 0,026 11,20 0,29
300 0,037 7,39 0,27
100 0,017
150 0,024 11,60 0,28
50 200 0,025 7,55 0,19
250 0,028 8,14 0,22
300 0,032 17,09 0,54
100 0,015
150 0,021 24,28 0,51
60 200 0,036 29,59 0,73
250 0,035
300 0,040 8,25 0,33
o 0,80
(o]
E 0,704
[a)
° 0,60 -
o
P —o0—40C
£ 8 040 -- 4 --50C
oL X .-
@ 0,30 - X --60C
©
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)
E 010
©
g
o 0,00 ‘ ‘ ‘
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Figura 21: Rendimento do germacreno D (mg/g folhas) em funcéo da temperatura e
pressao.
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A Tabela 23 e a Figura 22 a seguir apresentam o rendimento de extracdo do
composto curzereno em funcdo das condi¢des operacionais de temperatura e pressédo. O
maior rendimento foi obtido a 40°C e 200 bar.

Tabela 23: Rendimento de extracéo do curzereno (mg/g folhas) em funcao da temperatura
e pressdo de processo.

Concentragdo de

T (°C) P Rendimento global CUrzZereno no extrato Rendimento de extracédo
(bar) (g extrato / g folhas) (mglg extrato) (mg curzereno /g folhas)
100 0,020 97,42 1,92
150 0,029
40 200 0,031 129,21 3,97
250 0,026 59,67 1,53
300 0,037 52,79 1,94
100 0,017 139,98 2,38
150 0,024 59,51 1,44
50 200 0,025 68,12 1,70
250 0,028 65,76 1,81
300 0,032 67,39 2,14
100 0,015 96,89 1,40
150 0,021 56,87 1,19
60 200 0,036 56,87 2,02
250 0,035 15,46 0,55
300 0,040 71,93 2,85
4,50
= 4,00 -
€ 350
g 3,00 -
§ ,@ 250 1 —0—40C
o c ---&--50C
g8 2007 -- X --60C
g 1,50 - .
£ 1,00 ' v
© .
S 0,50 X
© 0,00 ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400
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Figura 22: Rendimento do curzereno (mg/g folhas) em fun¢éo da temperatura e presséo.
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A Tabela 24 e a Figura 23 apresentam o rendimento de extracdo do composto
germacreno B em funcdo das condi¢cdes operacionais de temperatura e pressdo. Os
maiores rendimentos foram obtidos nas isotermas de 40 °C e 60 °C e pressées de 200 bar
e 300 bar.

Tabela 24: Rendimento de extracdo do germacreno B (mg/g folhas) em funcéo da
temperatura e pressao de processo.

Concentracéo de

T (°C) P Rendimento global germacreno B no extrato Rendimento de extracao
(bar) (g extrato / g folhas) (mg/g extrato) (mg germacreno B /g folhas)
100 0,020 67,00 1,32
150 0,029 107,59 3,14
40 200 0,031 114,99 3,53
250 0,026 59,99 1,54
300 0,037 98,02 3,61
100 0,017 84,38 1,43
150 0,024 41,07 0,99
50 200 0,025 55,34 1,38
250 0,028 103,72 2,86
300 0,032 80,46 2,55
100 0,015 169,85 2,46
150 0,021 138,37 2,91
60 200 0,036 98,86 3,51
250 0,035 68,20 2,41
300 0,040 85,18 3,37
4,00
3,50 -
3,00 -
2,50 1 —o—40C
2,00 - -- & --50C
-->%--60C

1,50

1,00
0,50 -
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Figura 23: Rendimento do germacreno B (mg/g folhas) em funcdo da temperatura e
presséo.
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A Tabela 25 e a Figura 24 apresentam o rendimento de extracdo do espatulenol
em funcdo das condicOes operacionais de temperatura e pressdo. Os maiores
rendimentos foram obtidos na isoterma de 40 °C e pressées de 200 e 300 bar.

Tabela 25. Rendimento de extracdo do espatulenol (mg/g folhas) em funcdo da
temperatura e pressao de processo.

Concentragdo de

T (°C) P Rendimento global espatulenol no extrato Rendimento de extracdo (mg
(bar) (g extrato / g folhas) (mg/g extrato) espatulenol /g folhas)
100 0,020 13,96 0,28
150 0,029 25,24 0,74
40 200 0,031 28,37 0,87
250 0,026 14,56 0,37
300 0,037 24,82 0,91
100 0,017
150 0,024 12,88 0,31
50 200 0,025 16,81 0,42
250 0,028 26,21 0,72
300 0,032 19,42 0,62
100 0,015
150 0,021 29,43 0,62
60 200 0,036 23,80 0,84
250 0,035 18,14 0,64
300 0,040 21,79 0,86
1,00
2 0,90 -
£ os0-
E 0,70 1
= - 0.60 1 —o—40C
§% 0,50 - - - & --50C
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Figura 24: Rendimento do espatulenol (mg/g folhas) em funcéo da temperatura e
presséo.
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A Tabela 26 e a Figura 25 apresentam o rendimento de extracdo em funcdo das
condi¢cBes operacionais de temperatura e pressdao do componente mais concentrado, o
composto CisHx00, que representa entre 10 e 30 % do extrato. Os maiores rendimentos
foram obtidos na isoterma de 40 °C e pressodes de 150, 200 e 300 bar. A 250 bar, além do

rendimento global baixo, a concentragdo do componente também foi baixa.

Tabela 26: Rendimento de extracdo do CysH,0,0, (mg/g folhas) em fungéo da temperatura
e pressdo de processo.

Concentracdo de

P Rendimento global Rendimento de extragdo (m
T0) (bar) (g extrato / gf%lhas) Cl?mg)gzg;gt(g)a to C15H2002/g folh(z;is) (me
100 0,020 142,26 2,80
150 0,029 245,45 7,17
40 200 0,031 239,09 7,34
250 0,026 127,87 3,27
300 0,037 198,28 7,30
100 0,017 311,60 5,30
150 0,024 95,37 2,31
50 200 0,025 110,30 2,75
250 0,028 208,06 5,74
300 0,032 174,23 5,52
100 0,015 271,74 3,94
150 0,021 272,42 5,72
60 200 0,036 162,68 5,78
250 0,035 124,23 4,40
300 0,040 157,49 6,24
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Figura 25: Rendimento do Cy5H,00, (mg/g folhas) em funcdo da temperatura e pressao.

Como conclusao da analise do rendimento individual dos compostos majoritarios
presentes nos extratos obtidos via extragédo supercritica das folhas de E. uniflora tem-se
gue para todos 0os compostos, a condi¢cdo 40 T e 200 bar foi no geral, a que produziu os
maiores rendimentos de extracdo, seguida da condicdo 40 € e 300 bar e da condi¢éo 60
T e 300 bar.

Na condicdo 40 € e 250 bar, além de ser obtido baixo rendimento global de
extracdo, as concentragbes nos extratos também foram menores que nas outras
condi¢Bes de pressdo. E uma condi¢io atipica, como pode ser vista na Figura 4, que
representa o rendimento global de extracéo.

Uma possivel explicacdo para essa condicao atipica, de diminuicdo do rendimento
global com aumento de pressdo e menores composicfes dos componentes alvos, é a
possibilidade de formacéo de mais de duas fases no equilibrio e a obtencéo de um extrato
com composicao diferenciada. Nesta condicdo, cujas extracdes foram feitas em ftriplicata,
o desvio padrdo foi de 0,12 % e o erro experimental de 4,50 %. Além disso, para
confirmar estes valores, duas novas extracfes foram feitas e estes valores continuaram

na mesma faixa de rendimento.
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5.13 Determinacao do teor de fenois totais dos extr  atos obtidos

das folhas de E. uniflora

5.13.1 Determinacao de fendis e polifendis

Os extratos obtidos por hidrodestilagéo, por extragdo supercritica, com &lcool e
hexano foram dissolvidos em metanol (Ecibra, lotel16.755, Santo Amaro, SP), a fim de se
obter uma concentracdo de 0,5 mg solidos/mL, e analisados utilizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteau. A quantidade total de fenodis dos extratos foi quantificada por meio de

uma curva padrdo preparada com acido galico como ilustra Figura 26.

y = 0,0046x + 0,0672

R? = 0,9826
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Figura 26: Curva padrao de acido galico.

