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RESUMO

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de maracuja amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa) fresco e processado. Uma grande
guantidade de sementes de maracuja ainda € subutilizada pelas
indUstrias de suco. Uma parte desse subproduto tem sido utilizada para
produzir dleo devido ao seu alto teor de acidos graxos insaturados. O
novo residuo gerado ap06s a producdo de 6leo por prensagem a frio, a
torta de semente, pode ainda ser uma fonte potencial de compostos
bioativos (e.g., antioxidantes e antimicrobianos), porém a exposicdo a
luz, ao oxigénio e ao calor pode causar sua degradacdo. A
coprecipitacdo com polimeros biocompativeis e biodegradaveis, como
por exemplo o poli (D,L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA), pode ser usada
para preservar compostos importantes. Este estudo pode ser dividido em
duas partes principais. Na primeira, diferentes métodos de extracdo
foram aplicadas as sementes e a torta de sementes de maracuja
avaliando seu desempenho em termos de rendimento global de processo,
teor de compostos fendlicos total (método de Folin-Ciocalteau),
atividade antioxidante (metodologias DPPH, ABTS e [B-caroteno/acido
linoleico) e concentragfes minimas inibitoria e bactericida dos extratos
(CMI e CMB, respectivamente) contra Escherichia coli e Listeria
innocua. Os métodos de extracdo utilizados foram: extragdo supercritica
(ESC) com CO; puro (SC-CO,) a 40 °C e 50 °C, pressdes até 300 bar e
8 g cox/min; ESC com adigdo de 5 % de etanol (EtOH) ao CO, a 40 °C,
250 e 300 bar; e técnicas & baixa pressdo — maceragdo (MAC) e extracdo
assistida por ultrassom (UE) — com diferentes solventes organicos. Com
base nos resultados de rendimento e de atividades bioldgicas, dois
extratos (SC-CO,/ 150 bar/40 °C de semente e MAC/EtOH-H,O de
torta) foram selecionados para a continuidade deste trabalho. Com
intuito de proteger esses extratos de residuos de maracuja (semente e
torta) selecionados e preservar sua bioatividade, a segunda etapa visou a
sintese de particulas de PLGA com o0s extratos por duas técnicas
diferentes: emulsificacdo/evaporacdo do solvente (ESE, do inglés
emulsion/solvent evaporation) e com antissolvente supercritico (SAS,
do inglés Supercritical AntiSolvent). Para 0s ensaios de SAS foram
utilizados o extrato SC-CO,/ 150 bar/40 °C de semente e o polimero
PLGA 50:50 (razdo lactideo:glicolideo). Seis condi¢Bes operacionais
foram selecionadas para a realizagdo desses experimentos com base no
estudo do comportamento de equilibrio de fases dos sistemas contendo
aqueles componentes com diclorometano como solvente e CO, como
antissolvente. Nos experimentos de formacdo de particula por ESE,



foram utilizados os dois extratos selecionados na primeira parte assim
como duas composicdes diferentes de PLGA, com razdo
lactideo:glicolideo de 50:50 e de 65:35. Todas as amostras de particulas
(SAS e ESE) foram analisadas em termos de tamanho por difuséo
dindmica da luz (DLS), morfologia por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) ou microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
perfil térmico por calorimetria diferencial de varredura (DSC) e agéo
antimicrobiana (CMI e CMB). Além disso, a eficiéncia de
encapsulamento e o comportamento de liberacdo in vitro foram
determinados espectrofotometricamente correlacionando as
absorbancias das particulas a 294 nm as curvas analiticas de
concentracBes dos extratos. Essas andlises indicaram a ocorréncia
efetiva de encapsulamento, liberagdo controlada e formato esférico na
maior parte das amostras de particulas obtidas tanto por ESE quanto por
SAS. Os tamanhos de particulas variaram entre 355 e 1498 nm, e a
eficiéncia de encapsulamento entre 23,8 e 91 % para todos 0s ensaios.
Por uma combinagdo entre os resultados de tamanho e morfologia de
particulas e eficiéncia de processo, a temperatura de 35 °C parece ser
mais indicada que 45 °C para a precipitacdo de extrato supercritico de
semente de maracuja com PLGA 50:50 por SAS. Enquanto os
resultados da técnica ESE parecem indicar o PLGA 65:35 como mais
adequado para a formacdo de particulas de extrato de semente de
maracuja. Para o extrato de torta obtido por MAC/EtOH-H,O a
eficiéncia de encapsulamento foi bastante inferior ao do extrato
supercritico de semente, provavelmente por ser menos hidrofébico e
interagir menos com o PLGA. A inibicdo do crescimento dos
microorganismos testados foi notadamente ampliada para ambos os
extratos pelo encapsulamento por ESE comos dois tipos de PLGA
(50:50 e 65:35), enquanto as amostras precipitadas por SAS néo
apresentaram atividade antimicrobiana nas concentragGes testadas,
provavelmente devido & baixa solubilidade em meio aquoso.

Palavras chave: semente de maracuja, extratos de residuos de maracuja,
fluidos supercriticos, encapsulamento, atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Brazil is the world’s largest producer and consumer of fresh and
processed yellow passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa). Large
amounts of passion fruit seeds are still underutilized by juice industries.
Part of it has been used to produce seed oil due to its high content of
unsaturated fatty acids. The seed cake is the residue derived from the
cold press of the seeds from oil production can still be a potential source
of bioactive compounds such as antioxidants and antimicrobials. But
exposure to oxygen, heat and light can cause loss or reduction of
extracts bioactivities. Co-precipitation with biocompatible and
biodegradable polymers, such as poly (DL-lactide-co-glycolide)
(PLGA), may be used to preserve important compounds. This study can
be divided in two main parts. The first one applied different extraction
techniques on passion fruit seeds and seed cake to evaluate their
performances in terms of process global yield, total phenolic content
(TPC) (Folin-Ciocalteau method), antioxidant activity (DPPH, ABTS,
and p-carotene/linoleic acid bleaching methods) and minimum
inhibitory and bactericidal concentrations of extracts (MIC and MBC,
respectively) against Escherichia coli and Listeria innocua. the
extraction methods used were: supercritical fluid extraction (SFE) with
pure CO, (SC-CO,), conducted at 40 °C and 50 °C with pressures up to
300 bar and 0.5 kgcoo/h; SFE with CO, added with 5 % ethanol (EtOH)
at 40 °C, 250 and 300 bar and low pressure techniques (LPE) - cold
maceration (MAC) and ultrasonic assisted extraction (UE) - using
different organic solvents. Based on process global yield and extracts
biological activities results combined, two extracts were selected to
continue this study: the seed SC-CO,/150 bar/40 °C and the cake
MAC/EtOH-H,0. The second part focused on the synthesis of PLGA
particles of passion fruit by-products (seed and cake) extracts using two
different thecniques: the emulsion/solvent evaporation method (ESE)
and the Supercritical AntiSolvent process (SAS). The SAS assays were
performed with the seed SC-CO,/150 bar/40 °C and the PLGA with a
lactide to glycolide ratio of 50:50. Six conditions were selected to
proceed these assays based on the phase equilibria behavior study of the
systems containing those components with dichlorometane as solvent
and CO; as antisolvent. On the ESE assays, the two extracts selected
were used as well as two different lactide to glycolide (50:50 and 65:35)
ratios on PLGA composition. All particles samples (SAS and ESE) were
analyzed in terms of mean size using dinamic light scattering (DLS),
morphology by scanning electronic microscope (SEM) or transmission



electron microscopy (TEM), thermal profile by differential scanning
calorimetry (DSC) and antimicrobial efficiency (MIC and MBC). Also,
their entrapment efficiency (EE) and release behavior were determined
spectrophotometrically correlating the particles solutions absorbances at
294 nm to an analytical curve of the extract concentrations.These
analysis indicated the effective occurence of encapsulation, controlled
release and spherical shape in most of the particles samples obtained by
ESE and SAS. The particles size ranged from 355 to 1498 nm and the
EE from 23.8 to 91 %. Combining the size, morphology and entrapment
efficiency results, the temperature of 35 °C seems to be more suitable
than 45 °C to the precipitation of the supercritical passion fruit seed
extract with PLGA 50:50 by SAS. While the ESE results suggest the
PLGA 65:35 as more suitable to the encapsulation of the passion fruit
seed extract. For the MAC/EtOH-H,0O seed cake extract, the EE was
much lower than the supercritical passion fruit seed extract, probably
because it is less hydrophobic what reduces the interaction with PLGA.
The ESE encapsulation with both PLGA enhanced the antimicrobial
activity of both extracts, while the SAS particles did not inhibit the
microorganism growth on the tested concentrations, what can be related
to its low solubility in aqueous solutions.

Keywords: passion fruit seed, passion fruit residue extract, supercritical
fluids, encapsulation, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Dey: Diluicdo das amostras

d;: Didmetro da peneira i

DLS: dinamic light scattering - difusdo dindmica da luz

DMSO: Dimetilsulfoxido

DO: densidade otica

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazina

ds: Diametro médio superficial das particulas

DSC: Differential scanning calorimetry - Calorimetria diferencial de
varredura

EE: Eficiéncia de encapsulamento

ECso: Concentragdo equivalente a 50 % da atividade antioxidante

ELL: Equilibrio liquido-liquido

ELLV: Equilibrio liquido-liquido-vapor

ELV: Equilibrio liquido-vapor

ESC: Extracdo supercritica

ESE: emulsificacdo/evaporagao do solvente

EtOAcC: Acetato de etila

EtOH: Etanol



EtOH-H,0: mistura de etanol e agua (1:1, v/v)

FDA: Food and Drug Administration

FER: do inglés, Falling extraction rate

GAE: Gallic acid equivalent - Equivalente de &cido galico

GAS: Gas antisolvent - G&s antissolvente

GRAS: Generally recognized as safe

HIV: human immunodeficiency virus - virus da imunodeficiéncia

humana

H,0: dgua

Hx: Hexano

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

L: Liquido

LCEP: Lower critical end point - ponto critico terminal inferior

M: Massa total de amostra

m: Massa

MAC: Maceracdo

Mcer: Taxa de extracdo na etapa CER

MEV: Microscopia eletrbnica de varredura

MET: Microscopia eletronica de transmissdo

Mext: Massa de extrato

Mexirato: Massa de extrato

m¢. Massa final de amostra

m;: Massa inicial de amostra ou massa de amostra retida na peneira i

nm: Nanémetro

O/A: emulsdo 6leo em agua

O,: Oxigénio

O,'": Radical superoxido

OH-": Radical hidroxila

p: Nivel de significancia

P: Presséo

PB: Ponto de bolha

P.: Pressdo critica

PCA: Precipitation with a compressed antisolvent - Precipitagdo com
antissolvente comprimido

PFE: Pressurized fluid Extraction - Extracdo por fluido pressurizado

PGA: poli(acido glicolico)

PGSS: Particles from gas saturated solutions - Particulas a pan’
solugbes saturadas de gas

PLA: Poli(acido latico)

PLE: Pressure liquid extraction - Extracdo com liquidos pressurizados

PLGA: Poli(lactidio-co-glicolidio)
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PO: Ponto de orvalho

PVA: Alcool polivinilico

P-x: Pressdo-composicéo

Qcoz: Vazdo de solvente

RESS: Rapid expansion of supercritical solutions - Rapida expanséo de
soluces supercriticas

R-: Radical alquila

RO-: Radical alcoxi

ROO-: Radical alquilperoxil

S: Sélido

SAS: Supercritical antisolvent - Antissolvente supercritico

SC: supercritico

SEDS: Solution enhanced dispersion by supercritical fluids - Dispersdo
da solucdo aumentada por fluidos supercriticos

SFE: Supercritical fluid extraction - Extragdo com fluido supercritico

SFEE: Supercritical fluid extraction of emulsions - Extracdo supercritica
de emulsoes

SOX: Soxhlet

SSI: Supercritical solvent impregnation - Impregnacdo por solvente
supercritico

T: Temperatura

t: Tempo de extracdo

T.: Temperatura critica

tcer: Tempo de duracédo da etapa CER

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity - Capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox

trer: Tempo de duragdo da etapa FER

TFT: Teor de compostos fendlicos total

TPB: tryptose phosphate broth - caldo triptose fosfato

TSA: tryptic soy agar - agar triptona de soja

TSAYE: tryptic soy agar yeast extract - &gar triptona de soja

enriquecido com extrato de levedura

TSB: tryptic soy broth - caldo triptona de soja

UCEP: Upper critical end point - ponto critico terminal superior

UE: extrago assistida por ultrassom

V: Vapor

v: Volume

Xcoz: Fracdo massica de diéxido de carbono

Xo: Rendimento global da extracdo

Y cer: Concentracdo de soluto na fase supercritica na saida da coluna na
etapa CER



¢: Porosidade do leito
pa. Massa especifica aparente
pcoz: Massa especifica do solvente supercritico

pr: Massa especifica real



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ........ooieieiieeeeeseseeesesees s ies s asses s 29
2. OBIETIVOS.....c oottt e 35
2.1. ODJEtIVO GEral.......ceiviieiiieeece e 35
2.2. ODbjetivos eSPECITICOS. .....cviireriercre e e 35
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......cooooeeeeeeeeereeeeseeesee s, 37
3L MAIACUJAL ..ttt 37
3.1.1. Semente de MaraCUJA........cceevvereermrereeriseseeeseseses e seens 39
3.2. Bioatividade do MaraCUja.........cccccerueirerenne e 40
3.3. Capacidade ANtiOXIdaNte.........covevreeeiiieeseese s 43
3.4. MEt0dos de EXLrACHAD. ......cuevrererririeresriee e ste et 45
34 L. MACEIAGAD. ... cvevirreeirreeeie sttt 48
3.4.2. Extracao assistida por UltraSSom..........ccccoeevreeniniecennensieecene 49
3.4.3. Extracao supercritica (ESC).......ccocerviivrereeinneinsinnesseseeese e 50
3.4.3.1. Fluid0S SUPEICITLICOS. .....viverriierieresierieie e e s 54
3.4.3.2. CUrvas de eXIraGa0. .......ccvueeirreirrieie st 56
3.4.3.3. Modelagem MatematiCa........ccccvvevrereiesierieiesieseieseseeesenienens 59
3.5. EQUIITONIO 08 TaSES......cviveeeirsiesieese e 61
3.5.1. Comportamento de fases de Misturas..........c.ccocvevvevvevierienesenneane. 64
3.6. FOrmacao de partiCulas...........ccooverireinrsinisee e 67
3.6.1. Poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA)......cccccevvvvvvrverernne 69
3.6.2. Processos de formacao de particulas...........ccoeeveevvenerenenniciinnns 70
3.6.2.1. Método emulsificagdo/evaporacdo do solvente...........c.ccceruneae 71
3.6.2.2. Formacédo de particulas utilizando fluidos supercriticos........... 72
3.7. Consideracdes a respeito do estado da arte...........ccoeeeevrcererenennnne 75
4. MATERIAL E METODOS......c.ooiieiieieieeeeeee e 77
4.1. Matéria-prima vegetal.........ccccovveiviirniicise s 78
4.1.1. Determinagdo do teor de umidade e substancias volateis............ 79
4.1.2. Determinagdo do didmetro médio de fragmentos............c.ccccevuee. 79
4.1.3. Densidade Real..........cccoooriiiiiniiiiei e 80
4.2. MEt0d0S 0 EXIIAGAD. ... ..eerereeririete ittt 82
4.2.1. MaceraGho (MAC)......ccorieiinenirieieesee et 82
4.2.2. Extracdo assistida por ultrassom (UE)..........cccccevvvveveniinnnnnnne. 82
4.2.3. Extracdo supercritica (ESC).....ccccevviiviierieiesieiieie s sieseee e 83
4.2.3.1. Experimentos cinéticos — Curvas de extracdo e parametros
L0111 T o LSRR 86
4.2.3.2. Determinacdo das isotermas de rendimento...............cccceeeenenne. 86

4.2.3.3. Emprego de cosSoIvente (CS)........couvvrrinrriennseienee e 87



4.2.4. Tratamento dos extratos e eliminacgdo do solvente.............c......... 38

4.3. Modelagem MatemAtiCa...........coverueiienenine e 88
4.3.1. Densidade AParente..........ccouierveirieerienieneseseseesesesreseesee e see s 89
4.3.2. Porosidade do 1810 FIX0.........ccorveireiiiiiiieieires e 90
4.4. Avaliacdo da qualidade d0S eXIratos..........cccevererieereienieriesieeeneenes 90
4.4.1. Capacidade antioxidante pelo método de DPPH............cc.cccvunee. 90
4.4.2. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico..91
4.4.3. Avaliacdo da inibicdo da oxidacdo pelo método ABTS............... 92
4.4.4. Determinacéo do teor de compostos fendlicos total (TFT).......... 93
4.45. Avaliacdo da atividade antimicrobiana............cccccoevvevvveiverennenne 94
4.5. Determinacdo experimental do equilibrio de fases.........c..cccccev.ee. 95
4.5.1. Aparato eXperimental..........ccccverieneieieneee s 96
4.5.2. Procedimento experimental..........cccccovivvevievieninseseen e 99
4.6. FOrmacao de partiCulas.........ccocoverreennieenseie e 101
4.6.1. Precipitaco com antissolvente SUPErcritiCo............coceveveeriennns 101
4.6.2. Sintese de particulas por emulsificacdo e evaporacdo do
SOIVENTE. ... e 103
4.7. Analise das particulas obtidas............coevvveiiiiinsiis s 105
4.7.1. Tamanho de particulas..........ccccccvvvrviiniinneinninieein e 105
4.7.2. Caracterizacdo da morfologia das particulas..............ccccervernnee. 105
4.7.3. Caracterizagdo por calorimetria diferencial de varredura
(DSEC).eneiitetett sttt sttt sttt nnes 106
4.7.4. Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento..............c.......... 106
4.7.5. Estudo de liberag8o controlada.............ccoveevreeninieninncnnenen 107
4.7.6. Avaliagdo da capacidade antimicrobiana das particulas............ 107
4.8. ANAliSe eStALISICA. ........covreeeeieere e 108
4.9. ResSUMO d€ EXPEIIMENTOS........ccuveririirieieriereeese e 108
5. RESULTADOS. ..ottt 113
5.1. Caracterizacdo das matérias-primas e do leito de extracdo
0] 1<) (0 1o DO SO 113
5.2. Cinética da extracdo com fluido supercritico...........c.cecervevruennnn 114
5.3. Modelagem matematica das curvas de extracdo supercritica......... 117
5.4. Rendimento global de extragao............ccceeerreneriiieiinnseniccrnee 123
5.5. Atividade antioxidante pelo método de DPPH...........cccoceceririnnnne 128
5.6. Capacidade antioxidante pelo sistema f3-caroteno/acido linoleico.131
5.7. Capacidade antioxidante total pelo método ABTS...........cccveuenee. 133
5.8. Determinagdo do teor de compostos fendlicos total (TFT)........... 135
5.9. Determinacédo da concentracdo minima inibitéria (CMI).............. 139

5.10. Equilibrio de fases do extrato supercritico de semente de
MAFACUJA. ...ttt bbbttt 142



5.11. Caracterizacdo das particulas obtidas...........ccccovvvreivninnininnnn, 150

5.11.1. Tamanho e morfologia das particulas...........cc.cceoevvereiiinnnnns 150
5.11.2. Eficiéncia de encapsulamento...........ccccevveviivreieieneresnsenenns 155
5.11.3. Caracterizagcdo por calorimetria diferencial de varredura
(1 SRS 157
5.11.4. Estudo do perfil de lHberagao...........ccoevveveivrvereienene e 160
5.11.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das particulas.............. 164
8. CONCLUSOES........oooiirieiiniiesiieiss s 167
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........cccccoevrerenne. 169
REFERENCIAS. ...t 171

ANEXO | - MODELOS MATEMATICOS........cccoomvrirrererisrnnnns 199






1. INTRODUCAO

No Brasil ainda ha poucos investimentos em tecnologias capazes
de agregar valor a gigantesca quantidade de residuos gerados pela
agricultura e pela agroindustria nacionais, apesar de a maioria desses
subprodutos apresentar potencial para reaproveitamento. Entretanto,
com as exigéncias governamentais atuais para o tratamento dos residuos
gerados pelas industrias, o que acarreta custos cada vez maiores para
elas, aumenta a importancia do desenvolvimento de tecnologias que
possibilitem o reaproveitamento desses residuos, a0 mesmo tempo em
gue sejam ambientalmente seguras (limpas) e garantam a qualidade dos
produtos.

Por outro lado, a demanda por um estilo de vida saudavel, ou
seja, por produtos compostos por ingredientes naturais que oferecam
beneficios para a salde tem aumentado; fato que desperta um grande
interesse das indlstrias tanto de alimentos como de farmacos e
cosméticos na obtencéo e utilizagdo de extratos vegetais que apresentem
caracteristicas funcionais (biol6gicas), com alto grau de pureza, uma vez
gue substancias sintéticas, muitas vezes, sdo suspeitas de causar efeitos
maléficos a saude. O isolamento desses compostos naturais possibilita o
aproveitamento integrado de residuos gerados na agroindistria e podem
resultar em novas alternativas empresariais, além de minimizar o
impacto ambiental causado pelo acimulo desses residuos.

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja-amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa), com producdo anual em torno de 330,8
mil toneladas e rendimento de 9,9 t/ha, e 0 maior exportador de suco
concentrado (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004; OLIVEIRA;
REGIS; RESENDE, 2011). Cascas e sementes de maracuj,
provenientes do processo de corte e extracdo da fruta para obtencdo de
suco e polpa, representam de 40 a 65 % dessa matéria-prima, sendo
ainda atualmente, em grande parte, descartadas (OLIVEIRA; REGIS;
RESENDE, 2011). Como este descarte representa um elevado montante,
a necessidade de se implementar sistemas de aproveitamento desse
residuo industrial é de ordem ndo s6 econdmica como ambiental,
cientifica e tecnologica essencialmente quanto ao desenvolvimento de
novos produtos e processos que agreguem valor a este subproduto.

A casca e as sementes do maracuji podem ser aproveitadas para a
alimentacdo animal (OTAGAKI; MATSUMOTO, 1958), para a
producdo de pectina a partir da casca (LIRA FILHO, 1995) e extracdo
de dleo comestivel das sementes (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004).
Os frutos apresentam cerca de 4 a 12 % de sementes (FERRARI,



30 Introducdo

COLUSSI; AYUB, 2004; OLIVEIRA; REGIS; RESENDE, 2011), que
por sua vez contém aproximadamente 12 % de proteinas e 30 % de 6leo
(MALACRIDA,; JORGE, 2012). O dleo extraido das sementes apresenta
elevado teor de 4acidos graxos insaturados (cerca de 87 %), com
predominéncia do é&cido linoleico, seguido de oleico (FERRARI;
COLUSSI; AYUB, 2004; FERREIRA et al., 2011; MALACRIDA;
JORGE, 2012).

Segundo a literatura, o extrato de semente de maracuja apresenta
potencial antioxidante e presenca de compostos fendlicos e
carotenoides, que, em geral, estdo associados a atividade antioxidante
(FERREIRA et al., 2011), possibilitando assim uma alternativa de
agregacdo de valor para esse material. Entre os compostos fenodlicos
presentes no 6leo de maracuja, dois tém se destacado na literatura
recente: scirpusin B e piceatannol. Estudos tém demonstrado que o
piceatannol possui propriedades antitumorais contra diferentes tipos de
cancer, como leucemia, prostata, mama, bexiga (FERRIGNI et al., 1984;
KIM et al., 2009; LEE et al., 2009; VO et al., 2010; KUO; HSU, 2008),
além de inibidor do anticorpo associado a doenca de Alzheimer
(VACIRCA et al., 2011). Enquanto a scirpusin B apresenta atividade
antitumoral (WU et al., 2010), anti-HIV (YANG et al., 2005) e de
vasorelaxagdo em artérias (SANO et al, 2011). Assim, o
aproveitamento do residuo industrial da producdo de suco e polpa de
maracuja representa fonte potencial desses compostos, 0 que aumenta
seu potencial de utilizacdo na area da salde.

A qualidade e composigdo dos extratos de produtos naturais estao
fundamentalmente relacionadas com a técnica de extracdo empregada na
sua preparacdo. Métodos tradicionais de extracdo sdo largamente
utilizados para a obtencdo de extratos de diversas matrizes vegetais.
Porém, essas técnicas geralmente envolvem altas temperaturas de
processo, 0 que pode ocasionar a destruicdo de compostos
termossensiveis e, além disso, os solventes organicos utilizados podem
ser prejudiciais & salde, havendo a necessidade de posteriormente
separa-los do extrato e, assim, gerando residuos nocivos ao meio
ambiente (WANG; LIEN; YU, 2004).

O emprego de técnicas modernas para extragdo e isolamento de
compostos de interesse, como a extracdo supercritica (ESC), constitui
uma alternativa muito atraente para o aproveitamento integrado de
residuos gerados na agroindustria, podendo resultar em novas
alternativas empresariais, além de minimizar o impacto ambiental
causado pelo acimulo desses residuos. Essa tecnologia emprega gases
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pressurizados como solventes e se destaca por possibilitar a obtengéo de
extratos isentos de solvente (tecnologia limpa) e reduzida degradacéao
térmica, além de possibilitar o facil controle da seletividade do processo
para um grupo especifico de compostos a serem extraidos através do
ajuste de parametros como pressao e temperatura. A validacdo da ESC
como alternativa viavel para a obtencdo de extratos a partir de plantas,
de residuos da agroindistria e de diversos produtos naturais esta
associada a atividade bioldgica dos extratos e por isso tem sido
extensivamente empregada para a obtencdo de extratos de alto valor
agregado (DANIELSKI et al., 2005; KITZBERGER et al., 2007).

Scirpusin B e piceatannol possuem estrutura semelhante ao
resveratrol, composto fendlico presente em uvas e vinhos, conhecido por
seus beneficios a saude e também por sua instabilidade quando exposto
a luz e ao oxigénio (FILIP et al., 2003). Face ao exposto, torna-se
necesséria a consecugdo de investigacfes com vistas ao aprimoramento
de técnicas de preservacdo desses compostos frente a degradacdo. A
estabilidade de compostos frente a oxidacdo e degradacdo pode ser
consideravelmente incrementada pelo encapsulamento dos mesmos em
biopolimeros, assim como pode ser preservada sua atividade biolégica e
alterado seu sistema de liberacdo, ou seja, de absorcdo pelo organismo
humano, havendo a possibilidade de reduzir sua dose aplicada. Ainda, o
encapsulamento previne a perda de compostos volateis, mascara sabores
e odores desagradaveis e favorece a solubilidade de compostos
hidrofébicos em meios hidrofilicos o que amplia sua gama de aplicacéo,
uma vez que na inddstria alimenticia a inclusdo de compostos bioativos
lipofilicos para o desenvolvimento de alimentos “saudaveis” é uma das
maiores dificuldades a ser superada (GOMES; MOREIRA; CASTELL-
PEREZ, 2011).

Ha uma gama de biopolimeros naturais ou sintéticos que podem
ser empregados como agentes encapsulantes de compostos bioativos por
apresentarem biocompatibilidade e biodegradabilidade. O polimero
utilizado como agente encapsulante exerce um papel importante na
qualidade do produto encapsulado, uma vez que, além da protecédo
oferecida aos compostos encapsulados, o tipo de polimero é que
estabelece como o composto encapsulado serd liberado (MATTEA et
al., 2009; FRANCESCHI et al., 2009). Entre os polimeros sintéticos, o
grupo poliester (i.e., poli(acido latico) (PLA), poli(e-caprolactona)
(PCL), poli(acido glicolico) (PGA)) é de interesse da area biomédica
devido as suas propriedades de  biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Em particular, o poli(acido latico-co-&cido
glicélico) (PLGA) é um polimero bioabsorvivel bastante promissor por
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sofrer degradacdo por hidrdlise gerando produtos que sdo absorvidos
pelo organismo, como o acido lactico e o &cido glicdlico. O uso do
PLGA foi aprovado para tratamento terapéutico em humanos pelo FDA
(Food and Drug Administration - 6rgdo governamental dos Estados
Unidos da América responsdvel pelo controle dos alimentos,
medicamentos e cosméticos) (ANDERSON e SHIVE, 1997; ASTETE e
SABLIOV, 2006).

Existem varias técnicas potencialmente Uteis para a preparagdo de
particulas poliméricas biodegradaveis. As caracteristicas fisicas das
particulas (morfologia, tamanho e distribuicdo de tamanho de particulas)
sdo afetadas pela técnica de producdo utilizada bem como pelas
condi¢des de processo que incluem massa molecular do polimero,
compostos ativos a serem encapsulados, solventes e outros componentes
(surfactantes) usados, temperatura e pressao, entre outros (ASTETE e
SABLIOV, 2006). Assim, o estudo de diferentes tecnologias visa o
controle de tamanho e morfologia das particulas precipitadas,
consecucao de alta eficiéncia de encapsulamento, eliminacéo efetiva dos
solventes liquidos das particulas, baixo custo de operacédo, controle de
liberacdo e manutencdo da atividade bioldgica do material encapsulado,
entre outros.

O método emulsificagcdo/evaporacdo de solvente envolve a
preparacdo de uma solucdo orgénica contendo o polimero e o
extrato/composto dissolvidos e a sua dispersdo sob a forma de
microgotas hum meio de ndo-solvente (meio de suspensdo) em que o
polimero seja insollvel e que seja imiscivel com o solvente organico.
Geralmente 0 meio de suspensdo contém um emulsificante/estabilizante
para manter a individualidade das gotas. Em seguida, ocorre a
eliminacdo do solvente por evaporacdo, por isso este deve ter um ponto
de ebulicdo bastante inferior ao do ndo-solvente. A &gua e o
diclorometano sdo os ndo-solventes e solventes, respectivamente, mais
utilizados. Podem ser utilizados diferentes tipos de emulsGes, sendo as
de 6leo em &gua (O/A) vantajosas porque utilizam a agua como nao-
solvente, ou seja, 0 processo é econdmico, ndo necessita de reciclagem,
as particulas sdo facilmente lavadas e raramente aglomeram. A grande
limitacdo é a sua utilizacdo para extratos/compostos hidrossoliveis. A
granulometria das microparticulas pode ser controlada por diferentes
pardmetros como viscosidade, velocidade de homogeneizacdo e agente
de suspenséo utilizado (SILVA et al., 2003).

O uso de fluidos sub ou supercriticos na producdo de particulas
foi demonstrado por diversos pesquisadores como Util na modificacdo
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das propriedades de materiais como tamanho de particula, distribuicdo
de tamanho, cristalinidade e morfologia, devido as caracteristicas de
manipulacdo do poder solvente pelo ajuste das condigdes de temperatura
e pressdo do sistema e da alta difusividade que sdo peculiares dos
fluidos nas proximidades do ponto critico. Essas caracteristicas também
propiciam uma eficiente separacdo do solvente e do antissolvente das
particulas ap6s a precipitacdo, sendo possivel, entdo, evitar residuos de
solventes no produto e oferecer um reaproveitamento potencialmente
vantajoso do solvente e do antissolvente. O principio béasico da
utilizacdo de didxido de carbono supercritico como antissolvente reside
no fato de que o soluto (extrato e polimero) seja completamente
miscivel no solvente orgénico e imiscivel, ou pouco miscivel no
antissolvente e, ainda, que o solvente organico possua maior afinidade
pelo antissolvente do que pelo soluto. Assim, quando a solugdo
contendo o soluto é aspergida através de um fino bocal e posta em
contato com o antissolvente em uma cadmara de precipitacdo, a
solubilidade do soluto no solvente organico é drasticamente reduzida,
devido ao antissolvente causar um decréscimo no poder de solvatacdo
do solvente orgéanico levando a precipitagdo do soluto na forma
particulada (MARTIN; COCERO, 2008; COCERO et al., 2009).

O conhecimento do comportamento de fases de extratos naturais
em fluidos supercriticos €, dentre as relagbes termodindmicas, um dos
fatores mais importantes para o delineamento de processos de interesse
de inddstrias alimenticias e farmacéuticas, como por exemplo
modelagem, otimizacdo e projeto de processos de extracdo, separacéo,
precipitacdo e encapsulamento com fluidos supercriticos (CHEN;
CHANG; YANG, 2000). Dados de equilibrio de fases em uma ampla
faixa de temperatura e pressdo fornecem informacbes sobre a
solubilidade e a seletividade dos solutos no solvente supercritico, o tipo
de transicdo de fases e os limites em que o sistema se encontra em fase
Unica, Uteis para a determinacgdo das condigdes operacionais adequadas
para a coprecipitacdo/formacdo de particulas a alta pressdo por técnicas
como rapida expansdo de solucBes supercriticas (RESS), gas
antissolvente (GAS), e antissolvente supercritico (SAS), entre outros
(REVERCHON; DELLA PORTA; FALIVENE, 2000; JUNG;
PERRUT, 2001; TSIVINTZELIS et al., 2004; MARTIN; COCERO,
2008; COCERO et al., 2009).

Um grande volume de suco de maracuja amarelo é produzido no
Brasil, porém é pequeno o nimero de estudos encontrados na literatura
abrangendo o reaproveitamento das sementes dessa fruta. E, apesar de
serem conhecidos os beneficios da extracdo com CO, supercritico para a
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manutencao das propriedades de extratos e 6leos essenciais, também séo
escassos 0s relatos na literatura de aplicacdo desta técnica a semente de
maracuja e a seu residuo ap6s extracdo do éleo por prensagem a frio.
Assim como sdo raros estudos abordando o encapsulamento de extratos
de maracuja para preservacdo de seus compostos bioativos e, assim,
propor formas de agregacao de valor a esses subprodutos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de extratos naturais e

encapsulados bioativos a partir sementes de maracuja (Passiflora edulis
f. flavicarpa), assim como de torta de semente - residuos agroindustriais
da producdo de suco e de 6leo de semente dessa fruta , respectivamente
-, com vista na otimizacdo dos processos de extracdo e precipitacdo,
avaliando sua eficacia na obtencéo de produtos com destacada atividade
antioxidante e/ou antimicrobiana.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

€)

f)
9)

Utilizar técnicas de extracdo a baixa pressdo (maceragdo e
extracdo assistida por ultrassom) com solventes organicos de
diferentes polaridades para a obtencdo de extratos de semente de
maracuja e de torta de semente de maracuja;

Avaliar o rendimento da ESC em fungdo das condicGes de
operacdo (temperatura e pressdo) e comparacdo com as técnicas
de extracdo a baixa pressdo;

Avaliar o efeito da adigdo de etanol como cossolvente na extracdo
supercritica de torta;

Estudar a cinética de transferéncia de massa e modelagem das
curvas de extracdo supercritica da semente e do residuo da
semente de maracuja utilizando os seguintes modelos disponiveis
na literatura: Sovova (1994), Martinez et al. (2003), Crank
(1975), Tan e Liou (1989) e Gaspar et al. (2003);

Avaliar a atividade antioxidante através dos métodos de sequestro
de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina) e ABTS
(2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) e do
sistema de co-oxidagdo P-caroteno/acido linoleico para os
diferentes extratos;

Determinar o teor de compostos fendlicos dos diferentes extratos
pelo método de Folin-Ciocalteau;

Estudar o equilibrio de fases de sistemas extrato + diclorometano
+ CO, e extrato + diclorometano + CO, + PLGA visando obter
informacGes para o estabelecimento das condicfes (temperatura,
pressdo e composicao) para a precipitacdo em meio supercritico
dos extratos;



36

Objetivos

h)

)

Precipitar o extrato de semente de maracuja obtido com didxido
de carbono supercritico com biopolimero (PLGA 50:50)
empregando-se a tecnologia antissolvente supercritico (SAS);
Aplicar a técnica de emulsificagdo/evaporacao do solvente (ESE)
para sintetizar particulas empregando-se dois tipos de PLGA
(com diferentes proporcGes de co-polimeros) e dois tipos de
extratos: de semente de maracuja obtido com diéxido de carbono
supercritico, e de torta de semente de maracuji obtido por
maceracgao em mistura de etanol e agua;

Avaliar as caracteristicas das particulas formadas em termos de
tamanho por difusdo dindmica da luz (DLS), morfologia por
microscopia eletronica de transmissdo (MET) ou microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e perfil térmico por calorimetria
diferencial de varredura (DSC);

Determinar a eficiéncia de coprecipitacao/encapsulamento;
Avaliar o perfil de liberagdo dos extrato contidos nas particulas;
Determinar a  atividade antimicrobiana dos extratos
coprecipitados (particulas).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Maracuja

O maracuja pertence a familia Passifloraceae, género Passiflora
que por sua vez é formado de 24 subgéneros e 465 espécies. Dessas,
entre 150 e 200 s&o originarias do Brasil (EMBRAPA, 2012).

O maracuja-amarelo ou maracuja-azedo (Passiflora edulis
f. flavicarpa) é um dos mais cultivados devido a qualidade dos seus
frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco. A planta é uma
trepadeira lenhosa de grande vigor vegetativo, de caule cilindrico ou
ligeiramente anguloso. Os frutos sdo globosos ou ovoides, sua polpa é
um tanto acida e muito aromatica. O maracujazeiro tem longo periodo
de safra, varidvel de oito meses na regido Sudeste do Brasil (dez meses
na regido Nordeste) até doze meses na regido Norte (EMBRAPA, 2012).

O Brasil é o principal produtor e consumidor mundial de
maracuja-amarelo ha mais de duas décadas (MELETTI, 2011). Peru,
Venezuela, Africa do Sul, Sri Lanka e Australia também se destacam
como produtores, apesar de em quantidades bastante inferiores ao Brasil
(FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004). A producdo brasileira de
maracuja cresceu de 409 mil a 776 mil toneladas entre 1996 e 2012. O
avanco da producgdo resulta de um progresso tecnolégico, que elevou a
produtividade em todas as regifes geograficas. Os sucos concentrados
representam a maior parcela da exportagdo, alcancam as melhores
cotacOes e ganhos em divisas, e sdo, atualmente, comercializados mais
intensamente com Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japdo e
Alemanha, os quais importam 76 % do suco concentrado produzido no
Brasil (MELETTI, 2011).

Segundo dados do IBGE, em 2012 a producdo de maracuja no
Brasil ultrapassou 776.000 toneladas e ocupa a hona posi¢do em termos
de participagcdo percentual no total de frutas produzidas no pais. O
estado da Bahia é o maior produtor nacional de maracuja, responsavel
por quase metade da producdo brasileira (IBGE, 2012). A Figura 1
apresenta a participacdo das regides brasileiras na producdo de
maracuja.
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Figura 1. Participacdo das regifes brasileiras na produgdo de maracuja.

14,8%
2,5%

— / 2%

72,6% 5,9%

Norte Nordeste Sudeste Sul = Centro-Oeste

Fonte: IBGE (2012).