A Tabela 27 mostra os valores médios de atividade antioxidante expressa em g
acido galico/Kg de extrato para os extratos obtidos via extracdo supercritica, por

hidrodestilacdo, com alcool hidratado e hexano.
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Tabela 27: Atividade antioxidante expressa em g acido galico/Kg de extrato para os
extratos obtidos via extragdo supercritica, por hidrodestilacdo, com alcool hidratado e
hexano.

Média das concentracbes

T0) P (bar) (g &cido gélico/Kg extrato) Desvio Padrao

100 5,207 0,374

150 3,032 0,166

40 200 3,843 0,229
250 4,718 0,236

300 3,729 0,186

100 2,663 0,133

150 15,174 0,079

50 200 3,778 0,189
250 3,636 0,182

300 3,494 0,162

100 2,100 0,121

150 4,115 0,266

60 200 5,222 0,261
250 8,959 0,263

300 2,914 0,146

Hidrodestilagédo 73,681 8,080
Extrato etandlico 349,67 15,239
Extrato hexéanico 6,721 0,917

Os valores de concentracbes médias das substancias redutoras presentes nos
extratos indicam que o extrato obtido com etanol é o que apresenta maior atividade
antioxidante dentre todos os extratos obtidos das folhas de E. uniflora. O extrato obtido
por hidrodestilagdo foi 0 que apresentou o segundo valor mais alto. Dos extratos obtidos
por extracdo supercritica, o da condicdo 50 €T e 15 0 bar foi o que mostrou maior potencial
antioxidante. A isoterma de 50 T mostrou maior potencial antioxidante dentre as
isotermas estudadas. Nado foi realizada a analise de DPPH dos extratos obtidos por
extracdo supercritica, pois a andlise de fendis totais indicou que tais extratos nao

apresentariam altos valores de atividade antioxidante.

5.13.2 Avaliacdo in vitro de atividade antioxidante

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos
e substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade

sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH, de coloracédo purpura
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gue absorve a 515 nm. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R°), o
DPPH" é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absor¢cdo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbéncia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem
de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de
DPPH remanescente no meio reacional (Brand-Williams et al.,1995; Sanchez-Moreno et
al.,1998).

Por ser uma analise de potencial antioxidante da fracdo hidrofilica da matriz

vegetal, foi feita a andlise de DPPH do extrato obtido com alcool hidratado.

A Tabela 28 mostra os valores de reducdo média para dez concentracdes de
extrato, e os respectivos valores de reducao média, que forneceram a equacgéo da curva

de reducao e consequentemente o valor do Clsp.

Tabela 28: Redu¢édo média do extrato etandlico das folhas de E. uniflora.

Concentracao de extrato (ug/mL) Reducdo média (%)
21,58 93,35
22,58 94,35
23,58 95,35
24,58 96,35
25,58 97,35
26,58 98,35
27,58 99,35
28,58 100,35
29,58 101,35
30,58 102,35
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Figura 27: Curva de reducédo do extrato etandlico de folhas de E. uniflora.
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Pela equacao da curva de reducdo do extrato analisado, obtem-se o valor de Cls
para o extrato etandlico das folhas de pitangueira de 16,95 pug/mL.

A Tabela 29 mostra os valores de Clsy para amostras de frutos do género Eugenia
(Reynertson et al., 2005) e chés de folhas (Atoui et. al., 2005). Os valores de inibi¢cdo do
extrato etandlico de folhas de pitangueira mostra que a inibicdo de 16,95 pg/mL expressa
uma reducdo significativa comparado com os resultados obtidos tanto para as os frutos do
género Eugenia como para os chas de eucalipto, menta e camomila, por exemplo.
Segundo Reynertson et al. (2005), um extrato cujo valor de Clso € menor que 50 pg/mL é
considerado muito ativo, e isso pode ser observado tanto para o0 extrato etanodlico

analisado tanto para os frutos de Eugenia uniflora.

Tabela 29: Valores de Clso para amostras de frutos do género Eugenia e de chas.

Espécie Nome popular Cl 5 (Hg/mL)
Eugenia aggregata Cereja do Rio Grande 74,1
Eugenia foetida 15,9
Eugenia stipitata Araca-boi 79,0
Eugenia uniflora Pitanga 19,6
Eugenia uniflora Folhas de pitanga =17,0
Chéas
Scutellarria baicalensis Chinés 15,0
Camellia sinensis Preto 17,0
Eucaliptus globulus Eucalipto 24,0
Mentha puperita Menta 46,0
Matricaria recutita Camomila 59,0

Para a determinacao a atividade antioxidante pelo método de ORAC, foram feitas
leituras de duas fracbes do extrato das folhas; da fracdo hidrofilica e da fracao lipofilica.
Para a determinacgéo da atividade antioxidante da fracao hidrofilica foi usado etanol como
solvente e para a a determinacgéo da atividade antioxidante da frag&o lipofilica foi usado
hexano como solvente. A atividade antioxidante total (TAC) do extrato foi obtida somando
o resultado das fra¢des hidrofilica e lipofilica.

As leituras das diferentes concentragfes do padrao de Trolox usadas no calculo do

Trolox Equivalente da amostra estdo apresentadas nas Figuras 28 e 29.
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Figura 29 : Trolox lipofilico.

Folhas de pitangueira extragdo com etanol = 519,46 uM Trolox Equivalente / g extrato
Folhas de pitangueira extracdo com hexano = 6,47 yM Trolox Equivalente / g extrato
TAC (Atividade Antioxidante Total) = 525,94 uM Trolox Equivalente / g extrato
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A Tabela 30 mostra os valores de uM Trolox Equivalente / g extrato para amostras
de chas de folhas (Atoui et. al., 2005), os valores de inibicdo do extrato de folhas de
pitangueira pela metodologia ORAC mostra que a inibicdo de 525,94 uM Trolox
Equivalente / g extrato expressa uma reducdao significativa, comparavel aos chés chinés e

preto e superior ao cha de eucalipto, menta e camomila.

Tabela 30: Valores de Trolox Equivalente para amostras de chas comparado aos de
extrato de folhas de pitangueira.

Espécie Chas UM TE/g extrato
Scutellarria baicalensis Chinés 570
Camellia sinensis Preto 540
Eucaliptus globulus Eucalipto 380
Mentha puperita Menta 210
Matricaria recutita Camomila 170

Extrato
Eugenia uniflora Folhas de Pitanga =526

5.14 Modelagem termodinamica classica

Por se tratar de um extrato natural, constituido de uma mistura complexa de
compostos, ndo foi possivel a partir das informac¢des disponiveis, calcular a composicao
das fases e equilibrio empregando modelagem termodinamica. Nesse sentido, optou-se
por estimar valores de solubilidade dos principais compostos da mistura para verificar se
esta pode fornecer algum indicativo do comportamento da composi¢cdo dos extratos
obtidos.

A modelagem termodindmica classica que emprega a equacdo de estado de
Peng-Robinson combinada a regra de mistura classica de van der Waals foi usada. Foram
escolhidos para a andlise os seguintes compostos: y-elemeno, curzereno, germacreno B,

espatulenol e veleral.