A maior importancia econémica do fruto do maracujazeiro esta
no produto industrializado sob a forma de suco concentrado. Porém,
essa producdo de suco gera toneladas de residuo, composto por cascas e
sementes, que representam cerca de 50 e 12 % da matéria-prima,
respectivamente. Esse residuo se acumula em grandes quantidades nos
patios das industrias processadoras de suco sendo, em grande parte,
descartado. Atualmente, esses subprodutos sdo utilizados por produtores
rurais na suplementacdo da alimentacdo animal, como racdo para
bovinos e aves, ainda sem muita informacéo técnica adequada. Como
este volume representa inimeras toneladas, agregar valor a estes
subprodutos é de interesse econdmico, cientifico e tecnoldgico
(FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004; OTAGAKI; MATSUMOTO,
1958).

A partir do mesocarpo (parte branca da casca) do fruto do
maracuja (Figura 2) é possivel se obter a pectina, que se encontra em
proporcBes que chegam a alcancar 2 % (SOUZA; SANDI, 2001). A
utilizacdo da farinha da casca de maracuja no tratamento complementar
da obesidade e diabetes realizada com animais em laboratério tem
demonstrado o potencial do maracuja como alimento funcional
(JUNQUEIRA-GUERTZENSTEIN, 2002).
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Figura 2. Constitui¢do do fruto de maracuja.
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3.1.1. Semente de maracuja

As sementes, no maracuja, representam cerca de 4 a 12 % do
peso total do fruto (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004; OLIVEIRA;
REGIS; RESENDE, 2011) e, segundo Tocchini (1994), podem ser boas
fontes de Oleo, carboidratos, proteinas e minerais, apesar do alto
conteldo de celulose e lignina que podem limitar seu uso na
alimentacdo animal, principalmente dos monogéstricos. As sementes
contém, aproximadamente, 10-12 % de proteinas, 23-30 % de 6leo e 50-
60 % de fibras (CHAU; HUANG, 2004; LIU et al., 2008;
MALACRIDA; JORGE, 2012). O édleo extraido das sementes apresenta
elevado teor de 4cidos graxos insaturados (87,54 %), com
predominancia do &cido linoleico, com indice de iodo de 136,5 g 1,/100
Osleo - O Gleo de sabor agradavel e odor suave compara-se ao 6leo de
algodao em valor nutritivo e digestibilidade. Esse 6leo pode ser utilizado
tanto na alimentagdo humana e animal, quanto na industria de
cosméticos, tintas, sabdes, alimentos e outras (FERRARI; COLUSSI,
AYUB, 2004; FERREIRA et al., 2011).

Em estudo de Couto (1996), a analise da composic¢do quimica dos
acidos graxos determinados por cromatografia gasosa revelou a
presenca de 17,31 % de acido oleico, 68,06 % de acido linoleico, 10,41
% de &cido palmitico, 3,10 % de acido estearico e 0,38 % de acido
linolénico. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Ferrari,
Colussi e Ayub (2004) na andlise da composi¢do quimica do 6leo das
sementes, que demonstraram elevado teor dos acidos graxos insaturados
linoleico e oleico, conforme apresentado na Tabela 1. A torta obtida
ap6s a extracdo do Oleo apresenta alto teor de proteinas, fibras e
carboidratos.
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A indUstria de cosméticos criou um novo nicho de mercado para
as sementes de maracuja em formulagdes cosméticas (hidratantes,
condicionadores, sabdes, etc.), pois seu 6leo fixo tem agdo no tecido
cuténeo impedindo a perda transepidérmina de agua. Essa propriedade
emoliente de dleos como de maracuja (P. edulis e P. incarnata) e
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) pode estar associada ao seu
teor de &cidos graxos insaturados, como o acido linoleico (6mega-6),
gue tém funcdo nutritiva participando em varios processos bioquimicos
e fisiolégicos de formacdo de epitélios (BLOISE, 2003; OLIVEIRA,
2003).

Tabela 1. Composi¢do em &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja.

Acido graxo (%) Oleo de semente de

maracuja

C 14:0 (miristico) 0,08
C 16:0 (palmitico) 12,04
C 18:0 (esteéarico) tr*

C 18:1 (oléico) 18,06
C 18:2 (linoléico) 68,79
C 18:3 (linolénico) 0,69
Y saturados 12,46
Y insaturados 87,54

tr* = tracos.
Fonte: Ferrari, Colussi e Ayub (2004).

3.2. Bioatividade do maracuja

De acordo com o perfil de utilizacdo de fitoterapicos pela
populacdo brasileira, a Passiflora estd entre os mais utilizados. A
Passiflora edulis é utilizada como sedativo, calmante, diurético, anti-
helmintico, anti-inflamatorio, antidiarréico, ténico e no tratamento da
hipertenséo, sintomas da menopausa, tosses, colicas infantis e insénia,
sendo a maioria desses efeitos fisioldgicos atribuidos a compostos
fendlicos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; ZERAIK et al.,
2010; SANO et al., 2011).

O conhecido efeito contra ansiedade da Passiflora é atribuido
principalmente aos flavonoides, crisina e BZF (benzoflavandide)
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(COSTA; TUPINAMBA, 2005). Observou-se em testes realizados em
ratos que o extrato aquoso de P. edulis f. flavicarpa prolongou o tempo
de sono induzido por barbitdrico, reduziu a temperatura corpdrea,
potencializou a agdo da morfina, reduziu o efeito estimulante da
anfetamina e induziu catatonia. A acdo depressora estaria relacionada as
fracBes alcaloidicas e, notadamente, as flavonoidicas (ZERAIK et al.,
2010).

Subprodutos de frutas contém elevadas quantidades de compostos
bioativos que podem ter um efeito positivo para a sadde e contribuir
para a prevencdo de doengas como cancer, doengas cardiovasculares e
diabetes, entre outras (AYALA-ZAVALA et al., 2011). As variedades
comerciais de maracujad sdo ricas em alcal6ides, flavondides e
carotenoides, minerais e vitaminas A e C, substancias responsaveis pelo
efeito funcional em outros alimentos, notadamente por sua capacidade
antioxidante (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; ZERAIK et al.,
2010). Ja foi reportado que a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos é maior que a da vitamina C, assim como a combinacdo de
substancias antioxidantes com diferentes propriedades quimicas pode ter
um efeito sinérgico, proporcionando maior protecdo para as células
(SCALBERT et al., 2005; BLOMHOFF et al., 2006). Os flavondides
apresentam atividade antioxidante de diversas formas: atividades
antirradical (-OH), antilipoperoxidacdo (R-, ROO-, RO-) e quelante de
metais. Os flavondides sdo potenciais antioxidantes contra a acdo de
radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio. A natureza
guimica dos flavonoides depende da sua classe estrutural, do seu grau de
hidroxilacdo, substituicdo e conjugacdo, e do grau de polimerizacdo
presente no composto (SENEVIRATHNE et al., 2009).

De acordo com Ferreira et al. (2011), o 6leo de maracuja
apresenta atividade antioxidante, com ECs, (que representa a
concentracdo do extrato na qual se obtém uma inibicdo de 50 % da
oxidacdo) de 5,7 £ 0,1 mg/mL para o 6leo refinado e 7,1 + 0,2 mg/mL
para o 6leo prensado a frio, determinado por DPPH. Essa atividade pode
ser devida a presenca de fenois e carotenoides. Ainda, segundo os
mesmos autores, 0 6leo de semente de maracuja também nao apresentou
toxicidade, avaliada pelo teste de letalidade de camardes.

Matsui et al. (2010) reportaram que as sementes de maracuja
contém dois estilbenos de estruturas bastante semelhantes, resveratrol e
piceatanol, sendo esse Ultimo em grande quantidade. Sano et al. (2011)
identificaram um outro componente importante da semente de maracuja,
scirpusin B, também presente em elevada quantidade. De acordo com
esses autores, 100 g de sementes secas contém 570 mg e 360 mg de



42 Revisdo Bibliografica

piceatannol e scirpusin B, respectivamente. As estruturas desses
compostos, juntamente com o resveratrol, sdo apresentadas na Figura 3.

O piceatanol  (também  conhecido como  resveratrol
monohidroxilado ou ainda 3,3°,4,5’-tetrahidroxi-trans-estilbeno) pode
ser sintetizado pela adi¢do de um grupo hidroxil em um dos extremos da
molécula de resveratrol (posi¢cdo 30), como ocorre in vivo através da
enzima CYP1B1 (POTTER et al., 2002; NDIAYE; KUMAR; AHMAD,
2011). As propriedades farmacoldgicas dessa substancia, em especial
seu efeito quimiopreventivo e antitumoral, antioxidante e anti-
inflamatdrio sugerem seu potencial como aditivo bioativo em alimentos,
farmacos e cosméticos (PIOTROWSKA; KUCINSKA; MURIAS,
2012). Yim et al. (2010), reportaram o efeito inibitério dose-dependente
do piceatanol contra bactérias cariogénicas Gram-positivas,
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis. De acordo com Matsui
et al. (2010), o piceatanol exerce um efeito positivo em cultura de
células dérmicas, estimulando a sintese de colageno e inibindo a
melanogénese. Vacirca et al. (2011) sugeriram que o piceatannol é um
inibidor especifico do anticorpo ecto-F1-ATPase (ASabs) que teria um
papel patogénico na doenga de Alzheimer. Destacam-se ainda na
literatura alguns estudos sobre as propriedades antitumorais dessa
substancia contra diferentes tipos de cancer, como leucemia (Ferrigni et
al., 1984), prostata (KIM et al., 2009; LEE et al., 2009), mama (VO et
al., 2009) e bexiga (KUO; HSU, 2008).

Figura 3. Estrutura quimica dos estilbenos (a) Piceatanol; (b) scirpusin B, um
dimero do piceatanol; (c) resveratrol.

(a) (b}

(3]

Fonte: Sano et al. (2011).
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Para a scirpusin B, apesar de extraida pela primeira vez em 1978
por Nakajima et al. (1978), ainda h& poucos estudos disponiveis, mas
alguns ja reportam atividade antitumoral contra cancer de mama (WU et
al., 2010), anti-HIV (YANG et al., 2005) e sequestrante de anion
superperoxido (XIANG et al., 2005). Sano et al. (2011) referem-se a
scirpusin B como forte antioxidante, com atividade maior que trolox
(derivado da vitamina E solGvel em agua), resveratrol e piceatanol a
baixas concentragdes, enquanto em concentragdes maiores a atividade
antioxidante seguiu a ordem trolox > scirpusin B > piceatanol >
resveratrol. Esses autores relataram ainda efeito de vasorelaxacdo em
artérias da scirpusin B maior que do piceatanol.

3.3. Capacidade antioxidante

Radical livre é uma molécula ou fragmento molecular que
contém um ou mais elétrons desemparelhados, 0 que torna essa
molécula extremamente reativa quimicamente (GALATO, 2004). Se
houver producdo excessiva de radicais de oxigénio durante 0s processos
patofisioldgicos, ou devido a fatores ambientais adversos, e ndo
existirem antioxidantes disponiveis in vivo, podem ocorrer danos
profundos as células e tecidos do corpo humano (DUARTE-ALMEIDA
et al., 2006). Isso porque a interferéncia desses radicais nas reacdes
metabdlicas pode debilitar o sistema imunoldgico, alterar o sistema
hormonal, acelerar o processo de envelhecimento e/ou favorecer o
aparecimento e desenvolvimento de células cancerigenas (DIAZ-
REINOSO et al., 2006). Ja em produtos alimenticios os radicais livres
podem atacar ligagdes insaturadas de moléculas lipidicas, proteinas,
carboidratos e nucleotideos, causando o desenvolvimento de rancidez,
off-flavors (sabores residuais), e perda de valor nutritivo e de vida de
prateleira dos produtos (LOULI; RAGOUSSIS; MAGOULAS, 2004).
Substancias antioxidantes sdo a primeira defesa nessa area devido a sua
habilidade de doar elétrons ou atomos de hidrogénio, inibindo ou
retardando a oxidacdo de outras moléculas pela interferéncia na
formagdo desses radicais (iniciagdo) ou na propagacdo de reacGes
oxidativas em cadeia, mas ndo podem eliminar produtos da oxidacdo
gue ja tiverem sido produzidos (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006; CORTESI et al., 1999; LOULI; RAGOUSSIS;
MAGOULAS, 2004; VELIOGLU et al., 1998).

Os efeitos defensivos de antioxidantes naturais presentes em
frutas e vegetais estdo relacionados a quatro grandes grupos: acidos
ascorbico e fenodlicos, como antioxidantes hidrofilicos, e tocoferdis e
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carotenoides, como antioxidantes lipofilicos (KAUR e KAPOOR,
2001). Considerando isso, diversas técnicas tém sido utilizadas para
determinar a atividade antioxidante in vitro, de forma a permitir uma
rapida selecdo de substancias e/ou misturas potencialmente interessantes
para a prevencdo de doencas crdnico-degenerativas. Dentre esses
métodos destacam-se 0 sistema de co-oxidacdo do B-caroteno/acido
linoleico e métodos de sequestro de radicais livres, tal como DPPH-
(2,2-difenil-1-picrilidrazina) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Geralmente, os alimentos sdo sistemas heterogéneos compostos
por mais de uma fase, formando, muitas vezes, emuls6es entre lipidios e
agua através da presenca de agentes emulsificantes. Assim, método de
oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico utiliza uma emulsdo
formada por esse sistema para avaliar a atividade de inibi¢do de radicais
livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico, determinando a
capacidade de uma amostra de proteger um substrato lipidico da
oxidacdo. O método estd fundamentado em  medidas
espectrofotométricas a 470 nm da descoloragdo (oxidagdo) do B-
caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do &cido
linoleico que ocorre rapidamente na auséncia de um composto
antioxidante. O radical livre formado a partir do acido linoleico, pela
retirada de um atomo de hidrogénio de um de seus grupos metileno,
ataca as moléculas de B-caroteno, o qual perde uma ligag¢do dupla que
caracteriza sua coloracdo laranja. (MATTHAUS, 2002; DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006; KATALINIC et al., 2010).

Igualmente ao sistema B-caroteno/acido linoleico, o método de
sequestro de radicais livres de DPPH esta baseado no descoloramento de
uma solucdo composta por esses radicais estaveis a temperatura
ambiente, de cor violeta, quando em presenca de substancias que podem
ceder atomos de hidrogénio. Esse método baseia-se na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para um oxidante (DUARTE-
ALMEIDA et al, 2006). No caso dos compostos fendlicos, a
disponibilidade de grupos hidroxila faz com que sejam capazes de
sequestrar radicais, como superperéxido e DPPH, através de uma
simples transferéncia de elétrons (MENSOR et al., 2001). Ainda, o
DPPH tem a vantagem de ndo ser afetado por certas reagdes secundarias
dos compostos fendlicos como enzimaticas ou quelacdo de ions
metalicos (OLIVEIRA et al., 2009). Quando o radical DPPH recebe um
elétron ou um radical hidrogénio para se tornar um composto mais
estavel, sua absorcdo diminui. Esse processo pode ocorrer de duas
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maneiras: processo direto ou processo de transferéncia de elétron, como
apresentado pelas reacdes a seguir.

DPPH* + RXH — DPPHH + RX* (processo direto, separacdo do
atomo)

DPPH* + RXH — DPPH-+ RXH*+ — DPPHH + RX* (processo de
transferéncia de elétron)

No processo direto o antioxidante (RXH) doa um hidrogénio para
o radical DPPH* tornando-o estavel. O radical RX* é relativamente
estavel e ndo reage com os lipidios. No processo de transferéncia de
elétron, primeiramente um elétron é cedido para o radical DPPH* pela
molécula do antioxidante e, em seguida, é cedido o hidrogénio,
estabilizando o radical DPPH e formando o radical estavel RX*.

Outro método bastante utilizado para medir a atividade
antioxidante é através da captura do radical monocétion 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico), ou ABTS™, que pode ser gerado
pela oxidacdo do ABTS através de uma reacdo quimica, eletroquimica
ou enzimatica. Através dessa metodologia, pode-se medir a atividade de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica. Na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio, como compostos fenodlicos, o
ABTS" é convertido a uma forma ndo colorida, podendo-se, assim,
medir a diminuicdo da formacdo do ABTS (descoloragdo) por
espectrofotometria, expresso como porcentagem de inibicdo do radical
ABTS" (RE et al., 1999). E possivel, entdo, determinar a quantidade de
ABTS" consumida devido a reacdo com amostras antioxidantes, que
pode ser expressa em Trolox equivalentes (unidades de concentragio).
Esse valor foi designado como TEAC (do inglés Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity, que significa capacidade antioxidante equivalente
em Trolox), fornecendo uma estimativa da quantidade de radicais
consumidos pelo antioxidante (CAMPQOS; LISSI, 1997; BORGES et al.,
2011). O resultado da determinacdo do TEAC é dependente do tempo de
incubacdo e da taxada amostra quantificada (EVANS; MILLER,;
PAGANGA, 1996). Esta dependéncia somada a pouca seletividade do
ABTS" na reagdo com atomos doadores de hidrogénio constituem a
limitacdo desse método (CAMPOS; LISSI, 1997).

3.4. Métodos de extracgéo

Extracdo é uma das operagBes unitarias mais utilizadas na
indUstria de alimentos. E usada principalmente para obtencdo de certos
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componentes desejados, inicialmente retidos na matriz do alimento. As
substancias obtidas podem ser usadas como aditivos alimentares ou para
produzir algum efeito especifico na sadde humana (MOURE et al.,
2001; PINELO; SINEIRO; NUNEZ, 2006).

A técnica de extracdo empregada na obtencdo de extratos de
produtos naturais influencia diretamente sua qualidade e sua
composicdo final. O procedimento de extracdo € determinado
considerando a familia de compostos a ser extraida e também se o
objetivo da operagdo é quantitativo ou qualitativo. Os métodos de
extracdo dependem de fendmenos de transféncia de massa; logo, a
renovacao do solvente e a agitacdo sdo importantes na eficacia e duragéo
do processo. O rendimento e a composicdo dos extratos dependem tanto
do solvente utilizado como do método aplicado, que pode ser baseado
em mecanismos quimicos diferentes, pois a solubilidade de substancias
se d& em funcdo de uma afinidade quimica existente entre as espécies do
sistema, fungdo de sua polaridade - ou seja, diferentes substancias serdo
extraidas de acordo com seu indice de polaridade e do solvente utilizado
(BISCAIA, 2007; MOURE et al., 2001; ROCKENBACH et al., 2008).
A Tabela 2 apresenta o indice de polaridade de alguns solventes
normalmente utilizados na obtencao de extratos naturais.

Tabela 2. indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de extracio
a baixa pressao

Solvente indice de polaridade
Hexano 0
Acetato de etila 4,4
Etanol 5,2
Agua 9,0

Fonte: Phenomenex (2013).

Técnicas convencionais de extracdo com uso de solventes
organicos, como maceracdo e Soxhlet, sio comumente aplicadas nas
industrias quimica, farmacéutica e alimenticia para a obtencdo de
variados extratos, e podem utilizar uma ampla variedade de solventes
como metanol, hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, éter, etc.
No entanto, essas técnicas requerem um alto custo energético e podem
degradar substancias termicamente sensiveis, pois podem utilizar altas
temperaturas de extracdo ou de separacdo da mistura soluto-solvente,
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dependendo da temperatura de ebulicdo do solvente. A etapa de
recuperacdo do solvente ap0s a extracdo é crucial devido a problemas
econdmicos e de seguranca ambiental, mas, principalmente, pela
possibilidade de haver residuo do solvente no produto final. Na maioria
das situacdes, tanto para fins sensoriais quanto para fins farmacolégicos,
o solvente residual é indesejavel por sua toxicidade, sua capacidade
reagente ou mesmo pela interferéncia no aroma e no extrato obtido
(BISCAIA, 2007; CAMPOS, 2005; DIAZ-REINOSO et al., 2006; LI;
PORDESIMO; WEISS, 2004; MEZZOMO, 2008).

Diversos métodos e sistemas de solventes vém sendo usados para
a extracdo de compostos biologicamente ativos de matérias vegetais,
mas encontrar um método Unico que seja adequado para aplicacdo a um
grupo diverso de materiais ndo é uma tarefa facil devido a diversidade
das estruturas quimicas e variacdo de sensibilidade dos componentes as
condicdes de extracdo. Métodos alternativos as técnicas convencionais
de extracdo vém sendo cada vez mais utilizados, como a extracdo
assistida por microondas, a extracdo assistida por ultrassom, extracéo
com fluido supercritico e extracdo com liquidos pressurizados. Essas
técnicas sdo mais rapidas que as técnicas convencionais de extracao,
utilizam menor quantidade de solvente, diminuem a degradacdo da
amostra, podem eliminar as etapas de limpeza ou clean up da amostra e
de concentragdo antes das analises cromatograficas, melhorar a
eficiéncia de extracdo e a seletividade, além de serem de facil
automacdo (JACQUES, 2005). O tipo de solvente, em funcdo de sua
polaridade, pode afetar a transferéncia de elétrons e de atomos de
hidrogénio, que é aspecto-chave na medida da capacidade antioxidante.
Quando o objetivo é obter corantes ou produtos antioxidantes para a
industria de alimentos, as extracfes geralmente sdo realizadas utilizando
agua, alcodis ou uma mistura deles, como é o caso dos acidos fenolicos
por serem compostos polares (BISCAIA, 2007; ROCKENBACH et al.,
2008). Outra boa opcdo seria o acetato de etila por apresentar baixo
ponto de ebulicdo, o que facilita sua remocdo do extrato e sua
reutilizacdo, além de a possivel presenca de seu residuo no extrato
dificilmente ser considerada toxica, por ser um tipico componente de
bebidas fermentadas em niveis de mg/L (LOULI; RAGOUSSIS;
MAGOULAS, 2004).

A extracdo que utiliza fluidos supercriticos como solventes tem
sido uma o6tima opcdo para a extracdo e fracionamento de produtos
naturais, e seu emprego em processos industriais vem ganhando espago
continuado, principalmente devido aos fatores ambientais e de
qualidade. Trata-se de um processo que, quando otimizado, proporciona
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uma melhor seletividade e eficiéncia com menor risco de degradacédo
termica dos extratos e cujo solvente é facilmente removido no final da
extracdo (GOMEZ; OSSA, 2002; PEREIRA et al., 2004).

3.4.1. Maceracgédo

A maceragdo € um processo estatico em que a matéria-prima
permanece em contato com um solvente organico por um determinado
tempo, sob agitacdo ocasional. Realizada em temperatura ambiente,
recipiente fechado, durante um periodo pré-estabelecido sem renovacao
do liquido extrator, esta é uma das técnicas extrativas mais usuais
devido a simplicidade e custos reduzidos (VINATORU, 2001).

E um processo fortemente dependente da polaridade do liquido
extrator e da natureza da matéria-prima (solubilidade dos compostos
presentes na matriz, tamanho de fragmentos do material sélido, entre
outros). Essa técnica ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima, seja
devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um
equilibrio difusional entre a concentragdo de soluto existente na matéria-
prima e no solvente. A velocidade com que se obtém o equilibrio é
funcdo do tamanho dos fragmentos de matéria-prima e do grau de
intumescimento das células, bem como da viscosidade e da polaridade
do solvente (JACQUES, 2005; MELECCHI, 2005).

A maceracdo é comumente aplicada nas inddstrias quimica,
farmacéutica e de alimentos para a producdo de extratos diversos,
juntamente com a extracdo Soxhlet com a diferenca que neste Gltimo a
matéria-prima é extraida através do solvente aquecido em refluxo
continuo. A maceracdo é o método escolhido quando os principios
ativos podem sofrer alteracdo pelo calor ou pela presenca de oxigénio e
sdo sollveis a temperatura ambiente, em um solvente organico
(MELECCHI, 2005).

Entre as desvantagens do processo estdo a lentiddo e a
impossibilidade de extrair totalmente os principios ativos da matéria-
prima. A operacdo de maceracdo (estatica ou dinamica) pode repetir-se
varias vezes, sendo o processo conhecido como maceragdo multipla ou
sequencial, utilizando diferentes solventes. Este processo é bastante
empregado para extracdo em pequena escala, tanto na inddstria quimica
quanto farmacéutica (MELECCHI, 2005).
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3.4.2. Extracdo assistida por ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom é uma técnica relativamente
nova, que se baseia na utilizacdo de energia das ondas sonoras
(vibragbes mecénicas) transmitidas em frequéncia superior & da
capacidade auditiva humana, ou seja, acima de 20,0 kHz. Apesar de,
inicialmente, essa tecnologia ter sido desenvolvida para limpeza de
materiais, atualmente vem sendo empregada numa ampla variedade de
produtos, devido a simplicidade da técnica e do equipamento. Na Ultima
década, sua aplicacdo analitica teve um crescimento significativo,
particularmente na preparacdo de amostras, por favorecer e acelerar a
liberacdo de compostos, reacfes quimicas e transformagdes fisicas,
como a emulsificacdo (FREITAS, 2007; MELECCHI, 2005; MA et al.,
2008). Na industria, dificilmente € aplicado como um processo isolado,
mas, geralmente, como um coadjuvante, que auxilia no desempenho de
outros processos para homogeneizacdo e emulsificacdo de amostras,
aceleracBo de reacOes, rompimento de estrutura celular e,
consequentemente, tratamento de 4gua e extracdo de substancias,
transesterificacdo para obtencdo de biodiesel, dispersdo de tinturas na
indUstria de tintas e pigmentos (ENGESOLUTIONS, 2010; UNIQUE,
2010).

As ondas sonoras se propagam na matéria através de ciclos de
compressdo e expansdo, fazendo com que as moléculas do meio se
aproximem e se afastem repetidas vezes. Essa variagdo na pressao do
liquido empregado no processo gera cavitacao, bolhas ou microfluxos o
gue causa mudangcas fisicas e quimicas permanentes, como ruptura dos
s6lidos e instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-
gés. Além disso, a agitagdo das moléculas provoca um aumento de
temperatura que favorece a solubilidade e difusividade de compostos no
meio. A associacdo desses fendmenos aumenta a transferéncia de massa
e modifica o equilibrio de fases diminuindo o tempo necessario para
extracdo, se comparado com O mesmo processo na auséncia de
ultrassom. Contudo, o efeito do ultrassom no processo de extragdo
depende da frequéncia e da poténcia do equipamento e do tempo
empregado para a extragio (LUQUE-GARCIA;CASTRO, 2003;
MELECCHI, 2005; MA et al., 2008).

Existem, basicamente, dois tipos de aparelhos geradores de ondas
ultrassonoras: banho e sonda. Apesar de os banhos serem mais
utilizados, sua principal desvantagem se da ao fato de o gerador de
frequéncia ser preso no fundo de uma cuba e a onda se propagar em um
liquido, gerando muita dispersdo da energia ultrassdnica e,
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consequentemente, menor influéncia nos sistemas reacionais. Nas
sondas ultrassbnicas o transdutor encontra-se fixado em sua
extremidade, focando a energia na regido do meio que contém a
amostra, promovendo, assim, uma cavitagcdo mais eficiente no liquido.
Em ambos os aparelhos, a energia ultrassdnica é produzida por uma
ceramica piezoelétrica disposta entre duas chapas metalicas - transdutor
piezoelétrico (ADAMS, 2002; LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).

Entre as vantagens do uso do ultrassom para a obtencdo de
extratos naturais destacam-se: simplicidade do equipamento e economia
no custo inicial; reducdo do tempo e da temperatura de extracdo;
possibilidade de usar diferentes solventes e misturas assim como uma
ampla gama de tamanhos de amostra; reducdo da quantidade de
reagentes; seletividade e favorecimento de reacdes que ndo ocorrem em
condi¢gbes normais, com consequente aumento de rendimento e da
eficiéncia de extracdo. Como desvantagens podem ser citadas sua
inabilidade de renovacgdo do solvente durante o processo, fazendo com
gue a capacidade de extracdo seja limitada pelo equilibrio de fases, e a
necessidade de filtragdo apds a extragdo o que aumenta o tempo do
processo e a possibilidade de perda ou contaminagéo do extrato durante
a manipulagdo (ADAMS, 2002; MELECCHI, 2005; FREITAS, 2007).

Assim como para a maceragdo, a extracao assistida por ultrassom
requer uma etapa posterior de eliminagdo do solvente, 0 que exige um
grande dispéndio de energia e provoca prejuizo aos compostos
termolabeis. Este tipo de extracdo produz residuos prejudiciais ao meio
ambiente, além de extratos com a possibilidade de ndo estarem
totalmente livres do solvente organico empregado no processo. Outro
fator a ser considerado é o uso de grandes quantidades de solventes
organicos por um tempo prolongado, que pode causar problemas a salde
humana do operador, além resultar em poluicdo ambiental devido a
volatilizacdo durante a etapa de concentragdo (DIAZ-REINOSO et al.,
2006; MA et al., 2008).

3.4.3. Extragao supercritica

A extracdo supercritica (ESC) é uma operagdo unitaria de
transferéncia de massa baseada no uso de fluidos a temperaturas e
pressOes acima dos valores criticos, conforme representado no diagrama
de fases da Figura 4. A temperatura critica (Tc) é a temperatura mais
alta, na qual o gas pode ser convertido em liquido pelo aumento da
pressdo. A pressdo critica (Pc) é a pressdo mais elevada, na qual o
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liquido pode ser convertido em gés pelo aumento da temperatura do
liquido (GOMEZ e OSSA, 2002; FREITAS, 2007). A area em torno do
ponto critico de um componente (ou de uma mistura) pode ser chamada
de “regido critica”, abrangendo condicdes sub e supercritica. Caso uma
dessas propriedades (pressdo ou temperatura) se encontre abaixo do
ponto critico, diz-se que a substancia esta no estado subcritico e, quando
ambas estdo acima dele, o fluido se encontra em estado supercritico.
Nessas condicBes de pressdo e temperatura, as propriedades de um
solvente sdo diferentes daquelas apresentadas no estado liquido ou
gasoso, modificando-as drasticamente com pequenas variacGes de
pressdo e temperatura (BRUNNER, 1994).

Figura 4. Representagdo genérica do diagrama de fases de um componente puro.

Liquido / Fluido

? Supercritico %

2

Ponto Critico (PC)

Sélido

Ponto triplo (PT)

Temperatura

Fonte: Brunner (1994).

Os fluidos em condigdes supercriticas apresentam propriedades
fisico-quimicas intermediarias entre os estados gasoso e liquido, o que
Ihes confere um excepcional poder solvatante em funcdo de sua alta
difusibilidade, menor viscosidade e menor tensdo superficial que em
condi¢Bes normais. Sua difusividade pode ser da ordem de até duas
magnitudes maior do que a de liquidos, e a sua densidade possui valores
préximos a densidade dos liquidos, o que facilita a transferéncia de
massa e torna a extracdo mais rapida do que quando sdo utilizados
liquidos em condic¢des normais de temperatura e pressdo. Além disso, a
baixa viscosidade e a baixa tensdo superficial permitem que o solvente
supercritico penetre facilmente na matriz vegetal, solubilizando o(s)
componente(s) a serem extraidos. Outra caracteristica importante é que
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0 poder solvatante pode ser controlado em funcdo da pressdo e da
temperatura, uma vez que, na regido do ponto critico, pequenas
alteracBes desses pardmetros podem provocar grandes mudancas na
densidade do solvente determinando seu poder solvatante e sua
seletividade. Alta solubilidade significa baixa seletividade e vice-versa
(BRUNNER, 1994; DIAZ-REINOSO et al., 2006; FERREIRA et al.,
1999).

A extracdo supercritica se destaca por representar uma tecnologia
gue permite a obtencdo de extratos de alta qualidade e que minimiza
danos ao meio ambiente, devido a auséncia de solvente no produto final.
Por essa razdo, essa técnica vem se desenvolvendo e ganhando espaco
continuamente em processos industriais nas Ultimas décadas. Assim, o
emprego de fluidos supercriticos tem sido considerado uma 6tima opgéo
para a extragdo e fracionamento de produtos naturais, particularmente
para as industrias de alimentos e farmacéuticas (MICHIELIN, 2009;
PEREIRA et al., 2004).

A tecnologia supercritica permite a extracdo de compostos ativos
de plantas com uma melhor reproducéo de aromas do que as operagdes
convencionais. A degradagdo térmica de compostos sensiveis pode ser
reduzida por permitir operar em temperaturas mais baixas, enquanto a
auséncia de luz e oxigénio previne reacdes de oxidacdo e degradacdo, o
gue constitui uma grande vantagem para a extracdo de antioxidantes,
garantindo a conservacdo de suas propriedades biologicas. Os materiais
processados por fluidos supercriticos ndo necessitam de uma etapa a
parte para esterilizacdo, uma vez que o gradiente de pressdo na saida do
extrator pode gerar extratos livres de microrganismos vivos e de esporos
(ADIL et al., 2007; CORTESI et al., 1999; DIAZ-REINOSO et al.,
2006). Depois de extraidos os compostos de interesse, a matriz pode ser
usada em outras aplicagfes como alimentacdo animal, por exemplo, por
ndo possuir residuo de solvente (MEZZOMO, 2008).

A extracdo de matrizes solidas com fluido supercritico,
esquematicamente representada na Figura 5, consiste, basicamente, de
duas etapas: extracdo e separacdo da mistura soluto/solvente.

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através de um
leito fixo formado por uma matriz sélida (extrator), solubilizando os
componentes presentes no sélido. Conforme o solvente escoa através do
material vegetal, ocorre a transferéncia de massa do soluto da fase sélida
para a fase fluida e, em qualquer ponto dentro do extrator, a
concentracdo de 6leo a ser extraido varia continuamente em cada fase
até que o equilibrio seja alcancado. Ou seja, a forca motriz para a
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transferéncia de massa no processo é o equilibrio da concentracdo de
solutos entre as fases sdlida e fluida (BRUNNER, 1994; MICHIELIN,
2009).

Figura 5. Diagrama esquematico da extracdo supercritica de matrizes sélidas
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Fonte: Waters (2013) adaptado por Benelli (2014).

A transferéncia de massa entre as fases depende de muitos fatores
como tipo e estrutura do material vegetal, grau de maturacdo, tratamento
da matéria-prima anterior a extracdo, etc. Além disso, o leito de sélidos
pode formar diferentes geometrias e tamanhos de fragmentos que ainda
podem sofrer alteragBes durante o processo. Dessa forma, uma grande
variedade de parametros é relevante para a modelagem da transferéncia
de massa no substrato sdlido. As substancias podem estar adsorvidas na
superficie externa, na superficie dos poros, no interior do sélido ou no
interior das células das plantas. Cada uma dessas diferentes distribuices
tem alguma influéncia no curso da extracdo (BRUNNER, 1994).

Segundo Brunner (1994), a extracdo de compostos sollveis de
um material vegetal consiste em varios e consecutivos passos:

1) A matriz vegetal absorve o solvente supercritico, inchando a
estrutura das células, as membranas celulares e os canais intercelulares
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sdo dilatados, fazendo com que a resisténcia a transferéncia de massa
diminua;

2) Em paralelo, ocorre a dissolugdo dos compostos do extrato que
podem ser extraidos pelo solvente;

3) Ocorre a transferéncia por difusdo dos compostos solubilizados
de dentro do sélido até a sua superficie;

4) Os compostos solubilizados atingem a superficie externa;

5) Os compostos solubilizados sdo transportados da superficie para
0 seio do solvente supercritico e sdo, subsequentemente, removidos com
0 solvente.

3.4.3.1. Fluidos Supercriticos

Na pratica, a maior parte das extracdes com fluidos supercriticos
sdo realizadas com gas carbbnico por uma série de razfes. Além de
apresentar pressao e temperatura criticas relativamente baixas (73,8 bar
e 31,1 °C), o CO, é inerte, atéxico, ndo inflamavel, de custo
relativamente baixo, facilmente disponivel em alta pureza, inodoro e
pode ser prontamente removido do produto final, sem deixar residuos.
Isso porque, devido sua alta volatilidade, ele se dissipa totalmente no
final da extracdo, apds a descompressao, sendo possivel ainda recicla-lo.
Assim, a extragdo de compostos naturais com didxido de carbono
supercritico resolve eficazmente as questdes associadas as altas
temperaturas e ao uso de solventes organicos empregados em extracdes
convencionais. Além disso, esses extratos podem ser considerados
naturais e até mesmo obter o status GRAS (Generally Recognized As
Safe), uma designacdo do FDA (Food and Drug Administration) para
substancias consideradas seguras para adi¢do em alimentos (ADIL et al.,
2007; DIAZ-REINOSO et al., 2006; MELECCHI, 2005; MICHIELIN,
2009; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Todas essas caracteristicas fazem o CO, parecer o solvente ideal,
porém sua principal desvantagem é a apolaridade, o que torna a
utilizacdo desse componente puro ndo apropriada para extracdo de
compostos polares e matrizes com alto poder de retengdo, fazendo-se
necessario a utilizagdo de modificadores (em pequenas quantidades)
para aumentar seu poder de solvatacdo (CORTESI et al., 1999;
POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Dependendo do tipo da matriz sdlida e da afinidade do soluto
com a matriz, um solvente modificador (ou cossolvente) pode
influenciar a extracdo de trés modos:
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a) Aumentar a solubilidade do soluto no fluido supercritico como
resultado das interacdes soluto/modificador na fase fluida;

b) Facilitar a dessor¢éo do soluto — as moléculas de modificadores
polares sdo capazes de interagir com a matriz e competir com o soluto
pelos poros da matriz;

¢) Alterar o processo de difusdo do soluto na matriz e favorecer a
penetracdo do fluido supercritico no interior da matriz quando o
modificador a dilata (CASAS et al., 2007).

A adicdo de cossolventes organicos como etanol, metanol,
acetona, entre outros solventes polares, aumenta o poder de solvatacdo
do CO, e o rendimento da extracdo quando ha componentes polares a
serem extraidos. Por ser permitido como solvente em industrias de
alimentos e por, em muitos casos, melhorar a extracdo de compostos
bioativos, o etanol é bastante utilizado (ADIL et al., 2007). Quando um
cossolvente é adicionado ao CO,, a temperatura critica da mistura
resultante é elevada limitando sua quantidade a ser usada, como pode
ser observado na Tabela 3 (ADIL et al., 2007). Além disso, o
cossolvente deve ser removido do produto final e, mesmo utilizado em
poucas quantidades, requer o uso do calor e, consequentemente,
apresenta as mesmas desvantagens de necessidade pos-processamento e
possivel degradacdo de compostos termolabeis das extragbes com
solventes organicos.

Tabela 3. Temperatura e pressao criticas de misturas CO,-etanol (calculado por
Software SF-Solver, ISCO Inc,, Lincoln, NE, USA).
Concentracédo de

etanol (%0) Te (°C) P (bar)
0 31,1 73,8
5 42,5 73,2
10 53,7 72,7
14 62,8 72,2
17 69,5 71,9
20 76,1 71,5
100 243,3 61,3

Fonte: Adil et al. (2007).

Outras substancias que também demonstram, em seu estado
supercritico, interessantes propriedades solventes sdo utilizadas para
extracdo de compostos de plantas entre outros materiais. O propano e 0
oxido nitroso (N,O) também apresentam temperaturas e pressdes
criticas que ainda podem ser consideradas moderadas (97 °C / 42 bar e
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36 °C / 72 bar, respectivamente) e com bons rendimentos de extracdo
(POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007; FREITAS, 2007).
Entretanto, por razbes de custo, perigo de explosdo (N,O), toxicidade,
inflamabilidade (propano), e propriedades fisicas adversas (e.g., agua,
cujo ponto critico € acima de 374 °C e 220 bar), poucos deles sdo usados
comercialmente (FREITAS, 2007). A Tabela 4 apresenta uma lista dos
fluidos supercriticos mais utilizados na extracdo supercritica, e 0s
valores de temperatura e presséo criticas e densidade.

Tabela 4. Temperatura e presséo criticas e densidade de fluidos supercriticos
mais utilizados na extragdo supercritica.

Tipo de fluido Composto T.(°C) P. (atm) p (g/cm?)
CO, 31 72,85 0,469
Inorganicos NH3 133 111,54 0,236
H,O 374 217,17 0,323
N,O 36 71,50 0,452
Metano -82 45,41 0,169
Etano 32 48,17 0,203
Propano 97 41,85 0,217
Hidrocarbonetos  Pentano 197 33,26 0,237
Etileno 9 49,65 0,218
Benzeno 289 49,65 0,218
Tolueno 319 40,57 0,292
Metanol 240 79,86 0,272
Compostos Etanol 241 60,61 0,276
oxigenados Acetona 235 46,39 0,279
Eter etilico 194 35,93 0,265
Compostos

. Piridina 347 55,57 0,312
nitrogenados

T.: Temperatura critica; P.: pressdo critica; p:densidade.
Fonte: Hierro e Santa-Maria (1991).

3.4.3.2. Curvas de extracao

A curva de extracdo é calculada pela quantidade acumulada de
extrato - obtida ap6s despressurizagao - em funcéo do tempo, sendo uma
resposta ao fluxo de solvente entrando no extrator. A curva resposta
depende dos parametros de processo e dos fendmenos que ocorrem no
leito fixo durante a extracdo. Devido & influéncia de varios fatores no
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resultado dessa curva, seu uso para comparacdo de extracGes de
diferentes materiais e de diferentes equipamentos é limitado, mas as
informacGes que ela pode fornecer sdo Uteis para comparar uma série de
experimentos com o mesmo substrato e 0 mesmo equipamento
(BRUNNER, 1994).

De acordo com a literatura, essas curvas sdo geralmente divididas
em trés etapas, ilustradas na Figura 6, e sdo determinadas pela massa
total de 6leo extraido em funcdo do tempo de extragdo (BRUNNER,
1994; FERREIRA et al., 1999; FERREIRA; MEIRELES, 2002):

Figura 6. Etapas da cinética de extracdo supercritica.
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Fonte: Martinez (2005).

1) Etapa CER (do inglés, Constant Extraction Rate), onde a
resisténcia a transferéncia de massa na fase fluida predomina e o extrato
esta prontamente disponivel na interface sélido/fluido, sendo que o valor
maximo da concentracdo do extrato no solvente supercritico é dada pela
solubilidade de equilibrio. Em geral, essa etapa corresponde a cerca de
50 % do rendimento total da extracao;

2) Etapa FER (do inglés, Falling Extraction Rate), quando a
resisténcia a transferéncia de massa aumenta incluindo, além do efeito
convectivo na fase fluida, o efeito difusional na fase sdlida devido ao
esgotamento do extrato em sua superficie, sendo a quantidade de extrato
no solvente supercritico menor que a concentracdo de equilibrio. Até o
final desta etapa, a extracdo geralmente atinge mais de 70 % do
rendimento total da extracéo;

3) Etapa difusional ou etapa de taxa de extracdo nula, onde taxa
transferéncia de massa é controlada principalmente pelo fendmeno



58 Revisdo Bibliografica

difusivo na parte interna do sélido (BRUNNER, 1994; FERREIRA et
al., 1999).

A curva de extracdo pode ser utilizada na determinacdo de
parametros de processo, como tempo ideal de extracdo, caracterizacdo
das etapas de extracdo supercritica e determinacdo da solubilidade,
como também na modelagem da transferéncia de massa do sistema,
predicdo, ampliacdo de escala e determinacdo da viabilidade técnica e
econbmica do processo (SILVA, 2004; FERREIRA et al., 1999;
REVERCHON; DE MARCO, 2006; POURMORTAZAVI,
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Empiricamente, uma das formas de se determinar a solubilidade
de um composto puro num fluido supercritico é através da realizacéo da
extracdo supercritica de um meio inerte, como areia ou ceramica,
impregnado com o composto de interesse em concentracdo conhecida.
Além de dados sobre a solubilidade do composto no fluido supercritico,
esse procedimento fornece também informacao sobre a recuperacdo do
extrato apo6s despressurizacdo. Devido & grande demanda de tempo
necesséria para a realizacdo desses experimentos, alguns pesquisadores
propuseram modelos matematicos fundamentados em teorias e equagdes
de estado para estimar a solubilidade de véarios compostos. A
solubilidade do soluto é, geralmente, funcdo da densidade do solvente.
A temperatura constante, a solubilidade aumenta com o incremento da
pressdo, como resultado direto do aumento da densidade do solvente.
Em baixas pressfes, um aumento da temperatura leva a uma diminuicao
da solubilidade devido a reducdo da densidade do solvente; enquanto o
oposto é observado a altas pressdes pois o efeito da pressdo de vapor do
soluto passa a ser dominante (FERREIRA et al., 1999;
POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007). Esse efeito oposto
pode provocar uma inversao das isotermas de rendimento, chamado
crossover, e ja foi relatado por vérios autores (CAMPOS, 2005;
KITZBERGER et al., 2009; MICHIELIN et al., 2005). Sendo assim, a
vantagem de conduzir extracGes a pressdes elevadas é devida ao
favorecimento a transferéncia de massa que por sua vez esté relacionada
ao incremento da solubilidade (CASAS et al., 2007).

A vazdo de solvente é um parametro relevante quando o0 processo
é controlado pela resisténcia externa a transferéncia de massa ou pelo
equilibrio, ou seja, a quantidade de fluido supercritico introduzida no
extrator determina a velocidade de extracdo. Por outro lado, na maior
parte dos casos de extracdo em matrizes sélidas, o processo é controlado



Revisdo Bibliografica 59

pela resisténcia interna a transferéncia de massa. Para reduzir essa
resisténcia e aumentar o rendimento de extracdo, pode-se reduzir o
tamanho do material s6lido, com a finalidade de aumentar a area de
contato entre o sélido e o solvente, diminuindo, desta forma, a distancia
gue o soluto percorre no interior do sélido poroso. Sovova, Kucera e Jez
(1994) estudaram o efeito da moagem de sementes de uva sobre a
velocidade de extracdo do 6leo, demonstrando que a reducdo do
tamanho dos fragmentos aumenta a area superficial e libera o soluto do
interior das sementes, implicando um aumento da velocidade de
extracdo, especialmente na etapa CER, e maiores rendimentos ao final
da extracdo. Porém, a reducdo da granulometria do so6lido ndo pode ser
realizada de forma indefinida, pois solidos muito pequenos tendem a
formar aglomerados e interromper a passagem do solvente pelo leito,
além de proporcionar perda de compostos volateis. De um modo geral,
sdo utilizados fragmentos com diametro médio entre 0,25 e 2 mm
(BRUNNER, 1994; MARTINEZ, 2005; REVERCHON; DE MARCO,
2006).

3.4.3.3. Modelagem Matematica

A otimizacdo das condi¢Ges operacionais usadas durante a
extracao supercritica € de grande importancia para avaliar a viabilidade
econdmica da técnica, uma vez que o investimento inicial na construcédo
de uma unidade extratora de alta pressdo é elevado. A modelagem
matematica é necessaria para generalizar as informacbes experimentais
para aplicagdo em diferentes materiais e para interpolar ou extrapolar
essas condi¢Bes experimentais a novas condi¢cdes de processo, sendo
bastante Gtil para a ampliacdo de escala do processo, de laboratorial para
piloto e industrial, através da simulacdo das curvas globais de extracéo.
Por isso, varias propostas de modelos matematicos para a extracdo
supercritica sdo apresentadas na literatura (MARTINEZ et al., 2003;
REVERCHON; DE MARCO, 2006).

A distribuicdo inicial do soluto na matriz sélida influencia a
selecdo dos possiveis modelos matematicos. As substancias a serem
extraidas podem estar livres na superficie da matriz sélida, localizadas
dentro dos poros ou ainda distribuidas no interior das células do material
vegetal, sendo que cada uma dessas descri¢des corresponde a diferentes
modelos. Os resultados experimentais também contribuem para a
selecdo do modelo e podem evidenciar a influéncia de diferentes
resisténcias a transferéncia de massa ou a existéncia de condicGes de
equilibrio. Até mesmo pode ser observada a transicdo entre diferentes
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mecanismos de transferéncia de massa, ou seja, entre o efeito
convectivo na fase fluida e o efeito difusional na fase soélida
(REVERCHON, 1997; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

No entanto, um modelo ndo deve ser um mero instrumento
matematico, mas sim descrever o fendmeno fisico do processo; faz-se
necessario, para isso, observagdes experimentais e conhecimento da
estrutura do sélido. A validacdo dos modelos matematicos sem nenhuma
correspondéncia fisica com o material e com o processo estudado é
limitada, mesmo que possam ser utilizados para ajustar alguns dados
experimentais. Trés diferentes abordagens tém sido propostas para a
modelagem matematica do processo de extracdo supercritica de matrizes
vegetais (REVERCHON; DE MARCO, 2006):

1)  Modelos empiricos;

2)  Modelos baseados na analogia com a transferéncia de calor;

3) Modelos resultantes da integracdo do balanco de massa
diferencial, podendo ser obtidos perfis de concentracdo em funcéo do
tempo para ambas as fases, sélida e fluida. Sdo, geralmente, os que
proporcionam uma analise mais adequada do processo (REVERCHON,
1997; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Devido a complexidade do fluxo no leito fixo, foram
desenvolvidas também correlagbes semi-empiricas para descrever a
transferéncia de massa do soluto entre as fases solida e fluida.
Conceitualmente, o coeficiente de transferéncia de massa — que é funcéo
da densidade, viscosidade, difusividade, porosidade do leito, tamanho
dos fragmentos da matriz sélida e vazdo do solvente — pode ser usado
para descrever as condicdes cinéticas do sistema. O mecanismo de
transferéncia de massa da extracdo a alta pressao de misturas complexas,
como é o caso de Oleos essenciais, ainda ndo é completamente
conhecido. A maioria dos modelos disponiveis na literatura trata o
extrato como uma substancia pura, apesar do fato dele poder conter
varios compostos de natureza quimica diferentes. Sendo assim, as
dificuldades em modelar sistemas complexos residem no nimero
elevado de componentes na mistura e em estabelecer as interacfes entre
0s componentes do extrato, o solvente e a fase sélida (BRUNNER,
1994; FERREIRA et al., 1999; MARTINEZ et al., 2003). A principal
diferenca entre os diversos modelos encontrados na literatura reside na
interpretacdo dada para os fenbmenos e na possibilidade de negligenciar
alguns deles (MARTINEZ et al., 2003).
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3.5. Equilibrio de fases

Um estudo termodindmico de equilibrio de fases é necessario
para correlacionar e predizer dados experimentais de misturas binarias,
ternarias e multicomponentes, para, assim, viabilizar um projeto mais
adequado e flexivel de equipamentos empregados em processos € ha
definicdo de suas variaveis operacionais. O estudo do comportamento de
fases da mistura a ser processada leva ao conhecimento da regido ou das
condicdes em que ocorre uma ou mais fases em equilibrio o que permite
reduzir o nimero de experimentos para se determinar as condicdes
Otimas de precipitacdo/encapsulamento de determinado extrato e/ou
substancia em meio supercritico. Informagfes experimentais sobre o
equilibrio de fases a alta pressdo sdo importantes para processos de
separacdo de compostos envolvendo misturas, mesmo quando modelos
termodindmicos sdo utilizados para prever o comportamento de fases
desses sistemas uma vez que dados experimentais sd0 necessarios para
ajustar os parametros de interacdo dos modelos (DOHRN; BRUNNER,
1995; LANZA, 2008).

O equilibrio de fases termodinamico pode apontar certos limites
para a transferéncia de massa entre diferentes fases, as quais estdo
envolvidas em diversos processos, inclusive na extracdo com fluido
supercritico. O equilibrio de fases revela a composi¢do das fases no
equilibrio, incluindo a solubilidade dos compostos extraidos no solvente
supercritico e a solubilidade do solvente supercritico na fase pesada; as
guantidades das fases em equilibrio; a distribuicdo dos componentes
individuais entre as fases em equilibrio e a variacdo dessas quantidades
com temperatura e pressdo e a concentracdo dos varios componentes
(BRUNNER, 1994). E nesta diferenca na composicio das fases em
equilibrio (dado de solubilidade) ou na taxa de transferéncia de massa
dos constituintes da mistura que se baseiam muitas operac8es unitarias
como destilacdo, adsorcdo, separagdo por membranas e também os
processos envolvendo fluidos supercriticos (CARVALHO Jr, 2004;
ROSSO, 2009).

Geralmente, o equilibrio de fases (ou a separacao de fases) de um
sistema ocorre somente dentro de certa faixa de temperatura; para cada
temperatura existe uma faixa de composicdo na qual a separacdo é
possivel (LANZA, 2008). No caso de sistemas contendo fluidos
supercriticos o equilibrio pode ser drasticamente afetado por uma
pequena quantidade de cossolvente, especialmente em casos em que
existem interacOes especificas entre o soluto e o cossolvente, sendo que
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essas interacOes sdo um fator importante para o aumento da solubilidade
(ZHONG et al., 1997).

O equilibrio de fases a altas presses pode ser determinado por
diferentes metodologias experimentais, apresentados e discutidos em
diversos trabalhos na literatura, como por exemplo, Dohrn e Brunner
(1995), McHugh e Krukonis (1994), entre outros. A sele¢do da técnica
mais adequada depende basicamente de trés fatores: custo, propriedades
fisico-quimicas dos componentes envolvidos e condi¢cdes de operacao
dos experimentos (LANZA, 2004). As técnicas usadas para esta
investigacdo podem ser classificadas de acordo com o método
empregado para analisar a composicdo das fases ou de acordo com a
maneira pela qual uma fase se desloca em relacdo & outra (DOHRN e
BRUNNER, 1995; DARIVA, 2000; ROSSO, 2009).

O Quadro 1 apresenta algumas caracteristicas dos principais
métodos experimentais para determinacdo do equilibrio de fases, como
aplicacgdes indicadas, vantagens e desvantagens do método.

A principal caracteristica do método estatico sintético, utilizado
no presente estudo, esta no fato da célula de equilibrio, uma vez
carregada com uma mistura de composicdo global conhecida
previamente, permanecer fechada até que o equilibrio seja estabelecido.
Neste método, a composicdo das fases em equilibrio é determinada
indiretamente, sem a necessidade de amostragem (uma das vantagens do
método), preservando o sistema contra distlrbios na pressdo. O conceito
do método é aumentar a pressdo do sistema, levando-se a uma Unica fase
e posteriormente manipular a pressao até o surgimento de uma segunda
fase, detectada visualmente através da formacdo de bolhas ou
turvamento da solugdo. Com isso, & possivel localizar a regido de
transicdo de fases e tracar as curvas de bolha e/ou orvalho para sistemas
liquido-vapor, liquido-liquido e sélido-fluido. Desta forma, o valor da
pressdo no instante em que ocorre ponto de orvalho ou de bolha para
certa temperatura corresponde a condi¢do em que a composi¢do global
do sistema € igual & composicdo da fase wvapor ou liquida,
respectivamente. Como outras vantagens do método estatico sintético
tém-se: procedimento experimental simplificado e utilizacdo de
pequenas gquantidades de solvente e soluto em cada experimento, o que
permite reduzir os custos experimentais (LANZA, 2004; ROSSO,
2009).



Revisdo Bibliografica

63

Quadro 1. Consideragdes gerais sobre os métodos experimentais de equilibrio
de fases a alta presséo.

Método Aplicacies Vantagens Desvantagens
- Determinagio de solubi-
lidade de s6lidos e liquidos X .
° . - Simplicidade de constru- N . .
muito viscosos em solven- | _ - Aplicagdo restrita a siste-
Lo . ¢do e operacio. e
Dindmico tes pressurizados. _ . mas bifdsicos.
. N _ A - Deteccio de baixos .
Extrativo - Extragio ou fraciona- . - Apenas a fase leve é
valores de solubilidade. .
mento de componentes de . analisada.
- Baixo custo.
fases pesadas.
- Aplicivel somente ao e-
quilibrio fluido-fluido.
. - Flutuacio na pressio.
- Baixo tempo de L P
e - N&o indicado para re-
Lo B residéncia na zona de L L
Dindamico - Sistemas envolvendo gides proximas ao ponto
L. L temperatura elevada. . .
Continuo compostos termoldbeis. . critico da mistura.
- Analise de ambas as _
fases - Alto custo de construgio.
o - Alto consumo de
CcOmMpostos.
- Dispensa amostragem.
- Nao ha perturbacio do
. sistema.
- Qualquer sistema envol- _
. e - Custo de construgao . -
Estatico vendo equilibrio de fases ) i - Dificil  aplicagio a
. . . s relativamente baixo. ) o
Sintético fluido-fluido ou  sélido- . sistemas multifasicos.
) - Operagdo simples.
fluido. . - .
- Identificagio do tipo de
equilibrio e transigio.
- Prevé amostragem, o que
pode ocasionar perturba-
- Qualquer sistema envol- . . coes ao sistema.
. Qualg . . - Aplicado tanto a sistemas | © _‘
Estatico vendo equilibrio de fases | . .. . - Nido recomendado para
. . . . bifdsicos quanto a sistemas o .
Analitico fluido-fluido ou sdlido- e regides proximas ao ponto
i multifasicos. = .
fluido. critico da mistura.
- Alto custo de operagio.
- Redugdo no tempo de
. equilibrio. - Alto custo total do equi-
. - Sistemas envolvendo e- PP
Com e ) - Amostragem mais facil e | pamento.
. _ | quilibrio de fases fluido- K k .
Recirculacio fluid segura, reduzindo a possi- | - Alta complexidade de
uido. I - -
bilidade de perturbacio. operagio.

Fonte: Lanza (2004); Rosso (2009).
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3.5.1. Comportamento de fases de misturas

O comportamento de fases depende fortemente das interacdes
energéticas, da diferenca de tamanho e de polaridade entre as moléculas
envolvidas no sistema (BENDER, 2008). Misturas contendo muitos
componentes sdo frequentemente encontradas em sistemas reais, como
extratos de plantas. A diferenga entre misturas multicomponentes e
misturas complexas é arbitraria. Uma mistura multicomponente é uma
mistura contendo mais de trés componentes, onde todos 0os compostos
sdo identificados, enquanto que uma mistura complexa é uma mistura
contendo mais de trés componentes, onde o nimero total de compostos
¢ desconhecido e muitos dos compostos ndo sdo identificados
(BRUNNER, 1994).

Em alguns casos, a concentragdo da maioria dos componentes
pode ser pequena quando comparada a concentracdo do composto
principal e, entdo, o estudo do comportamento de fases pode considerar
unicamente os componentes principais. O uso de compostos individuais
para representacdo de equilibrios de fases de sistemas complexos
depende do propésito para o qual os dados obtidos serdo utilizados. Por
outro lado, em alguns processos envolvendo  misturas
multicomponentes, 0s compostos minoritarios sdo os componentes de
interesse e a sua distribuicdo nas fases em equilibrio é importante, como
por exemplo, para a concentracdo desses compostos durante a extragdo
(BRUNNER, 1994).

H& uma diversidade de comportamentos de fases reportados na
literatura cuja classificacdo € apresentada por Prausnitz, Lichtenthaler e
Azevedo (1999) com base em estudo de Scott e van Konynenburg
(1970) (mais detalhado em van Konynenburg e Scott (1980)), que
identificou cinco tipos basicos que podem ser descritos qualitativamente
a partir da equacdo de van der Waals, e de Rowlinson e Swinton (1982)
gue introduziram um sexto tipo comumente encontrado em sistemas
envolvendo agua e que sé pode ser descrito usando fungGes potenciais.
Na Figura 7 sdo apresentados os seis tipos de diagramas de fases, cuja
complexidade aumenta em fungdo da maior assimetria molecular entre
0s componentes presentes no sistema (diferenca de tamanho, polaridade
e funcionalidade molecular). A excecio do Tipo I, todos os diagramas
apresentam a ocorréncia de imiscibilidade liquido-liquido.
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Figura 7. Tipos de comportamentos de fases.

TIPO I TIPO II

=g

TIPO 1II TIPO IV

TIPO V TIPO VI

I, e l,: fases liquidas de diferentes composicdes; |,1,g: equilibrio trifasico; I,=1,:
equilibrio liquido-liquido (ELL); I=g: equilibrio liquido-vapor (ELV); l,:=l,+g e
l,;=g+l,: pontos criticos terminais.

Fonte: Bender (2008)
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Na Figura 7, cada fase liquida de diferente composicdo é
identificada como I, ou I, e o equilibrio trifasico é indicado como I4l,g.
Os pontos criticos I=g representam a curva formada por todos os pontos
onde coexistem uma fase liquida e uma fase gasosa com a mesma
composi¢cdo. Da mesma forma, 1;=I, corresponde a curva de equilibrio
entre duas fases liquidas. Os pontos indicados por l;=g+l, indicam a
coexisténcia de uma fase liquida e de uma fase gasosa de igual
composic¢do em equilibrio com uma outra fase liquida. Por outro lado,
l,=l,+g sdo pontos onde existem duas fases liquidas criticas (de igual
composicdo) em equilibrio com uma fase gasosa. Em ambos 0s casos,
ha o desaparecimento de uma das fases liquidas no equilibrio trifasico
devido a variagBes de temperatura. S&o chamados pontos criticos
terminais e ndo se deve confundi-los com o ponto critico de solugdo. O
ponto a partir do qual um aumento de temperatura provoca esse
desaparecimento corresponde ao ponto critico terminal superior (UCEP,
Upper Critical End Point). Se, ao contrario, uma das fases liquidas
desaparece com uma diminuicdo da temperatura, 0 ponto em questdo é
chamado ponto critico terminal inferior (LCEP, Lower Critical End
Point). As linhas pontilhadas na Figura 7 representam as curvas de
pontos criticos das solugdes. Cada ponto sobre a linha é o ponto critico
para uma mistura de composic¢do fixada.

Com base na compilagdo de Prausnitz, Lichtenthaler e Azevedo
(1999) e adaptacdo de Bender (2008), os tipos de diagrama podem ser
descritos brevemente como:

v' Tipo I: obtido quando os fluidos da mistura binaria possuem
natureza quimica similar. Apenas poucos sistemas envolvendo
substancias polares sdo conhecidos por exibirem comportamento do
Tipo I.

v" Tipo Il similar ao tipo |, exceto que, a baixas temperaturas hé a
presenca de uma imiscibilidade liquido-liguido em algumas
composi¢oes, surgindo uma linha critica adicional.

v" Tipo llI: caso de misturas com ampla imiscibilidade em que o
eixo da linha critica do equilibrio liquido-liquido é deslocado para
temperaturas mais elevadas, podendo interceptar com a linha critica do
equilibrio liquido-vapor, dividindo-o em dois ramos. O primeiro comeca
no ponto critico do componente mais volatil, I;=g, terminando no ponto
l;=g+l, onde as fases liquida (rica no componente mais volatil) e gasosa
tém a mesma composicdo. O segundo ramo corresponde a linha 1;=I, em
altas pressfes terminando no ponto critico do componente menos
volatil. Portanto, os diagramas de tipo Il se caracterizam por resultar da
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intersecdo de regides de coexisténcia de fases e por apresentarem uma
linha divergente de pontos criticos.

v' Tipo IV: ocorre quando a linha dos pontos criticos do diagrama
de fases do tipo Il se curva de modo a interceptar a curva de equilibrio
trifasico I;1,g. Assim, esses diagramas resultam também da intersecéo de
regides de coexisténcia de fases e se caracterizam por exibirem uma
linha critica que parte do ponto critico do composto menos volatil e
converge para a linha de equilibrio trifdsico com uma transicdo continua
del-gal-l.

v' Tipo V: semelhante ao diagrama do Tipo IV, porém com o
ponto critico terminal de baixa temperatura oculto devido a presenca de
uma fase solida, o que dificulta sua visualizacdo experimentalmente.

v" Tipo VI: comportamento observado em sistemas binarios onde
0S compostos possuem algum grau de associacdo. Existe, neste caso,
uma regido de imiscibilidade liquido-liquido com uma linha critica que
comeca em um ponto critico inferior terminal e converge para um ponto
critico superior terminal. A linha critica | = g é semelhante aquela
exibida pelos diagramas do Tipo I.

3.6. Formacao de particulas

Nas Gltimas décadas, os setores de agricultura, medicina,
farmacia e biotecnologia tém demonstrado grande interesse por
micro/nanotecnologia, ou seja, pelo estudo de estruturas em escalas
micro e nanométrica, seus processos de obtencdo e sua caracterizagao.
Os recentes avancos tecnoldgicos na 4area de nanomateriais,
principalmente no campo farmacéutico, fizeram a nanotecnologia
emergir para a industria de alimentos como uma solu¢éo inovadora para
agregar funcionalidades e melhorar a qualidade e seguranca de
alimentos, ndo somente na forma de novos ingredientes como também
através do desenvolvimento de novos materiais para embalagens e
ferramentas de deteccdo de qualidade (THIES, 1996; MOHANRAJ;
CHEN, 2006).

De modo geral, substdncias reduzidas a tamanhos muito
pequenos transpoem barreiras bioldgicas mais facilmente, apresentando
maior bioabsor¢do e transporte celular (JONG; BORM, 2008). Porém,
particulas em escalas micro e nanométricas apresentam elevada éarea
superficial, o que em alguns casos pode acelerar a degradacdo de
compostos presentes (MEZZOMO, 2012).
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Nas particulas compostas por material polimérico, as substancias
ativas podem estar dissolvidas, recobertas, absorvidas ou quimicamente
ligadas, podendo também ser chamadas de coprecipitados, ou
encapsuladas, nesse caso chamadas de cépsulas (RANJIT; BAQUEE,
2013). O encapsulamento pode ser descrito como um processo para
envolver materias (s6lidos, goticulas de liquidos ou gases) com uma
capa inerte que, por sua vez, os isola e protege do meio externo
(GHOSH, 2006). Além de proteger esses materiais de reacfes de
deterioragdo por um maior periodo de tempo, o enpasulamento
proporciona outros beneficios potenciais como prevenir a perda de
compostos volateis, mascarar odores e sabores desagradaveis, imobilizar
proteinas e enzimas e liberacdo controlada (GHOSH, 2006; GOMES;
MOREIRA; CASTELL-PEREZ, 2011). Assim, a combinacdo de
nanotecnologia e encapsulamento surgiu como uma solucéo viavel para
gerar sistemas de liberacdo controlada com propriedades especificas.
Porém, h4 dificuldades a ser superadas na producéo de particulas como
potencial toxicidade relativa ao polimero empregado ou a residuos de
solventes orgénicos, capacidade de encapsulamento em funcdo da
solubilidade em &gua dos materiais, ampliacdo de escala, agregacéo de
particulas, entre outras (MOHANRAJ; CHEN, 2006; JONG; BORM,
2008; TIWARI; TAKHISTOV, 2012).

Muitos sistemas de encapsulamento tém sido elaborados a partir
de polimeros biodegradaveis, biocompativeis, ndo toxicos e
financeiramente convenientes. Particulas sintetizadas com polimeros
geralmente apresentam maior estabilidade para armazenamento por
periodos de tempo mais longos e especificidade de liberacdo com acéo
localizada (TIWARI; TAKHISTOV, 2012). Além de proteger o0s
compostos encapsulados, o tipo de polimero utilizado exerce outro
importante papel na qualidade do produto final, uma vez que é ele que
estabelece como o composto encapsulado sera liberado em funcédo de
sua composicao, forma de interagdo com o material encapsulado e com
0 meio de liberacdo, caracteristicas de superficie, como carga e
permeabilidade, entre outros (MOHANRAJ; CHEN, 2006;
FRANCESCHI et al., 2008b).

Em geral, polimeros sintéticos apresentam alta pureza e
reprodutibilidade, quando comparados aos polimeros naturais, € sdo
concebidos com funcionalidades especificas, que podem ainda ser
alteradas pela adicdo de outros ligantes no momento da producgdo das
particulas (ANDERSON; SHIVE, 1997). Entre os polimeros sintéticos,
0 grupo poliester (i.e., poli(acido latico) (PLA), poli(e-caprolactona)
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(PCL), poli(acido glicolico) (PGA)) ¢ de interesse da area biomédica e
alimenticia devido as suas propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Em particular, o poli(acido latico-co-&cido
glicélico) (PLGA), por ser bioabsorvivel, uma vez que hidrolisa em
acido l4ctico e o &cido glicolico, e por ser aprovado para tratamento
terapéutico em humanos pelo FDA (Food and Drug Administration -
6rgdo governamental dos Estados Unidos da América responsavel pelo
controle dos alimentos, medicamentos e cosméticos) (ANDERSON;
SHIVE, 1997; ASTETE; SABLIOV, 2006). Por essa razdo, esse
polimero foi escolhido para ser utilizado neste estudo e mais
informac®es sdo apresentadas a seguir.

3.6.1. Poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA)

O poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), um copolimero
de poliacido latico (PLA) e poliacido glicélico (PGA), é um dos
biomateriais mais estudados entre disponiveis para liberacdo controlada
de compostos. Devido a um carbono a assimétrico, o polimero PLA
pode ser produzido em forma cristalina ou amorfa, porém suas
propriedades fisico-quimicas permanecem praticamente inalteradas,
enquanto o PGA apresenta estrutura cristalina. O PLGA pode ser
processado em praticamente qualquer forma e tamanho e é capaz de
encapsular moléculas de uma ampla faixa de tamanho (WU; WANG,
2001). Em 4gua, esse polimero biodegrada por hidrélise de suas ligagdes
éster, 0 que provoca alteragdes de suas propriedades com o tempo, como
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e peso molecular, influenciando a
liberacdo e a velocidade de degradacdo dos compostos incorporados
(MAKADIA; SIEGEL, 2011).

As propriedades fisicas do PLGA sdo funcéo de diferentes fatores
como peso molecular, razdo entre os mondémeros de &cido latico e
glicélico na cadeia polimérica, superficie de exposicao e temperatura de
armazenamento (HOUCHIN et al., 2009). Devido a presenca de grupos
metilicos no PLA, sua maior proporcdo na cadeia do PLGA diminui a
hidrofilicidade deste fazendo com que absorva menos agua e seja
degradado mais lentamente. Além disso, a propor¢cdo entre 0s
monodmeros afeta também o grau de cristalinidade e a temperatura de
fusdo do PLGA. Ao aumentar a razdo PLA/PGA, reduz-se a Tg e a
velocidade de hidratacdo e de hidrélise levando, consequentemente, a
uma degradacdo mais lenta, com excec¢do da razdo 50:50 que apresenta
degradacdo mais rapida entre todos os tipos de PLGA disponiveis
comercialmente (HOUCHIN et al., 2009; MAKADIA; SIEGEL, 2011).
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Quanto ao peso molecular, seu aumento esta relacionado com cadeias
polimericas maiores que requerem mais tempo para degradar (PARK,
1994).

A liberacdo de compostos a partir de particulas formadas por
esses polimeros pode ocorrer por difusdo através da matriz polimérica,
por erosdo desse material polimérico - uma vez que a velocidade de
penetracdo de 4gua na matriz é maior que a de degradacédo do polimero-,
ou pela combinagdo desses dois mecanismos. Além disso, 0 aumento da
disponibilidade de grupos terminais carboxilicos resultantes da
biodegradacdo autocatalisam o processo (ANDERSON; SHIVE, 1997;
MAKADIA; SIEGEL, 2011). Geralmente, duas fases podem ser
observadas na cinética de liberagdo de particulas com PLGA: um pico
inicial seguido de wuma liberagdo progressiva dos compostos
particulados. A fase inicial é funcdo principalmnte da solubilidade,
concentracdo e hidrofobicidade do composto contido na matriz
polimérica. Na segunda fase, a 4gua que penetra na matriz comega a
hidrolisar o polimero e a sua degradacdo gradativa favorece o
aparecimento de novos caminhos para a difusdo dos compostos a serem
liberados até a erosdo completa da matriz.

O PLGA esta entre os polimeros de maior interesse em pesquisas
biomédicas envolvendo o desenvolvimento de sistemas de liberacdo
controlada de farmacos e engenharia de tecidos (WU; WANG, 2001),
mas pode ter importantes aplicacbes na area alimenticia, o que tem
levado a um aumento de estudos nesse sentido (GOMES; MOREIRA,;
CASTELL-PEREZ, 2011; HILL; TAYLOR; GOMES, 2013; SILVA et
al., 2014b).

3.6.2. Processos de formacao de particulas

Um dos objetivos do estudo e desenvolvimento de sistemas
particulados é controlar caracteristicas que determinam sua
funcionalidade e suas propriedades de aplicagio como tamanho e
distribuicdo de tamanho, morfologia da particula e propriedades de
superficie para proporcionar boa resisténcia mecanica, alta eficiéncia de
encapsulamento, maior absorcao celular, facil manipulagéo, baixo custo
de operacdo, permeabilidade e difusdo adequadas, controle de liberacdo
e manutencdo da atividade biolégica do material encapsulado, entre
outros (LIN; NG; WIBOWO, 2007; MARTIN et al., 2010; RANJIT;
BAQUEE, 2013). Essas caracteristicas sdo afetadas, ndo somente pelo
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tipo de polimero utilizado, mas também pela técnica de producdo e
condicdes de processo utilizadas (ASTETE; SABLIOV, 2006).

As técnicas de formagdo de particulas incluem processos
quimicos, como a inclusdo molecular ou polimerizacdo interfacial;
técnicas fisico-quimicas, como coacervacdo; e processos fisicos, como
spray drying, co-cristalizacdo, cxtrusdo ou leito fluidizado (MARTIN et
al., 2010). No presente estudo serdo empregadas duas técnicas de
formacao de particulas, por emulsificagdo/evaporacéo do solvente e com
dioxido de carbono supercritico como antissolvente, apresentadas a
seguir.

3.6.2.1. Método emulsificacao/evaporacéo do solvente

O método de emulsificacdo e evaporagdo do solvente (ESE) tem
sido frequentemente empregado, face a simplicidade dos procedimentos
envolvidos e a possibilidade de modulacédo das caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas das particulas por meio da escolha dos componentes da
formulag&o e das condic¢des de preparacdo (LI; ROUAUD; PONCELET,
2008). Nessa técnica, o composto de interesse e 0 polimero sdo
dissolvidos ou dispersos em um solvente com ponto de ebulicdo
bastante inferior ao solvente da fase externa (geralmente aquosa)
contendo um estabilizante da dispersdo para manter a individualidade
das gotas. A fim de garantir a formacdo das particulas e proporcionar
uma elevada taxa de encapsulamento, o farmaco e o polimero devem ter
baixa solubilidade na fase externa. Apds emulsificacdo, o solvente da
fase interna é removido pelo uso de calor, ou ainda, pela evaporacdo em
temperatura ambiente, que pode ser acelerada pela aplicacdo de pressao
reduzida. As microesferas formadas podem ser lavadas com solvente
adequado para a eliminagdo de materiais ndo encapsulados e separadas
por filtragdo ou centrifugacdo (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008;
WATTS; DAVIES; MELIA, 1990).

Podem ser utilizados diferentes tipos de emulsdes, sendo as de
6leo em agua (O/A), indicadas para compostos mais hidrofobicos,
vantajosas porque utilizam a &gua como ndo-solvente, ou seja, o
processo é econdmico, ndo necessita de reciclagem, as particulas séo
facilmente lavadas e raramente aglomeram. Para materiais mais
hidrofilicos, a formacdo de particulas pode ser realizada por meio de
uma emulsdo inversa (A/O), na qual um solvente polar contendo o
farmaco e o polimero sdo emulsionados em uma fase oleosa, como o
6leo mineral. E possivel, ainda, a obtencdo de uma emulsio multipla
(A/O/A), em que a fase aquosa contendo o material a ser precipitado é
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disperso em uma solucdo do polimero no solvente volatil, e essa
emulsdo resultante (A/O) é, por sua vez, dispersa em uma segunda fase
aquosa (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008; WATTS; DAVIES;
MELIA, 1990).

A granulometria das microparticulas pode ser controlada por
varios parametros (viscosidade, velocidade de agitacdo e tipo de
estabilizante e solventes utilizados). A homogeneizacdo da emulsdo
constitui uma etapa determinante do processo uma vez que o tamanho
final das particulas depende do tamanho das gotas formadas aqui, e que
uma dispersdo insuficiente das fases resulta em particulas maiores e com
grande distribuicdo de tamanho. A ultrassonificacdo e 0s
microfluidizadores podem ser utilizados para se obter gotas com
tamanhos bastante reduzidos (SILVA et al., 2003; MAINARDES;
EVANGELISTA, 2005). Concentracdes mais elevadas de polimero
podem levar ao aumento da viscosidade da fase interna, resultando em
sua baixa dispersibilidade na fase externa e, consequentemente, maiores
tamanhos de particula. Assim como, concentracBes insuficientes de
estabilizante podem gerar gotas mais frageis com tendéncia a
coalescéncia, originando particulas maiores (MAINARDES;
EVANGELISTA, 2005).