O composto veleral foi o composto indicado pela biblioteca Nist como sendo o
mais provavel para identificacdo do éster Ci5H,00,, composto majoritario presente nos
extratos obtidos por extracdo supercritica, porém ele é exclusivamente sintetizado pelo

fungo Lactarius vellereus (Danielwski et al., 1988). Sendo assim, na tentativa de tentar
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representar o éster C;sH»00,, optou-se pela estrutura do veleral na tentativa de estimar a
solubilidade deste composto.

A Tabela 31 apresenta as propriedades criticas e o fator acéntrico que foram
estimados por métodos de contribuicdo de grupos. Para o CO, os valores sao
experimentais (Angus et al., 1976). Os parametros de interacdo entre 0s compostos e o
CO, foram adotados K,1,=0,11 (Akgin et al., 1999) e nulos entre os compostos do extrato.

Tabela 31: Dados de propriedades criticas e fator acéntrico para os compostos escolhidos
para a modelagem termodinamica.

Componente Massa Molar Tb (K) Tc (K) Pc (bar) ®
y-elemeno 204,35 596,84 803,36 19,28 0,5852
curzereno 216,32 630,76 851,48 19,99 0,5862
espatulenol 220,35 646,44 846,06 20,43 0,8105
veleral 232,35 658,88 833,54 21,28 1,1377
germacreno D 204,35 584,29 799,66 20,68 0,5229
germacreno B 204,35 602,41 831,32 23,95 0,5492
CO2 44,01 194,70 304,10 73,75 0,2250

As estruturas dos componentes em questéo estdo apresentadas nas Figuras 30 a
35.

CHs
H,C="

Figura 30: Formula estrutural do componente y-elemeno.
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Figura 31: Formula estrutural do componente curzereno.
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Figura 32: Formula estrutural do componente espatulenol.
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Figura 33: Formula estrutural do componente veleral.
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Figura 34: Formula estrutural do componente germacreno D.

96



T
o "KIMfCHE
CH: CH;

Figura 35: Formula estrutural do componente germacreno B.

A Tabela 32 apresenta os valores de fragdo massica de y-elemeno para as
temperaturas estudadas em funcdo da pressdo, estimados pela modelagem

termodinamica.

Tabela 32: Estimativa da solubilidade em fragdo molar e massica de y-elemeno para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em func¢édo da presséo.

T(°C) P(bar) Mol g-elemeno/Mol total Fragao méssmac(gz)ﬂ{-elemeno/Kg
100 2,53E-03 11,74
150 6,67E-03 30,97
40 200 8,33E-03 38,66
250 8,98E-03 41,72
300 8,98E-03 41,70
100 4,51E-04 2,09
150 5,63E-03 26,14
50 200 8,82E-03 40,96
250 1,05E-02 48,79
300 1,13E-02 52,55
100 2,13E-04 0,99
150 3,89E-03 18,05
60 200 8,43E-03 39,16
250 1,14E-02 52,96
300 1,32E-02 61,37

A Figura 36 permite melhor visualizagdo do comportamento da solubilidade do
composto y-elemeno estimado pela modelagem termodindmica classica, para as
isotermas de 40, 50 e 60 °C.
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Figura 36: Estimativa da solubilidade em fracdo massica do y-elemeno para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcédo da presséo.

A analise grafica da Figura 36 permite concluir que ocorre aumento no valor da
solubilidade em funcdo da pressdo para as trés temperaturas estudadas, e que na
pressdo de 200 bar os valores de solubilidade se coincidem. Neste ponto também pode
ser observada a inversdo do comportamento da solubilidade do composto, ou seja, ha
comportamento retrogrado abaixo de 200 bar. Este efeito é justificado pois os valores de
solubilidade eram maiores para a temperatura de 40 T com 0s sucessivos incrementos
de presséo, e depois de 200 bar, os maiores valores de solubilidade para aumentos
graduais de pressao sdo observados para a temperatura de 60 C. O maior valor de
solubilidade encontrada para este composto foi a 60 T e 300 bar e corresponde a 61,37

g/Kg CO,.

A Tabela 33 apresenta os valores de solubilidade em fragdo massica do curzereno

para as temperaturas estudadas em fun¢éo da presséo.
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Tabela 33: Estimativa da solubilidade em fracdo molar e massica do curzereno para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcéo da pressao.

Fracdo massica (g curzereno/Kg

T (°C) P(bar) Mol curzereno/Mol total CO»)
100 1,11E-03 5,44

150 3,59E-03 17,66

40 200 4,81E-03 23,65
250 5,44E-03 26,73

300 5,73E-03 28,18

100 1,73E-04 0,85

150 2,82E-03 13,84

50 200 4,83E-03 23,76
250 4,83E-03 29,98

300 6,79E-03 33,35

100 7,72E-05 0,38

150 1,82E-03 8,93

60 200 4,40E-03 21,62
250 6,29E-03 30,94

300 7,58E-03 37,25

A Figura 37 permite andlise do comportamento da solubilidade do composto
curzereno para as isotermas estudadas de acordo com incrementos graduais de presséo.
Pode ser observado que nas trés temperaturas, os valores de solubilidade se coincidem
na pressao de 200 bar, e que depois desse ponto ocorre uma inversdo do comportamento
das isotermas, os valores de solubilidade que eram maiores para a temperatura de 40 °C,
se tornaram menores e os valores de solubilidade da isoterma de 60 °C que eram
menores, tornaram-se maiores. A condi¢cdo operacional de 60 °C e 300 bar foi a que

apresentou o maior valor de solubilidade, de 37,25 g/Kg de CO..
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Figura 37: Estimativa da solubilidade em fragdo méassica do curzereno para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcédo da presséo.

Os valores de solubilidade em fracdo massica do espatulenol para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em func¢éo da pressao estao apresentados na Tabela 34.

No estudo do espatulenol, para as trés temperaturas ocorreu aumento dos valores
de solubilidade com incrementos de presséo até a pressao de 250 bar. A partir dai, na
pressdo de 300 bar, ocorreu uma inversdao deste comportamento e os valores de
solubilidade que eram maiores para a temperatura de 40 °C, se tornaram menores; € a
condicdo operacional de 60 °C e 300 bar foi a que apresentou o maior valor de
solubilidade, de 15,713 g/Kg de CO,. O comportamento do espatulenol nas trés

temperaturas estudadas em funcdo pode ser observado graficamente na Figura 38.
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Tabela 34: Estimativa da solubilidade em fracdo massica de espatulenol para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcdo da pressao.

Fracdo massica (g

0
T (°C) P(bar) Mol espatulenol/Mol total espatulenol/Kg CO »)
100 2,56E-04 1,28
150 1,19E-03 5,96
40 200 1,85E-03 9,26
250 2,31E-03 11,57
300 2,64E-03 13,20
100 3,29E-05 0,16
150 8,47E-04 4,24
50 200 1,74E-03 8,69
250 2,43E-03 12,14
300 2,94E-03 14,74
100 1,42E-05 0,07
150 5,08E-04 2,54
60 200 1,49E-03 7,48
250 2,40E-03 12,01
300 3,14E-03 15,71
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Figura 38: Estimativa da solubilidade em fracdo massica do espatulenol para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcdo da pressao.
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A Tabela 35 apresenta os valores de solubilidade em fracdo massica do veleral
para as temperaturas estudadas em fungéo da presséao.

O comportamento da solubilidade do composto veleral se assemelha com o
comportamento do curzereno em trés pontos. Primeiramente pelo aumento gradual das
solubilidades em cada temperatura para incrementos de presséo, depois pelo fato de os
maiores valores de solubilidade até a pressdo de 250 bar foram encontrados para a
temperatura de 40 °C e por fim, porque a inversdo deste comportamento ocorreu também
na pressao de 250 bar. Os valores mais altos de solubilidade foram encontrados para a
pressdo de 300 bar e alcancaram respectivamente, para as trés temperaturas analisadas,
4,08; 4,42 e 4,62 g/Kg de CO..