Ao final do processo é obtida uma suspensédo coloidal aquosa de
particulas. Entretanto, durante o tempo de armazenamento, pode ocorrer
a agregacdo das particulas no meio, assim como problemas de
estabilidade quimica do polimero ou das demais matérias-primas. Esses
problemas sdo minimizados através da secagem sob condigdes
adequadas das suspensdes ou liofilizacdo (remocdo da agua na forma de
gelo através de sublimacdo) das mesmas empregando-se um crioprotetor
(e.g., trealose) para evitar a agregagdo das particulas durante o
congelamento das suspens@es, tornando-as ressuspendiveis. Esse efeito
crioprotetor ou lioprotetor dos acUcares ¢ atribuido a formacdo de uma
matriz amorfa ao redor das particulas, promovendo um espagamento
entre as mesmas e evitando que cristais de gelo rompam as particulas e
agreguem durante o congelamento (ASTETE; SABLIOV, 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.6.2.2. Formacao de particulas utilizando fluidos supercriticos
Com intuito de controlar as caracteristicas das particulas, também

tém sido propostas técnicas baseadas em fluidos supercriticos, no
sentido de explorar as caracteristicas de manipulacdo do poder solvente
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e da alta difusividade que sdo peculiares dos fluidos nas proximidades
do ponto critico que é efetuado pela manipulacdo da temperatura e/ou
pressdo do sistema. A literatura vem mostrando a viabilidade de
utilizacdo de fluidos sub ou supercriticos como solventes ou
antissolventes na producdo de particulas, geralmente com processo em
estagio Unico e ambientalmente aceitavel (FAGES et al.,, 2004). A
obtencdo de particulas com tamanho, distribuicdo de tamanho e
morfologia controlados empregando fluidos supercriticos ocorre como
fungcdo de par&metros operacionais como: natureza do solvente e do
material de interesse, pressdo, temperatura, concentragdo do material a
ser precipitado e agente encapsulante na solucdo precipitante, razdo
entre as vazfes de solucdo precipitante e antissolvente, tempo de
residéncia no reator e aditivos empregados (cossolvente, catalisador,
tensoativos) (AYMONIER et al., 2006; REVERCHON; CAPUTO; DE
MARCO, 2003). A alta solubilidade da maioria dos solventes organicos
em fluidos supercriticos permite uma eficiente separacdo do solvente e
do antissolvente das particulas apds a precipitacdo, o que resulta em
produtos de alta pureza, isentos de solventes, e, ainda, possibilita o
reaproveitamento do solvente e do antissolvente (MIGUEL et al., 2006).
O uso do SC-CO,, principal fluido supercritico utilizado, propicia meio
inerte apropriado para processar facilmente substdncias oxidaveis e a
possibilidade de processar moléculas termossensiveis devido suas baixas
temperatura e pressdo criticas (KALOGIANNIS; MICHAILOF;
PANAYIOTOU, 2006; MIGUEL et al., 2008; COCERO et al., 2009).
Os processos supercriticos de formacao de particulas podem ser
classificados de acordo com a funcéo do fluido supercritico no processo:
solvente, antissolvente, cossolvente ou soluto, ou ainda como gas
propelente (COCERO et al., 2009). As técnicas de recristalizagdo que
empregam fluidos pressurizados como solvente sdo RESS (Rapid
Expansion of Supercritical Solutions - Rapida Expansdo de Solucgdes
Supercriticas) e SSI (Supercritical Solvent Impregnation - Impregnacéo
por Solvente Supercritico); como soluto é o método PGSS (Particles
from Gas Saturated Solutions - Particulas a partir de Solugdes Saturadas
de Gé&s); e como antissolvente sdo os métodos SFEE (Supercritical
Fluid Extraction of Emulsions - Extracdo Supercritica de Emulsdes,
também chamado de SAS de Emulsdo) e GAS (Gas Antisolvent - Gas
Antissolvente), bem como suas variagbes como SAS (Supercritical
Antisolvent - Antissolvente Supercritico), PCA (Precipitation with a
Compressed Antisolvent - Precipitacdo com Antissolvente Comprimido),
ASES (Aerosol Solvent Extraction System - Sistema de Extracdo de
Solvente em Aerossol), SEDS (Solution Enhanced Dispersion by
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Supercritical Fluids - Dispersdo da Solucdo Aumentada por Fluidos
Supercriticos), em que a diferenca entre as técnicas estd no modo como
0 antissolvente e a solucdo organica contendo o material a ser
precipitado sdo colocados em contato (YEO; KIRAN, 2005; COCERO
et al., 2009; FRANCESCHI et al., 2009). Na literatura sdo encontrados
diversos trabalhos com uma ampla revisdo sobre dos fundamentos e
aplicacGes dos processos de precipitacdo e encapsulamento que utilizam
fluidos supercriticos, entre eles os trabalhos de Jung e Perrut (2001),
Yeo e Kiran (2005), Martin e Cocero (2008) e Cocero et al. (2009).

O principio basico dos métodos antissolvente, em especial da
metodologia SAS, reside no fato de que os solutos (extrato e polimero)
sejam completamente misciveis no solvente organico e imisciveis ou
muito pouco misciveis no antissolvente e, ainda, que o solvente
organico possua maior afinidade pelo antissolvente do que pelos solutos.
Assim, quando a solugdo contendo os solutos é posta em contato com o
antissolvente, a solubilidade dos solutos no solvente organico é
drasticamente reduzida, devido ao antissolvente causar um decréscimo
no poder de solvatacdo do solvente organico levando a precipitagdo do
soluto na forma particulada (YEO; KIRAN, 2005; MARTIN; COCERO,
2008; COCERO et al., 2009). A solucéo é aspergida através de um fino
bocal em uma cdmara de precipitacdo j4 carregada com o antissolvente e
em condicBes de temperatura e pressdo ja estabilizadas e constantes,
mantendo-se a adi¢do constante do antissolvente. Apds a injecédo de todo
0 volume de solucdo, o antissolvente continua a fluir por mais alguns
instantes visando a secagem das particulas geradas e remocdo do
solvente organico residual. Entdo a camara é despressurizada e é feita a
retirada do material precipitado, normalmente depositado sobre um filtro
colocado no fundo da camara para evitar que as particulas sélidas sejam
arrastadas pela tubulagdo para fora da cémara precipitadora
(FRANCESCHI, 2009). A Figura 8 apresenta um diagrama esquematico
do processo SAS.

Com técnica SAS é possivel fazer encapsulamento, quando as
particulas finais apresentam uma fina camada de polimero recobrindo o
material de interesse, ou coprecipitacdo simultdnea dos compostos de
interesse e de seu carreador (e.g., polimero) formando compésitos
desses materias. Para isso pode ser utilizada Gnica solucdo em que todos
0s materiais em suspensdo ou, quando 0 agente encapsulante e a
substancia ativa ndo sdo sollveis no mesmo solvente, é possivel
preparar diferentes solu¢bes, uma para cada substancia, e submeter
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ambas a precipitagdo simultanea (KALOGIANNIS; MICHAILOF;
PANAYIOTOU, 2006; COCERO et al., 2009).

Figura 8. Diagrama esquematico do processo SAS.

Bomba de CO2

Reservatorio

de solugao
|
Bomba
Precipitador de solugao
Reservatorio
de CO2 ecuperagao
o solvente

Valvula

Fonte: Martin e Cocero (2008).

Os mecanismos que controlam a fomacdo de particulas pelo
processo SAS sdo complexos, pois envolvem um efeito combinado de
dindmica dos fluidos (meio de aspersdo), transferéncia de massa,
cinética de nucleacdo e termodindmica (equilibrio de fases do sistema a
alta pressdo) (REVERCHON; CAPUTO; DE MARCO, 2003). Ja a
eficiéncia de encapsulamento desse processo depende de diversos
pardmetros, em particular da concentracdo inicial da substancia ativa e
do material de cobertura (agente encapsulante) e da afinidade entre esses
dois materiais. Se existir alta afinidade entre os materiais & possivel
incorporar o nucleo (substancia ativa) no carreador em um estado
amorfo. Se ndo existir afinidade, pode ocorrer a precipitagdo segregada
dos materiais (YEO; KIRAN, 2005). Também, a concentracéo inicial da
substancia ativa e do agente encapsulante pode interferir ou determinar a
morfologia das particulas obtidas (COCERO et al., 2009).

3.7. Consideracgdes a respeito do estado da arte

A tendéncia das indUstrias alimenticia, farmacéutica, cosmética
atualmente é desenvolver produtos seguros e com qualidade, tanto para
a salde dos consumidores quanto para 0 meio ambiente, para atender a
um mercado cada vez mais exigente. Com isso, métodos alternativos de
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extracdo e preservacdo de compostos de interesse na forma de
nutracéuticos, farmacos e cosméticos estéo surgindo.

Outra tendéncia do mercado é o aproveitamento de residuos com
intuito de minimizar seu impacto ambiental, podendo, ao mesmo tempo,
agregar valor a esses subprodutos. A composicdo das sementes de
maracuja, conforme relatado anteriormente, faz com que esse
subproduto da producdo de polpa e suco dessa fruta tenha grande
potencial para reaproveitamento e agregacdo de valor. Em parte isso ja
acontece com a producao de 6leo de semente de maracuja, mas ainda em
pouca gquantidade considerando o volume de sementes resultante de toda
a producdo nacional de sucos. Por sua vez, 0 processo de obtencdo desse
Oleo gera um novo residuo, a torta, que também pode apresentar
potencial de utilizacdo para a obtencdo de compostos de interesse.

Considerando que a maioria dos compostos ativos apresenta
sensibilidade térmica, a precipitacdo destes em microparticulas
poliméricas pode conferir estabilidade e protecdo a estes materiais
bioativos de interesse, garantindo que mantenham suas propriedades no
produto final, apds o processamento industrial e exposi¢do a condigdes
adversas que possam causar degradagdo dos mesmos. Uma das areas
mais desenvolvidas desta tecnologia diz respeito a producdo de
farmacos. Mas, segundo alguns autores, um futuro promissor esta
reservado para a area alimenticia e nutracéutica na producdo de
compostos com alto valor agregado e pureza. Assim sendo, a
precipitacdo/encapsulamento desses materiais é uma alternativa bastante
atraente do ponto de vista tecnoldgico e econémico.

A motivacdo para a realizacdo do presente trabalhou se baseou no
potencial de aproveitamento que os residuos da producdo de suco e de
oleo de semente oferecem, aliado ao fato de serem encontrados poucos
estudos na literatura envolvendo extracdo supercritica de Oleo de
semente de maracuja e, até 0 momento, nada ter sido encontrado sobre o
reaproveitamento da torta. Assim como, a falta de dados na literatura,
até o presente, sobre equilibrio de fases de sistemas contendo 6leo de
semente de maracuja e estudos de precipitacdo/encapsulamento desse
material, especialmente em meio supercritico.



4. MATERIAL E METODOS

A sequir estdo apresentados e descritos o material e 0s métodos
utilizados neste trabalho. Inicialmente foram realizadas analises de
caracterizacdo das matérias-primas, semente de maracuja e torta de
semente de maracuja, como seu teor de umidade e substancias volateis,
a avaliacdo do diametro médio de seus fragmentos e testes cinéticos para
estabelecer as condi¢fes de operacdo de extracdo supercritica para a
determinacéo do rendimento global de extrato (Xo).

Foram realizadas operacGes de extracdo com solventes organicos
em ambas as matérias-primas para verificar a influéncia do método e
dos solventes usados no rendimento de extracdo e nas atividades
biologicas dos extratos, e comparar esses resultados com os das
extracdes supercriticas em diferentes condigBes de temperatura e
pressao.

Com base nos resultados de rendimento e de atividades
bioldgicas, dois extratos foram selecionados para a realizacdo dos
experimentos de formagdo de particulas com polimero. O PLGA foi
escolhido por ser um biopolimero comumente empregado no
encapsulamento de produtos naturais, devido sua degradacdo por
hidrolise gerando produtos que sdo absorvidos pelo organismo, como o
acido lactico e o acido glicolico, o que levou a sua aprovacdo pelo FDA.
Foram utilizados dois tipos de PLGA, com diferentes pesos moleculares
e razBes entre os copolimeros de acido latico e acido glicolico, 50:50 e
65:35. Também foram aplicadas duas técnicas diferentes de sintese de
particulas: com  antissolvente  supercritico (SAS) e por
emulsificagdo/evaporacdo do solvente (ESE), para avaliar a influéncia
das técnicas, dos extratos e dos polimeros nas propriedades das
particulas formadas, na eficiéncia de encapsulamento e no perfil de
liberacdo.

Com a finalidade de serem obtidas informagdes sobre o
comportamento do sistema contendo extrato e solvente em meio
supercritico, sem e com a adicdo do polimero, visando operacOes
precipitacdo, foram realizados ensaios de equilibrio de fases
termodinamico.

A caracterizacdo das matérias-primas, as extracfes, a avaliacdo
das atividades antioxidantes dos extratos e a determinagdo do seu
contetido total de compostos fendlicos foram realizadas no Laboratorio
de Termodindmica e Extracdo Supercritica - LATESC, do Departamento
de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina - EQA/UFSC, assim como 0s experimentos
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de equilibrio de fases e de formacdo de particulas com tecnologia
supercritica. Os ensaios de sintese de particulas utilizando a técnica por
emulsificacdo/evaporacdo do solvente (ESE) foi realizada na
Universidade Texas A&M (EUA), juntamente com as andlises de
caracterizacdo das particulas formadas por ambos os métodos, estudo de
liberacdo controlada dos extratos coprecipitados e avaliagcdo de atividade
antimicrobiana de extratos e particulas, conforme projeto de estagio
doutoral no exterior (PDSE/CAPES n° 14219/2013-01).

4.1. Matéria-prima vegetal

Os residuos do processamento de suco de maracuja (Passiflora
edulis f. flavicarpa) — semente — e da obtencdo de 6éleo de semente de
maracuja — torta de semente —, apresentados na Figura 9, foram cedidos
pela empresa Extrair Oleos Naturais localizada no estado do Rio de
Janeiro. Por sua vez, essa empresa coletou as sementes em uma industria
de polpa do Espirito Santo no dia 11 de maio de 2012. A coleta e
limpeza das sementes ocorreram no mesmo dia, para entdo serem secas
em temperatura de até 60 °C em um secador rotativo. O processo de
limpeza das sementes foi submetido a registro de patente pela empresa
gue ndo pbde dar mais detalhes. A torta é proveniente do 6leo extraido
no dia 14 de maio de 2012.

No recebimento, separou-se uma amostra de cada matéria-prima
para a determinacdo do teor de umidade do material (conforme subse¢édo
4.1.1.) e o restante foi acondicionado em sacos plasticos de polietileno,
em porgBes de aproximadamente 2 kg para facilitar o manuseio, e
armazenado em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, S&o
Paulo/SP) a temperatura de aproximadamente -18 °C até o momento da
utilizag&o.

Como as sementes de maracuja recebidas ja estavam secas e
limpas, o Unico pré-tratamento necessario foi a moagem, feita em
liquidificador doméstico (Black & Decker, SP, Brasil), momentos antes
das extracfes. Enquanto para a torta de semente de maracuja, por ja se
tratar de um pd seco, ndo houve necessidade de pré-tratamento. A
Figura 9 apresenta fotos das matérias-primas, (a) semente de maracuja e
(b) torta de semente de maracuja, no recebimento e também da (c)
semente de maracuja triturada logo antes da extracao.


https://sistemas.capes.gov.br/linhadireta/admin/processo/index.seam?conversationPropagation=begin
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Figura 9. Semente de maracuja (a) e torta de semente de maracuja (b) no
recebimento, (c) semente de maracuja triturada pronta para extragéo.

4.1.1. Determinacao do teor de umidade e substancias volateis

O teor de umidade e substancias volateis presentes na matéria-
prima foi determinado pela metodologia 925.09 da AOAC (2005)
fundamentada na perda de umidade e substancias volateis da amostra
submetida a 105 °C. Brevemente, 5 g de cada amostra foi medida - em
balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., S&o Paulo/SP,
Brasil) - em céapsula de aluminio previamente aquecida em estufa (E.L.
003, Odontobras, Ribeirdo Preto/SP, Brasil) a 105 °C, resfriada em
dessecador e medida sua massa. Em intervalos de tempo as capsulas
eram retiradas da estufa, resfriadas em dessecador até temperatura
ambiente e pesadas. Repetiram-se essas operagdes de aquecimento e
resfriamento até massa constante. Para o calculo do teor de umidade e
volateis, foi empregada a Equagéo 1.

%% umidade = —P
% umidade = .100 @Y

m;

onde: m, é a perda de massa em gramas e m; € a massa inicial da
amostra em gramas.

Este procedimento foi aplicado nas matérias-primas in natura,
assim que recebidas, sendo realizado em triplicata para cada material e
os resultados expressos como média + desvio padrao.

4.1.2. Determinacao do diametro médio de fragmentos
O diametro médio de fragmentos das matérias-primas foi

determinado através do célculo proposto por Gomide (1983). Para isso,
foram medidos 100 g de amostra em balanca com precisédo de 0,01 g
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(BG 2000, Gehaka Ind. e Com. de Eletro-eletrbnicos Ltda., S&o
Paulo/SP, Brasil) e utilizadas peneiras da série Tyler de mesh -18/+80,
sendo o conjunto agitado por 30 minutos. Com as fracBes retidas em
cada peneira foi calculado o diametro médio de fragmentos conforme as
Equagbes 2 e 3 (GOMIDE, 1983).

n Al/
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onde dg é o diametro médio superficial dos fragmentos (mm), m; é a
massa de amostra retida na peneira i (g), m; é a massa total de amostra
(9), di é o didmetro da peneira i (mm) e n é o numero total de fracoes.

4.1.3. Densidade Real

A densidade real (p,) foi determinada utilizando-se o principio de
Arquimedes de deslocamento de fluidos através da técnica de
picnometria em gas Hélio, com o uso do equipamento Accu Pyc Il 1340
da Micromeritics (Figura 10). A utilizagdo dessa técnica proporciona
boa precisdo nos resultados, visto que o gas Hélio penetra nos poros da
matriz vegetal devido a sua baixa tensdo superficial sem alterar suas
caracteristicas, determinando o volume verdadeiro de um sélido, por
variagdo da pressdo de gds em uma cémara de volume conhecido.
Normalmente, é utilizado o gas hélio por ser inerte, além de penetrar
facilmente nos poros da amostra devido ao pequeno tamanho dos seus
atomos (MOURA,; FIGUEIREDO, 2002).
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Figura 10. Picnémetro acoplado ao cilindro de gas hélio.

O picndbmetro de Hélio é constituido por duas camaras de
volumes conhecidos: a cAmara onde se coloca a amostra e a cAmara de
expansdo, ligadas por uma valvula (valvula de expansdo). Antes do
inicio da analise, a amostra colocada na respectiva cdmara € sujeita a um
processo de desgaseificacdo que consiste em repetidas purgas com hélio,
para remocdo de impurezas e umidade que eventualmente possa conter.
Depois que todo o sistema € levado & pressdo atmosférica, a cAmara de
expansdo é isolada pelo fechamento da valvula de expansdo (operacédo
realizada automaticamente pelo equipamento) e a cAmara que contém a
amostra é pressurizada até uma pressdo P;. Em seguida, a vélvula de
expansdo é aberta (operacdo também realizada automaticamente pelo
equipamento) e, consequentemente, ocorre uma reducdo de pressdo para
P,. Admitindo comportamento ideal do gés hélio, o volume do sélido
pode ser calculado a partir da Equacdo 4 (SMITH, 1996).

Pl(Va_Vs) = PZ(Va_ Vs + Ve) 4)

onde V, é o volume da camara da amostra; V. é volume da camara de
expansdo e V, é volume do sélido.

A principal vantagem deste método esta na sua capacidade para
medir apenas o volume da amostra descontando o volume de todos os
poros. A partir da determinacéo do volume do sélido pode-se determinar
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a sua densidade real, sendo esse resultado calculado pelo software do
equipamento.

4.2. Métodos de extracgao

Foram utilizados processos de extracdo a baixa pressdo pelos
métodos maceracdo (MAC) e extracdo assistida por ultrassom (UE),
para comparar os resultados de rendimento, atividade bioldgica e
composicdo dos extratos de semente de maracuja e dos extratos de torta
de semente de maracuja obtidos com os diferentes métodos.

4.2.1. Maceragdo (MAC)

A extracdo utilizando o processo de maceracdo foi realizada a
temperatura ambiente mantendo-se a propor¢do amostra-solvente igual &
1:5 (m/m). A amostra, medida em balanca analitica (AY220, Shimadzu
do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao décimo de
miligrama, e o solvente foram colocados em frasco ambar. Os frascos
foram fechados e mantidos ao abrigo da luz por 7 dias, sendo agitados
uma vez ao dia. Os solventes utilizados foram hexano (Hx), acetato de
etila (EtOAc), etanol (EtOH) e uma mistura de etanol e agua (1:1, v/v)
(EtOH-H,0), em ordem crescente de indice de polaridade (Reichardt,
1994). Apos a extracdo, o sistema foi filtrado com auxilio de bomba de
vacuo (DVR 1400, Dosivac, Buenos Aires, Argentina) em funil de
Buchner com papel-filtro e o filtrado recolhido em Kitasato.

Os filtrados obtidos foram submetidos, posteriormente, ao
processo de eliminagdo do solvente (conforme item 4.2.4.) e
armazenados em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Séo
Paulo/SP) a -18 °C. As extracGes foram realizadas em duplicata e o
resultado expresso como média + desvio padrao.

4.2.2. Extracgdo assistida por ultrassom (UE)

A técnica utilizada para a extragdo assistida por ultrassom foi
adaptada da metodologia descrita por Freitas (2007), utilizando 3 g de
amostra, com 50 mL de solvente em temperatura ambiente por 45
minutos. Foram utilizados os mesmos solventes empregados na
maceragdo (sec¢do 4.2.1.). Essas extracBes foram realizadas em duplicata
em aparelho de ultrassom Ultrasonic cleaner, modelo USC-200 de
frequéncia 40 kHz e poténcia de 60 W.
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O baldo, contendo a mistura de amostra e solvente, foi selado
com filme plastico para evitar a evaporacéo do solvente e submetido ao
tratamento em banho indireto com ultrassom através do uso de uma
lavadora ultrassbnica (USC-700/55 kHz, Unique Ind. e Com. de
Produtos Eletrdnicos Ltda., Indaiatuba/SP, Brasil). Apds a extracdo, o
sistema foi filtrado com auxilio de bomba de vacuo (DVR 1400,
Dosivac, Buenos Aires, Argentina) em funil de Buchner com papel-
filtro, sendo o filtrado recolhido em Kitasato.

Os filtrados obtidos foram submetidos, posteriormente, ao
processo de eliminacdo do solvente (4.2.4.) e armazenados em freezer
doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a -18 °C. As
extracOes foram feitas em duplicata e o resultado de rendimento foi
expresso como média + desvio padrao.

4.2.3. Extragdo supercritica (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
LATESC em uma unidade de extragdo que opera até a pressdo maxima
de 300 bar e vazdes de solvente de 1,7 a 36,7 g/min. As condi¢fes
operacionais utilizadas na ESC foram selecionadas de forma que
abrangessem uma ampla faixa de massa especifica de solvente, com o
objetivo de determinar quais condigbes de temperatura e pressdo
proporcionam o maior rendimento global e os melhores parametros de
qualidade, dentro dos limites de operacéo do equipamento utilizado.

Os experimentos cinéticos (curvas de extracdo), detalhados no
item 4.2.3.1., foram realizados através do método dindmico de extracdo,
caracterizado pela passagem continua do solvente supercritico pela
matriz sélida (FERREIRA et al., 1999; DANIELSKI et al., 2007). A
partir desse método pode-se determinar o percentual de soluto extraivel
do material s6lido para essa determinada condicdo de processo, assim
como definir o tempo total de extracdo a ser utilizado nos ensaios de
determinacdo do rendimento global de extracdo, descritos no item
4232,

A Figura 11(a) apresenta a unidade de extragdo supercritica,
descrita por Zetzl, Brunner e Meireles (2003), desenvolvida pelo
Laboratério Thermische Verfahrenstechnik da Technische Universitat
Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha, que é utilizada no LATESC,
enquanto a Figura 11(b) apresenta um esquema detalhado dos
componentes dessa unidade.
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Figura 11. (a) Equipamento de extracdo supercritica e (b) Diagrama
esquematico da unidade de extragdo supercritica.

\'R

Extragdo ¢ Recuperagdo do Extrato

E: Extrator; VT: Valvula de controle da freqiiéncia da bomba; V1: Vélvula
reguladora de pressdo; V2, V3 e V4: Valvulas de entrada, saida e micrométrica
do extrator, respectivamente; PI1: Mandmetro de controle do cilindro; PI2:
Man6metro de controle da bomba; P13: Mandmetro de controle do extrator; TI:
Controladores de temperatura; BC: Bomba de cossolvente; VR: Vélvula de
retencdo da bomba de cossolvente.

Fonte: Zetzl, Brunner, Meireles (2003) adaptado por Kitzberger (2005).

O fluido utilizado foi 0 CO, com 99,9 % de pureza (no presente
trabalho chamado de CO, puro) que provém de um cilindro equipado
com tubo pescador (White Martins Ltda., Joinville/SC, Brasil). A
tubulacédo de solvente, na qual é inserido 0 CO,, é imersa em um banho
termostatico (BT1) (C10 - K10, Thermo Haake, Karlsruhe, Alemanha)
programado para manter a temperatura inferior a 0 °C, garantindo assim
gue o solvente (CO,) esteja no estado liquido antes de sua entrada na
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bomba (B1) (M111, Maximator, Niedersachen, Alemanha). A bomba
trabalha alimentada por ar comprimido filtrado. A pressdo de operacao
da unidade supercritica é regulada através da pressdo de ar comprimido
alimentado, uma vez que a bomba opera em uma razdo 1:130
(Par:Psisema). Durante o funcionamento, a bomba encaminha o CO,
pressurizado a tubulacdo de extracdo, passando pelo extrator (E) em
direcdo ascendente, que consiste de um cilindro de a¢o inox encamisado
de 31,6 cm de comprimento, 2,012 cm de didmetro interno e volume de
103,3 mL, com extremidades rosqueadas. A tubulacdo que liga a bomba
ao extrator, bem como a tubulacéo apds o extrator, € mantida submersa
em um banho termostatico de aquecimento (BT2) (MQBTZ99-20,
Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda., Palhoga/SC, Brasil) a uma
temperatura constante de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da
tubulacéo e das valvulas agulha (V3 e V4) durante a despressurizagao da
mistura soluto/solvente e diminuir a possibilidade de recristalizagdo/
precipitacdo de extrato na tubulagdo, causando entupimento. A
temperatura de operacdo do extrator ¢ mantida constante através de um
banho termostatico de aquecimento (BT3) (DC30-B30, Thermo Haake,
Alemanha). No inicio do processo de extracdo, a valvula (V2) (10-
11NFA, HIP, Erie, PA, USA) é mantida fechada e, apds a pressurizacao
do solvente, é aberta para permitir a passagem do CO, para o extrator. A
valvula (V3) (10-11NFA-V, HIP, Erie, PA, USA) também conectada na
saida do extrator auxilia a V4 (10-11NFA, HIP, Erie, PA, USA) na
despressurizacao do solvente e permite o controle do fluxo de solvente.
Apos passar pela V4, o extrato € coletado em frascos ambar (F1) e o
fluxo de CO, é medido no rotametro (R1) (10A61ABB, Automation
Products), regulado por V3 e V4. As pressbes do cilindro (PI1), da
bomba (PI2) e do extrator (PI3) sdo monitoradas por manémetros
(WIKA do Brasil, Pl:Cat 233.50.10).
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4.2.3.1. Experimentos cinéticos — Curvas de extracdo e parametros
cinéticos

Os experimentos cinéticos para a obtencdo da curva de extracdo e
definicdo do tempo total de extracdo - a ser empregado nos ensaios de
avaliacdo do rendimento - foram realizados para cada matéria-prima,
semente de maracuja triturada e torta de semente de maracuja, utilizando
10 g da matéria-prima. A coleta de cada extrato foi realizada em
intervalos de tempo pré-determinados e massa coletada foi medida em
balanca analitica, para se obter a massa de extrato em fungéo do tempo
de extracdo. As curvas de extracdo podem ser construidas através da
massa de extrato acumulado em funcdo do tempo de extracdo ou da
massa de CO, consumido, ou ainda pelo rendimento de extracdo versus
a razdo massa de solvente por massa de amostra (MEZZOMO;
MARTINEZ; FERREIRA, 2009; MICHIELIN, 2009).

Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO, puro
a uma vazao de solvente de 8 + 2 g/min, 250 bar de pressdo e 40 °C de
temperatura. Os parametros cinéticos foram considerados para avaliar a
cinética das extragfes e calculados conforme Mezzomo, Martinez e
Ferreira (2009). Através de regressdes lineares com melhores ajustes aos
dados experimentais, as curvas de extracdo foram divididas nas trés
etapas de extracdo, conforme item 3.4.3.2., para serem determinados o0s
tempos de cada um dos periodos de extracdo. A partir dai, considerando
guando a etapa difusiva foi alcancada, definiu-se o tempo total de
extracdo usado na sequéncia nos experimentos de rendimento global. Os
tempos tcer € trer representam o final das etapas de velocidade
constante e decrescente de extracdo, respectivamente. A taxa de
transferéncia de massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a partir de
regressao linear da curva de extracdo no periodo CER, realizada com
auxilio de uma planilha eletrénica, enquanto a concentracdo de soluto na
fase solvente na etapa CER (Ycgr) foi determinada pela razéo entre

Mcer € Qcoo-
4.2.3.2. Determinacdo das isotermas de rendimento

Os ensaios para a determinacdo das isotermas de rendimento
foram conduzidos conforme procedimento descrito por Michielin et al.
(2005). O rendimento global de extrato (X,) € a quantidade de soluto
extraivel presente na matriz sélida referente a uma dada condicdo de
extracdo. A influéncia da pressdo e da temperatura no rendimento global
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da ESC foi avaliada com as seguintes condigdes de operacdo: pressdes
de 150, 250 e 300 bar, temperaturas de 40 e 50 °C e vazdo fixa de
solvente de 8 + 2 g/min .

O tempo de extracdo foi definido através da observacdo das
curvas de extracdo obtidas a 250 bar, 40 °C e vazdo de solvente de 8 + 2
g/min conforme explicado no item 4.2.3.1. e fixado em 2,5 horas para a
semente de maracuja e em 3 horas para a torta de semente. Como
descrito no item 5.2., apds esses tempos, as extracdes se encontram na
etapa difusional em que a extracdo é quase nula.

As extremidades da coluna foram revestidas com algodéo para
evitar a entrada de particulas sélidas na tubulagdo de extracéo e o espa¢o
restante do leito foi preenchido com esferas de vidro (na entrada de
solvente, antes da matéria-prima).

Os frascos com os extratos foram pesados em balancga analitica e
armazenados em freezer a -18 °C até a realizacdo dos ensaios de
avaliacdo da qualidade dos extratos. O rendimento global (X,) foi
calculado através da razdo entre a massa de extrato (Meyrato) Obtida € a
massa de materia-prima (mpy,) utilizada para formar o leito conforme a
Equacéo 5.

m
X, = —22 100 (5)
mmp

Com os resultados de rendimento obtidos para cada condicdo de
temperatura e pressao, foi construido um gréafico de X, versus pressdo,
obtendo-se as isotermas de rendimento da extracdo supercritica da
semente e da torta de semente de maracuja.

4.2.3.3. Emprego de cossolvente (CS)

Devido a torta de semente de maracuja ser uma matéria-prima
com baixo teor de lipidios, que sdo mais facilmente extraidos pelo CO,,
foram realizados ensaios com adi¢do de cossolvente ao CO, com esse
material a fim de avaliar a influéncia provocada pela adicdo de
cossolvente no rendimento da ESC de torta. Foram selecionadas duas
condicdes de pressdo (250 e 300 bar), uma temperatura (40 °C) e os
demais parametros, vazdo de CO, e tempo de extragdo, ndo foram
alterados.

Para a adicdo de cossolvente junto & extracdo supercritica, séo
acopladas ao equipamento uma bomba de cossolvente (BC) e uma
valvula de retencdo (VR), para evitar que solvente organico, CO, ou
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extrato retornem para a BC se houver um aumento na pressdo da bomba
de CO; durante o experimento, conforme apresentado na Figura 11(b).
A bomba de cossolvente (Constametric 3200, SP Thermo Separation
Products, USA) trabalha numa faixa de vazéo de 0,1 a 10 mL/min.

Foi utilizado como cossolvente o alcool etilico (P.A.) em fracdo
massica de 5 % (m/m) em relacdo a massa total de CO, empregada na
extracdo supercritica. Esse solvente foi selecionado com base nos
resultados de rendimento das extracdes a baixa pressdo e em dados da
literatura que relatam o uso deste solvente como cossolvente (CASAS et
al., 2007; SILVA et al., 2008).

Os extratos obtidos ao final da extragdo foram submetidos a etapa
de eliminagdo do solvente orgéanico descrito no item 4.2.4. As extragdes
com emprego de cossolvente foram realizadas em duplicata e o
resultado expresso como média + desvio padrao.

4.2.4. Tratamento dos extratos e eliminagéo do solvente

Os extratos obtidos através das extracfes a baixa pressao
(maceracdo e extracdo assistida por ultrassom) e ESC com cossolvente
passaram pela fase de evaporacdo do solvente em evaporador rotativo
(Mod. 550 e 802, Fisatom, Sdo Paulo/SP, Brasil) com arrefecimento
(MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda., Palhoga/SC,
Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica Piracicaba/SP,
Brasil) a fim de eliminar o solvente contido na amostra. As temperaturas
de evaporagdo foram ajustadas para valores inferiores aos pontos de
ebulicdo dos solventes utilizados, para evitar alteragbes do extrato
devido a aplicacéo de calor, e 0 vacuo ajustado em 650 mmHg.

4.3. Modelagem matemética

A modelagem da curva de extracdo (massa de extrato acumulada
versus tempo de extragdo, construida com os dados dos experimentos
cinéticos a 250 bar, 40 °C e 8 + 2 g de CO,/min), foi realizada com o
objetivo de avaliar a influéncia dos pardmetros de operagdo e da
abordagem fenomenoldgica de cada modelo no ajuste as curvas
experimentais de ESC de semente e de residuo de semente (torta) de
maracuja. Foram aplicados os modelos de Crank (1975), de Tan e Liou
(1989), de Gaspar et al. (2003), de Sovova (1994) e de Martinez et al.
(2003), cujas equacdes estdo apresentadas no Anexo Ill. Para isso, foi
utilizado o software Mass Transfer, desenvolvido por Correia et al.
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(2006) no Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica
(LATESC/EQA-UFSC), que utiliza o método da méaxima
verossimilhangca para minimizar a soma dos quadrados dos desvios
calculados (KITZBERGER et al., 2009).

Para a aplicacio dos modelos sdo necessarias algumas
consideragdes e 0 conhecimento de pardmetros das matérias-primas, do
leito de extracdo e do processo, obtidos experimentalmente ou
estimados. As caracteristicas do leito de extracdo foram determinadas
conforme itens 4.3.1 e 4.3.2. Como a fase supercritica é tratada como
uma solucdo infinitamente diluida, a densidade do sistema (extrato/CO5)
foi considerada como a densidade do solvente puro, calculada a partir da
equacdo de Angus, Armstrong e De Reuck (1976), baseada em dados
experimentais para amplas faixas de temperatura e pressdo. Os
pardmetros foram medidos diretamente ou calculados a partir de dados
experimentais, com excecdo da solubilidade do extrato que foi
considerada como sendo igual a solubilidade do é&cido linoleico
determinada por Chen, Chang e Yang (2000), uma vez que esse €
reportado como sendo o0 composto majoritario do 6leo de semente de
maracuja produzido por extracdo supercritica (LI1U et al., 2009).

Para a modelagem das curvas de extracdo do 6leo de semente de
maracuja utilizando o modelo logistico (LM), considerou-se que o
extrato seja representado por um Unico grupo de compostos (pseudo
componente) devido a informagdes limitadas sobre o perfil de
composi¢do do extrato com o tempo de processo e a dificuldade de
identificar todos os compostos presentes no extrato.

4.3.1. Densidade aparente

A densidade aparente (p,) € a relacdo entre a massa de amostra
utilizada para formar o leito de sélidos e o volume do extrator, incluindo
assim apenas os poros do leito e ndo os poros do interior da particula. A
densidade aparente foi determinada pela razéo entre a massa de amostra
(Mamostra) € 0 Volume ocupado por esta no extrator (Vi) conforme a
Equacéo 6.

Py = mamostra/v (6)

leito
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4.3.2. Porosidade do leito fixo

Para formar o leito fixo de extracdo foi utilizado
aproximadamente 10 g de matéria-prima. A porosidade (g) do leito foi
determinada através da Equacdo 7, que relaciona a densidade real (p;) €
a densidade aparente (p,). Tal pardmetro é utilizado nas equagbes dos
modelos de transferéncia de massa utilizados, apresentados no Anexo
1.

=1-Fa 7
€ o ()

4.4, Avaliacao da qualidade dos extratos

A qualidade dos extratos de semente de maracuja e de torta de
semente de maracuja obtidos, tanto pelas extra¢fes supercriticas quanto
extracbes a baixa pressdo, foi avaliada em termos de atividades
antioxidante e antimicrobiana e teor de compostos fendlicos total.

4.4.1. Capacidade antioxidante pelo método de DPPH

A técnica descrita por Mensor et al. (2001) se baseia na reagéo
por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, do extrato
em analise em concentragfes crescentes, 5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500
mg/mL, com uma solugdo etandlica de DPPH na concentragdo de 0,3
mMol/L, com posterior leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
(FEMTO, 800 XI, Séo Paulo/SP). Quanto maior a atividade antioxidante
da amostra testada, mais estavel o radical DPPH se torna, provocando a
descoloragdo da solugdo (DPPH e extrato) e diminuindo a absorbancia.
Deste modo, o percentual de inibicdo das amostras testadas sobre o
radical DPPH pode ser calculado convertendo-se a absorbancia em
porcentual de atividade antioxidante (% AA), conforme a Equac&o 8.

AA% = 100 — (Absamostra - Absbranco)- 100 (8)
Abscontrole

Os valores obtidos para % AA sdo plotados em um gréfico de %
AA versus concentracdo. O ajuste dos pontos foi feito por regressdo. A
partir da regressdo, obteve-se um valor conhecido como ECs, que
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representa a concentracdo do extrato na qual se obtém uma inibicdo de
50 % da oxidacdo. Desse modo, quanto menor o valor de ECsg, menor a
concentracdo de extrato necessaria para se ter uma maior atividade e,
consequentemente, maior o potencial antioxidante do extrato (MENSOR
et al., 2001). Os resultados encontrados de concentracéo efetiva (ECx) €
atividade antioxidante (% AA) para os extratos analisados foram
expressos como média + desvio padréo.

4.4.2. Atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico

Pela metodologia utilizada, descrita por Matthdus (2002),
inicialmente sdo preparadas duas emulsdes, uma com adicdo de B-
caroteno e outra sem (branco). Para a emulsdo de p-caroteno, em um
baldo de 100 mL, foram medidos 40 mg de acido linoleico, 400 mg de
Tween-20 ¢ 3,34 mg de B-caroteno. A este baldo adicionou-se 1 mL de
cloroférmio e agitou-se bem até a completa solubilizacdo das particulas
de B-caroteno. O cloroférmio foi entdo removido em evaporador
rotativo (Fisatom, Mod. 550 e 802, S&o Paulo/SP, Brasil) com
arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda.,
Palhoca/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica
Piracicaba/SP, Brasil) a 40 °C. Logo ap6s foram adicionados 100 mL de
agua destilada na mistura, agitando vigorosamente para formar uma
solucdo estavel. A emulsdo de branco foi preparada com 40 mg de éacido
linoleico, 400 mg de Tween-20 e 100 mL de 4gua destilada, e também
agitada vigorosamente. As duas emuls@es foram mantidas refrigeradas e
ao abrigo da luz até a realizacdo das analises.