Tabela 35: Fracdo massica de veleral para as temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcao
da presséo.

Fragcdo massica (g veleral/Kg

T (°C) P(bar) Mol veleral/Mol total 05)
100 3,58E-05 0,18

150 2,50E-04 1,25

40 200 4,63E-04 2,32
250 6,51E-04 3,26

300 8,14E-04 4,08

100 3,64E-06 0,02

150 1,64E-04 0,82

50 200 4,15E-04 2,08
250 6,60E-04 3,31

300 8,84E-04 4,42

100 1,56E-06 0,01

150 9,26E-05 0,46

60 200 3,45E-04 1,73
250 6,38E-04 3,19

300 9,23E-04 4,62

O comportamento da solubilidade do veleral nas trés temperaturas estudadas em

funcdo pode ser observado graficamente na Figura 39.
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Figura 39: Estimativa da solubilidade em fracdo massica do veleral para as temperaturas
de 40, 50 e 60 °C em funcao da pressao.

A Tabela 36 apresenta os valores de solubilidade em fracdo massica do
germacreno D para as temperaturas estudadas em funcdo da pressao. Também para este
composto ocorreu incrementos sucessivos nos valores de solubilidade em funcdo de
incrementos de pressdo para cada temperatura e os valores de solubilidade na isoterma
de 40 °C foram mais autos do que para as isotermas de 50 e 60 T até a pressao de 200
bar. No caso do germacreno B, o ponto de inversdo ocorreu na pressao de 200 bar, onde
0 comportamento do valor da solubilidade da isoterma de 60 °C passa a ser maior do que
para a isoterma de 40 . O maior valor de solubilidade encontrado foi de 81,16 g/Kg de
CO,. O comportamento do germacreno D nas temperaturas de 40, 50 e 60 T em funcéo

da presséo pode ser observado graficamente na Figura 40.
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Tabela 36: Estimativa da solubilidade em fracdo massica de germacreno D para as

temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcdo da pressao.

Fracdo massica (g germacreno

T (°C) P(bar) Mol germacreno D/Mol total DIKg CO>)
100 3,45E-03 16,00
150 8,79E-03 40,82
40 200 1,11E-02 51,40
250 1,21E-02 56,21
300 1,24E-02 57,80
100 6,43E-04 2,98
150 7,37E-03 34,23
50 200 1,16E-02 53,66
250 1,39E-02 64,63
300 1,52E-02 70,52
100 3,14E-04 1,46
150 5,10E-03 23,67
60 200 1,09E-02 50,74
250 1,49E-02 69,15
300 1,75E-02 81,16
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Figura 40: Estimativa da solubilidade em fragdo méassica do germacreno D para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcédo da presséo.
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Os valores de solubilidade em fracdo massica do germacreno B, para
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcdo da presséao estéo apresentados na Tabela 37.

Tabela 37: Estimativa da solubilidade em fragcdo massica de germacreno B para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em func¢édo da presséo.

T (°C) P(bar) Mol germacreno B/Mol total Fragdo massica (g germacreno

B/Kg CO )
100 1,30E-03 6,04
150 4,41E-03 20,46
40 200 6,27E-03 29,13
250 7,51E-03 34,88
300 8,35E-03 38,78
100 2,29E-04 1,06
150 3,32E-03 15,39
50 200 5,96E-03 27,66
250 7,86E-03 36,50
300 9,24E-03 42,92
100 1,14E-04 0,53
150 2,13E-03 9,89
60 200 5,22E-03 24,26
250 7,78E-03 36,11
300 9,78E-03 45,40

7

O comportamento da solubilidade do germacreno B €& semelhante ao
comportamento das solubilidades do espatulenol e do curzereno nos mesmos pontos pelo
aumento gradual das solubilidades em cada temperatura para incrementos de presséo,
pelo fato de os maiores valores de solubilidade até a pressdo de 250 bar serem
encontrados para a temperatura de 40 °C e por fim, porque a inversdo deste
comportamento ocorreu também na pressdo de 250 bar. O valor mais alto de solubilidade
foi encontrado para a pressédo de 60 T e 300 bar e alcancou 45,402 g/Kg de CO..

O comportamento da solubilidade do germacreno B nas temperaturas de 40, 50 e
60 T em funcgéo da pressao pode ser observado grafi camente na Figura 41.
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Figura 41: Estimativa da solubilidade em fragdo méassica do germacreno B para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C em funcédo da presséo.

As Figuras 42, 43 e 44 apresentam graficamente os valores de fragdo massica
para 0os compostos vy-elemeno, curzereno, espatulenol, veleral, germacreno D e

germacreno B para aumentos sucessivos na pressdo em cada temperatura estudada.

Como pode ser observado na Figura 42, os maiores valores de solubilidade
encontrados na isoterma de 40 C foram para o compo sto germacreno D, seguido do y-
elemeno e do germacreno B. Pode ser observado também o aumento dos valores de

solubilidade em fungdo de incrementos de pressao para todos 0s compostos.

A Figura 43 apresenta a compara¢do do comportamento dos compostos para a
isoterma de 50 . O composto germacreno D, seguido do y-elemeno e do germacreno B
foram, como na isoterma de 40 C, 0s que apresentar am maiores valores de solubilidade.
A particularidade desta isoterma esta no fato de que na pressao de 100 bar os valores de
solubilidade dos compostos analisados foram muito baixos, e ocorreu aumentos
significativos nestes valores principalmente para os trés compostos que apresentaram 0s

maiores valores de solubilidade.

106



100

80

60

40

20

Fracdo massica (g/Kg CO 2)

0

—e— gama-elemeno
—B—curzereno
—A— espatulenol
—¢—eleral
—%—germacreno D
—o—germacreno B

50

100 150 200 250 300 350
Pressdo (bar)

Figura 42: Comparativo da solubilidade fragdo massica dos compostos: y-elemeno,
curzereno, espatulenol, veleral, germacreno D e germacreno B em fun¢éo da presséo,
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Figura 43: Comparativo da solubilidade em fracdo massica dos compostos: y-elemeno,
curzereno, espatulenol, veleral, germacreno D e germacreno B em fungéo da pressao,

para a isoterma de 50 .

107



A Figura 44 apresenta 0 comparativo do comportamento da solubilidade dos
compostos analisados para a isoterma de 60 °C. Os compostos germacreno D, y-elemeno
e germacreno B, como nas outras duas isotermas, continuaram sendo 0os compostos de
maior valor da solubilidade. Na presséo de 100 bar, os valores de fracao massica também
foram muito pouco expressivos, porém houve maior influéncia dos incrementos de
pressdo nos valores de fragcdo massica do que para a isoterma de 50 C.
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Figura 44 : Comparativo da solubilidade da fragcdo massica dos compostos: y-
elemeno, curzereno, espatulenol, veleral, germacreno D e germacreno B em funcéo da
pressao, para a isoterma de 60 <.

Os pontos de cruzamento obtidos em todas as estimativas de solubilidade
situaram-se entre 200 e 250 bar, este comportamento deve influenciar no rendimento de
extracdo, se forem considerados todos os compostos do extrato. No caso dos compostos
analisados, que representam aproximadamente 40 % do extrato, os pontos de
cruzamento das curvas de solubilidade foram superiores ao ponto de cruzamento de
pressado para as curvas de rendimento global.

Outro fato que pode ser observado é que a solubilidade do CsH»,0, (adotado
como veleral) foi a menor entre os compostos analisados, no entanto foi o de maior

conce ntragéo nos extratos.
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6. Conclusoes

As condicdes de extracdo supercritica que apresentaram maior rendimento foram
40 °C e 300 bar e 60 °C nas pressdes de 250 e 300 bar, que correspondem a 3,68, 3,54 e
3,96 %, respectivamente, com 0s respectivos erros de 12,82; 6,15 e 5,74 %.

Os compostos majoritarios encontrados no extrato obtido por hidrodestilagéo foram
curzereno (34,76 %), germacreno B (11,84 %) e CisH200, (9,56 %). Os compostos: B-
elemeno, B-cariofileno e y-elemeno estdo presentes tanto no 6leo essencial das folhas
como também no extrato obtido por microextracdo em fase sélida em concentracdes

apreciaveis.

Os compostos majoritarios encontrados no extrato obtido por microextracdo em
fase sodlida foram 2-hexen-1-ol (18,37 %), B-mirceno (6,15 %), B-elemeno (6,24 %), B-
cariofileno (6,46 %) e curzereno (6,05 %). O 6leo essencial obtido por hidrodestilacdo e o
extrato obtido por microextracdo em fase sdlida apresentam compostos em comum.
Apesar destes compostos se apresentarem em concentracdes diferentes, este fato indica

semelhanca na composi¢do dos mesmos.

A variedade de E. uniflora estudada neste trabalho ndo apresentou o composto

selina-1-3-7(11)-trien-8-ona. Este composto é comumente encontrado na maioria das

espécies de folhas de pitangueira.

O composto majoritario presente no extrato supercritico foi 0 C15H»,0» seguidos de

curzereno e germacreno B.

Por se tratar de um extrato natural, constituido de uma mistura complexa de
compostos, nao foi possivel a partir das informacdes disponiveis, calcular a composicao
das fases em equilibrio empregando modelagem termodinamica. Nesse sentido, optou-se
a estimar a solubilidade dos principais compostos da mistura para verificar se esta poderia
fornecer algum indicativo do comportamento da composi¢cédo dos extratos obtidos, fato que

nao ocorreu.
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Os valores de concentracfes médias das substancias redutoras presentes nos
extratos indicam que o extrato obtido com alcool hidratado € o que apresenta maior
atividade antioxidante, visto o0 maior contetdo de fendis totais, dentre todos os extratos
obtidos das folhas de E. uniflora. O extrato obtido por hidrodestilac&o foi o que apresentou
0 segundo valor mais alto. Dos extratos obtidos por extra¢do supercritica, o da condicao
50 T e 150 bar foi 0 que mostrou maior potencial a ntioxidante; foi a temperatura de 50 C
gue também mostrou maior potencial antioxidante dentre as isotermas estudadas, porém

0s extratos supercriticos apresentam baixa atividade antioxidante.

O valor do ICs, para o extrato etandlico das folhas de pitangueira é 16,95 pg/mL, o

que indica que este extrato € muito ativo quanto a sua atividade antioxidante.
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7. Sugestoes para trabalhos futuros

Realizar testes de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) nos extratos obtidos via

extracdo supercritica com o objetivo de identificar os compostos CisH20, e C11H150..

Realizar extracdo etanodlica dos residuos das folhas dos experimentos de extracéo
supercritica, para a realizacdo de testes de analise antioxidante, visto que os extratos
obtidos via supercritica apresentaram baixa atividade antioxidante e o extrato

etandlico apresentou alta atividade antioxidante.

Realizar extracfes convencionais e via supercritica e analises de identificacdo de
compostos e de potencial antioxidante de folhas de pitangueira de diferentes

procedéncias.
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8. Anexo

Chromatogram Plot

File: c:\saturnws\data\data_2005\treinam ento\11_05\pad_selinarl.sms
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Figura 45: Cromatograma do composto selina-1,3,7(11) — trien-8-ona.
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Chromatogram Plot
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Figura 46: Espectro de massa do composto selina-1,3,7(11) — trien-8-ona.
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Scan 2755 from c:\saturnws\datal\data_2005\treinamento\07_05\voc_e7.sms
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Figura 47: Espectro de massa do éster C15H5,0,.
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Scan 2955 from c:\saturnws\dataldata_2005\treinamento\07_05\voc_e7.sms

Spectl
BP 214 (43116=100% ) voc_e7.sms 46.167 min. Scan: 2955 Chan: 1 lon: 1249 us RIC: 440966 EBC
100% — 214 —
- 172
75% — —
4 199
50% — —
] 43
4 274
4 157
% —| _
25% 91
] 143
] 129
7 108
096 | L 232 Al
5‘0 160 léO 260 2%0 ‘
m/z

Figura 48: Espectro de massa do acetato C;7H»05.
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A seguir sdo apresentados somente um cromatograma por extrato analisado.
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Figura 49: Cromatograma do extrato obtido na condi¢édo de 40 °C e 100 bar.
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Figura 50: Cromatograma do extrato volatil obtido na condi¢éo de 40 °C e 100 bar.
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Figura 51 : Cromatograma do extrato obtido na condicéo de 40 °C e 150 bar.
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Figura 52: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 40 °C e 150 bar.
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Figura 53: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 40 °C e 200 bar.
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Figura 54: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 40 °C e 200 bar.
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Figura 55: Cromatograma do extrato obtido na condi¢édo de 40 °C e 250 bar.
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Figura 56: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicéo de 40 °C e 250 bar.
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Figura 57: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 40 °C e 300 bar.
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Figura 58: Cromatograma do extrato volatil obtido na condi¢éo de 40 °C e 300 bar.
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Figura 59: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 50 °C e 100 bar.
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Figura 60: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 50 °C e 100 bar.
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Figura 61: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 50 °C e 150 bar.
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Figura 62 : Cromatograma do extrato volatil obtido na condicéo de 50 °C e 150 bar.
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Figura 63 : Cromatograma do extrato obtido na condicao de 50 °C e 200 bar.
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Figura 64: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 50 °C e 200 bar.
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Figura 65: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 50 °C e 250 bar.
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Figura 66: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 50 °C e 250 bar.
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Figura 67: Cromatograma do extrato obtido na condi¢édo de 50 °C e 300 bar.
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Figura 68: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 50 °C e 300 bar.
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Figura 69: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 60 °C e 100 bar.
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Figura 70 : Cromatograma do extrato volatil obtido na condi¢&o de 60 °C e 100 bar.
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Figura 71: Cromatograma do extrato obtido na condi¢édo de 60 °C e 150 bar.
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Figura 72: Cromatograma do extrato volatil obtido na condi¢éo de 60 °C e 150 bar.
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Figura 73: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 60 °C e 200 bar.
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Figura 74: Cromatograma do extrato volatil obtido na condi¢éo de 60 °C e 200 bar.
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Figura 75: Cromatograma do extrato obtido na condi¢édo de 60 °C e 250 bar.
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Figura 76: Cromatograma do extrato volatil obtido na condicédo de 60 °C e 250 bar.
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Figura 77: Cromatograma do extrato obtido na condi¢do de 60 °C e 300 bar.
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Figura 78: Cromatograma do extrato volatil obtido na condi¢éo de 60 °C e 300 bar.
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Tabela 38: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 40°C e 100 bar,
analisados por CG-DIC.