Um aliquota de 5 mL da solugdo de B-caroteno foi adicionada a
200 pL do extrato, sendo que cada um dos extratos a ser testado foi
diluido em etanol P.A. na concentracdo final de 1667 mg/L.
Imediatamente, a absorbancia foi medida em espectrofotbmetro
(FEMTO, 800 XI, Sao Paulo/SP) em comprimento de onda de 470 nm
com respectivas solucdes de branco, constituidas de 5 mL de emulsdo de
branco ¢ 200 pL do extrato. Os tubos foram imediatamente imersos em
banho termostatizado (Biomatic Aparelhos Cientificos Ltda., Porto
Alegre/RS, Brasil) a 50 °C durante 2 horas de rea¢do. Em paralelo, foi
realizado também o controle do teste, em que a amostra foi substituida
por etanol. A taxa de descoloragdo da solu¢do de [B-caroteno foi
determinada pela medida entre a diferenca da leitura espectrofotométrica
inicial a 470 nm e ap6s 120 minutos, e os resultados de atividade
antioxidante (% AA) calculados pela Equagdo 9 e expressos como
média + desvio padréo.
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)

AA% = 1— {[ (Absi.q20 — Absy.g) ] .100}

Abscontrole:lzo - Abscontrolezo
4.4.3. Avaliacdo da inibicao da oxidacao pelo método ABTS

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada de acordo com
a metodologia descrita por Re et al. (1999). Utilizou-se o Trolox,
vitamina E sintética (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, EUA) como antioxidante
referéncia, que foi preparado em etanol e estocado como solucéo
padrdo. Para a andlise, o reagente ABTS (2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi dissolvido em agua até a
concentracdo de 7,0 mMol/L, e submetido a reacdo com 2,45 mMol/L
de persulfato de potéssio para a formagdo do radical. A mistura ficou no
escuro a temperatura ambiente de 12 a 16 horas antes do uso. A solugédo
do radical ABTS™ foi diluida em etanol até uma absorbancia de 0,70 +
0,05 a 754 nm. As leituras foram feitas em espectrofotémetro (FEMTO,
800 XI, Sdo Paulo/SP), 6 minutos apds a adicdo da amostra na solugdo
de ABTS™. A partir das leituras realizadas a porcentagem de inibic&o do
radical foi calculada através da Equacéo 10:

% inibicdo = 1 —[ ] 100 (10)

onde: Abs; é a absorbancia apds a adicdo da amostra ao radical ABTS
para o tempo de 6 minutos e Abs, € a absorbancia do radical.

Uma curva padrdo foi plotada em funcdo da porcentagem de
inibicdo do radical ABTS pelas diferentes concentracdes de Trolox
(uMol/mL). Apéds a obtencdo do percentual de inibicdo do respectivo
extrato, a atividade antioxidante (AA) foi calculada através da Equacédo
11 com base na curva analitica de Trolox.

AA = [z—j (11)

onde: C, ¢ a concentragdo (uMol/mL) referente ao percentual de
inibicdo obtido através das leituras espectrofotométricas do extrato e C,
¢ a concentracdo do extrato utilizada na técnica. Dessa forma, os
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resultados foram expressos em uM TEAC (capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox) por g de extrato.

4.4.4. Determinacdo do teor de compostos fenolicos total (TFT)

A determinagdo do conteldo total de compostos fendlicos
presente nos extratos obtidos pelos diferentes métodos de extracdo a
partir de ambas as matérias-primas foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Rossi e Singleton
(1965). Esse método é utilizado para medir o teor de compostos
fendlicos total em produtos naturais, tendo como mecanismos a reacdo
de oxirredugdo (ROGINSKY: ; LISSI, 2005). A reacdo com o reagente de
Folin-Ciocalteau baseia-se no principio que em meio alcalino os
compostos fendlicos presentes na amostra reduzem a mistura dos 4cidos
fosfotungsticos e fosfomolibdicos, do reagente de Folin, em dxidos de
tungsténio e molibdénio de cor azul, tornando possivel realizar leituras
de absorbancia na faixa visivel do espectro a 765 nm.

Para interpretar os resultados é necessario preparar uma curva
analitica de absorbancia (ABS) versus concentracdo de acido galico
(mg/L), com o objetivo de representar a absorbancia da amostra frente a
concentracdo da curva padrdo. Para isto, dissolve-se 0,5 g de &cido
gélico em H,0O destilada de modo a obter uma solugdo de concentracdo
5 g/L de acido galico. A partir desta solucdo estoque, sdo preparadas, em
balGes volumétricos de 100 mL, solugdes de concentragdes crescentes
de 0, 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L. A reacdo de oxidacdo foi realizada
em baldes volumétricos de 10 mL, sendo transferido para estes 100 pL
de cada uma das dilui¢cdes, ao quais foram adicionados 2 mL de &gua
destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Apds 30 segundos e
antes de 8 minutos ap6s a adicdo do reativo, foi adicionado 1,5 mL de
solucdo aquosa de carbonato de sddio a 20 % (m/v). Os bal6es foram
completados com agua destilada até a marca de 10 mL, agitados e
deixados em repouso, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente, por 2
horas, para que a reacdo ocorresse. A absorbancia de cada uma das
soluges foi medida a 765 nm em espectrofotémetro (FEMTO, 800 XI,
Séo Paulo/SP) e o branco realizado com &gua destilada.

Os valores de absorbancia obtidos para cada um dos extratos
foram correlacionados com a curva analitica de &cido gélico, e o teor de
compostos fendlicos total (TFT) foi determinado através da Equagao 12.
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em
mg EAG/g de extrato, como média + desvio padréo.
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(12)

GAE (GAE .1000)
TFT (mg ) = D

8extrato extrato

onde GAE: do inglés Gallic Acid Equivalent, ou equivalente em &cido
galico, é obtido através da curva analitica (mg GAE/L); € Dextrato:
diluicdo das amostras (MJextrato/L)-

4.4.5. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Com base nos resultados de rendimento, atividade antioxidante e
TFT, os extratos de semente e de torta de semente de maracuja obtidos
pelas extracfes supercriticas a 40 °C (todas condi¢bes de pressdo e
cossolvente) e pela mistura de solventes EtOH-H,0O (1:1, v/v) por MAC
e UE foram selecionados para serem submetidos a avaliacdo da
atividade antimicrobiana. A concentragdo minima inibitéria (CMI) dos
extratos de residuos de maracuja foi determinada por método de
microdiluicdo em caldo (BRANDT et al., 2010) com Escherichia coli
(ATCC 35218) e Listeria innocua (NRRL/USDA B33076) obtidas da
colecdo de culturas do Food Microbiology Laboratory da Texas A&M
University (College Station, TX, USA). Essas espécies representam
bactérias Gram-negativa e Gram-positiva, respectivamente, de
ocorréncia comum em alimentos. E. coli e L. inoccua foram
ressuscitadas em caldo triptona de soja (TSB - tryptic soy broth) e caldo
triptose fosfato (TPB - tryptose phosphate broth), respectivamente, por
duas transferéncias idénticas em sequéncia, cada uma incubada
aerobiamente por 24 h a 35 °C. As culturas bacterianas foram mantidas
em tubos com agar inclinado de triptona de soja (TSA - tryptic soy agar)
e de triptona de soja enriquecido com 0,6 % de extrato de levedura
(TSAYE), respectivamente, a 4 °C por no maximo 3 meses. As
transferéncias a partir das inclinagdes foram similares as de
ressuscitacdo para prepara¢do dos microorganismos e no momento das
andlises diluidas em série em caldo TSB ou TPB com o dobro da
concentragcdo para um indculo inicial de 5,0 logl0 CFU/mL. Esse
inéculo foi enumerado por espalhamento em placa de TSA ou TSAYE,
de acordo com o microorganismo, e incubado por 24 h a 35 °C.

Os ensaios para a determinacdo de CMI utilizaram placas de
microdiluicdo de 96 pocos esterelizadas (Microwell, NUNC, Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, Mass., U.S.A.). Os extratos foram
dissolvidos em uma solucéo de 10 % (v/v) de DMSO (dimetilsulféxido)
em 4gua (0,2 um filtrada) para facilitar sua solubilizagdo sem inibir o
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crescimento microbiano (SMANIA et al., 1999). As solugdes iniciais de
extratos foram preparadas com concentracdo de 16 mg de extrato/mL de
solucdo de DMSO e, apds diluicdes em série, as concentracGes finais
analisadas estavam entre 8000 e 125 ug/mL. Controles positivos (de
crescimento) foram preparados com indculo e a solucdo estéril de
DMSO 10 % para garantir que esta ndo tinha efeito antimicrobiano.
Controles negativos foram preparados com as mesmas solugdes de
extratos, em todas as concentracfes, e os caldos estéreis com
concentracdo dobrada para formar a linha de base para as leituras de
densidade dtica (DO). Apos a preparacao das placas, elas foram cobertas
com um filme de poliéster com propriedades de isolamento e resisténcia
térmica (mylar plate sealer, Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY,
U.S.A)), agitadas suavemente e sua DO inicial (0 h) medida
espectrofotometricamente a 630 nm (VERSA max microplate reader,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). As placas foram entdo
incubadas a 35 °C e agitadas suavemente antes da leitura feita apds 24 h
para observar se houve inibi¢do. Cada poco que apresentou diferenga <
0,05 na DO a 630 nm foi considerado com crescimento inibido pela
solucdo de extrato e a CMI a menor concentracdo de extrato que inibiu
esse crescimento. Todos 0s pogos que apresentaram inibigdo tiveram sua
capacidade bactericida testada por espalhamento de 0,1 mL de cada
pogo em placas de TSA ou TSAYE incubadas por 24 h a 35 °C. Se
nenhum crescimento foi observado, a concentracdo testada foi
considerada bactericida e a menor concentragdo de cada amostra com
esse efeito é determinada como a concentracdo minima bactericida
(CMB) (HILL; TAYLOR; GOMES, 2013).

4.5. Determinac&o experimental do equilibrio de fases

Entre os extratos de semente de maracuja obtidos por extracdo
com CO, supercritico, foi selecionado, pela combinagéo dos resultados
de rendimento, atividade antimicrobiana e atividade antioxidante
(método de descoloragido do B-caroteno), o da condigdo de 150 bar e 40
°C para ser submetido a medidas experimentais de equilibrio de fases.
Como a determinacéo do equilibrio de fases tem por objetivo definir as
condicbes a serem utilizadas em ensaios posteriores de
precipitacdo/formacdo de particulas pela tecnologia SAS, o solvente
primério na solugdo precipitante foi diclorometano P.A. (DCM), devido
a seu poder solvente para o extrato e para o polimero a baixas
temperaturas, e pela sua alta solubilidade em CO, supercritico nas
condicdes operacionais testadas. O polimero empregado foi 0 PLGA
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50:50 (Mw 28000 a 38000 g/mol, Resomer® RG 503, terminacéo ester,
Evonik, Darmstadt, Germany).

Com base em experiéncia anterior do grupo de pesquisas do
LATESC em equilibrio de fases e formacédo de particulas (MEZZOMO
et al., 2012; BENELLI et al., 2014), o extrato foi dissolvido em
diclorometano P.A. com uma proporcdo de 1:125 (m/v) para formar o
sistema multicomponente, ou pseudoternario, extrato de semente de
maracuja + diclorometano + CO,. Além deste, o sistema formado por
CO, + extrato de semente de maracuja + PLGA 50:50 + diclorometano,
solubilizado na razdo 1:3:125 (m/m/v), também foi submetido a
determinacdo experimental do equilibrio de fases, para avaliar a
influéncia da adicdo do polimero no comportamento de fases do sistema.

4.5.1. Aparato experimental

As medidas experimentais de equilibrio de fases a altas pressdes
foram conduzidas em uma célula de volume variavel com visualizacdo,
baseada no método estdtico sintético, descrito detalhadamente por
Fornari, Alessi e Kikic (1990) e Dohrn e Brunner (1995). A Figura 12
apresenta (a) o equipamento utilizado e (b) um diagrama esquematico
do aparato experimental. As Figuras 13 e 14 mostram mais
detalhadamente a célula de equilibrio utilizada para a realizagdo desses
experimentos e o pistdo que é inserido nessa célula e cujo movimento
provoca a variagdo do volume do sistema.

Figura 12. (a) Unidade experimental de equilibrio de fases e (b) diagrama
esquematico do aparato experimental para determinacéao de equilibrio de fases.

(a) g
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Fonte: Lanza (2004) adaptado por Rosso (2009).

Onde:

C1: Reservatdrio de solvente (CO,), com tubo pescador.

V1: Valvula de via Unica (15-41AF1, HIP, USA).

V2: Viélvula de agulha (15-11AF1, HIP, USA), permite o fluxo do
solvente do cilindro para a bomba.

BR1: Banho de ultratermostatico de recirculacdo 1, ajustado para a
temperatura de 5 °C (Q214M2, QUIMIS, SP/Brasil)

BS: Bomba de seringa (260HP Teledyne Isco, Lincoln/NE/EUA) com
capacidade do cilindro interno de 260 mL, pressdo de trabalho de 0,7 a
655,2 + 0,5 bar. Esta bomba permite a quantificacdo da massa de fluido
deslocada para o interior da célula de equilibrio bem como permite a
pressurizacdo e despressurizacdo do sistema a medida que o solvente é
deslocado.

JS e Janela Frontal: A célula possui duas janelas de safira (Swiss
Jewel Company, USA), sendo uma Janela Frontal (d = 25,4 mm e
espessura = 9,52 mm) para visualizacdo do interior da célula e outra
lateral (JS) (d = 15,87 mm e espessura =4,76 mm) para a entrada de luz.
V3, V4, V5: Vélvulas de esferas (SSH83PF2, SWAGELOK, SP/Brasil).
V6: Valvula de alivio (SS-4R3A, SWAGELOK, SP/Brasil).

V7: Valvula de alimentacdo (15-11AF1, HIP, USA).

V8: Vélvula de descarga (15-11AF1, HIP, USA).
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BR2: Banho termostatico de recirculagdo 2, ajustado para cada
temperatura dos experimentos de equilibrio de fases (MBTC99-20,
Microquimica, SC/Brasil).

IT: Indicador de temperatura (N1500, NOVUS, RS/Brasil).

TP: Transdutor de pressdo (LD 301-511, SMAR, Huba
Control,Wurenlos/Denmark).

MP: Monitorador de pressdo (N1500, NOVUS, RS/Brasil).

AM: Agitador magnético (753A, FISATOM, SP/Brasil), para acelerar o
alcance do equilibrio.

FL: Fonte de luz. Foi utilizado um feixe de luz branca na janela lateral
da célula de equilibrio para iluminar o interior da célula e auxiliar a
visualizagdo das transi¢Ges de fases.

CE: Célula de equilibrio de volume varidvel. Consiste em um cilindro
de ago inox 316, com capacidade maxima de 25 mL, encamisado,
possuindo um didmetro interno de 17,0 mm, didmetro externo (com
camisa) de 82,1 mm e comprimento de 172,1 mm. Contém uma janela
frontal para visualizacdo e uma janela de safira lateral (JS) para entrada
de luz. No interior da célula existe um pistdo que tem por objetivo
controlar o volume e, consequentemente, a pressdo do sistema. A célula
possui duas entradas superiores: uma para conexao com o termopar tipo
Y (ST) e outra com a vélvula de alimentagdo (V7) — conexdes 1/4 NPT
x 1/16 OD, Sédo Paulo, Brasil. A célula é envolta por uma camisa
conectada a um banho termostatico (BR2) cuja funcdo &€ manter a
temperatura desejada na célula. O fundo da célula é ligado ao sistema
por uma conexdo do tipo HIP (Linden Erie, EUA) (fechamento e
conexdo com a valvula V5).

Figura 13. Célula de equilibrio de volume variavel.




Material e Métodos 99

Figura 14. Pistdo utilizado na célula de equilibrio.

200=00) «

4.5.2. Procedimento experimental

O procedimento experimental para a realizacdo de medidas de
equilibrio de fases a altas pressGes utilizando o aparato experimental
descrito no item 4.5.1., é baseado na metodologia descrita por Benelli et
al. (2014). Inicia com o carregamento do cilindro da bomba, na pressao
de 60 bar, com didxido de carbono proveniente do reservatorio (cilindro
de COy). A temperatura do banho de recirculagdo (BR1) foi ajustada a 5
°C e a pressdo no cilindro da bomba regulada para 100 bar, aguardando
a estabilizacdo do sistema. Essas condigdes se fazem necessérias para
manter o solvente (CO,) como liquido comprimido e fornecer uma
medida precisa do volume deslocado (CO, que deve ser adicionado a
célula de equilibrio). As valvulas V3 e V4 séo entdo abertas e a pressao
elevada através da bomba, pressurizando todo o sistema.

Enquanto a pressao estabiliza, procede-se a montagem da célula
de equilibrio. Primeiramente, a montagem do pistdo é efetuada,
assegurando que o fechamento das extremidades do pistdo seja realizado
de forma que este possa deslizar pelo interior da célula e ndo permita a
passagem de volume do fundo para frente e vice-versa. Posteriormente,
a célula é fechada e conectada & unidade de determinagdo de equilibrio
de fases.

Na metodologia estatica sintética deve-se conhecer a composicdo
global do sistema em estudo. Neste trabalho, o procedimento
experimental foi aplicado para os seguintes sistemas:

(A) Extrato de semente de maracujd + diclorometano (DCM) + CO,,
com razdo extrato:DCM igual & 1:125 (m/v);

(B) Extrato + PLGA 50:50 + DCM + CO, com razdo
extrato:polimero:DCM igual a 1:3:125 (m/m/v);
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A escolha dos sistemas para realizar 0s experimentos de
equilibrio de fases esta baseada na possibilidade de serem realizados
experimentos de precipitacdo posteriores, em meio supercritico.

Assim, para cada composi¢do, uma quantidade de solugdo com
extrato ou com extrato + PLGA 50:50 dissolvidos em diclorometano,
referente aos sistemas descritos anteriormente, é pesada em balanga
analitica (AY 220, Shimadzu do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com
precisdo de 0,0001 g, e, em seguida, colocada dentro da célula de
equilibrio através da conexdo de alimentacdo, utilizando-se uma seringa
com agulha.

Em seguida, a célula de equilibrio é conectada a unidade
experimental através das linhas que contém as vélvulas V5, V7 e o
termopar, sendo mantidas fechadas. Assim que o sistema estabilizar
(fluxo da bomba estavel em + 0,001 mL/min), a valvula V7 é aberta
lentamente, permitindo a entrada de solvente na célula, na quantidade
pré-estabelecida para fornecer a composicdo massica desejada dentro da
célula de equilibrio. A massa de solvente (CO;) a ser adicionada é
computada com base no decréscimo do volume interno da bomba, sendo
necessario conhecer a densidade do solvente como liquido comprimido
na pressdo e temperatura do cilindro da bomba. Apds a alimentacéo, a
pressdo do sistema € reduzida até 60 bar e a valvula de esfera V5 ¢
aberta para permitir que o solvente entre em contato com o fundo do
pistdo. O sistema formado deve ser continuamente agitado e, nesse
instante, inicia-se a agitacdo por meio de um agitador magnético
localizado abaixo da célula de equilibrio. O sistema de aquecimento é
acionado para que a temperatura do sistema alcance a temperatura do
experimento. Neste trabalho, foram realizadas determinagdes
experimentais do equilibrio de fases para fragbes massicas de CO, entre
60 e 98,8 %, em ensaios isotérmicos a temperaturas de 35, 45 e 55 °C.

Quando a temperatura necessaria para a realizacdo da medida
experimental de cada uma das composicGes é estabelecida, a pressdo é
aumentada com o auxilio da bomba seringa, utilizando o CO, com
fluido pneumatico, até a visualizacdo de uma Unica fase no interior da
célula de equilibrio. Neste momento o sistema é deixado em repouso,
por aproximadamente 10 minutos até que seja atingido o equilibrio.

Mantendo-se a temperatura constante e a solucdo sob agitacéo,
inicia-se a despressurizacdo lenta do sistema (3,5 bar/min) através da
diminuicdo gradativa da pressdo pela bomba, sendo mantida até a
transicdo de fases, ou seja, 0 surgimento incipiente de uma segunda fase
(turvamento ou formacéo de bolhas na solucéo) por observagdo visual.
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Nesse instante, a diminuicdo da pressdo deve ser interrompida e
aguarda-se alguns instantes para a estabilizacdo do sistema e
identificacdo do tipo de transicdo e da interface entre as fases
segregadas. Nesse ponto, anota-se 0 valor da pressdo e, em seguida,
pressuriza-se novamente o sistema para repetir o procedimento. Este
procedimento de aumento de pressdo, até que se forme uma fase, e
reducdo da pressdo, ocorrendo a transicdo de fases, é realizado no
minimo em duplicata para cada condicdo experimental de temperatura e
composicdo, visando-se avaliar a repetibilidade da determinago
experimental e obter um valor médio da pressdo de transicdo a
temperatura e composicao global constantes.

Apo6s a realizagdo das medidas experimentais a pressdo €
reduzida até 60 bar (pressdo de vapor do solvente) para a descarga do
sistema. Fecha-se a valvula V4 para evitar que qualquer soluto residual
entre na camara do transdutor de pressdo, e também a valvula V3 por
medida de seguranca. Abre-se lentamente a valvula V8 para descarregar
o0 solvente remanescente. Nesse momento, dentro da célula existe uma
fase vapor contendo praticamente solvente puro. Mantendo a valvula V8
aberta e as valvulas V3 e V4 fechadas, a valvula V7 é aberta lentamente
para o descarregamento do solvente como fase vapor. Apds esse
procedimento, segue-se com a desmontagem e limpeza da célula de
equilibrio.

4.6. Formacdao de particulas

Com base nos resultados de rendimento e de atividades
bioldgicas, dois extratos foram selecionados para a realizacdo dos
experimentos de formacao de particulas com o polimero PLGA por duas
técnicas diferentes: com antissolvente supercritico (SAS) e por
emulsificacdo/evaporacdo do solvente (ESE). Na primeira foram
aplicados o extrato supercritico e o PLGA 50:50 (razdo entre o0s
copolimeros de &cido latico e acido glicélico), enquanto na segunda,
além desses, foram aplicados um extrato obtido a baixa pressdo e o
PLGA com razéo de copolimeros de 65:35, para avaliar a influéncia das
técnicas, dos extratos e dos polimeros nas propriedades das particulas
formadas, na eficiéncia de encapsulamento e no perfil de liberacdo.

4.6.1. Precipitacdo com antissolvente supercritico

A unidade de extracdo supercritica apresentada na Figura 11 do
item 4.2.3. foi adaptada por Mezzomo et al. (2015) para a realizacdo de
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experimentos de formacdo de particulas, conforme apresentado na
Figura 15. As modificagdes feitas incluem a inversdo da entrada e saida
do leito de extracdo, que passa a ser célula de precipitacdo; a insercdo
de um bocal de tubos concéntricos posicionado no topo do vaso de
precipitacdo por onde é feita a alimentacdo de solugdo pelo tubo interno
e de CO, pelo tubo exterior; e a inclusdo de um filtro poroso de tamanho
1 um posicionado na saida da cAmara de precipitacdo, utilizado para
coletar as particulas de precipitado. Uma bomba de liquidos (M111,
Maximator, Alemanha) e uma bomba de cromatografia liquida
(Constametric 3200 P/F, Thermo Separation Processs, Japdo) sdo usadas
para alimentar o sistema com CO, supercritico e solugdo organica
precipitante. As duas correntes (CO; e solugdo) sdo misturadas através
do bocal de tubos concéntricos. Assim, devido & alta solubilidade dos
solventes organicos em CO, supercritico, o solvente presente na solucdo
precipitante é rapidamente solubilizado pelo CO, e as particulas sdo
depositadas nas paredes da cémara de precipitagdo e no filtro
posicionado na saida. Quando o fluxo de CO, + solvente passa pela
valvula de despressurizacdo, essa mistura é separada, sendo o solvente
organico coletado em um frasco e 0 CO, descartado para o sistema de
ventilagdo. As condi¢cBes de temperatura e pressdo sdo monitoradas
utilizando instrumentos diretamente conectados ao vaso de precipitacao,
enguanto que a vazdo de CO, é controlada utilizando um rotdmetro em
pressdo atmosférica, com precisdo de medicdo de £ 2 g/min.

Os experimentos iniciaram pelo bombeamento de CO, puro na
camara de precipitacdo e pelo ajuste das condi¢bes de operacdo
desejadas (temperatura, pressdo e fracdo massica de CO,) até alcancar a
estabilidade dos parametros. Depois, cerca de 20 mL de diclorometano
(DCM) puro foram injetados a uma vazdo de 1 mL/min para o sistema
entrar em equilibrio. Entdo, aproximadamente 40 mL de solugdo de
precipitacdo (1:3:125, m/m/v, extrato:PLGA:DCM, conforme utilizado
nos experimentos de equilibrio de fases) foram alimentados no sistema,
na vazdo desejada (de acordo com a fracdo méassica de CO, empregada).
Por fim, novamente CO, puro é bombeado na célula durante 20 min
com a finalidade de garantir a secagem total das particulas.
Subsequentemente a descompressdo, as particulas precipitadas s&o
coletadas e armazenadas a -18 °C até a realizacdo das andlises de
caracterizacdo das particulas.
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Figura 15. Diagrama esquematico da unidade de formacdo de particulas com
fluido supercritico

: O
4

Preparagéo do solvente L Recuperacéo do
e antissolvente Precipitagao solvente

1: Cilindro CO,; 2: Banho termostatico frio, circuito de refrigeragdo do CO,; 3:
Bomba de CO, (intensificadora) alimentada por ar comprimido; 4: Bomba
HPLC (alimentagdo da solucdo de precipitagdo); 5: Banho termostatico quente
para a camara de precipitacdo; 6: Camara (célula) de precipitacdo; 7: Banho
termostatico quente para as véalvulas; 8: Recuperacéo do solvente organico; M:
Mandmetro; R: Regulator de pressdo; RM: Rotdmetro; V: Valvula; VM:
Valvula micrométrica; VT: Valvula de controle da freqiiéncia da homba

Fonte: Mezzomo et al. (2015).

A precipitacdo de extrato supercritico de semente de maracuja
por SAS foi realizada nas seguintes condi¢fes operacionais, definidas a
partir dos resultados do estudo de comportamento de fases dos sistemas:
1) 92,5% CO,/35 °C/90 bar, 2) 95 % CO,/35 °C/90 bar, 3) 95 % CO,/35
°C/110 bar, 4) 92,5 % CO,/45 °C/90 bar, 5) 92,5 % CO,/45 °C/110 bar,
6) 95 % CO,/45 °C/110 bar.

4.6.2. Sintese de particulas por emulsificacdo e evaporacdo do solvente
(ESE)

A técnica de emulsificacdo e evaporacdo do solvente (ESE),
descrita por Gomes, Moreira e Castell-Perez (2011), foi aplicada a dois
tipos de extratos: de torta de semente de maracuja obtido por maceracédo
em mistura de etanol e &gua (1:1, v/v) e de semente de maracuja obtido
com CO; supercritico a 150 bar e 40 °C. Com cada extrato foram
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utilizados dois tipos de uso mais comum de PLGA (poli-DL-4cido
lactico-co-4cido glicdlico) com diferentes massas moleculares e
propor¢Bes de copolimeros, PLGA 50:50 e PLGA 65:35 (Mw 40000 a
75000 g/mol, P2066, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., U.S.A.), para
avaliar a influéncia dessas variaveis nas caracteriticas das particulas
formadas.

A Figura 16 ilustra o processo formacdo de particulas por ESE
com emulsdo simples O/A.

Figura 16. Esquema do processo de formacédo de particulas por emulsificagdo e
evaporagdo do solvente (ESE).

Adicio na solucdo aquosa
contendo emilsificante

sl — ¢ ;: :‘ sob agitagdo
{.l':t “Q...‘.'
—2.22 et

Polimero dissolvido  Evaporagao
no solvente organico  do solvente | o

+ % ’
composto _ S ) 5
ativo i thma(;ao da
emulsio simples
® |/ B
.
o L . .

Separagﬁo e secagem Ultrafiltragio e
; N
das microparticulas liofilizagiio

Fonte: Adaptado de Mathiowitz, Kreitz e Peppas (1999).

Resumidamente, uma solucdo de 50 mg de PLGA em 2 mL de
diclorometano (VWR International, West Chester, Pa., USA) com 16 %
(relativo a quantidade de PLGA) de cada extrato separadamente foi
preparada, constituindo a fase orgéanica. A fase aquosa (20 mL) foi
preparada com 0,5 % (m:v) de PVA (alcool polivinilico com grau de
hidrélise de 98 % a 99 % e média de Mw 30000 a 50000 g/mol, 363138,
Sigma-Aldrich) como surfactante no processo de emulsionamento em
agua previamente filtrada usando um filtro de 0,2 pm (Anotop 10,
Whatman, Piscataway, N.J., U.S.A.). A fase organica foi adicionada a
fase aquosa em goticulas e essa mistura homogeneizada por 2 min a
95000 rpm (Ultra-Turrax T25 basic Ika® -Works Inc., Wilmington,
N.C., U.S.A)) para formar uma emulsdo 6leo em agua (o/a). Em seguida,
a emulsdo O/A foi colocada em um banho gelado com ultrassom a 2 °C
e 35 W de poténcia (Cole Parmer 8890 ultrasonic cleaner, Vernon Hills,
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., USA) por 30 min. O diclorometano foi evaporado em
rotaevaporador (Buchi R-210 Rotavapor, Buchi Co., New Castle, Del.,
U.S.A) sob véicuo (ZIGONEANU; ASTETE; SABLIOV, 2008).
Particulas controle foram preparadas da mesma forma, porém sem
adicionar extrato ao solvente organico. Apos a sintese, as nanoparticulas
foram purificadas por ultrafiltracdo (Millipore Co., Kankakee, III.,
U.S.A. equipado com membrana de 10 kDa Pellicon XL-Millipore)
para remover 0 excesso de surfactante (PVA) e extrato ndo encapsulado.
A ultrafiltracdo foi realizada com pressdo interna de 30 psi, pressao
externa de 10 psi e adicdo de 200 mL de agua sendo 50 mL do retentado
coletado. Ap6s a ultrafiltracdo, as nanoparticulas foram mantidas a - 20
°C até o momento da liofiliza¢do a - 50 °C sob vacuo de 5 mtorr (9,67 x
10° psi) (Labconco Freeze Dry-5 unit, Labconco, Kansas City, Mo.,
U.S.A)). D(+) trealose 98 % (West Chester, Pa., USA) foi adicionada a
suspensao de nanoparticulas antes do pré-resfriamento a uma razédo de
1:1 (m:m) relativo a quantidade de PLGA. Por fim, as amostras
liofilizadas foram estocadas em dessecador acondicionado em freezer (-
20 °C) até seu uso posterior (ASTETE; SABLIOV, 2006).

4.7. Andlise das particulas de PLGA com extratos de maracuja
obtidas

4.7.1. Tamanho de particulas

As medidas de tamanho das particulas obtidas por todos os
ensaios de SAS e ESE foram realizadas por difusdo dindmica da luz
(ZetaSizer Nano-ZS90, Malvern, UK) com concentracdo de particulas
de 1 mg/mL de agua filtrada (0,2 um). A andlise foi realizada em
triplicata, com angulo de dispersdo de 90°, indice de refracdo de 1,590 e
temperatura de 25 °C.

4.7.2. Caracterizacdo da morfologia das particulas

A morfologia das particulas sintetizadas por ESE foi analisada
por microscopia eletronica de transmissdo (MET) (FEI Morgagni, FEI
Company, Hillsboro, Oregon, USA), sendo uma gota de particulas
liofilizadas ressuspensas (1 mg/mL) em &gua filtrada (0,2 um) colocada
em uma grelha de cobre recoberta com um filme de carbono de 300
mesh e tingida com &cido fosfotlingstico (2 %) (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, Pa., U.S.A.) para proporcionar contraste. O excesso
de liquido foi removido com papel filtro apds 1 min e a amostra foi
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deixada secar antes da visualizagdo com ampliagdo de até 110.000
vezes. Por ndo serem sollveis em agua houve dificuldade para aderir as
particulas formadas por SAS na grelha de cobre recoberta com filme de
carbono, e, por isso, elas foram examinadas por microscopia eletrfnica
de varredura (MEV) (JSM 6390LV-JEOL, USA), sendo as amostras
aderidas a superficie do suporte e recobertas por uma fina camada de
ouro para permitir a reflexdo da luz e consequente avaliacdo das
particulas.

4.7.3. Caracterizacao por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As particulas precipitadas e os extratos de residuos de maracuja
utilizados para a formacdo de particulas foram submetidos a analise
térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglés
Differential Scanning Calorimetry) (Perkin-EImer DSC 6 com
ISOTEMP 1028P, Fischer Scientific, Pittsburg, PA, USA). As amostras
precipitadas foram analisadas sob atmosfera de nitrogénio em
temperaturas de -2 °C a 442 °C, com aquecimento de 20 °C/min. As
analises de DSC foram realizadas com o intuito de serem obtidas
informacBes sobre a interacdo entre os polimeros e 0s extratos, bem
como estimar modificagdes de composicdo, grau de cristalinidade e
temperatura de fusdo causadas pelos processos de formacdo de
particulas.

4.7.4. Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento

A determinacdo da eficiéncia de encapsulamento (EE) de cada
ensaio de SAS e de ESE se baseou no método descrito por Silva et al.
(2014b), com algumas adaptacdes. Resumidamente, foi dissolvido 1 mg
de amostra de particulas em 1 mL de uma mistura de acetonitrila e &gua
(95:5, v/v), em triplicata. As solucfes de particulas foram colocadas em
banho ultrassom (35 W, Cole Parmer 8890 ultrasonic cleaner, Vernon
Hills, lI., USA) por 10 minutos e deixadas em solucdo por 8 h, ao
abrigo da luz, com agitacdo periddica em vdrtex durante 1 min. Depois
disso, cada solucdo passou por um filtro seringa (tamanho de poro 0,2
um, Acrodisc, Pall Life Sciences, Port Washington, N.Y., U.S.A.) antes
das leituras em espectrofotdmetro de UV visivel (Genesys 10S UV-Vis,
Thermo Scientific, Madison, WI, USA) a 294 nm. A quantidade de
extrato contida nas particulas foi determinada através da correlacdo com
uma curva analitica preparada com diferentes concentracdes dos
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extratos. A eficiéncia de encapsulamento é expressa como a
porcentagem de extrato aprisionado nas nanoparticulas em relacdo a
quantidade inicial de extrato utilizada na formag&o das particulas.

4.7.5. Estudo de liberagdo controlada dos extratos encapsulados

Cada amostra de particulas foi dissolvida no meio de liberacdo
(tampdo fosfato), a uma concentragdo de 4 mg/mL de solucdo salina
tampdo de fosfato (PBS, 0,15 M, pH 7,4), e essa solu¢do dividida em
aliquotas de 1,5 mL em eppendorfs. O estudo de liberacdo controlada
dos extratos encapsulados in vitro foi realizado a 37 °C e 100 rpm
(banho agitado Orbit shaker, Lab Line Instruments, Melrose Park, IlI.,
USA), similar ao descrito por Zigoneanu, Astete e Sabliov (2008). Em
intervalos de tempo predeterminados, uma amostra foi retirada, filtrada
(filtro 0,2 pm Acrodisc) e as concentragdes determinadas conforme item
4.7.4. Os resultados foram expressos em porcentagem de extrato
liberado em relacdo a quantidade real contida nas particulas
considerando os resultados de eficiéncia de encapsulamento.

4.7.6. Avaliagdo da capacidade antimicrobiana das particulas de
PLGA com extratos

A concentracdo minima inibitéria (CMI) de todas as particulas
formadas por ambos os métodos foi determinada conforme descrito no
item 4.4.5 com Escherichia coli (ATCC 35218) e Listeria innocua
(NRRL/USDA B33076). Da mesma forma como feito para os extratos,
diferentes concentragdes de solugdes das amostras de particulas foram
inseridas em cada poco da microplaca juntamente com o indculo
microbiano em caldo de concentracdo dupla. As particulas foram
dissolvidas em &agua 0,2 um filtrada. As concentracdes finais
equivalentes de extratos analisadas foram calculadas considerando a
guantidade inicial de extratos utilizados para formar as particulas, assim
como os resultados de eficiéncia de encapsulamento obtidos, sendo
entre 4642 e 946 ng/mL para as particulas geradas pelo processo SAS
com extrato supercritico de semente de maracuj; numa faixa de 261 e
41 pg/mL para as particulas formadas pelo método ESE com extrato de
torta de maceragdo com a mistura de etanol e gua (1:1, v/v); e entre 105
e 746 pg/mL para as amostras dos ensaios de precipitagdo por ESE com
extrato supercritico de semente. Foram preparados controles negativos
com as mesmas concentragdes de solucfes de particulas e caldo estéril
para formar a linha de base para as leituras e controles positivos
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contendo in6culo e agua destilada ou particulas controle (formadas sem
a presenca dos extratos para garantir que os demais materiais envolvidos
na formacao das particulas ndo tém efeito inibitério sobre o crescimento
microbiano). Aqui também a DO a 630 nm das placas foi medida no
tempo zero e apos 24 h de incubagdo a 35 °C, seguindo todo o restante
do procedimento descrito em 4.4.5.

4.8. Analise estatistica

Os resultados de rendimento de extracdo, atividade antioxidante
avaliada por trés métodos (DPPH, descoloragdo do B-caroteno e ABTS),
teor de fendlicos total, tamanho de particulas precipitadas e eficiéncia de
encapsulamento foram estatisticamente analisados através de analise de
variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de significancia com o auxilio do
software Minitab 17. Se, segundo a ANOVA existiu diferenca
significativa ao nivel de 5 % de significancia entre as médias dos
tratamentos, deu-se continuidade a analise aplicando o teste de Tukey o
qual avalia as diferencas entre os pares de tratamentos.

4.9. Resumo de experimentos

Os Quadros 2 e 3 apresentam o0 resumo dos ensaios realizados
para os extratos de residuos de maracuja (semente e torta de semente)
obtidos, incluindo as diferentes técnicas de extracdo empregadas,
rendimento e analises de atividade biolégica, bem como a determinacéo
de equilibrio de fases, ensaios de precipitacdo por diferentes métodos e
analises das particulas produzidas.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo das matérias-primas e do leito de extragéo
supercritica

Com a finalidade de caracterizar as matérias-primas a serem
utilizadas neste estudo, e também o leito fixo formado para o processo
de extracdo supercritica, foram realizadas algumas andlises preliminares.
Essas caracterizagfes sdo de primordial importancia para os estudos
cinéticos e para a avaliacdo das taxas de transferéncia de massa do
processo de extracdo com CO, supercritico através da modelagem
matematica.

Inicialmente foram determinados os teores de umidade e
substancias volateis das matérias-primas, apresentados na Tabela 5 em
base Umida (BU), sendo descartada a necessidade de secagem para a
realizagdo das extragdes

Tabela 5. Dados de umidade das matérias-primas.

Matéria-prima Umidade (% BU)
Semente de maracujé 8,50 + 0,09
Torta de semente de maracuja 6,26 + 0,06

Apos definida a condicdo de umidade da matéria-prima, realizou-
se a determinacdo do didmetro médio dos fragmentos das matérias-
primas, que foi calculado de acordo com as Equacbes 2 e 3. A matriz
solida foi avaliada visualmente apds a extracdo com fluido supercritico,
na qual se observou colora¢do homogénea tanto na diregdo radial quanto
na dire¢do longitudinal, indicando que ndo houve formacao de caminhos
preferenciais na passagem do CO, através do leito de extracdo
(MARTINEZ, 2005).

Nos experimentos de rendimento global utilizou-se,
aproximadamente, 10 g de amostra para a formagdo do leito. Essa
guantidade de amostra foi escolhida com intuito de se obter quantidade
de extrato suficiente para a posterior realizagdo das analises de
qualidade do extrato. O volume ocupado pela massa de cada matéria-
prima no extrator foi calculado através da altura preenchida dentro do
leito, sendo igual a 9,5 + 0,4 cm® e 12 + 1 cm®, respectivamente. O
restante do volume do leito foi preenchido com esferas de vidro



114 Resultados

separadas da matéria-prima pela adicdo de algoddo, para evitar sua
mistura e mantendo constante a altura do leito durante a extracao.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para o didmetro médio
de particula; a densidade aparente e real do sdlido e a porosidade do
leito.

Tabela 6. Caracterizacdo dea particula fragmentos das matérias-primas e do
leito de particulas formado para a extragdo supercritica.
Diametro Densidade Densidade Porosidade

médio aparente real do leito (g)
(mm) pa(g/cm®)  p, (g/cm®)
Sementede 494007 1064000 L3249% 0,2015
maracuja 0,0002
Torta de
semente de 0,25+0,04 0,86+0,03 1,4325¢ 0,3966
- 0,0003
maracuja

5.2. Cinética da extracdo com fluido supercritico

A cinética de extracdo de solutos a partir de produtos naturais
como sementes, folhas e outros materiais, consiste na retirada do soluto
dos poros ou da matriz celular para a fase solvente (fluido supercritico)
através de mecanismos de transferéncia de massa. O soluto esta ligado a
matriz sélida por forcas quimicas ou fisicas, e passa para a fase solvente
por dissolucdo ou dessor¢do. Entdo, a mistura soluto/solvente se difunde
para a superficie do sdlido e se move através de um filme estagnado ao
seu redor para a fase fluida (GOTO et al., 1998).

O estudo da cinética da extracdo supercritica de ambas as
matérias-primas foi realizado preliminarmente e utilizada como base
para a definicdo do tempo de extragéo a ser utilizado posteriormente nos
experimentos de rendimento. Para isso empregou-se uma condicdo de
pressdo de 250 bar, temperatura de 40 °C e vazdo de CO, de 8 + 2
g/min. Os dados obtidos para ambas as matérias-primas estdo
apresentados na Figura 17.

Para a determinacgdo do rendimento global de extracdo (X,) com
fluido supercritico é necessario fixar um tempo de extracdo para
verificar a influéncia das condices de temperatura e pressao
empregadas. Esse tempo é definido com base nas etapas da curva de
extracdo. No inicio da extragdo, na etapa CER (do inglés, Constant
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Extraction Rate), a superficie das matérias-primas se encontra
completamente envolta por uma camada de soluto, fazendo com que o
processo seja caracterizado pela transferéncia de massa por convecgdo
entre a superficie do sélido e o solvente. Apds a etapa CER, ocorre a
etapa FER (do inglés, Falling Extraction Rate), em que a velocidade de
extracdo diminui devido a exaustdo da camada superficial de soluto.
Entdo, o processo difusional na matriz sélida comega a exercer maior
influéncia sobre a transferéncia de massa que a conveccéo na fase fluida,
pois o solvente encontra espacos livres para penetracdo na matriz sélida,
solubilizacdo do soluto e posterior difusdo da mistura soluto-solvente
para a superficie dos fragmentos. A Ultima etapa (DCP) ou etapa
difusional apresenta extragdo quase nula, onde a inclinacdo da curva
diminui e o tracado se aproxima assintoticamente do valor que
representa 0 conteldo tedrico de soluto extraivel. Assim, para a
determinacédo de X, 0 tempo de extracdo deve assegurar que esta Ultima
etapa seja alcancada (FERREIRA; MEIRELES, 2002).

Figura 17. Curva de extracdo supercritica de semente de maracuja (eixo direito)
e torta de semente (eixo esquerdo) a 250 bar, 40 °C e 8 £ 2 g CO,/min.
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Através de regressdo linear dos dados obtidos das curvas de
extracdo apresentadas na Figura 17, chega-se aos parametros cinéticos
tcer (tempo de duracéo da etapa CER) e Mcgr (taxa de extracdo da etapa
CER), apresentados na Tabela 7, e Ycgr (concentracdo de soluto na fase
solvente na etapa CER). Pela analise desses dados e do comportamento
da curva de extracdo do soluto com o tempo, apresentada na Figura 17,
pode-se observar que a partir de 150 min (2,5 h) de extracdo para a
semente de maracuja e 180 min (3 h) para a torta garante-se que a etapa
difusiva seja alcancada, sendo esses tempos fixados para todos os
experimentos de determinacdo de X, devido a extracdo da maior parte
de soluto disponivel. No experimento realizado com a semente de
maracuja, em 2,5 horas de extracdo ja havia sido alcancado 99,2 % do
rendimento total obtido ao final dos 240 min. Enquanto no experimento
realizado com a torta de semente de maracuja, em 3 horas de extracdo
tinha-se atingido 96,8 % do rendimento total obtido ao final dos 270
min. Esses tempos de extracdo e vazdo de solvente implicam um
consumo de 1,25 kg e 15 kg de CO,, para semente e torta,
respectivamente.

Tabela 7. Pardmetros cinéticos da extragdo supercritica de semente de maracuja
e de torta de semente de maracuja realizadas a 250 bar, 40 °C e 8 + 2 g
CO,/min.

Etapa da extracdo de Etapa da extracdo de torta
Parametro semente
CER FER DCP CER FER DCP
. 40 - 20 -
t (min) 0-40 100 > 100 0-20 140 > 140
m (9) 1,6266  0,4369 0,0613 | 0,1757 0,1843 0,0257
X, (%0) 16,21 4,35 0,61 1,75 1,84 0,25
M (g/min) 0,0407  0,0073 0,0004 | 0,0088 0,0015 0,0002
. 1,05.10°
Y (gextratO/gCOZ) 4:88-10 : - - 3 - -

t: duracdo da etapa de extragcdo; m: massa de extrato aproximada; X:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: do inglés, Constant extraction rate; FER: do inglés, Falling
extraction rate; DCP: do inglés, Diffusion-controlled period.
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5.3. Modelagem matematica das curvas de extracdo supercritica

Para a modelagem das curvas de extracdo de semente de
maracuja e torta de semente a 250 bar, 40 °C, e vazéo de CO, de 8 £ 2
g/min foram empregados trés modelos baseados na equacdo de balanco
de massa diferencial, 0 modelo de Sovova (1994), o modelo logistico
apresentado por Martinez et al. (2003) e o modelo de dessorcédo
proposto por Tan e Liou (1989); e dois modelos baseados na analogia a
transferéncia de calor, o modelo difusivo de placa apresentado por
Gaspar et al. (2003) (SSP) e o modelo de difuséo, proposto por Crank e
apresentado por Reverchon (1997).

A modelagem matematica exige o conhecimento de algumas
variaveis de processo. Alguns modelos sdo de facil aplicacdo por ser
necessario conhecer poucas variaveis para seu emprego, ou seja:

v Crank (1975), exige a massa de soluto inicial e o raio do
fragmento s6lido;

v Martinez et al. (2003), demanda a massa de soluto inicial;

v’ Gaspar et al. (2003) (SSP), necessita a massa de soluto inicial e a
espessura dos fragmentos solidos.

Em contrapartida, outros modelos requerem um maior nimero de
variaveis, como:

v Tan e Liou (1989), requer a vazdo de solvente, a porosidade do
leito, a massa de soluto inicial, a densidade do solvente, o raio do
extrator, a altura do leito e a densidade do sélido (densidade real);

v Sovova (1994), demanda a vazdo de solvente, a porosidade do
leito, a massa de soluto inicial, a densidade do solvente, o raio do
extrator, a altura do leito, a densidade do sélido (densidade real),
a massa de inerte, a solubilidade do extrato, o tempo de extragdo,
0 tempo de duragdo da etapa CER, a taxa de extracdo na etapa
CER (Mcgr) € a concentragdo de soluto na etapa CER (Y cgr).

O valor da massa de soluto inicial, correspondente a massa de
extrato extraivel, foi considerado constante e igual ao valor maximo
obtido nos experimentos, conforme Sovova, Kucera e Jez (1994).
Reverchon e Marrone (2001) e Fiori (2007) consideraram esse valor
como sendo a razdo entre a massa inicial de soluto - considerada igual a
massa de extrato obtida no final da extracdo - e a massa utilizada para
formar o leito. De acordo com Fiori (2007) a escolha da consideragéo a
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ser utilizada em relacdo a esse parametro, afeta fortemente a predicéo
proporcionada pelos modelos.

As Figuras 18 e 19 apresentam os dados experimentais e
modelados obtidos para a ESC de semente de maracuja e torta de
semente, respectivamente, na condigdo 250 bar, 40 °C e vazéo de CO,
igual a 8 £ 2 g/min. As Tabelas 8 e 9 apresentam os coeficientes,
parametros ajustaveis e os erros médios quadraticos (EMQ) obtidos
através do software Mass Transfer para cada modelo aplicado aos dados
experimentais de ESC de semente de maracuja e torta de semente,
respectivamente.

Figura 18. Curvas de ESC de semente de maracuja experimental e modeladas a
250 bar, 40 °C e vazéo de 8 + 2 g/min de CO,.
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Figura 19. Curvas de ESC de torta de semente de maracuja experimental e

modeladas a 250 bar, 40 °C e vazdo de 8 + 2 g/min de CO,.
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Tabela 8. Coeficientes, pardmetros ajustaveis e erros médios quadraticos (EMQ)
da modelagem matematica da extragdo supercritica de semente de maracuja a

250 bar, 40 °C e vazdo de 8 + 2 g/min de CO,.

Modelo Parametros EMQ
Crank (1975) D (m?min) 8,825 x 10 0,11
Martinez et al. b (min™) 0,097 0.006

(2003) t (Min) 26,72
Xy -0,0157
Sovova (1994) Kya (Min™) 0,0306 0,087
kya (Min'™) 0,720
Gaigggge; al. D, (m?/min) 4,965 x 102 0,082
Tan e Liou (1989) kg (Min™) 0,0100 2,36
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Tabela 9. Coeficientes, pardmetros ajustaveis e erros médios quadraticos (EMQ)
da modelagem matemética da extracdo supercritica de torta de semente de
maracuja a 250 bar, 40 °C e vazdo de 8 + 2 g/min de CO..

Modelo Parametros EMQ
Crank (1975) D (m?/min) 1,7921 x 10t 0,0006
Martinez et al. b (min™) 0,0211 0.0005

(2003) t, (Min) - 2081,07
X 0,0197
Sovova (1994) Kya (Min™?) 0,0275 0,0016
Kya (Min'™) 0,0955
Gaspar etal. (2003) Dy, (m*/min) 9,8835 x 10! 0,0005
Tan e Liou (1989) kg (min™) 0,0100 0,046

De acordo com a Tabela 8, 0 modelo de Martinez et al. (2003)
apresentou o menor erro médio quadratico para a extracdo a partir da
semente de maracuja. Nesse modelo, o parametro t, corresponde ao
instante em que a velocidade de extracdo é maxima, ou seja, proximo a
27 minutos de extracdo para semente de maracuja. Ja no caso da torta,
apesar do menor valor de EQM (Tabela 9) obtido pelo ajuste do modelo
de Martinez (igual ao modelo SSP de Gaspar), devido ao afastamento
entre 0s pontos experimentais e modelados nas etapas CER e FER
(Figura 19) ndo é possivel afirmar que esse modelo é o que melhor
descreve o comportamento da curva de extracao.

A principal vantagem do modelo de Sovova (1994) é a adequada
descricdo dos fendmenos de transferéncia de massa envolvidos no
processo de ESC (conveccdo e difusdo), apresentando significado fisico
consistente para 0s parametros ajustaveis kyx, e kya (coeficientes de
transferéncia de massa na fase fluida e fase sélida, respectivamente). Por
outro lado, o uso desse modelo é limitado aos sistemas em que 0s
pardmetros utilizados tenham sido corretamente determinados, assim
como a solubilidade do soluto no solvente supercritico conhecida para a
condicdo de temperatura e pressdo do processo, ou seja, densidade do
CO, (REVERCHON; MARRONE, 2001; SOUZA et al., 2004). Assim,
é provavel que com um valor de solubilidade adequado para representar
a complexa mistura de componentes que constituem 0s extratos em
questdo o ajuste do modelo seria melhor. O valor solubilidade usado



Resultados 121

(9,5 Qextrato/KQco2) € referente a apenas um dos componentes do extrato,
o0 acido linoleico, determinada por Chen, Chang e Yang (2000). Este
valor foi adotado uma vez que ndo foram encontrados dados na
literatura de solubilidade de 6leo de semente de maracuja em CO, e pela
impossibilidade operacional de realizar uma analise de determinacéo de
solubilidade mais adequada.

O modelo de Sovova (1994) geralmente proporciona melhores
ajustes as curvas experimentais de matérias-primas com alto contetdo
de 6leo por possuirem uma etapa CER bem definida, ou seja, transicéo
do periodo CER para o FER bem delimitada. Apesar de 0 EMQ para a
extracdo de semente ter sido maior que para a extracdo de torta, ao
observar as Figuras 18 e 19, pela proximidade entre os pontos
experimentais e modelados em praticamente todas as etapas da extracao,
¢ possivel considerar que esse modelo descreve melhor o
comportamento da curva de extracdo da semente.

O parametro ky, do modelo de Sovova (1994) é definido como o
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida, sendo diretamente
afetado pela velocidade de escoamento do fluido que, por sua vez,
aumenta com o incremento da vazao de solvente. Ja o valor de k,, é
definido como o coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida e
ndo sofre a influéncia da vazdo do solvente, pois é representado pela
difusdo do CO, e da mistura de CO, + soluto no interior dos fragmentos
de matéria-prima (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009;
MICHIELIN et al., 2005; SOVOVA, 1994). Conforme os dados da
Tabela 8, o valor do coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida
(kya) foi bastante superior ao do coeficiente de transferéncia de massa na
fase sélida (ks), 0 que indica que o mecanismo de difusdo ¢ menos
representativo quando comparado com a convec¢do na extracdo de
semente de maracuja.

Os modelos de Crank (1975) e de Gaspar et al. (2003) (SSP)
consideram que a transferéncia de massa na extracdo se da unicamente
pela difusdo, desconsiderando o mecanismo de transferéncia de massa
por conveccdo. Analisando as Figuras 18 e 19, percebemos que esses
modelos geram curvas com comportamento semelhante entre si, com
bom ajuste para o processo com a torta, mas, diferente da curva de
dados experimentais para 0 ensaio com semente. Isso indica que a
consideragdo de processo controlado pela difusdo pode ser adequada
para a torta uma vez que ndo ha soluto (6leo) em sua superficie. Em
contrapartida, esses modelos parecem ser inadequados para descrever o
sistema com semente de maracuji cujo alto teor de dleo faz com que
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haja, no inicio da extragdo, um maior gradiente de concentracdo entre a
superficie dos solidos e a fase fluida.

O modelo de Tan e Liou (1989) apresentou o maior erro médio
quadratico em ambos os casos. Esta deficiéncia no ajuste aos dados
experimentais pode estar ligada ao fato de que o modelo foi
desenvolvido a partir de experimentos com uma matriz inerte e nédo
considerando a complexidade de uma matriz vegetal. Além disso, 0s
autores tratam a constante de dessorcdo (k;) como um pardmetro
dependente apenas da temperatura do processo. A constante de
dessorcdo representa a transferéncia de massa interfacial na qual a
velocidade de extracdo é proporcional a concentracdo de soluto na fase
solida e das caracteristicas do solvente. Uma interpretacdo valida para
essa constante seria atribuir a ela uma relagdo com alguns parametros de
processo como a solubilidade (Y*) e as restricbes a transferéncia de
massa (Kya € Kya).

Todas as diferentes consideragbes usadas na concepcdo e
aplicacdo dos modelos destacam que alguns aspectos do fendmeno de
transferéncia de massa no interior da matriz vegetal ndo sdo
completamente conhecidos. De acordo com Fiori (2007), seria
particularmente oportuna uma reconsideracdo do papel da estrutura das
células dentro de um fragmento e sua distribuicdo granulométrica na
formag&o de cada leito de extragcdo. O modelo apresentado por Del Valle
et al. (2006) inclui uma relacdo quantitativa com a microestrutura do
substrato, mas ainda h& poucas informagdes na literatura sobre sua
aplicagéo.

A modelagem da curva de ESC de dados experimentais é
importante para a otimizagdo de projetos e aumento de escala - como a
defini¢do do volume do extrator e do tempo total da extracdo para uma
condicdo de operacéo especifica -, e para a predicdo do comportamento
da extracdo ao longo do processo e de seu rendimento, dependendo do
fendmeno predominante na transferéncia de massa do sistema
extrato/CO, supercritico (fendmenos convectivos e  difusivos)
(GASPAR et al., 2003; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009).
Assim, diferentes modelos podem ser indicados para a predigdo desses
dados para cada uma das matérias-primas estudadas. No caso da
semente de maracuja, pode-se sugerir o uso do modelo de Sovova,
enquanto para a torta de semente de maracuja, a aplicagdo dos modelo
de Crank (1975) ou de Gaspar et al. (2003) (SSP) seriam mais
indicados.
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5.4. Rendimento global de extragdo

O rendimento global da extracdo (X,) é definido como a fracdo
de compostos presente na matriz sélida passivel de ser extraida pelo
solvente em condicbes de extracdo pré-estabelecidas, e indica
guantitativamente a eficiéncia do processo (SILVA, 2004). Os
rendimentos dos extratos de semente de maracuja e torta de semente de
maracuja obtidos através das diferentes técnicas de extracdo estdo
apresentados na Tabela 10, assim como a densidade do CO, supercritico
em cada condigdo de temperatura e pressdo aplicada e o indice de
polaridade dos solventes organicos empregados nas extracdes a baixa
pressao.

Tabela 10. Valores de rendimento global (X,) em base Umida obtidos para as
extracdes de semente de maracujd e torta de semente de maracuja, densidade do
CO, supercritico em cada condicdo e indices de polaridade dos solventes.

Método de Parametros p CO,? Xo (%)@
Extragdo de processo  (g/cm®) Torta Semente
150bar 0,781  4,6+0,1%° 21,4 +0,8°¢
40°C 250bar 0,880  44+04° 27 +12
300bar 0911  46+02*  21,8+0,7%b¢
ESC Sc-co, 150 bar 0,701 42 +04° 13 +1¢

50°C 250bar 0835  4,7+0,2%° 25,9 + 0,62
300bar 0871  45+03° 21,3 +0,5°¢

ESCSC-CO* 4000 250 bar 0,880 4,9 +0,3*° -
5% EtOH 300 bar 0911  493+0,05* -
i 5 IPS®@
Baixa presséao Solventes
EtOH-H,0 71 6+1° 9,6 +0,3¢
EtOH 5,2 4,8 +0,1%P 11,3 +0,3¢
MAC b ab,c
EtOAc 43 43+0,1 23,7 £0,3*"
Hx 0 43+05° 20,7 £0,3°
EtOH-H,0 7,1 4,8+0,1%P 10 +2¢
UE EtOH 5,2 4,53 +0,01° 23 + 23b¢
EtOAC 4,3 50+04%  231+0,7%¢
Hx 0 4,9 +0,2%P 26 + 3%P

ESC SC-CO,: extracdo com diéxido de carbono supercritico; EtOH: etanol;
UE: extracdo assistida por ultrassom; MAC: maceragdo; EtOH-H,O: mistura
etanol e agua (1:1, v/v); Hx: hexano; EtOAc: acetato de etila.
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@ Densidade do SC-CO, (ANGUS; ARMSTRONG; DE REUCK, 1976).

@ indice de polaridade do solvente (PHENOMENEX, 2013). IPS da solucéo
aquosa foi calculado por (IA/100 x PA) + (IB/100 x PB), onde IA e IB séo 0s
indices de polaridade dos solventes A e B, respectivamente, PA e PB a
E)orcentagem dos solventes A e B, respectivamente (MARKOM et al., 2007).

% Letras iguais indicam que néo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os
valores de cada coluna (resultados de semente e torta analisados
separadamente)

Para as sementes, os melhores rendimentos das extraces foram
obtidos com SC-CO, a 250 bar (27 £ 1 e 25,9 £ 0,6 % a 40 °C e 50 °C,
respectivamente) e por UE com hexano (26 + 3 %), o que podia ser
esperado devido ao alto teor de lipidios desse material e a baixa
polaridade desses solventes. Porém, esses resultados diferem
significativamnete apenas das extragdes ESC/150 bar/50 °C, MAC e
UE com EtOH-H,0 e MAC com EtOH que apresentaram 0S menores
valores de rendimento. Apesar de o teor de dleo das sementes poder
variar conforme a origem da matéria-prima, considerando valor de 30 %
reportado por Malacrida e Jorge (2012), pode-se considerar que 0s
solventes de menor polaridade conseguiram extrair a maior parte do
conteudo de 6leo das sementes.

Para maceracdo de semente, os solventes de menor polaridade
tiveram melhor desempenho (p < 0,05) em relagdo aos solventes mais
polares, 23,7 £ 0,3 e 20,7 = 0,3 % para EtOAc e Hx, respectivamente,
sendo estes iguais entre si estatisticamente. Oliveira, Barros e Gimenes
(2013) estudaram a extracdo de semente de maracuja amarelo por
diferentes técnicas e diferentes razdes semente/solvente e concluiram
gue o uso de hexano com uma proporcao amostra/solvente de 1/4 por 8
h sob agitacdo constante e redimento de 23,6 % é a condicdo mais
vantajosa entre as estudadas considerando todos os resultados de
rendimento, custos energéticos e consumo de solvente. Usando etanol
nessas mesmas condigdes, os referidos autores reportaram rendimento
superior (18,2 %) ao obtido no presente estudo (11,3 %), indicando um
processo mais eficiente e ainda menos oneroso em termos financeiros e
laborais, uma vez que o procedimento aplicado aqui utilizou propor¢éo
amostra/solvente 1/5 e 7 dias de extracéo.

Na extracdo de semente de maracuja assistida por ultrassom, os
resultados apresentaram certa tendéncia com a polaridade dos solventes
empregados, porém apenas o menor valor, que foi obtido com o solvente
mais polar (EtOH-H,0), difere dos demais (p < 0,05). De acordo com
Oliveira, Barros e Gimenes (2013), o tempo de processo e a razdo
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matéria-prima/solvente influenciam no rendimento da extracdo assistida
por ultrassom, mas de forma diferente de acordo com o solvente
utilizado. Mesmo no maior tempo de extracdo (60 min), esses autores
apresentaram rendimentos ligeiramente menores (21,2 e 19,5 %,
respectivamente), mas ainda semelhantes, aos obtidos no presente
trabalho para a UE com hexano e etanol (26 e 23 %, respectivamente).
Isso se deve, provavelmente, a menor quantidade (50 %) de solvente
utilizada pelos autores proporcionalmente a massa de matéria-prima.
Porém, como essa diferenca entre os rendimentos obtidos é pequena, ha
um indicio de que a razdo matéria-prima/solvente ideal seria
intermediaria entre a empregada pelos referidos autores (1/8) e a usada
no presente estudo (1/16).

A extragdo com ultrassom ndo é comumente usada na extracdo de
Oleos de sementes, porém, quando as ondas ultrassonicas sdo aplicadas
em um sistema so6lido-liquido provocam sua rapida e continua expansao
e compressdo causando uma variedade de efeitos como rupturas de
células e de pontes entre moléculas, o que facilita a liberacdo de
componentes, e um efeito “esponja” que faz com que o solvente liquido
passe pelo solido através de micro canais, aumentando a transferéncia de
massa e, consequentemente, o rendimento de extracdo (MASON;
PANIWNYK; LORIMER, 1996; MULET et al.,, 2003). Apesar de
apresentarem resultados de rendimento semelhantes, entre as técnicas de
extracdo a baixa pressdo empregadas no presente trabalho, a UE poderia
ser considerada mais vantajosa que a MAC para as matérias-primas
estudadas, devido seu tempo de processo ser muito menor (45 min
contra 7 dias), indicando a influéncia benéfica das ondas ultrassonicas
na transferéncia de massa. Mas, para se ter uma melhor conclusdo, é
necessario avaliar a qualidade dos extratos.

Na extracdo supercritica, como ha pouca diferenca significativa
entre a maioria dos resultados, ndo foi possivel detectar tendéncias de
comportamento em funcdo de temperatura, pressdo ou densidade do
CO,. No entanto, a ligeira superioridade dos resultados obtidos a 250
bar aqui, juntamente com o fato de Zahedi e Azarpour (2011) também
reportarem rendimento méaximo a 250 bar (e com valor similar, 25,6 %),
é possivel considerar que esta seria a melhor pressdo para a extragdo de
6leo de semente de maracuja em termos quantitativos. De acordo com
os referidos autores, apesar de esse melhor resultado ter sido com um
tempo de extracdo de 3h, essa varidvel parece ter menos efeito nos
resultados de rendimento, uma vez que bons resultados também foram
obtidos com 1 h de extracdo. Considerando que a curva de extragao dos
referidos autores seja semelhante a obtida no presente trabalho, por ser a
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mesma pressdo de extracdo, a andlise da cinética do processo pode
explicar essa menor influéncia do tempo de ensaio entre as condi¢des
estudas por eles. Isso porque, conforme apresentado no item 5.2., o
tempo da etapa CER é aproximadamente 40 min; ap6s esse tempo, a
extracdo ocorre mais lentamente devido a reducdo da transferéncia de
massa, sendo, assim, o prolongamento do tempo de extragdo menos
influente no resultado de rendimento.

A solubilidade dos compostos no fluido supercritico é afetada
pela pressdo e temperatura de operacdo. Em condicGes isotérmicas, o
incremento da pressdo aumenta a solubilidade do soluto (6leo) devido
ao aumento da densidade do CO,, elevando a taxa de extracdo. Porém, o
efeito da temperatura é mais complexo, devido a influéncia da pressao
de vapor do soluto e da densidade do solvente na solubilidade do soluto
no fluido supercritico. Ou seja, em condi¢do isobarica o efeito da
temperatura é devido a dois mecanismos: uma elevag¢do na temperatura
do processo aumenta a solubilidade devido ao efeito da pressdo do vapor
do soluto e, reduz a solubilidade devido a diminuicdo da densidade
solvente. Esses efeitos opostos geralmente resultam na inversdo das
isotermas de rendimento (CASAS et al., 2007; MICHELIN et al., 2009).
A Figura 20 apresenta as isotermas de rendimento para a semente de
maracuja (a) e torta de semente (b), porém esse comportamento nado
pode ser confirmado no presente estudo devido a maior parte dos
resultados serem estatisticamente iguais entre si (p < 0,05). Além disso,
acima de uma pessao 6tima de extragdo, ou maxima solubilidade, forgas
repulsivas entre o soluto e o solvente podem predominar sobre a
influéncia da densidade do CO, no sistema (LEE; MARKIDES, 1990),
0 que pode explicar os menores rendimentos das extracdes a 300 bar,
apesar de ndo serem significativamente diferentes

De acordo com Liu et al. (2009), comparando as propriedades
guimicas dos 6leos de maracuja extraidos por solventes organicos com
0s 6leos extraidos por CO, supercritico, estes podem ser considerados
diretamente como Oleo comestivel, enquanto aqueles devem ser
refinados para serem padrdo alimenticio. Assim, a semente de maracuja
tem potencial para ser valorizada como uma fonte ndo convencional de
6leo de alta qualidade tanto para uso cosmético como alimenticio.

Para o residuo industrial da producédo de 6leo de semente - a torta
- todas as extracdes realizadas proporcionaram rendimentos bastante
semelhantes entre si, sem diferenga significativa, com leve destaque
apenas para a macerac¢do com a mistura EtOH-H,0, cujo resultado foi 6
+ 1 %. Néo foram encontrados na literatura estudos com torta de
semente de maracuja a fim de comparar resultados. A adicdo de etanol
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como cossolvente ao CO, também nao alterou (p < 0,05) o rendimento
da ESC de torta. Assim, comparando-se os resultados de rendimento das
sementes e da torta, pode-se dizer que o processo anterior de extracdo
por prensagem a frio empregado na indUstria extrai boa parte do 6leo
disponivel, mas, ainda que com baixo rendimento de processo, uma
segunda extragdo ainda pode ser uma alternativa possivel para agregar

valor a esse residuo caso forneca um extrato biologicamente ativo.

Figura 20. Isotermas de rendimento da extragdo supercritica de a) semente de

maracuja e b) torta de semente de maracuja.
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Ainda, apés 0 processo de extracdo para a obtencdo desses
extratos, a matriz vegetal permanece rica em outros constituintes como
fibras e proteinas que ndo séo extraidos durante o processo, podendo ser
novamente transformada em produtos de valor econémico (FERRARI;
COLUSSI; AYUB, 2004). De acordo com Liu et al. (2008), o teor de
proteina da semente de maracuja in natura é de aproximadamente 10 %
(m/m), o que a torna uma boa fonte proteica para alimentacdo animal,
ou até mesmo para um outro processo de extra¢do de proteinas uma vez
que Agizzio et al. (2006) relatou que a proteina equivalente a albumina
2S encontrada na semente de maracuja tem efeito antifungico. Além
disso, no caso da extracdo com CO, supercritico apresenta a vantagem
de o residuo ser isento de solvente apds a extracdo. Chau e Huang
(2005) relataram que hamsters alimentados com fibras de sementes de
Passiflora edulis tiveram significativa reducdo de triglicerideos,
colesterol total no sangue e no figado e aumento de lipideos e acidos
biliares nas fezes, indicando que as fibras do maracuja com propriedade
hipocolesterolémico podem ser utilizadas para a alimentacdo humana.

5.5. Atividade antioxidante pelo método de DPPH

A atividade antioxidante dos extratos de semente de maracuja e
de seu residuo apds prensagem a frio para obtencdo de 6leo, torta, foi
avaliada pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). A
atividade antioxidante é apresentada em ECso, quantidade de extrato
necesséria para inibir em 50 % a atividade dos radicais livres, e quanto
menor esse valor maior a atividade antioxidante do produto. A Tabela
11 apresenta os valores de ECs, dos extratos obtidos pelas diferentes
técnicas de extracdo empregadas em ambas as matérias-primas.
Utilizou-se o BHT, um composto sintético de reconhecida atividade
antioxidante como referéncia para comparacao dos resultados.

Como esperado, os resultados de atividade antioxidante, em
geral, sdo funcdo da polaridade do solvente, com valores
significativamente maiores de ECsy (menor atividade) para os solventes
apolares (hexano e CO;). O melhor desempenho (p < 0,05) foi
apresentado pelos extratos, de ambas as matérias-primas, obtidos a baixa
pressdo pela mistura EtOH-H,O, que é mais polar, em ambos os
processos. Esse comportamento evidencia que o0s solventes de
polaridade intermediaria e alta aplicados nas extragdes favoreceram a
solubilizacdo de compostos com atividade antioxidante, detectaveis pelo
método DPPH. Isso porque o radical DPPH apresenta inacessibilidade
estérica para moléculas grandes - como é o caso da maioria dos
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compostos lipidicos - sendo, assim, menos eficiente para a determinagédo
da atividade antioxidante desses materiais (APAK et al., 2007).

Tabela 11. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de semente de
maracuja e torta de semente através do método DPPH, expressos através da
concentracdo efetiva a 50 % (ECs,), e comparagdo com o BHT.

) ECs,— DPPH
Método de Parametros de (pg/mL)(l)(z)
extragdo processo
Torta Semente
150 bar 2934 3369°
40 °C 250 bar 27519 3258%¢
300 bar 7019’ 12332¢
ESC SC-CO, . -
150 bar 3338 3948
50 °C 250 bar 28959" 2808
300 bar 8565’ 17323"
ESCSC-CO, ...  250bar 35349" -
+5 9 EtOH 300 bar 2713’ -
Baixa pressédo Solventes
EtOH-H,0 242° 265°
MAC EtOH 279° 323"
EtOAc 961¢ 1967¢
Hx 2780" 31448F
EtOH-H,0 59 314°
e EtOH 1104° 2044°
EtOAC 1502 2954°
Hx 3000" 2915%¢
BHT® - 261

ESC SC-CO,: extragdo com didxido de carbono supercritico; EtOH: etanol; UE:
extracdo assistida por ultrassom; MAC: maceracdo; EtOH-H,O: mistura etanol e
agua (1:1, v/v); Hx: hexano; EtOAC: acetato de etila.

@ Concentragdo necessaria para obter 50 % de atividade antioxidante; ® Letras
iguais indicam que nédo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os valores de
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cada coluna (resultados de semente e torta analisados separadamente); © Benelli
et al. (2010).

Com os dados obtidos para os extratos supercriticos, pode-se
observar que o aumento da pressdo em condigdo isotérmica parece
influenciar positivamente a capacidade antioxidante medida pelo
método DPPH, apesar de todos os valores de ECsq terem sido bastante
elevados. Quando os valores de ECs, sdo relacionados com a
temperatura, mantendo a pressdo constante, ndo é encontrada uma
tendéncia definida para aumento ou reducdo desses valores. Este
comportamento pode estar relacionado aos diferentes compostos
extraidos em cada uma das condicdes experimentais, fazendo com que,
também, ocorram variagdes no potencial antioxidante. Estes resultados
indicam que mudangas na pressdo e na temperatura e,
consequentemente, na da densidade do fluido supercritico, alteram a
concentracdo dos compostos extraidos e com atividade antioxidante
presentes nos extratos de semente de maracuja e em seu residuo. Como
ndo houve tendéncia de diminuicdo da atividade antioxidante com o
aumento da temperatura, pode ser um indicio de que 0s compostos
responsaveis pela atividade antioxidante ndo sofrem degradacdo térmica
a 50 °C (HU; HU; XU, 2005).

Para a semente, 0 ECsy do extrato de MAC/EtOH-H,0O, 265
pug/mL, foi significativamente menor que os demais extratos, com
capacidade antioxidante equivalente a do BHT (261 pg/mL). Os
extratos de UE/EtOH-H,O e MAC/EtOH (314 e 323 pg/mL,
respectivamente) ainda poderiam ser considerados como antioxidantes
potenciais. Pereira (2011) relatou um valor de ECsy de 1,520 mg/mL
para o 6leo de semente de maracuja comercial, enquanto Ferreira et al.
(2011) reportaram valores maiores para 0s Oleos de semente de
maracuja refinado, bruto (prensagem a frio) e obtido por Soxhlet com
éter de petréleo - 5,74, 7,12 e 16,84 mg/mL, respectivamente. Assim, 0s
valores de ECs, dos extratos mais oleosos, ou seja, obtidos por solventes
de menor polaridade como CO, e HXx, estdo de acordo com os dados
apresentados por esses autores, com a mesma ordem de grandeza.

Para a torta, o desempenho significativamente melhor foi do
extrato obtido por UE/EtOH-H,0, 59 pg/mL, sendo potencialmente um
antioxidante bastante superior ao BHT (261 pg/mL). Porém, os extratos
resultantes da maceragdo com a mistura EtOH-H,0 e com EtOH puro,
também apresentaram valores de ECs, 242 e 279 pg/mL,
respectivamente, semelhantes ao BHT. O melhor desempenho dos
extratos de torta em relacdo aos de semente pode estar relacionado com
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a possibilidade de os compostos antioxidantes estarem mais acessiveis
aos solventes devido a menor quantidade de 6leo na matriz vegetal; e/ou
ainda pelo fato de os extratos de semente apresentarem uma maior
proporcao de compostos lipidicos estando os compostos com atividade
antioxidante menos concentrados.

5.6. Capacidade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido linoleico

No método de descoloragdo do sistema [-caroteno/acido
linoleico, o B-caroteno sofre descolora¢do na auséncia de um composto
antioxidante, o que resulta na reducdo da leitura espectrofotométrica da
absorbancia da solucéo, num dado tempo de reagdo. Isso ocorre devido a
formagéo de radicais livres a partir da oxidagdo do B-caroteno e do acido
linoleico. A Tabela 12 apresenta os valores obtidos para o método de
descoloragdo do sistema [-caroteno/acido linoleico, expressos em
percentual de atividade antioxidante (% AA) apdés 120 minutos de
reacdo, para os extratos de ambas as matérias-primas e para o BHT.

Entre os extratos de semente, o de UE/EtOH-H,0 apresentou o
melhor resultado de %AA (72,3 £ 0,9 %), porém sem diferenca
significativa para os de MAC/EtOH-H,0 (67,9 + 0,9 %), MAC/EtOH
(64,9 + 0,7 %), ESC/150 bar/40 °C (62 + 4 %) e UE/EtOAC (61 + 2 %).

A maior atividade antioxidante entre os extratos de torta foi o da
extracdo UE/EtOAC (92 + 8 %), porém semelhante estatisticamente aos
de UE/EtOH-H,O (89,3 £ 0,9 %), MAC/EtOH-H,0O (84,1 + 0,2 %),
UE/EtOH (83 % 2 %) e ESC/300 bar/40 °C (79 % 6 %).

Como o método de descoloragdo do sistema [-carotenofacido
linoleico é mais indicado para avaliar a atividade antioxidante de fragdes
lipidicas, facilmente extraidas por solventes de menor polaridade como
CO, e hexano, esperava-se melhor desempenho de seus extratos que
apresentaram valores de %AA bastante baixos, com excec¢do dos
extratos supercriticos de semente obtido a 150 bar/40 °C e de torta da
condicdo 300 bar/40 °C, com valores de 62 + 4 e 79 £ 6 %,
respectivamente, semelhantes estatisticamente aos extratos de melhores
resultados mencionados. Isso pode indicar que, no caso das matérias-
primas estudadas, a atividade antioxidante ndo estaria relacionada a
fracdo lipidica. Inferéncia corroborada pelo estudo de Oliveira et al.
(2009) com o residuo industrial de maracuja abrangendo sementes e
casca juntos, em que o extrato obtido por Soxhlet com hexano nédo
apresentou atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPHe. e de
sequestro do radical anion superéxido (O®), enquanto o extrato
metandlico do residuo desengordurado teve atividade.
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De um modo geral, os extratos de torta tendem a ser mais ativos
contra a oxidagdo do B-caroteno e do acido linoleico que os de semente.
No entanto, todos o0s extratos apresentaram atividade antioxidante
inferiores a0 BHT (113 £ 7 %).

Tabela 12. Avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos e do BHT através
do método de descoloragdo do sistema [-caroteno/acido linoléico, expressos
atraveés do percentual de atividade antioxidante (% AA), ap6s 120 minutos de
reagdo para 1667 pg extrato/mL.