.No Composto Tempc? Qe ret.en(;éo RI calc C média Desv~i0 Erro (%)
picos médio (mim) (mg/g ext) padrédo
° 1 curzereno 27,631 1498 97,417 0,359 0,369
o 8 2 germacreno B 29,306 1558 67,004 0,391 0,584
g § 3 espatulenol 31,576 1573 13,961 0,130 0,931
i qg). 4 CisH2002 42,800 1882 142,262 0,003 0,002
@ Total 320,643
1 3-careno 7,517 1013 28,890 0,004 0,014
2 para-cimeno 9,150 1024 17,241 0,046 0,266
3 terpinoleno 10,341 1096 4,674 0,009 0,198
4 linalol 10,766 1281 6,181 0,008 0,122
5 acetato de linalol 16,528 1338 11,804 0,012 0,099
6 terpinen-7-al 18,146 1281 6,670 0,009 0,136
7 A-elemeno 20,588 1338 6,342 0,009 0,140
o= 8 [-elemeno 22,936 1393 17,751 0,022 0,121
8 F 9 y-elemeno 24,874 1434 7,855 0,003 0,035
5 g 10 germacreno D 26,294 1481 72,362 0,057 0,079
11 B-selineno 26,811 1486 46,429 0,450 0,969
12 curzereno 27,624 1498 43,703 0,030 0,068
13 a-cadieno 28,701 1542 48,652 0,044 0,090
14 germacreno B 29,316 1558 90,495 0,224 0,248
15 espatulenol 31,594 1573 61,561 0,391 0,635
16 CisHz002 42,819 1882 106,714 0,254 0,238
17 Ci7H202 46,167 1986 26,608 1,099 4,131
Total 603,930

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 39: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e

no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracao supercritica a 40°C e 150 barr,

analisados por CG-DIC.

oon oy Composio TOTPOSCIAOIS  mica  CREdS DS o
° 1 y-elemeno 25,156 1434 20,158 0,290 1,438
Q g 2 germacreno B 29,304 1558 107,585 0,824 0,766
S S 3 espatulenol 31,570 1573 25,238 0,088 0,779
i qg’. 4 CisH2002 42,821 1882 245,446 2,113 0,861
0 Total 398,427
1 3-careno 7,515 1013 21,473 0,585 2,725
2 para-cimeno 9,149 1024 12,886 0,336 2,610
3 terpinoleno 10,345 1096 73,793 9,916 13,437
4  linalol 10,766 1281 12,251 1,107 9,039
5 A-elemeno 20,595 1338 24,614 1,607 6,529
6 [B-elemeno 22,936 1393 15,809 0,511 1,622
o 7 y-elemeno 24,870 1434 31,518 0,511 1,622
‘@‘ % 8 germacreno D 26,284 1481 38,401 1,803 4,694
e 9 B-selineno 26,804 1486 23,193 2,049 8,835
10 curzereno 27,621 1498 28,592 4,743 16,588
11 a-cadieno 28,693 1542 27,805 5,709 20,531
12 germacreno B 29,298 1558 23,597 2,300 9,749
13 espatulenol 31,580 1573 20,016 4,227 21,117
14 CisH2002 42,764 1882 31,042 1,131 3,645
15 Ci7H20, 46,150 1986 6,858 0,668 9,747
Total 391,849

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100

140



Tabela 40: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e

no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracao supercritica a 40°C e 200 barr,

analisados por CG-DIC.

o [phs  CompostoTOTROSSIEENG goye | Cmede DR o oo
1 y-elemeno 25,157 1434 22,358 0,008 0,035
° _8 2 curzereno 27,623 1498 129,207 0,171 0,133
§ g 3 germacreno B 29,301 1558 114,993 1,374 1,195
5 g 4  espatulenol 31,570 1573 28,372 0,401 1,412
2 5 CisH200; 42,806 1882 239,091 3,026 1,265
Total 534,022
1 3-careno 7,517 1013 33,863 0,564 1,665
2 para-cimeno 9,149 1024 19,667 0,376 1,910
3 terpinoleno 10,340 1096 5,696 0,157 2,763
4 linalol 10,764 1281 7,351 0,151 2,060
5 A-elemeno 19,837 1338 41,394 0,670 1,618
6 B-elemeno 20,598 1393 25,213 0,414 1,643
o 7 vy-elemeno 22,935 1434 10,695 0,170 1,588
T & 8 germacreno D 26,280 1481 45,444 0,698 1,535
xS 9 B-selineno 26,800 1486 26,805 0,227 0,846
10 curzereno 27,624 1498 50,532 0,786 1,556
11 a-cadieno 28,690 1542 28,713 0,546 1,902
12 germacreno B 29,292 1558 39,405 0,561 1,423
13 espatulenol 31,579 1573 32,775 0,657 2,005
14 CysHx00: 42,746 1882 18,112 0,155 0,857
15 Ci7H2,0, 46,444 1986 21,364 0,241 1,130
Total 407,030

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 41: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 40°C e 250 bar,
analisados por CG-DIC.

A o, comoso  TETELEEGID e Cméde Dems g g
1 y-elemeno 25,157 1434 10,297 0,125 1,216
o 8 2 curzereno 27,625 1498 59,665 0,167 0,279
© ‘g 3 germacreno B 29,306 1558 59,985 0,287 0,478
5 g 4 espatulenol 31,573 1573 14,560 0,200 1,371
2 5  CisH200, 42,818 1882 127,866 1,474 1,153
Total 272,374
1 3-careno 7,509 1013 70,069 0,178 0,254
2 para-cimeno 9,142 1024 41,156 0,059 0,143
3 terpinoleno 10,763 1096 28,994 2,014 6,945
4 linalol 11,368 1281 18,517 0,054 0,290
5 terpinen-7-al 18,144 1281 19,670 1,123 5,709
6 B-elemeno 22,932 1393 1,630 0,026 1,584
o= 7 germacreno D 26,276 1481 7,553 0,035 0,465
S5 | 8 B-selineno 26,798 1486 41,746 0,812 1,945
w = 9 curzereno 27,620 1498 99,431 0,412 0,414
10 a-cadieno 28,686 1542 46,011 0,094 0,204
11 germacreno B 29,295 1558 53,652 0,124 0,231
12 espatulenol 31,575 1573 55,342 1,160 2,096
13 CisH2002 42,779 1882 76,129 0,990 1,300
14 Cy7H,,0, 46,156 1986 27,868 0,073 0,261
Total 587,769

Erro (%)= (desvio padrdo/C média)*100
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Tabela 42: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 40 °C e 300 bar,
analisados por CG-DIC.

on | oy Composo TROSR N g Cmeda Do eno
1 y-elemeno 25,167 1434 18,751 0,065 0,345
° 2 germacreno D 26,275 1481 7,386 0,012 0,168
Q g 3 curzereno 27,631 1498 52,788 0,036 0,067
g § 4 germacreno B 29,329 1558 98,020 0,148 0,151
Wg | 5 espatulenol 31,584 1573 24,822 0,037 0,151
@ 6  CisH2002 42,863 1882 198,280 1,028 0,518
Total 400,048
1 3-careno 7,516 1013 35,917 0,006 0,017
2 para-cimeno 9,149 1024 26,274 0,118 0,448
3 terpinoleno 10,341 1096 6,166 0,025 0,412
4  acetato de linalol 16,528 1338 19,541 0,065 0,332
5 terpinen-7-al 18,146 1281 1,007 0,004 0,393
6 A-elemeno 20,588 1338 9,692 0,001 0,005
7 B-elemeno 22,933 1393 14,671 0,045 0,308
o= 8 gama-elemeno 24,872 1434 7,025 0,025 0,361
g % 9 germacreno D 26,283 1481 65,076 0,004 0,006
w = 10 B-selineno 26,802 1486 36,587 0,431 1,179
11 curzereno 27,621 1498 28,786 3,302 11,472
12 a-cadieno 28,691 1542 41,044 0,070 0,170
13 germacreno B 29,295 1558 61,924 0,410 0,662
14 espatulenol 31,582 1573 49,726 0,430 0,865
15 CisH2002 42,746 1882 21,566 0,411 1,908
16  Ci7H20: 46,439 1986 22,178 0,071 0,321
Total 425,002

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 43: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 50°C e 100 bar,
analisados por CG-DIC.