Atividade Antioxidante

Método de Parametros de (% AA apds 120 min)®
extragdo processo
Torta Semente
150 bar 39+8° 62 + 43P
40 °C 250 bar 4.4 +0,4° 5,8 +0,2¢
300 bar 79 + 6° 2,0+0,2¢
ESC SC-CO, -
150 bar 30 +6°° 43 +13°
50 °C 250 bar 5,7 +0,9° 4,7+0,2¢
300 bar 23 + 8% 1,1+0,2¢
ESC SC-CO, 10°C 250 bar  6,55+0,01° -
+5 9 EtOH 300 bar 51+0,7° -
Baixa pressédo Solventes
EtOH-H,0 84,1+ 0,2 67,9 + 0,9°°
MAC EtOH 43 +1° 64,9 + 0,72P
EtOAC 37,6+0,7° 58 + 2°
Hx 7,6 £0,3° 2,5+ 0,7
EtOH-H,0 89,3+0,9° 72,3+0,9°
e EtOH 83+ 2° 31+7°
EtOAC 92 +8° 61 + 28P
Hx 15,6 + 0,6%¢ 12,8 +0,8°
BHT® - 113+7

ESC SC-CO,: extragdo com dioxido de carbono supercritico; EtOH: etanol;
UE: extracdo assistida por ultrassom; MAC: maceragdo; EtOH-H,O: mistura
etanol e dgua (1:1, v/v); Hx: hexano; EtOAc: acetato de etila.
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@ Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre o0s
valores de cada coluna (resultados de semente e torta analisados
separadamente); ©® Benelli et al. (2010).

5.7. Capacidade antioxidante total pelo método ABTS

Esta analise teve o objetivo de verificar a capacidade dos extratos
de semente e residuo de semente de maracuja em sequestrar o radical
cation (ABTS™), comparado a uma curva analitica de um padrdo
antioxidante (Trolox). A quantidade de moléculas de radicais ABTS"
consumida devido a reacdo com compostos antioxidantes é expressa em
capacidade antioxidante em Trolox equivalentes (TEAC), ou seja,
guanto maior concentragdo TEAC, mais antioxidante é a amostra
analisada (CAMPOS; LISSI,1997; BORGES et al., 2011). Este método
é uma excelente ferramenta para determinar a atividade antioxidante de
compostos doadores de hidrogénio e de compostos terminadores de
cadeias (RE et al., 1999).

A Tabela 13 apresenta os valores de capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) dos extratos de semente e torta de
semente de maracuja avaliados em termos de poder de sequestro de
radicais, de acordo com o método ABTS. Assim como observado nos
resultados do método DPPH, as maiores capacidades antioxidantes
foram detectadas nos extratos obtidos com EtOH-H,O para ambos o0s
processos a baixa pressdo e ambas as matérias-primas, sendo
significativamente superiores a dos demais extratos. Os valores de
TEAC dos ensaios com essa mistura de solventes para os extratos de
torta foram iguais entre si (p < 0,05), 1260 + 6 e 1259 + 4 uM/g para
MAC e UE, respectivamente. Enquanto, no caso da semente, o extrato
obtido por MAC (509 + 1 uM/qg) foi significativamente melhor que o de
UE (444 + 7 pM/qg).

Os resultados dos extratos obtidos com solventes de polaridade
intermediaria (EtOH e EtOAc) sdo condizentes com os reportados por
Contreras-Calderon et al. (2011) cujos valores de TEAC foram de 131 +
0,64 e 144 + 1,88 UM/Qmatria-prima fresca Para extratos de semente + polpa
obtidos com uma mistura de metanol e &gua (1:1, v/v) de Passiflora
mollissima e Passiflora tarminiana, respectivamente. Porém as
diferencas de espécie, partes da frutas utilizadas e de processo
impossibilitam uma comparacéo direta.



134 Resultados

Tabela 13. Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS para os
extratos de semente e torta de semente de maracuja.

ctodo d i ABTS (UM
Metodo de Parametros de TEAC/Gexrare) @
extracao processo

Torta Semente
150 bar 47 + 79N 71+ 1%

40 °C 250 bar 77+6 9+ 1

300 bar 12+4 39+1

ESC SC-CO;,

150 bar 112 +3° 83+1f
50 °C 250 bar 58 + 19 54 + 19N
300 bar 52 + 19N 50 + 12"

ESC SC-CO, 40°C 250 bar 29 + 3" -
+5 9% EtOH 300 bar 40 + 6™ -
Baixa presséo Solventes
EtOH-H,0 1260+ 6° 500 + 1°
EtOH 298 + 7° 224 + 3°
MAC
EtOAC 174 +1° 138 +1°
Hx 113 +5° 80+ 6
EtOH-H,0 1259 + 4% 444 +7°
EtOH 185 + 2° 160 + 1°
UE .

EtOAC 143+1 130 + 1°
Hx 91+ 7 57 + 19"

ESC SC-CO,: extragdo com didxido de carbono supercritico; EtOH: etanol; UE:
extracdo assistida por ultrassom; MAC: maceracdo; EtOH-H,O: mistura etanol e
agua (1:1, v/v); Hx: hexano; EtOAc: acetato de etila.

@ Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s
valores de cada coluna (resultados de semente e torta analisados separadamente);
@ capacidade antioxidante em Trolox equivalentes.

Por ser uma metodologia recomendada para medir a atividade de
compostos de natureza tanto hidrofilica quanto lipofilica, de acordo com
Re et al. (1999), esperava-se um melhor desempenho dos extratos
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obtidos por solventes de baixa polaridade (SC-CO, e Hx), dado que
alguns dos extratos supercriticos tiveram bons resultados pelo método
de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico.

A comparacdo de resultados de atividade antioxidante,
principalmente no caso da torta de semente de maracuja, é dificultada
pela escassez de estudos disponiveis na literatura.

A adicdo de etanol como cossolvente na extragdo supercritica, de
maneira geral, ndo alterou significativamente os resultados de atividade
antioxidante em relagdo aos extratos obtidos com CO, puro,
independente da métodologia utilizada para sua avaliagdo. A
combinacdo de resultados dos trés métodos para avaliacdo da
capacidade antioxidante usados neste trabalho apontam a mistura EtOH-
H,O como melhor solvente para se obter extratos antioxidantes a partir
de semente e torta de semente de maracuja. Porém, bons resultados
exibidos também por outras amostras podem indicar uma possivel
diversidade de grupos quimicos extraidos pelas diferentes técnicas de
extracdo e solventes.

O uso de extratos naturais como aditivos alimentares pode ser
vantajoso, conforme sugerido por Bonilla et al. (1999). Isso porque o
uso de antioxidantes sintéticos em produtos alimenticios € limitado pela
legislacéo, de acordo com pardmetros toxicoldgicos, o que ndo se aplica
a compostos de origem natural. Estudos mais recentes avaliam o efeito
sinérgico entre antioxidantes sintéticos e compostos naturais com
atividade antioxidante, com o intuito de adicionar estes para reduzir a
guantidade daqueles para produzir uma mesma inibicdo da oxidagao in
vitro (ROCKENBACH et al., 2008).

Os métodos para a avaliagdo da atividade antioxidante in vitro
representam indicadores das potenciais atividades biologicas, refletindo
apenas uma biodisponibilidade tedrica. Maiores avaliagbes sdo
necessarias para a identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes
nos extratos e para verificar sua contribuicdo na atividade antioxidante
total, assim como para testar sua atividade antioxidante em sistemas
biologicos.

5.8. Determinacéo do teor de compostos fenolicos total (TFT)

O teor de compostos fendlicos total (TFT), determinado pelo
método de Folin-Ciocalteau e expresso em equivalentes de &cido galico
(GAE), para cada extrato de semente e torta de semente de maracuja
obtido pelos diferentes métodos de extragdo, bem como para o BHT, séo
apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Teor de compostos fendlicos total (TFT), expressos em equivalentes
de &cido galico (GAE), para os extratos de semente e torta de semente de
maracuja e o BHT.

I\gits:;ie Pa?rrgsggg 9 TET (mg GAE/ g extrato)®
Torta Semente
150 bar 28 + 4°¢ 33,0+0,8°
40°C 250 bar 24 + 2°¢ 30 1%
£SC SC-CO, 300 bar 13,3+0,6° 18 + 2'
150 bar 31 +2%¢ 26,4 +0,8°
50°C 250 bar 21 +2%¢ 24,3 +0,4"
300 bar 14 +1° 19,3+0,8"™
ESC SC-CO, 40°C 250 bar 17,9 + 0,3%¢ -
+5 % EtOH 300 bar 15,3+0,3° -
Baixa pressao Solventes
EtOH-H,0 284 +5° 142,4 +0,4°
EtOH 27 +2%¢ 75+ 2
MAC EtOAC 32 +3%¢ 24,6 +0,8"
Hx 31 +3%¢ 30 £ 1%
EtOH-H,0 336 + 22° 61,3+ 0,4°
EtOH 39+1° 21,4 +0,4%"
Ve EtOAC 28,2 +0,8%° 19 + 1M
Hx 238+04%  223+0,1%"
BHT® - 268 +13

ESC SC-CO,: extracdo com dioxido de carbono supercritico; EtOH: etanol;
UE: extracdo assistida por ultrassom; MAC: maceragdo; EtOH-H,O: mistura
etanol e dgua (1:1, v/v); Hx: hexano; EtOAc: acetato de etila.

W Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa (p < 0,05);
@ Benelli et al. (2010).
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Como pode ser observado na Tabela 14, aqui novamente 0s
extratos resultantes das extracbes com a mistura EtOH-H,0
apresentaram maiores teores de compostos fenolicos em ambos os
processos a baixa pressdo e ambas as matérias-primas. Isso porque,
apesar de os compostos fendlicos apresentarem uma ampla faixa de
polaridade, podendo ser solubilizados por solventes de baixa polaridade,
de forma geral, esses compostos sdo caracterizados como polares e sao
solubilizados com mais facilidade por solventes mais polares como € o
caso da mistura etanol-agua.

Na extracdo supercritica, 0 aumento da pressdo mantendo a
temperatura constante parece influenciar negativamente o teor de
compostos fendlicos dos extratos, apesar de somente os resultados das
extracdes a 300 bar diferirem significativamente dos demais; porém,
mais experimentos seriam necessdrios para atestar essa tendéncia.
Comportamento oposto foi observado por Mezzomo et al. (2010) com
améndoa de péssego. Quando se considera a variagdo de temperatura,
em uma condicao isobarica, ndo é possivel observar nenhuma tendéncia.
E como ocorrido nas avaliagBes de atividade antioxidante, a adi¢do de
etanol como cossolvente na extracdo supercritica ndo alterou
significativamente os resultados de TFT.

No caso da torta, a maioria dos extratos apresentou resultados
semelhantes entre si, com destaque apenas para valores de TFT das
extracbes com EtOH-H,O, sendo ainda o de UE (336 + 22 mg
GAE/Qexrato) Significativamente superior ao de MAC (284 = 5 mg
GAE/Qexirato) € ambos maiores que do BHT (268 + 13 mg GAE/g). No
estudo de Oliveira et al. (2009) com o residuo industrial de maracuja
(Passiflora alata), que incluia sementes e casca juntos, o extrato
metanolico obtido por Soxhlet desse residuo desengordurado apresentou
valor de TFT de 41,2 + 4,2 mg GAE/g de extrato seco, préximo ao dado
de UE de torta (também residuo desengordurado) com etanol puro do
presente trabalho (39 + 1mg GAE/ g de extrato) cuja polaridade é
préxima a do metanol.

Entre os ensaios com a semente de maracuja, o maior valor de
TFT foi do extrato MAC/EtOH-H,0, 1424 + 0,4 mg GAE/Jextrato, Mas
inferior ao BHT (268 + 13 mg GAE/g). Saravanan e Parimelazhagan
(2013) reportaram TFT de 115,7 mg GAE/Qexrato para extrato de
Passiflora subpeltata obtido por Sohxlet com metanol (polaridade
préxima ao etanol). Ferreira et al. (2011) analisaram o TFT para os
oleos de semente de maracuja (Passiflora edulis) refinado, bruto
(prensagem a frio) e obtido por Soxhlet com éter de petrdleo, mas a
forma como os dados foram reportados (350,4, 349,6 e 339,6 g/g
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respectivamente) é diferente da empregada no presente trabalho o que
desqualifica a comparagdo. Kornsteiner, Wagner e Elmadfa, (2006), em
estudo com extratos oleosos de castanha-do-Brasil, améndoa e
amendoim obtidos por Soxhlet, apontam valores de TFT de 11, 23 e 42
mg GAE/g, respectivamente, semelhantes aos obtidos no presente
trabalho para a maioria dos extratos.

As diferengas encontradas na literatura no teor de compostos
fendlicos total para uma mesma fruta ou vegetal dependem,
principalmente, das diferentes técnicas empregadas na extracdo e
quantificacdo desses compostos (BRAVO, 1998; KALT et al., 2001).
Com base na literatura, sabe-se que o contelldo de compostos fendlicos
determinado pelo método de Folin-Ciocalteau ndo é uma medida
absoluta da quantidade desse tipo de substancia na matéria-prima, uma
vez que algumas moléculas respondem diferentemente a esse
experimento e que esses componentes presentes nas frutas sao
encontrados nas formas livre e ligada; porém, esta Ultima geralmente é
excluida das analises, sendo o teor de compostos fenodlicos total
subestimado  (SANCHEZ-MORENO;  LARRAURI;  SAURA-
CALIXTO, 1999; SUN et al., 2002). Além disso, a quantidade de
compostos fendlicos das plantas também depende de fatores como o
género, espécie e cultivar da planta e de condigdes de cultivo, colheita e
armazenamento (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001; RAPISARDA
etal., 1999).

Embora a literatura reporte que o teor de compostos fenélicos tem
influéncia na atividade antioxidante de produtos naturais, eles ndo
caracterizam completamente essa atividade, representando apenas um
indicativo dessa propriedade (ROGINSKY; LISSI, 2005). Nao foi
possivel atribuir uma relagdo entre os resultados de TFT e atividade
antioxidante obtidos pelos trés métodos aplicados no presente estudo, o
gue sugere gque ha outros compostos responsaveis por essa atividade que
podem estar presentes nas sementes de maracuja e no seu residuo. De
acordo com Malacrida e Jorge (2012), a atividade antioxidante de 6leo
de semente de maracuja pode ser influenciada também pela presenca de
tocoferois, conhecidos como antioxidantes naturais, além dos compostos
fendlicos. Deve-se considerar, ainda, um possivel efeito sinérgico entre
esses componentes na atividade antioxidante resultante (SANCHEZ-
MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1999).
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5.9. Determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI)

Com base em todos os resultados anteriores (rendimento,
atividade antioxidante e TFT), os extratos de semente e de torta de
semente de maracuja obtidos pelas extracdes supercriticas a 40 °C
(todas condicBes de pressdo e cossolvente) e pela mistura de solventes
EtOH-H,0 (1:1, v/v) por MAC e UE foram selecionados para serem
submetidos a avaliacdo pelo método quantitativo de microdiluicdo em
caldo de cultivo para a determinacdo da CMI (concentracdo minima
inibitéria) contra as bactérias E. coli (Gram-negativa) e L. innocua
(Gram-positiva). CMI se refere @ menor concentracdo de extrato capaz
de inibir o crescimento do microrganismo testado. Na Tabela 15 séo
apresentados os valores de CMI dos extratos que inibiram o crescimento
de a0 menos uma das bactérias testadas; os demais extratos ndo inibiram
0 crescimento. Nenhuma das concentraces testadas desses extratos
apresentou atividade bactericida.

Tabela 15. Valores da concentragdo minima inibitoria (CMI) para os extratos de
semente e torta de semente de maracuja determinados pelo método de
microdiluicdo para E. coli e L. innocua.

, Condicbes de ivin CMI (ma/mL
e, Promsol M o
¢ solvente P E. coli L. innocua
torta - -
150 bar/40 °C
ESC SC- semente - 8
CO; torta - 8
300 bar/40 °C
semente - 8
torta 4 4
MAC EtOH-H,0
semente 8 -
torta 8 4
UE EtOH-H,0
semente 8 -

ESC SC-CO,: extragdo com didxido de carbono supercritico; UE: extracdo
assistida por ultrassom; MAC: maceracgdo; EtOH-H,0: mistura etanol e agua
(1:1, viv).

Conforme os dados da Tabela 15, os melhores resultados, ou seja,
as menores concentra¢@es inibitdrias foram mais uma vez dos extratos
obtidos pela mistura EtOH-H,0, incluindo atividade contra E. coli, com
destaque para o extrato MAC/EtOH-H,O/torta que apresentou a menor
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CMI, 4 mg/mL, contra as duas bactérias testadas. A atividade deste
extrato pode ser funcdo de seu alto teor de compostos fenélicos que, de
acordo com Shoko et al. (1999), costumam estar relacionados com
efeitos antimicrobianos. Saravanan e Parimelazhagan (2013) também
sugeriram que compostos fendlicos seriam responsaveis pelas atividades
antibacteriana e antifungica de extratos de semente de Passiflora
subpeltata obtidos por diferentes solventes e testados contra nove
microorganismos pela técnica de difusdo em meio sélido (medida do
halo de inibi¢do). O efeito inibitério dos compostos fenolicos poderia
ser explicado por sua interagdo com as proteinas da membrana
bacteriana por meio de pontes de hidrogénio de seus grupos hidroxila
que alterariam sua permeabilidade; ou ainda pela penetragdo dessas
substancias na célula bacteriana provocando a coagulacdo de seu
conteldo (SENGUL et al.,, 2009). Além disso, de acordo com a
literatura, a atividade antimicrobana pode estar associada as condi¢fes
de cultivo das plantas visto que componentes ativos, geralmente, séo
sintetizados como resposta a algum tipo de estresse como ataque de
microorganismos, forte radiacdo ultravioleta, entre outros (REVILLA,
ALONSO; KOVAC, 1997).

Os resultados de CMI mostram que 0s extratos que apresentaram
acdo inibidora foram ligeiramente mais efetivos contra o crescimento da
bactéria Gram-positiva (L. innocua) quando comparados a bactéria
Gram-negativa (E. Coli). O mesmo comportamento também foi
verificado por Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (1998), Boussaada et al.
(2008), Michielin et al. (2009) e por Silva et al. (2014b) para outras
matérias-primas e outras bactérias. A maior resisténcia das bactérias
Gram-negativas provavelmente é devida a diferencas na parede celular
dessas bactérias. A parede celular das bactérias Gram-negativas
apresenta uma sofisticada barreira a permeabilidade quando comparada
a parede simples das bactérias Gram-positivas, que apresenta carater
lipofilico e menor resisténcia a penetracdo de compostos (SMITH-
PALMER; STEWART; FYFE, 1998), o que pode também explicar o
fato de os extrato supercriticos (oleosos) terem sido ativos apenas contra
L. innocua. Na parede celular das espécies Gram-negativas ha uma
camada externa adicional lipopolisacaridica que restringe a penetracdo
de grande parte das moléculas; os nutrientes, por exemplo, entram
através de poros ou mecanismos de transporte especializados. Essa
eficiente barreira & permeabilidade é tida como responsavel pela
dificuldade da indUstria farmacéutica de produzir novas classes de
substancias com ampla atividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (LEWIS; AUSUBEL, 2006).
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Ferreira et al. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana de trés
tipos de dleo de semente de maracuja refinado, bruto (prensagem a frio)
e obtido por Soxhlet com éter de petrleo, em solugdes com
concentracdo de 10 mg/mL, por difusdo em meio solido contra
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, sem que nenhum efeito inibidor do
crescimento desses microrganismos tenha sido observado. Entretanto, os
acidos oleico e linoleico - maiores constituintes do dleo de semente de
maracuja obtido por extracdo supercritica, segundo Liu et al. (2009) -
foram reportados como potenciais antimicrobianos, sendo essa atividade
atribuida & longa cadeia insaturada de ambos os cidos graxos (ZHENG
et al. 2005). Esses relatos, associados aos resultados de CMI
apresentados pelos extratos supercriticos obtidos a 150 e 300 bar e 40
°C no presente estudo, podem indicar uma habilidade do SC-CO, de
extrair compostos antimicrobianos, o que possivelmente é devido a
auséncia de ar e luz durante 0 processo de extracdo que permite a
preservacdo da bioatividade dos extratos (Palma et al., 1999). O bom
desempenho do SC-CO, puro para extrair compostos antimicrobianos,
em comparagdo com outros métodos de extracdo, foi também apontado
por Kitzberger et al. (2007), usando cogumelo shiitake, e por Palma et
al. (1999) e Oliveira et al. (2013) com semente e bagago de uva,
respectivamente.

Uma ampla faixa de valores de CMI sdo reportados na literatura
dependendo das matérias-primas, dos procedimentos de extracdo ou dos
microorganismos testados. Martin et al. (2012) relataram valores de
CMI entre 1,56 e 12,5 mg/mL contra Listeria monocytogenes de
extratos etanolicos de diferentes residuos agroindustriais incluindo
frutas, vegetais e oleaginosas. O Unico tipo de semente avaliado entre
esses residuos foi da uva Petit Verdot com CMI de 6,25 mg/mL - similar
aos valores obtidos no presente estudo - e CMB de 12,5 mg/mL,
enquanto nenhuma das concentrages de extratos de semente e de torta
de maracuja testadas aqui foram bactericidas.

Silva et al. (2014b) avaliaram a atividade de extrato de semente
de Passiflora edulis Sims, também obtido por maceragdo em mistura de
etanol e &gua (1:1, v/v) (por 24 h e com razdo semente/solvente 1:10,
m:v), contra E. coli K12 e L. monocytogenes, e apresentaram valores de
CMI de 2 e 0,5 mg/mL, respectivamente. Em outro estudo, Silva et al.
(2014a) identificaram a cumarina como um importante composto
presente nas sementes de Passiflora edulis Sims, que poderia estar
relacionado com sua atividade antimicrobiana.
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Poucos resultados diretamente comparaveis sdo encontrados na
literatura devido a diferencas na preparacdo dos extratos, espécie da
fruta e microorganismos estudados, método aplicado e forma de
expressar 0s resultados, entre outros. Os resultados aqui apresentados
indicam um potencial de aproveitamento dos residuos de semente de
maracuja para controle de crescimento microbiano, mas cabe ressaltar
gue sdo necessarios estudos adicionais que envolvam outros
microorganismos e aplicagdes diretas em sistemas de interesse, como
alimentos.

5.10. Equilibrio de fases do extrato supercritico de semente de
maracuja

O comportamento de equilibrio de fases do sistema pseudo
ternario, CO, + diclorometano (DCM) + extrato supercritico de semente
de maracuja obtido a 150 bar e 40 °C (sendo esse considerado como
pseudo composto puro), é apresentado num diagrama P-x (pressdo
versus fracdo massica do solvente, CO,), conforme Figura 21. A
propor¢do extrato:DCM foi mantida em 1:125 (m/v). Os dados
experimentais foram obtidos com fragcdes massicas de CO, entre 60 e
98,8 % (em relagdo a solucdo de extrato em DCM), em ensaios
isotérmicos a temperaturas de 35, 45 e 55 °C e com diminuicdo
gradativa da pressdo - que variou entre 51,77 e 115,1 bar considerando
todas as condigdes de temperatura. Foi observado visualmente durante
0s experimentos a ocorréncia de:

e Equilibrio liquido-vapor (ELV), descrito como sendo o
surgimento de uma fase vapor no sistema (devido a reducgéo
da pressdo), antes totalmente liquido, sendo caracterizado pelo
aparecimento da primeira bolha no sistema, chamado ponto de
bolha (PB) seguido de total separacdo das fases liquida e
vapor;

e Equilibrio liquido-liquido (ELL), caracterizado pelo
turvamento do sistema;

e Equilibrio liquido-liquido-vapor (ELLV), que sucede o ELL
com o decréscimo na pressdo do sistema, acarretando o
surgimento de uma terceira fase (vapor); assim o sistema
passa a ter trés fases, uma fase vapor e duas fases liquidas, e
sendo caracterizado por formacdo de bolhas com consecutiva
separacao das fases.
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Através da Figura 21, pode ser observado que em todas as
temperaturas ha o aparecimento dos trés tipos de equilibrio: ELV,
representado pelos marcadores cheios; ELL, representado pela linha
superior de marcadores vazados que separam a regido de fase Unica
(parte superior do diagrama) da regido de duas fases liquidas (entre as
duas linhas de marcadores vazados); e ELLV, representado pela linha
inferior de marcadores vazados na Figura 21 nos quais existe uma linha
trifasica composta por duas fases liquidas e uma gasosa. Em cada
isoterma a regido acima da curva superior denota o sistema em uma
Unica fase liquida; entre as duas curvas de marcadores vazados observa-
se uma regido de duas fases liquidas, uma rica em dioxido de carbono e
uma rica em solvente organico; enquanto abaixo da linha inferior
encontra-se uma fase liquida e outra fase vapor.

Figura 21. Diagrama P-x para o sistema CO, + diclorometano (DCM) + extrato
de semente de maracuja (marcadores coloridos) e para o sistema CO, + DCM,
dados de Tsivintzelis et al. (2004) (marcadores pretos).
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P: Pressdo (bar); PB: ponto de bolha ou equilibrio liquido-vapor; ELL:
equilibrio liquido-liquido; ELLV: equilibrio liquido-liquido-vapor; liquido-
fluido: possivelmente equilibrio liquido-fluido supercritico; Xco,: fragdo massica
de dioxido de carbono (CO,).
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O comportamento de equilibrio de fases depende fortemente das
interacdes energéticas, da diferenca de tamanho e de polaridade entre as
moléculas envolvidas no sistema (BENDER, 2008). O comportamento
de fases pode se tornar mais complexo e apresentar maior desvio da
idealidade conforme aumenta diferenca de polaridade entre o0s
componentes presentes no sistema estudado quando comparado a
compostos puros. As curvas de transicio ELV comumente s&o
observadas em sistemas contendo CO, com alta assimetria molecular em
relacdo aos outros compostos (CHAROENSEMBUT-AMON et al.,
1986; VAN KONYNENBURG; SCOTT, 1980), 0 que parece Ser 0 caso
do sistema estudado, pois, além de multicomponente - como geralmente
€ 0 caso de extratos vegetais -, 0 extrato supercritico de semente de
maracuja € rico em 4acidos graxos de cadeia longa (LIU et al., 2009).
Portanto, a grande diferenca entre a natureza quimica dos constituintes
com relacdo ao CO,, com possiveis interagdes complexas entre eles,
pode ser a razdo para o comportamento de fases ELL e ELLV
(MICHIELIN, 2009).

As pressdes de transicdo para a menor isoterma (35 °C) sdo
relativamente baixas (50 a 75 bar). Pode-se observar que as pressdes de
transicdo e a amplitude da regido de equilibrio liquido-liquido sé&o
afetadas tanto pela modificacdo da composic¢do quanto pela alteracdo da
temperatura. Um incremento da temperatura e/ou da fragdo massica de
CO, resulta em uma elevacdo da pressdo necessaria para manter o
sistema em uma Unica fase, i.e., numa mudanca nas transi¢cbes LV e LL
para pressfes mais altas, devido a um aumento na energia interna com o
aumento da temperatura. Logo, significa que é necessaria uma pressao
maior para que o0 sistema se apresente totalmente miscivel,
principalmente quando as isotermas se aproximam do ponto critico da
mistura onde os efeitos energéticos entre os componentes sao relevantes
(FRANCESCHI et al., 2008a).

Comparando o comportamento de equilibrio de fases dos
sistemas CO, + diclorometano com (pontos coloridos referentes aos
dados experimentais obtidos no presente estudo) e sem adicdo de extrato
de semente de maracuji (pontos pretos representando os dados de
Tsivintzelis et al. (2004)), observa-se que, mesmo em pequena
quantidade, a presenca do extrato provoca um incremento nas pressdes
de transicdo e a ocorréncia de equilibrio trifasico. De acordo com
Reverchon, De Marco e Torino (2007), a presenga de um soluto deve ser
considerada no sistema, pois este pode modificar o equilibrio liquido-
vapor de sistemas binarios solvente + CO,. Como regra geral, o soluto
(nesse caso o extrato de semente de maracuji que contém acidos graxos
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de cadeia longa) modifica o ponto critico da mistura do sistema ternario
para pressdes mais elevadas e altera o diagrama de fases, quando
comparado ao sistema binario correspondente, devido a maior assimetria
molecular e, consequentemente, maiores interaces energéticas entre os
componentes.

Na Figura 22 observa-se que a fase gasosa esta no topo da célula
em equilibrio com duas fases liquidas representando o equilibrio
liquido-liquido-vapor do sistema CO, + diclorometano + extrato de
semente de maracuj.

Figura 22. Equilibrio liquido-liquido-vapor do do sistema CO, + diclorometano
+ extrato supercritico de semente de maracuja.

Ou ainda, esse turvamento do sistema pode estar relacionados
com a existéncia de um equilibrio entre uma das fases liquidas e a fase
vapor, caracteritico de um diagrama tipo V, conforme apresentado por
Prausnitz, Lichtenthaler e Azevedo (1999) e ilutrado na Figura 23 em
guatro diferentes temperaturas para um sistema etileno + metanol.

Na Figura 23, a temperatura T; ocorre apenas um equilibrio
liquido vapor, que eventualmente acontece em temperatura inferior a 35
°C para o sistema (A). Quando se ultrapassa a temperatura do ponto
critico terminal inferior (LCEP, Lower Critical End Point), uma regido
de equilibrio liquido-liquido (L;+L,) comeca a crescer a partir da curva
de equilibrio liquido-vapor (ponto de bolha). A partir do ponto critico de
um dos componentes do sistema, aparece, entdo, a regido de equilibrio
entre uma das fases liquidas e o vapor (L,+V), 0 que origina um ponto
critico adicional (diagramas b e c¢ da Figura 23); comportamento
semelhante ao apresentado pelo sistema (A) CO, + DCM + extrato de
semente de maracuja na Figura 21. Com o aumento ainda maior da
temperatura, essa regido diminui até desaparecer a temperatura
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corresponde ao ponto critico terminal superior (UCEP, Upper Critical
End Point), passando a existir apenas equilibrio liquido-vapor com a
presenca de um componente supercritico (diagrama d) da Figura 23).
Pela vizualizagdo experimental ndo é possivel afirmar a incidéncia da
regido L,+V para o sistema (A); no entanto, conforme Prausnitz,
Lichtenthaler e Azevedo (1999), sua ocorréncia em uma estreita faixa de
pressdo dificulta sua deteccdo experimental.

Figura 23. Comportamento de fases do sistema etileno + metanol, exemplo de
diagrama tipo V.

a) Ti=260K b) Ti=275K c) T=285K d) T, =295K
L v
L
Li+l, ...1.".'.":.2 2
2
o A b L+t
!3 L1
] Lo+
L L
o
Ly+V Ly+V L+V
L+V
# v v

Fracio massica

Fonte: Prausnitz, Lichtenthaler e Azevedo (1999).

De acordo com a literatura, as solu¢bes poliméricas apresentam
um comportamento de fases fortemente dependente da contribuigdo
energética e do volume livre de cada componente. Geralmente, com um
incremento da temperatura, especialmente préoximo do ponto critico do
solvente, as solugbes poliméricas exibem imiscibilidade liquido-liquido
devido as diferengas de “volume livre” entre as moléculas do polimero e
do solvente. Em outras palavras, esse efeito é o resultado da maior
expansividade do solvente, quando comparada aquela do polimero. Esse
tipo de transi¢do de fases ¢ geralmente conhecido como “temperatura
critica de solugfo inferior” (LCST, do inglés Lower Critical Solution
Temperature) e € caracterizado pelo aumento da pressdo de transicao
com o aumento da temperatura; isto ¢ (0P / 0T)x > 0. Essas transi¢des
podem ser atribuidas ao fato de que as diferencas entre o volume livre
do polimero e do solvente sdo diminuidas com o aumento de presséo,
fazendo com que os mesmos se tornem mais “compativeis” (sistema
homogéneo). Em sistemas LCST um incremento na fracdo massica de
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CO, tende a dissolver o solvente organico, reduzindo o poder de
solvatacdo do solvente e levando a precipitacdo dos solutos. Como
consequéncia, altas pressdes sdo necessarias para manter as misturas em
uma Unica fase (CHEN; RADOSZ, 1992; KONTOGEORGIS et al.,
1995; VAN KONYNENBURG; SCOTT, 1980).

Se ao contrario, um sistema heterogéneo (duas fases) se torna
homogéneo (uma fase) quando a temperatura é aumentada, ocorre uma
transi¢cdo do tipo “temperatura critica de solugdo superior” (conhecido
como UCST, do inglés Upper Critical Solution Temperature). Nesse
caso, em temperaturas mais baixas, a regido de solubilidade da solucéo
polimérica é limitada - devido as diferencas entre as interacdes
energética do polimero e do solvente - sendo a pressdo de transi¢do
maior, isto é, (0P / 0T)x < 0. Para temperaturas entre UCST e LCST o
sistema € miscivel para todas as composicoes (CHEN; RADOSZ, 1992;
KONTOGEORGIS et al., 1995; VAN KONYNENBURG; SCOTT,
1980).

Além do sistema (A) CO, + DCM + extrato de semente de
maracuja, também foi estudado o equilibrio de fases do sistema (B) CO,
+ DCM + extrato de semente de maracuja + PLGA 50:50 para se
determinar a influéncia da adicdo desse polimero no sistema (A) e, com
isso, definir as condicfes a serem aplicadas no processo de formagéo de
particulas com fluido supercritico como antissolvente (SAS). Esses
dados também sdo apresentados num diagrama P-X, conforme Figura 24,
incluindo novamente os dados anteriores do sistema sem PLGA para
efeito de comparacdo. Sdo apresentados dados apenas a 35 e 45 °C, uma
vez que a 55 °C ocorre a formacdo de um filme de polimero na parede
da célula de equilibrio durante o experimento, o que altera a composi¢do
do sistema e prejudica a obtencéo de dados.

Considerando essas informacgdes da literatura e os dados de
equilibrio apresentados na Figura 24, foram selecionadas seis condicoes
operacionais, com diferentes combinagdes de temperaturas de 35 e 45
°C, pressoes de 90 e 110 bar e fracdes massicas de CO, de 92,5 e 95 %,
para a realizacdo dos ensaios de precipitacdo pelo método SAS,
abrangendo diferentes regides do diagrama de fases.

Ensaio 1: 92,5% CO,/35 °C/90 bar (uma fase, acima da linha ELV);
Ensaio 2: 95 % CO,/35 °C/90 bar (uma fase, acima da linha ELL);
Ensaio 3: 95 % CO,/35 °C/110 bar (uma fase, acima da linha ELL);
Ensaio 4: 92,5 % CO,/45 °C/90 bar (duas fases liquidas);

ANANENEN
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v Ensaio 5: 92,5 % CO,/45 °C/110 bar (uma fase, acima da linha
ELL);
v’ Ensaio 6: 95 % CO,/45 °C/110 bar (préximo ao ponto critico).

Figura 24. Diagrama P-x para os sistemas (A) CO, + diclorometano (DCM) +
extrato de semente de maracuja e (B) CO, + DCM + extrato de semente de
maracuja + PLGA 50:50.
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Xco,
P: Presséo (bar); ELV-PB: equilibrio liquido-vapor/ponto de bolha; ELL:
equilibrio liquido-liquido; ELLV: equilibrio liquido-liquido-vapor; liquido-
fluido: possivelmente equilibrio liquido-fluido supercritico; Xco,: fragdo massica
de dioxido de carbono (CO,).

Com excec¢do do ensaio 4, nas demais condi¢Bes operacionais 0
sistema se apresenta homogéneo, ou seja, com total miscibilidade entre
seus componentes, o que a literatura indica como mais adequadas para a
producdo de microparticulas. Por outro lado, a regido do diagrama em
gue se encontra 0 ensaio 4 ndo seria recomendada para a precipitacdo
devido a possivel formacdo de filmes e particulas aglomeradas, uma vez
que o sistema encontra-se na regido de duas fases (MIGUEL et al.,
2006). Porém, como as informagdes da literatura acerca desse assunto
variam em funcéo do sistema estudado e ndo sdo de fato conclusivas,
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foram selecionadas diferentes regiGes do diagrama de fases conforme
citado acima, para a realizacdo dos ensaios de precipitacdo por SAS. A
Figura 25 mostra a localizagcdo dessas condi¢cdes operacionais no
diagrama de fases do sistema A (pontos designados por SAS com
numeracao de 1 a 6).

Figura 25. Dados P-x de equilibrio de fases para o sistema CO, + diclorometano
(DCM) + extrato de semente de maracuj para temperaturas de a) 35 °C e b) 45
°C e pontos experimentais de precipitacdo por SAS a a) 35 °C e b) 45 °C para o
sistema CO, + DCM + extrato de semente de maracuja + PLGA 50:50.
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5.11. Caracterizacédo das particulas obtidas

A Figura 26 mostra exemplos das particulas formadas pelos
processos com antissolvente supercritico (SAS) e emulsificagdo/
evaporacdo do solvente (ESE). As particulas precipitadas por SAS séo
granuladas e insolGveis em solugcdo aquosa; enquanto as amostras
elaboradas por ESE tém a aparéncia similar a algoddo doce e sollveis
em agua, ambos relacionados a adicdo do PVA durante a etapa de
emulsificacdo. As caracteristicas das particulas obtidas bem como o
desempenho dos processos aplicados séo discutidos na sequéncia.

Figura 26. Amostras de particulas formadas pelos precessos: a) antissolvente
supercritico (SAS) e b) emulsificagdo/evaporacéo do solvente (ESE).

5.11.1. Tamanho e morfologia das particulas

A literatura indica que particulas de menor tamanho, uniformes e
de formato esférico sdo melhores para que ocorra uma liberacédo
controlada e balanceada dos compostos de interesse (ASTETE;
SABLIOV, 2006; STEVANOVIC; USKOKOVIC, 2009). Os resultados
de tamanho das particulas de extratog,le residuos de maracuja (semente
e torta) em dois tipos de PLGA, com diferentes razdes dos copolimeros
de é&cido latico e acido glicolico, precipitadas pelo processos
antissolvente supercritico (SAS) e emulsificacdo/evaporacdo do solvente
(ESE) estdo apresentados na Tabela 16. As micrografias obtidas por
MEV das particulas de PLGA 50:50 com extrato supercritico de
semente de maracuja resultantes do processo SAS em diferentes
condi¢des de pressdo, temperatura e fracdo massica de CO, estdo
apresentadas na Figura 27.
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Tabela 16. Tamanho de particulas de PLGA com extratos de residuos de
maracuja (semente e torta) precipitadas pelo processo antissolvente supercritico
(SAS) e pelo método de emulsificagdo/evaporagdo do solvente (ESE).

Tamanho de
Processo Extrato Amostra particula
(nm)(l)

1: 92,5% CO,, 35 °C, 90 bar 837 + 56°°
2: 95 % CO,, 35 °C, 90 bar 842 + 34°¢
Semente ESC  3:95% CO,, 35°C, 110 bar 803 + 125**¢

SAS?