oo | os Composts TOTPOSS TN pica | CTESR DS o
1 vy-elemeno 25,156 1434 11,328 0,019 0,168
o .8 2 curzereno 27,623 1498 59,511 0,184 0,309
§ ‘g 3 germacreno B 29,297 1558 41,068 0,008 0,019
5 g 4 espatulenol 31,569 1573 12,882 0,066 0,512
7 5  CisH2002 42,798 1882 95,368 0,066 0,069
Total 220,158
1 3-careno 7,518 1013 8,561 0,089 1,036
2  para-cimeno 9,151 1024 7,002 0,080 1,142
3 terpinoleno 10,344 1096 1,793 0,018 1,017
4 acetato de linalol 16,613 1338 1,981 0,014 0,714
5 A-elemeno 20,592 1338 2,993 0,016 0,528
6 p-elemeno 22,954 1393 17,848 0,201 1,128
o _ 7 vy-elemeno 24,885 1434 6,415 0,071 1,104
§ B 8 germacreno D 26,329 1481 46,246 0,300 0,649
5 § 9 B-selineno 26,862 1486 51,213 1,509 2,946
10 curzereno 27,639 1498 14,838 0,075 0,503
11 a-cadieno 28,744 1542 42,875 0,072 0,168
12 germacreno B 29,422 1558 132,218 1,176 0,889
13 espatulenol 31,663 1573 66,820 0,732 1,096
14 CisH2002 42,968 1882 139,237 0,488 0,351
15 Ci7H20; 46,239 1986 35,740 0,116 0,325
Total 575,780

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 44: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 50 °C e 150 bar,
analisados por CG-DIC.

on ooy Composio TOTROSCISNG  mica  CmEdS DS o
1 y-elemeno 25,156 1434 11,328 0,019 0,168

o .8 2 curzereno 27,623 1498 59,511 0,184 0,309
§ ‘g 3 germacreno B 29,297 1558 41,068 0,008 0,019
5 g 4  espatulenol 31,569 1573 12,882 0,066 0,512
7 5 CisH200: 42,798 1882 95,368 0,066 0,069

Total 220,158

1 3-careno 7,518 1013 17,315 0,129 0,743

2 para-cimeno 9,151 1024 8,371 0,032 0,384

3 acetato de linalol 16,529 1338 5,801 0,041 0,699

4 A-elemeno 20,589 1338 3,186 0,019 0,600

5 pB-elemeno 22,936 1393 7,698 0,078 1,015

o 6 y-elemeno 24,875 1434 3,587 0,035 0,965
T 7 germacreno D 26,290 1481 34,762 0,244 0,703
5 _2 8 PB-selineno 26,808 1486 20,664 0,327 1,581
9 curzereno 27,626 1498 25,930 0,173 0,669

10 germacreno B 29,305 1558 38,955 0,301 0,773

11 espatulenol 31,588 1573 26,471 0,164 0,621

12 CisH2002 42,775 1882 25,847 0,277 1,074

13  Ci7H20, 46,156 1986 3,434 1,958 57,032

Total 222,018

Erro (%)= (desvio padrdo/C média)*100
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Tabela 45: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 50 °C e 200 bar,
analisados por CG-DIC.

o | poos Composto TTROSCISONGAO  micae  CREdE DS o
1 y-elemeno 25,161 1434 14,605 0,010 0,069
° 2 germacreno D 26,271 1481 7,547 0,030 0,402
Q E 3 curzereno 27,627 1498 68,120 0,211 0,310
g g 4 germacreno B 29,303 1558 55,336 0,126 0,227
wa 5 espatulenol 31,574 1573 16,808 0,030 0,177
@ 6  CisH2002 42,798 1882 110,300 0,380 0,345
Total 272,715
1 3-careno 7,519 1013 25,059 0,217 0,866
2 para-cimeno 9,151 1024 9,335 0,046 0,490
3 A-elemeno 20,593 1338 11,972 0,023 0,190
4 B-elemeno 22,935 1393 9,272 0,025 0,266
5 vy-elemeno 24,873 1434 3,921 0,011 0,268
= 6 germacreno D 26,282 1481 37,106 0,089 0,241
E€ | 7 B-selineno 26,801 1486 21,101 0,025 0,117
w = 8 curzereno 27,625 1498 37,378 0,035 0,092
9 germacreno B 29,297 1558 38,707 0,031 0,081
10 espatulenol 31,580 1573 27,952 0,048 0,172
11 CisH2002 42,762 1882 30,501 0,001 0,003
12 Ci7H2,0, 46,148 1986 6,712 0,004 0,054
Total 259,016

Erro (%)= (desvio padrdo/C média)*100
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Tabela 46: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 50 °C e 250 bar,
analisados por CG-DIC.

on | oos | Composto TTROSCISONGAO  gicae  CREdE DS o
1 y-elemeno 25,160 1434 20,058 0,016 0,080
° 2 germacreno D 26,268 1481 8,136 0,011 0,133
o g 3 curzereno 27,625 1498 65,759 0,119 0,181
g § 4 germacreno B 29,315 1558 103,723 0,042 0,040
w qg). 5 espatulenol 31,575 1573 26,213 0,117 0,445
@ 6  CisH2002 42,844 1882 208,060 0,508 0,244
Total 431,949
1 3-careno 7,519 1013 34,193 0,385 1,125
2 para-cimeno 9,152 1024 19,728 0,122 0,618
3 linalol 10,769 1281 6,467 0,039 0,599
4  acetato de linalol 16,531 1338 15,974 0,539 3,377
5 terpinen-7-al 18,149 1281 8,776 0,055 0,624
6 A-elemeno 20,590 1338 8,346 0,031 0,368
2= 7 B-elemeno 22,936 1393 11,070 0,101 0,909
g % 8 germacreno D 26,281 1481 46,403 0,219 0,472
w = 9 B-selineno 26,801 1486 25,143 0,558 2,220
10 curzereno 27,623 1498 48,835 0,197 0,403
11 germacreno B 29,294 1558 43,713 0,320 0,732
12 espatulenol 31,578 1573 33,169 0,437 1,318
13 CisH2002 42,747 1882 22,988 0,133 0,580
14 Ci7H2,02 46,440 1986 20,951 0,017 0,080
Total 345,756

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 47: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 50 °C e 300 bar,
analisados por CG-DIC.

50C/

No

Tempo de retencéo

C média

Desvio

300bar |picos Composto médio (mim) Ri calg (mg/g ext) padrao Erro (%)

1 y-elemeno 25,157 1434 15,352 0,055 0,359

° 2 curzereno 27,622 1498 67,393 0,244 0,362

Q g 3 alfa-cadieno 28,682 1542 8,416 0,442 5,255
g g 4 germacreno B 29,308 1558 80,460 0,313 0,389
w = 5 espatulenol 31,571 1573 19,416 0,184 0,947
@ 6  CisH2002 42,827 1882 174,229 1,423 0,817

Total 365,265

1 3-careno 7,519 1013 30,834 0,164 0,533

2 para-cimeno 9,150 1024 12,766 0,018 0,141

3 A-elemeno 20,592 1338 11,192 0,011 0,095

4  B-elemeno 22,937 1393 8,758 0,024 0,276

o _ 5 germacreno D 26,283 1481 37,861 0,069 0,182
Tz 6 [B-selineno 26,804 1486 20,656 0,154 0,746
u% g 7 curzereno 27,626 1498 44,810 0,098 0,219
8 germacreno B 29,296 1558 37,026 0,163 0,440

9 espatulenol 31,580 1573 27,866 0,107 0,384

10 CisH2002 42,755 1882 21,378 0,012 0,054

11 Ci7H20, 46,446 1986 18,603 0,006 0,031

Total 271,752

Erro (%)= (desvio padrdo/C média)*100
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Tabela 48: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 60 °C e 100 bar,
analisados por CG-DIC.

o [y Compos TETROSE IR gcae  Cede Do eno g
o8 1 curzereno 27,625 1498 96,888 0,081 0,083
© ‘g 2 germacreno B 29,325 1558 169,853 0,290 0,171
5 g 3 CisH200:2 42,837 1882 271,742 1,927 0,709

3 Total 538,483
1 3-careno 7,516 1013 11,564 0,078 0,675
2 para-cimeno 9,149 1024 9,002 0,077 0,852
3 terpinoleno 10,342 1096 2,443 0,011 0,435
4  linalol 10,769 1281 3,394 0,015 0,447
5 acetato de linalol 16,534 1338 5,682 0,027 0,468
6 terpinen-7-al 18,150 1281 3,741 0,017 0,444
7 A-elemeno 20,592 1338 3,619 0,003 0,091
ez 8 pB-elemeno 22,949 1393 1,830 0,016 0,886
g % 9 vy-elemeno 24,882 1434 6,939 0,071 1,024
w > 10 germacreno D 26,321 1481 52,672 0,223 0,424
11 B-selineno 26,848 1486 53,087 1,240 2,335
12 curzereno 27,634 1498 18,288 0,049 0,267
13 germacreno B 29,387 1558 121,186 1,141 0,942
14 espatulenol 31,643 1573 65,782 1,011 1,537
15 CisH2002 42,888 1882 93,101 0,553 0,594
16  Ci7H203 46,449 1986 10,817 0,053 0,492
Total 463,146

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 49: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 60 °C e 150 bar,
analisados por CG-DIC.

o [ohps  Composs TETROS AR mcae  Crmede Do eno o
1 B-elemeno 22,938 1393 6,025 0,037 0,621
o 2 y-elemeno 25,163 1434 19,845 0,047 0,235
Q fg’ 3 curzereno 27,628 1498 56,868 0,124 0,219
g g 4 germacreno B 29,334 1558 138,371 0,169 0,122
wa 5 espatulenol 31,580 1573 29,434 0,155 0,527
0 6  CisH200: 42,612 1882 272,423 0,026 0,010
Total 522,967
1 3-careno 7,519 1013 21,731 0,113 0,521
2 para-cimeno 9,153 1024 13,586 0,030 0,220
3 terpinoleno 10,343 1096 4,215 0,028 0,656
4 linalol 10,767 1281 4,718 0,024 0,513
5 acetato de linalol 16,531 1338 5,417 0,081 1,497
6 terpinen-7-al 18,149 1281 3,853 0,027 0,712
7 A-elemeno 20,591 1338 3,655 0,007 0,203
o= 8 [-elemeno 22,940 1393 13,896 0,085 0,613
g %’ 9 y-elemeno 24,877 1434 5,776 0,036 0,631
w > 10 germacreno D 26,294 1481 49,303 0,193 0,392
11 B-selineno 26,814 1486 35,928 0,445 1,239
12 curzereno 27,627 1498 32,204 0,100 0,310
13 germacreno B 29,318 1558 73,944 0,443 0,600
14 espatulenol 31,597 1573 45,901 0,314 0,683
15 CisH2002 42,791 1882 49,995 0,291 0,582
16  Ci7H203 46,158 1986 11,076 0,030 0,268
Total 375,195

Erro (%)= (desvio padrdo/C média)*100
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Tabela 50: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 60 °C e 200 bar,
analisados por CG-DIC.

oo |oos | Composto TTROSCISONGAO  gcae  CRédE DS o
1 y-elemeno 25,160 1434 16,869 0,097 0,577

o .8 2 curzereno 27,625 1498 72,494 0,359 0,495
§ ‘g 3 germacreno B 29,313 1558 98,856 0,490 0,495
5 g 4 espatulenol 31,663 1573 23,800 0,126 0,528
7 5 CisH200; 42,819 1882 162,679 0,319 0,196

Total 374,698

1 3-careno 7,519 1013 21,537 0,120 0,558

2 para cimeno 9,151 1024 12,389 0,021 0,170

3 terpinoleno 10,342 1096 4,438 0,002 0,045

4 linalol 10,764 1281 4,089 0,000 0,009

5 A-elemeno 20,595 1338 12,975 0,022 0,171

o _ 6 beta-selineno 22,935 1486 6,300 0,011 0,180
Tz 7 germacreno D 26,284 1481 31,873 0,003 0,009
5 g 8 [B-selineno 26,805 1486 20,461 0,083 0,405
9 curzereno 27,625 1498 30,832 0,042 0,136

10 germacreno B 29,297 1558 32,544 0,024 0,074

11 espatulenol 31,582 1573 23,937 0,205 0,857

12 CisH2002 42,754 1882 16,020 0,120 0,748

13  Ci7H20, 46,150 1986 4,117 0,023 0,565

Total 221,512

Erro (%)= (desvio padrdo/C média)*100
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Tabela 51: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 60 °C e 250 bar,
analisados por CG-DIC.

Roon | oos Composto TTROSCISONGAO  mcac  CRédS DS o
1 y-elemeno 25,161 1434 13,388 0,003 0,019
° 2 germacreno D 26,272 1481 7,236 0,010 0,134
Q fg 3 curzereno 27,627 1498 59,182 0,128 0,217
g g 4 germacreno B 29,312 1558 68,200 0,018 0,027
w o 5 espatulenol 31,577 1573 18,141 0,071 0,390
v 6  CisH2002 42,817 1882 124,227 0,914 0,736
Total 166,147
1 3-careno 7,519 1013 27,508 0,157 0,570
2 para-cimeno 9,152 1024 15,167 0,055 0,361
3 terpinoleno 10,342 1096 6,588 0,042 0,644
4 linalol 10,762 1281 5,412 0,162 2,991
5 A-elemeno 11,593 1338 12,166 0,000 0,004
o _ 6 [B-elemeno 22,938 1393 7,368 0,024 0,320
‘@‘ E 7 germacreno D 26,287 1481 42,261 0,017 0,041
5 § 8 [B-selineno 26,804 1486 22,902 0,305 1,330
9 curzereno 27,626 1498 40,118 0,017 0,042
10 germacreno B 29,297 1558 36,579 0,037 0,102
11 espatulenol 31,581 1573 28,322 0,341 1,204
12 CisH2002 42,742 1882 11,375 0,028 0,246
13  Ci7H203 46,441 1986 16,416 0,060 0,367
Total 272,181

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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Tabela 52: Composicéo e identificacdo dos compostos presentes no extrato supercritico e
no extrato volatil de E. uniflora obtido por extracdo supercritica a 60 °C e 300 bar,
analisados por CG-DIC.

on | pos Composs TROIE A gy Cmede Do go g
1 y-elemeno 25,159 1434 15,881 0,045 0,282
° 2 germacreno D 26,270 1481 8,246 0,062 0,753
Q E 3 curzereno 27,623 1498 71,928 0,526 0,732
g g 4 germacreno B 29,308 1558 85,179 0,415 0,488
wa 5 espatulenol 31,575 1573 21,786 0,392 1,797
@ 6  CisH2002 42,815 1882 157,489 3,078 1,955
Total 360,508
1 3-careno 7,520 1013 25,920 0,003 0,010
2 para-cimeno 9,151 1024 12,834 0,022 0,174
3 terpinoleno 10,342 1096 4,820 0,006 0,121
4 linalol 10,763 1281 4,805 0,005 0,102
5 A-elemeno 20,595 1338 13,279 0,034 0,254
o _ 6 [B-elemeno 22,935 1393 5,569 0,019 0,336
‘@‘ B 7 germacreno D 26,281 1481 28,925 0,050 0,174
5 § 8 [B-selineno 26,802 1486 17,160 0,115 0,672
9 curzereno 27,627 1498 37,723 0,051 0,135
10 germacreno B 29,296 1558 30,229 0,036 0,120
11 espatulenol 31,580 1573 21,828 0,093 0,426
12 CisH2002 42,755 1882 17,985 0,008 0,047
13  Ci7H203 46,155 1986 5,472 0,017 0,313
Total 226,550

Erro (%)= (desvio padrao/C média)*100
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