150 bar/40°C  4:925% CO,, 45°C, 90 bar 721 + 18"
5:92,5% CO,, 45°C, 110 bar 1498 + 337"
6: 95 % CO,, 45°C, 110 bar 1223 + 32°¢

Semente ESC PLGA 50:50 355 + 10°

ce 150 bar/40 °C PLGA 65:35 417 £ 10
MAC torta PLGA 50:50 381 +33*

EtOH/H,0 PLGA 65:35 470 + 15*°

ESC: extracdo com diéxido de carbono supercritico, MAC: maceragéo;
EtOH-H,0: mistura etanol e gua (1:1, v/v).

@ Letras iguais indicam que néo ha diferenca significativa (p < 0,05); @
Todas as precipitagdes pelo método SAS foram realizadas com PLGA
50:50 (4cido latico:acido glicélico).

Entre os resultados de SAS, ndo foi possivel evidenciar efeitos
individuais (p < 0,05) relacionados a pressdo, temperatura e quantidade
de CO, sobre o tamanho de particula devido & semelhanca entre os
valores quando se analisa a variagdo de apenas um desses parametros.
Em relacdo a morfologia das particulas (Figura 27), todas as amostras
obtidas nas diferentes condigdes estudadas apresentaram certa tendéncia
a agregacdo e um efeito da pressdo sobre a morfologia foi detectado -
com formas arredondadas quando a menor pressdo (90 bar) foi aplicada,
e mais disformes na maior condicdo (110 bar). De acordo com
Reverchon et al. (2010), nos processos de formagdo de particulas com
fluidos supercriticos, os polimeros tendem a formar particulas agregadas
devido a redugdo da temperatura de transicdo vitrea quando estdo
dissolvidos no CO, supercritico.
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Figura 27. Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
das particulas de PLGA 50:50 com extrato supercritico de semente de maracuja
precipitadas pelo processo antissolvente supercritico (SAS).

_—
LCME-UFSC X50  500pm LCME-UFSC

LCME-UFSC 0 LCME-UFSC

, . QA .
10kV X60+ 200pum & LCME-UFSC ) LCME-UFSC

a) SAS 1: 92,5 % CO,, 35 °C, 90 bar; b) SAS 2: 95 % CO,, 35 °C, 90 bar; c)
SAS 3: 95 % CO,, 35 °C, 110 bar; d) SAS 4: 92,5 % CO,, 45 °C, 90 bar; e) SAS
5:92,5 % CO,, 45 °C, 110 bar; f) SAS 6: 95 % CO,, 45 °C, 110 bar.

Grande parte dos estudos reporta que as particulas precipitadas
podem exibir maiores tamanhos quando a precipitagdo ocorre em uma
regido de duas fases, em comparacdo as precipitacbes realizadas na
regido de uma fase (REVERCHON; CAPUTO; DE MARCO, 2003;
FRANCESCHI et al.,, 2008b). Porém, o contrario foi observado
experimentalmente por Franceschi et al. (2008a), provavelmente por, na
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regido de duas fases, o solvente estar menos concentrado na solucgdo
contendo o soluto (polimero + extrato), o que gera alto nivel de
supersaturacdo com particulas menores. O menor valor de tamanho das
particulas obtidas pela condi¢cdo SAS 4 (Unica na regido de duas fases),
apesar de ndo diferir significativamente dos resultados das condi¢des a
35 °C (SAS 1, 2 e 3), sugere um comportamento semelhante ao de
Franceschi et al. (2008a).

Segundo Miguel et al. (2006), quando a mistura solvente +
antissolvente encontra-se em uma Unica fase, pressdes mais altas
resultam em maior solubilidade do soluto na mistura diminuindo a
supersaturacdo. Uma vez que a supersaturacdo diminui, a taxa de
nucleacdo diminui levando a um maior crescimento das particulas
precipitadas (FRANCESCHI et al., 2008a), o que pode explicar o0 maior
tamanho das particulas produzidas nas condi¢Ges operacionais SAS 5 e
6. Ainda, pode-se visualizar na Figura 27, que a elevagdo da pressdo
modifica a morfologia das particulas, tornando-as mais disformes e
propensas a agregacdo - com menor grau de deformidade na condigéo
SAS 3 e mais evidente nas condi¢des SAS 5 e 6 - quando comparadas as
condicdes SAS 1, 2 e 4 que exibem formas mais arredondadas.

Em todas as condicdes de SAS estudadas houve alguma formagéo
de filme no filtro localizado na saida da cdmara de precipita¢do, sendo
bastante intensa nas condi¢cBes SAS 5 e 6, provavelmente relacionado a
aglomeracdo das particulas precipitadas. Possivelmente, nas condicoes
estudadas, o tempo de queda das goticulas formadas durante a aspersao
até o fundo da cAmara de precipitagdo ndo é suficiente para a completa
extracdo do solvente organico do sistema pelo antissolvente. Assim, as
particulas parcialmente solidificadas sdo depositadas no fundo da
camara e interagem entre si aglomerando-se pela acdo do solvente ainda
remanescente em algumas particulas. Essa formacéao de filme no sistema
estudado talvez possa ser evitada com uma camara de precipitagdo
maior ou com o uso de uma aspersor de didmetro menor (capilar), para
reduzir o tamanho das goticulas e extrair mais rapidamente o solvente,
devido a maior area superficial, evitando a aglomeracdo das particulas.
Como a formac&o de filme foi maior nas condigcdes SAS 5 e 6, pode-se
supor que os maiores (p < 0,05) tamanhos das particula produzidas
nesses ensaios e sua deformidade, seja também resultante da agregacédo
das goticulas devido a maior pressao.

A Figura 28 mostra as imagens obtidas por MET das particulas
produzidas por ESE com os dois tipos de PLGA e os dois extratos de
residuos de maracuja. Como a forma das particulas é semelhante em
todas as amostras, foram selecionadas diferentes ampliacGes das
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imagens para possibilitar a vizualizacdo tanto de morfologia quanto de
tendéncia & agregagéo.

Figura 28. Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de transmisséo
(MET) das amostras precipitadas pelo processo de emulsificacdo/evaporagdo do
solvente (ESE).

b)

. ‘

a) extrato supercritico de semente de maracujd e PLGA 50:50; b) extrato
supercritico de semente de maracuja com PLGA 65:35; c) extrato de maceracao
de torta de semente de maracuja com PLGA 50:50; d) extrato de maceragdo de
torta de semente de maracuja com PLGA 65:35.

TR

As particulas sintetizadas pela técnica ESE apresentaram
tamanhos menores, apesar de, em geral, ndo diferirem
significativamente dos resultados das condigdes 1, 2, 3 e 4 de SAS.
Também nédo ha diferenca (p < 0,05) entre os valores das particulas
formadas com diferentes extratos e polimeros (Tabela 16). A pouca
influéncia de diferentes tipos de extrato nos tamanhos de particulas com
PLGA também foi reportado por Silva et al. (2014b). Para esses autores,
as particulas de PLGA 50:50 foram menores (p < 0,05) que as de PLGA
65:35, 0 que também foi observado no presente estudo, porém sem
diferencas significativas. 1sso pode estar relacionado com 0 menor peso
molecular do PLGA 50:50 em rela¢do ao PLGA 65:35, de acordo com
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outros relatos encontrados na literatura de que polimeros com maior
peso molecular levam a particulas maiores (ASTETE; SABLIOV, 2006;
STEVANOVIC; USKOKOVIC, 2009). Os resultados de MET da
Figura 28 mostram que todas as particulas precipitadas por ESE foram
similares, com forma esférica, independente do polimero e do extrato
utilizado. As imagens b) e d) da Figura 28 indicam que houve
encapsulamento, caracterizado pelo perimetro cinza que circunda as
particulas esbranquicadas, seguido de uma sombra mais escura
associada ao PVA, com sua parte hidrofilica exposta e a hidrofdbica
interconectada a cadeia do PLGA, assim como reportado por Zigoneanu,
Astete e Sabliov (2008).

Grande parte dos estudos envolvendo o método ESE encontrados
na literatura, apresentaram particulas esféricas com tamanho entre 130 e
600 nm (ASTETE; SABLIOV, 2006). Nesse método, o tamanho das
particulas obtidas varia em fungdo de diferentes fatores como
viscosidade da solucdo organica, velocidade de agitacdo na
homogeneizacdo e energia de ultrassonificacdo, tipo e concentracdo de
estabilizantes, solventes e compostos de interesse utilizados (ASTETE;
SABLIOV, 2006; MAINARDES; EVANGELISTA, 2005), portanto,
dependedo da aplicacdo e perfil de liberacdo desejados, pode-se ajustar
0 processo para atingir o tamanho de particula adequado.

5.11.2. Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia dos processos de coprecipitagdo/encapsulamento por
SAS e ESE dos extratos de residuo de maracuja (semente e torta) em
polimeros esta apresentada na Tabela 17.

No processo SAS, a condicdo Otima de encapsulamento esta
relacionada com as propriedades termodindmicas do material carreador
(polimero) e do componente de interesse (extrato) (FRANCESCHI et
al., 2008; COCERO et al., 2009). Porém no presente estudo ndo foi
detectada nenhuma tendéncia dos resultados com a variacdo de apenas
um dos parametros de processo (temperatura, pressdo e quantidade de
CO,), mantendo-se 0s demais constantes, nem mesmo com a regido do
diagrama de fases que a precipitacdo ocorreu. Apesar do maior valor (p
< 0,05) de EE apresentado pela condicdo 6 (91 = 1 %) por uma
combinagdo entre os resultados de tamanho e morfologia de particulas e
eficiéncia de processo, a precipitagdo por SAS a 35 °C (condigdes 1, 2, e
3) parece ser mais indicada para o sistema estudado que a 45 °C.
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Tabela 17. Eficiéncia de encapsulamento (EE) de extratos de residuos de
maracuja (semente e torta) em PLGA pelo processo antissolvente supercritico
(SAS) e pelo método de emulsificagdo/evaporagdo do solvente (ESE).

Processo Extrato Amostra EE (%)

1: 92,5% CO,, 35°C, 90 bar 80,3 +0,7°
2: 95 % CO,, 35 °C, 90 bar 77 +1°°
3:95% CO,, 35°C, 110 bar 78,8 +0,7°
SAS Semente ESC o
150 bar/a0 °C ~ 4:92.5% CO,,45°C, 90 bar 70 +2°
5:92,5% CO,, 45°C, 110 67,8 £ 0,4%°

bar
6:95% CO,, 45°C, 110 bar 91+ 1°
Semente ESC PLGA 50:50 61+1°
150 bar/40 °C PLGA 65:35 79 + 2°
=SE MAC torta PLGA 50:50 238+0,7"
EtOH/H,0 PLGA 65:35 27 + 2

ESC: extragdo com didxido de carbono supercritico; MAC: maceragdo; EtOH-
H,O: mistura etanol e agua (1:1, v/v).

@ Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05); ® Todas
as precipitacGes pelo método SAS foram realizadas com PLGA 50:50 (razéo
acido Iatico:acido glicolico).

A eficiéncia de encapsulamento por ESE varia em fungdo da
afinidade e a interacdo entre os materiais (extratos, polimeros e
emulsificante) (ASTETE; SABLIOV, 2006). Isso explica o fato de a
precipitacdo do extrato de torta de maracuja ter sido significativamente
menos eficiente que do extrato de semente. Possivelmente, a
caracteristica mais hidrofilica do extrato de torta (extraido com o
solvente de maior polaridade entre os utilizados), ou seja, com maior
afinidade pela fase aquosa da emulsdo, dificulta sua incorporacdo na
cadeia hidrofébica do PLGA. Silva et al. (2014b) estudaram a
precipitacdo por ESE de extrato de semente de Passiflora edulis Sims
obtido também por maceracdo em mistura de etanol e 4gua (1:1, v/iv) e
avaliaram a eficiéncia em termos somente do composto cumarina, com
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valores de 10,61 *+ 0,52 usando PLGA 50:50 (de maior peso molecular
gue o aplicado no presente estudo) e 25,47 + 1,4 com PLGA 65:35.

Entre os polimeros, o encapsulamento do extrato supercritico de
semente foi mais eficiente (p < 0,05) com PLGA 65:35, 0 que pode estar
associado ao carater mais hidrofobico desse polimero devido ao maior
teor do copolimero acido latico em sua cadeia em relacdo ao PLGA
50:50. Esse comportamento também foi observado por Silva et al.
(2014b) entre esses tipos de PLGA. Como os resultados de tamanho e
morfologia para esse dois polimeros foram similares, os dados de EE
podem indicar o PLGA 65:35 como mais adequado para a formagéo de
particulas de extrato de semente de maracuja.

O valor de eficiéncia apresentado pelo método ESE com PLGA
50:50 e extrato de semente de maracuja foi semelhante (p < 0,05) ao
pior resultado da técnica SAS, o que pode indicar o processo SAS como
mais efetivo para a coprecipitacdo desse extrato. Assim, estudos futuros
aplicando SAS com PLGA 65:35 podem render eficiéncias de
encapsulamento ainda maiores.

5.11.3. Caracterizagdo por calorimetria diferencial de varredura
(DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada para
caracterizacdo dos extratos ESC/150 bar/40 °C de semente de maracuja
e MAC/EtOH-H,0 de torta, dos dois tipos de PLGA (50:50 e 65:35)
utilizados e das particulas precipitadas. Os resultados de DSC fornecem
indicacdo sobre o desempenho da coprecipitacdo, isto é, indicam a
eficiéncia de incorporacdo do extrato dentro da matriz polimérica; como
também, sobre modificagbes na cristalinidade do polimero e da
substancia de interesse durante o processo de precipitacdo (KIRAN;
LIU; RAMSDELL, 2008; COCERO et al., 2009).

A incorporagdo do extrato dentro do polimero pode ser detectada
pela auséncia de picos de cristalinidade e de fusdo da substancia ativa, 0
gue normalmente é observado quando o componente ativo ndo €
recoberto pelo polimero. Por outro lado, um processo de incorporagéo
ineficiente, quando h& precipitacdo separada de ambas as substancias
(extrato e polimero), seria caracterizado pela presenca dos picos tipicos
desses componentes puros. Alguns extratos ndo possuem pico
caracteristico detectavel, apresentando somente variagbes no fluxo de
calor na analise de DSC (COCERO et al., 2009; MEZZOMO et al.,
2012).
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Os resultados de DSC para as amostras obtidas pelo processo
SAS sdo apresentados na Figura 29, onde também sdo apresentadas as
curvas de aquecimento do polimero puro ndo precipitado (PLGA 50:50)
e do extrato supercritico de semente de maracuja. Os resultados de DSC
para as particulas formadas por ESE sdo mostrados na Figura 30,
incluindo também as curvas de aquecimento dos polimeros (PLGA
50:50 e PLGA 65:35) e dos extratos supercritico de semente de
maracuja e de torta obtido por maceracdo com a mistura EtOH-H,0
puros ndo precipitados.

Figura 29. Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) obtida para o
polimero puro (PLGA 50:50), extrato de semente de maracuja e amostras
precipitadas pelo método antissolvente supercritico (SAS).
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A curva do DSC, Figura 29, apresentou um pico préximo a 52 °C
para o polimero puro, bastante semelhante ao apresentado por Joshi,
Kumar e Sawant (2014), 51 °C, também para PLGA 50:50, porém sem
especificar seu peso molecular e terminacdo. O extrato apresentou pico
proximo a 17 °C, embora com uma pequena entalpia de fusdo. As
amostras obtidas por SAS também apresentaram picos muito proximos a
52 °C, associados ao pico de fusdo do polimero, e auséncia do pico
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relacionados a fusdo do extrato. Esse comportamento indica que houve
encapsulamento, isto é, que a substancia alvo (extrato) foi incorporada
na matriz polimérica.

Figura 30. Andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) obtida para os
polimeros puros (PLGA 50:50 e PLGA 65:35), extrato supercritico de semente
de maracuja, extrato de torta de maceracdo com etanol e &gua (1:1, v/v) e
amostras precipitadas pelo método emulsificacdo/evaporacdo do solvente
(ESE).

4 - e extrato ESC semente

extrato MAC torta
== PLGA 50:50
= PLGA 65:35
Particula controle PLGA 50:50
Particula controle PLGA 65:35
== PLGA 50:50 ESC semente
=== PLGA 50:50 MAC torta
PLGA 65:35 ESC semente
PLGA 65:35 MAC torta

Fluxo de calor (mW)

0,5

Temperatura (°C)

A Figura 30 mostra que 0 PLGA 65:35 apresentou um pico de
fusdo préximo a 45 °C, temperatura um pouco inferior a do PLGA
50:50, 52 °C. Para as particulas controle, sintetizadas sem adigio dos
extratos mas com a presenca dos demais materiais envolvidos no
processo ESE, houve um deslocamento dos picos de fusdo para perto de
97 °C, o que pode estar associado a uma alterag&o na estrutura molecular
do polimero durante o processo de recristalizacdo (apds a evaporacgdo do
solvente orgénico), mas, principamente, ao pico de transicéo da trealose
(crioprotetor adicionado ao final do processo) que na literatura é
reportado em 106 °C (ROE; LABUZA, 2005). Ainda, as oscilacdes no
fluxo de calor proximas a 180 °C em todas as particulas formadas por
ESE podem estar relacionadas ao PVA (surfactante usado nesse
processo), uma vez que, em estudo de Patel, Bajpai e Keller (2014), esse
componente apresentou pico de fusdo a 185 °C. Os extratos exibem
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comportamentos bastante distintos entre si, evidenciando suas
diferencas de composicdo. Diferente do extrato supercritico de semente
de maracuja — com um Gnico pico proximo a 17 °C e pouca variagdo na
entalpia — o extrato de maceragdo de torta com EtOH-H,O teve uma
maior variacdo no fluxo de calor, poréem em uma ampla faixa de
temperatura; assim, dois picos no fluxo de calor foram considerados
para comparacdo com os fluxos das particulas precipitadas, proximos a
85,5 °C e a 122,5 °C. No caso da amostra de particulas PLGA 65:35
MAC torta h4 uma proximidade com um dos picos do extrato MAC
torta a 85,5 °C o que ndo permite afirmar que houve encapsulamento
nessa amostra. Por outro lado, os perfis térmicos das demais particulas
obtidas por ESE, com picos semelhantes aos das particulas controle
sugerem que houve encapsulamento dos extratos pelos polimeros.

5.11.4. Estudo do perfil de liberagdo

Os perfis de liberacdo dos extratos de residuos de maracuja a
partir de particulas de PLGA foram avaliados in vitro em funcdo do
tempo. Os resultados ao longo de 72 h séo apresentados na Figura 31
para as particulas de SAS e na Figura 32 para as amostras de ESE, com
as respectivas ampliagdes dos perfis nos tempos iniciais para melhor
visualizagdo. A liberacdo de componentes das particulas é resultante de
diferentes fatores como a penetracdo do meio de dispersdo na matriz
polimérica, difusdo dos componentes através dessa matriz, espessura de
parede da particula, afinidade entre os compostos e o polimero,
intumescimento e degradagdo do polimero (SANSDRAP; MOES,
1997). Geralmente a degradacdo do PLGA é lenta, de forma que o
desprendimento dos compostos de interesse é mais dependente da
difusdo, do intumescimento do polimero e da erosdo superficial ou
estrutural da matriz (MU; FENG, 2003).
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Figura 31. a) Perfil de liberacdo das particulas de PLGA 50:50 com extrato
supercritico de semente de maracujé precipitadas em diferentes condicdes pelo
processo com antissolvente supercritica (SAS); b) Ampliagdo do mesmo perfil
de liberagéo nos tempos iniciais.
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Figura 32. Perfil de liberagdo das particulas de PLGA 50:50 e PLGA 65:35 com
extrato supercritico de semente de maracujé e extrato de torta de semente de
maceracdo com etanol e agua (1:1, v/v) sintetizadas pelo processo de
emulsificacdo/evaporacédo do solvente (ESE).
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Em todos os ensaios foi observado um valor inicial de extrato
liberado maior seguido de uma leve queda; assim como, a liberacdo de
maior parte dos extratos nas primeiras 24h - entre 72 e 88 % pelas
particulas ESE, e mais variado, entre 45 e 71 % para as amostras de
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SAS - e apds esse periodo, em geral, a liberacdo se manteve num
patamar, aproximandamente.

A “explosdo” (burst) inicial é bastante relatada na literatura e
pode estar associada a presenca de extrato nas proximidade da superficie
das particulas ou pela existéncia de poros superficiais iniciais na matriz
polimérica.  (WANG;  WANG; SCHWENDEMAN, 2002;
ZIGONEANU; ASTETE; SABLIOV, 2008). Apods isso, no caso das
particulas de SAS, ha um crescimento gradual da quantidade de extrato
liberado, que pode ser devido ao surgimento de poros na matriz
polimérica pela penetracdo do meio, aliado a uma difusdo progressiva
desse componente no interior da particula. Por outro lado, nessa etapa, 0
comportamento de liberagdo das particulas ESE difere das de SAS por
ocorrer uma fase em que o percentual de extrato disperso no meio se
mantém praticamente constante - chamada na literatura de fase “lag”,
que estaria relacionada ao fechamento espontdneo de alguns poros
iniciais e, principalmente, pela lenta difusdo do extrato dentro da matriz
polimérica  (WANG;  WANG; SCHWENDEMAN, 2002;
ZIGONEANU; ASTETE; SABLIOV, 2008). A inexisténcia da fase lag
no perfil das amostras de SAS pode ser efeito de uma maior porosidade
em relacdo as particulas ESE. Depois dessa fase lag ha uma liberagdo
acelerada nas amostras de ESE, provavelmente causada pela erosao das
particulas (MAKINO et al., 2000). Essa pode ser a razdo de o percentual
de extrato liberado pelas particulas sintetizadas por ESE ter sido maior
gue pelas precipitadas por SAS.

A literatura reporta que o tamanho das particulas afeta a liberacéo
dos compostos de interesse (ASTETE; SABLIOV, 2006;
STEVANOVIC; USKOKOVIC, 2009). Uma razdo 4rea
superficial:volume mais elevada, devido a particulas menores ou mais
porosas, implicaria maior penetracdo do meio de dispersdo no interior
das particulas e aceleracdo da difusdo para a saida dos componentes de
dentro dos poros (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008). Porém, ndo
foi possivel observar essa relagdo no presente trabalho.

O comportamento de liberacdo requerido (velocidade, burst, fase
lag, etc.), depende do proposito das particulas. Considerando a aplicagéo
das particulas aqui estudadas para aplicacdo dos extratos como
antimicrobianos, o burst inicial dispersaria no meio uma concentracéo
de extrato suficiente para inibir o inicio da fase de crescimento
exponencial de microorganismos; depois disso, uma liberagdo gradativa
em baixas concentragdes manteria o efeito inibidor e evitaria seu
crescimento (SILVA et al., 2014b), o que pode ser observado na
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avaliacdo da atividade antimicrobiana apresentada a seguir no item
5.11.5.

5.11.5. Avaliacéo da atividade antimicrobiana das particulas

Todas as particulas obtidas pelos métodos SAS e ESE foram
submetidas a avaliacdo da atividade antimicrobiana contra as bactérias
E. coli (Gram-negativa) e L. innocua (Gram-positiva), conforme
procedimento também aplicado aos extratos. Na Tabela 18 sdo
apresentados os valores de CMI (concentragdo minima inibitéria) das
amostras de particulas que inibiram o crescimento de a0 menos uma das
bactérias testadas em concentracdo equivalente de extrato. Essa
concentracdo foi calculada para cada amostra de particulas considerando
a quantidade inicial de extrato utilizado nos processos de sintese e 0s
resultados de eficiéncia de encapsulamento obtidos para cada ensaio. As
particulas formadas pela técnica SAS, com PLGA 50:50 e extrato
supercritico de semente de maracuja obtido a 150 bar/40 °C, foram
testadas em concentracdo equivalente de extrato entre 4642 e 946
ug/mL, sem apresentarem inibicdo do crescimento das bastérias
testadas. Todas as concentracdes com efeito inibitdrio sobre as bactérias
foram analisadas também para determinacdo da concentracdo minima
bactericida (CMB). Apenas as particulas geradas pelo método ESE com
PLGA 65:35 e extrato supercritico de semente de maracuja, foram
bactericidas em uma concentracéo de 537 pg/mL.

A coprecipitagdo dos extratos por ESE com ambos 0s polimeros
aumentou o efeito inibitério dos extratos contra 0s microorganismos
testados. Puro, o extrato supercritico de semente obtido a 150 bar/40 °C
apresentou CMI de 8000 pg/mL contra L. innocua e ndo foi ativo contra
E. coli na maior concentracdo utilizada nos experimentos (8000 pg/mL).
As particulas desse extrato com PLGA 50:50 foram efetivas na
prevencgdo do crescimento de ambas as bactérias, com CMI de 421 e 585
pg/mL, respectivamente; enquanto que suas particulas sintetizadas com
PLGA 65:35, apesar de ndo evitarem o crescimento de E. coli nas
concentracgdes testadas, foram ativas contra L. innocua, com CMI de 373
pg/mL e, ainda mais importante, CMB de 537 pg/mL. Pela comparacéao
com o desempenho inibitério do extrato puro, a coprecipitacdo por ESE
com PLGA 50:50 e PLGA 65:35 proporcionou uma reducéo de 19 e 21
vezes, respectivamente, na CMI do extrato ESC/150 bar/40 °C contra L.
innocua.
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Tabela 18. Valores da concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo
minima bactericida (CMB) equivalente de extrato para as particulas de PLGA
50:50 e PLGA 65:35 obtidas pelo método de emulsificagdo/evaporagdo do
solvente com extratos de semente e de torta de semente de maracuja
determinados pelo método de microdiluicdo para Escherichia coli e Listeria
innocua.

CMI
Extrato coprecipitado Polimero (MGextrato coprecipitado/ ML)
E. coli L. innocua
PLGA 50:50 585 421
Semente ESC/150 bar/40 °C
PLGA 65:35 - 373
PLGA 50:50 226 226
Torta/ MAC/EtOH-H,O
PLGA 65:35 261 188
CMB
Extrato coprecipitado Polimero (MGextrato coprecipitado/ ML)
E. coli L. innocua
Semente ESC/150 bar/40 °C  PLGA 65:35 - 537

A concentragdo do extrato de torta de semente de maracuja -
resultante da extracdo por maceragdo com a mistura EtOH-H,O -,
necesséria para inibir o crescimento de ambas as bactérias testadas, foi
reduzida 18 vezes no caso das particulas formadas com PLGA 50:50 -
de 4000 pg/mL quando puro para 226 pg/mL depois de coprecipitado.
Quanto a amostra elaborada com PLGA 65:35, a CMI equivalente de
extrato foi 261 e 188 pg/mL contra E. coli e L. innocua,
respectivamente, o que corresponde a uma reducdo de 15 e 21 vezes,
respectivamente, em relagdo a CMI do extrato livre.

Silva et al. (2014b) estudaram a precipitagdo por ESE com PLGA
50:50 (de maior peso molecular que o aplicado no presente estudo) e
PLGA 65:35 de extrato de semente de Passiflora edulis Sims obtido
também por macera¢do em mistura de etanol e agua (1:1, v/v) (por 24 h
e com razdo semente/solvente 1:10, m:v) e avaliaram sua agdo contra E.
coli K12 e L. monocytogenes. Esses autores reportaram valores de CMI
em equivalente de extrato de 500 pg/mL contra E. coli K12, com ambos
0s polimeros, e 1000 e 350 pg/mL contra L. monocytogenes, com
particulas de PLGA 50:50 e de PLGA 65:35, respectivamente.
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Ambos os extratos puros apresentam baixa solubilidade em agua,
uma vez que mesmo com adi¢do de 10 % de DMSO houve dificuldade
para solubiliza-los, o que dificulta a interacdo dos compostos ativos com
0s microorganismo (RAVICHANDRAN et al., 2011). Da mesma forma,
as particulas obtidas por SAS sdo insollveis em solugdo aquosa, 0 que
provavelmente estd relacionado com o fato de ndo terem exibido
nenhum efeito inibidor contra as bactérias testadas mesmo em maior
concentracdo equivalente de extrato que as amostras de ESE. Estas
Gltimas, por sua vez, solubilizaram facilmente em 4&agua, o que
possivelmente proporciona maior a interacdo dos compostos ativos com
0s microorganismo, resultando na ampliacio da atividade
antimicrobiana dos extratos apds sua coprecipitacdo com 0s polimeros.
A literatura relata que o processo ESE pode favorecer a solubilidade de
compostos hidrofébicos em meios hidrofilicos devido a matrix formada
pela interconexdo entre as cadeias de PLGA e PVA, através dos
segmentos hidrofébicos deste (ZIGONEANU; ASTETE; SABLIOV,
2008). Com isso, os segmentos hidrofilicos alternados da cadeia do
PVA ficam expostos, 0 que contribui para a solubilizacdo das particulas
em meio aquoso.

Ainda, o bom desempenho das particulas sintetizadas por ESE
poderia estar relacionado a um efeito sinérgico entre os materias
utilizados nesse processo e que ndo fizeram parte dos ensaios com SAS
(trealose e PVA), apesar de essa hipdtese ser menos provavel, uma vez
que particulas controle - compostas por todos 0s materiais com exce¢do
dos extratos - também foram testadas nas mesmas concentracbes das
particulas e ndo apresentaram atividade contra E. coli e L. innocua.

A maior atividade dessas particulas pode também estar
relacionada com um efeito protetor sobre os compostos antimicrobianos,
uma vez que, no caso dos extratos puros, 24 h em condicGes aerdbias a
35 °C pode provocar degradacdo de compostos ativos presentes;
enquanto que, conforme apresentado no estudo de perfil de liberacéo,
seu desprendimento gradativo das particulas garantiu a manutencéo de
sua atividade por um maior periodo prevenindo o crescimento das
bactérias testadas. Esses resultados indicam que a coprecipitagdo com
PLGA é vantajosa por reduzir a concentragdo dos extratos necessaria
para inibir o crescimento desses microorganismos.



6. CONCLUSOES

Os ensaios com CO, supercritico puro como solvente
apresentaram alguns dos melhores resultados obtidos de rendimento de
extracdo de semente de maracuji. Considerando também outros estudos
encontrados na literatura que indicam que o 6leo obtido por SC-CO,
apresenta padrdo alimenticio, esse processo pode ser considerado como
boa opcdo para a producdo de d6leo de semente de maracuja de alta
qualidade e livre de residuos de solventes tanto para uso cosmético
guanto alimenticio, a partir desse subproduto das industrias de suco de
maracuja. Pela combinacdo dos resultados de rendimento e das
atividades bioldgicas testadas, o extrato supercritico de semente obtido a
150 bar e 40 °C foi selecionado para a continuidade do estudo com
formagéo de particulas.

Da mesma forma, o uso do residuo de semente de maracuja (a
torta) como matéria-prima para a obtencdo de extratos bioativos €
promissor, devido a presenca de antioxidantes e antimicrobianos nos
extratos obtidos. Os extratos obtidos com a mistura de etanol e agua
(1:1, v/v) como solvente apresentaram consideravel teor de compostos
fenolicos total, capacidade antioxidante pelos trés métodos avaliados e
atividade antimicrobiana, com resultados superiores aos demais extratos
e até mesmo ao BHT, em alguns casos. Assim, é possivel indicar a
mistura de etanol e dgua como melhor solvente entre os testados no
presente trabalho para a realizacdo de extragdes nesse residuo da
producdo industrial de 6leo de semente de maracuja.

O comportamento de fases dos sistemas estudados apresentaram
transi¢cbes de fases do tipo liquido-vapor, liquido-liquido e liquido-
liquido-vapor, refletindo, assim, a complexidade do sistema estudado,
principalmente relacionada a composi¢do quimica multicomponente do
extrato. A determinacdo desses equilibrios foi de fundamental
importancia para a determinacdo das condi¢Bes de temperatura e pressao
para a precipitacdo/encapsulamento pelo processo do antissolvente
supercritico (SAS).

As analises realizadas nas particulas obtidas tanto por ESE quanto
por SAS indicaram a ocorréncia efetiva de encapsulamento, liberacdo
controlada e formato esférico na maior parte das amostras. Os tamanhos
de particulas variaram entre 355 e 1498 nm, e a eficiéncia de
encapsulamento entre 23,8 e 91 % para todos os ensaios. Por uma
combinacdo entre os resultados de tamanho e morfologia de particulas e
eficiéncia de encapsulamento, a temperatura de 35 °C parece ser mais
indicada que 45 °C para a precipitagdo de extrato supercritico de
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semente de maracuja com PLGA 50:50 por SAS. Enquanto o0s
resultados da técnica ESE parecem indicar o PLGA 65:35 como mais
adequado para a formacdo de particulas de extrato de semente de
maracuja. Para o extrato de torta obtido por MAC/EtOH-H,O a
eficiéncia de encapsulamento foi bastante inferior ao do extrato
supercritico de semente, provavelmente por ser menos hidrofébico e
interagir menos com 0 PLGA.

O perfil de liberacdo de todas as amostras foi caracterizado por
uma elevada quantidade inicial de extrato sendo dispersada no meio,
seguido por uma liberacdo controlada ao longo do tempo. Entre 48 e 96
% do extrato efetivamente co-precipitado foi liberado em 72 h,
dependendo da amostra, sendo maior o percentual de extrato liberado
pelas particulas sintetizadas por ESE que pelas precipitadas por SAS.

A inibicdo do crescimento dos microorganismos testados foi
notadamente ampliada para ambos 0s extratos pelo encapsulamento por
ESE comos dois tipos de PLGA (50:50 e 65:35), enquanto as amostras
precipitadas por SAS ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracdes testadas, provavelmente devido a baixa solubilidade em
meio aquoso.

Por uma combinacdo de todos os resultados, pode-se sugerir a
condicdo a 92,5 % CO,, 35 °C e 90 bar (SAS 1) para a precipitagdo de
extrato de semente de maracuja pelo processo com antissolvente
supercritico. Quanto aos dois tipos de PLGA empregados, 50:50 e
65:35, este Ultimo seria mais adequado para a formacéao de particulas de
extrato de semente de maracuja pela sua eficiéncia de encapsulamento,
uma vez que os resultados das demais avaliacbes foram semelhantes
para esses dois polimeros. No caso do método de emulsificacdo e
evaporagdo do solvente, ainda que a eficiéncia de encapsulamento do
extrato de maceracdo de torta testado tenha sido baixa, 0 processo
mostrou-se vantajoso pelo forte efeito antimicrobiano das particulas.

Considerando o grande volume de suco de maracujd amarelo
produzido no Brasil e 0 pequeno nimero de estudos envolvendo o uso
de seus residuos encontrados na literatura, os resultados obtidos no
presente trabalho indicam que o reaproveitamento desses subprodutos
apresenta potencial para a geracdo de outros produtos com valor
agregado através da continuidade e direcionamento das pesquisas para o
seu desenvolvimento e aplicacéo pratica.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir da avaliacdo dos resultados apresentados neste trabalho
podem ser sugeridos alguns pontos para serem desenvolvidos em
trabalhos futuros:

v" Avaliacio da atividade antioxidante do extrato de torta obtido
utilizando metodologias in vivo e/ou aplica¢fes em sistemas reais, como
alimentos.

v Determinagdo do perfil quimico dos extratos para isolamento
das substancias responsaveis pelas atividades biol6gicas detectadas.

v Estudar a ampliacio de escala, para predizer o comportamento
do processo de ESC de semente de maracuja em maior escala;

v" Aplicacio de SAS com PLGA 65:35;

v Aplicacio de SAS de emulsdo (SFEE) com a utilizacdo de PVA
ou algum outro emulsificante que possa melhorar a solubilidade das
particulas em agua;

v Variar as razdes extrato: solvente organico e polimero:solvente
organico na processo SAS e/ou SFEE e avaliar seu efeito nas
caracteristicas das particulas, eficiéncia de processo e perfil de
liberag&o;

v' Testar diferentes polimeros para melhorar a eficiéncia de
encapsulamento do extrato de torta de semente de maracuja de
maceracdo com etanol e &gua (1:1, v/v) por seu potencial biolégico;
Estudar a solubilidade das particulas obtidas em diferentes meios de
liberacdo de acordo com diferentes possibilidades de aplicagao.
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ANEXO | - MODELOS MATEMATICOS
Modelo difusional de Crank (1975)

O modelo de Crank (1975), apresentado por Reverchon (1997),
considera a transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia
de calor. Para isso, estima que as substancias a serem extraidas estejam
uniformemente distribuidas em particulas sélidas esféricas, que — como
um corpo quente perde calor para 0 meio — liberam o soluto no solvente
supercritico com o tempo. No entanto, este modelo pode ser chamado de
modelo difusional, pois considera que a transferéncia de massa se da
unicamente devido a difusdo do soluto, contido no interior das particulas
solidas, para a fase supercritica (CAMPQOS, 2005; MEZZOMO, 2008;
MICHELIN, 2009; REVERCHON, 1997).

Resolvendo analiticamente o balango de massa na parte interna da
particula e aplicando a segunda Lei de Fick para difusdo, tem-se a
Equacdo 14 que representa a massa de soluto que se difunde através de
uma particula (MEZZOMO, 2008; MICHELIN, 2009).

6 v 1 —n2m2Dt
I'FZW‘?’ Yz

n-1

Myt = My (14)

onde t, tempo de extracdo (min); mey € a massa de extrato (kg) no tempo
t; mp, massa inicial de soluto (kg); n € um namero inteiro; D=Dgg, é 0
coeficiente de difuséo, um parametro ajustavel do modelo (m?min) e r,
raio da particula sélida (m) (MEZZOMO, 2008).

Modelo de Dessorgdo de Tan e Liou (1989)

O modelo de dessorcdo apresentado por Tan e Liou (1989) é
baseado no balan¢o de massa do processo considerando apenas o termo
convectivo sem o termo de dispersdo. Este modelo considera a
transferéncia de massa interfacial como um modelo cinético de primeira
ordem, ou seja, a taxa de extracdo é proporcional a concentracdo de
soluto na fase solida, sendo a transferéncia de massa interfacial
representada pela constante de dessorc¢do (kq). O modelo de dessorgéo
considera a unidade de extracdo como um leito cilindrico no qual o
solido, devidamente pré-tratado (seco e moido), é acomodado; e o
solvente, com pressdo e temperatura fixas flui axialmente através do
leito, retirando do sélido os compostos de interesse. Dessa forma, na
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saida do leito, tem-se 0 extrato, formado pelos compostos solubilizados
no CO, supercritico (MARTINEZ, 2005).

A massa de extrato na saida do extrator em fungéo do tempo de
extracao é representada pela Equacéao 15.

A
Mexe(h = H,t) = E[l — exp(kyB)]. [exp(—kqt) — 1] (15)

Sendo:

_ 1—¢e_ ps
A = Qco, - Xo P (16)
eH  eHSpg

B= —= —— 17
u Qco2 a7

onde kg é a constante de dessorcdo, H é o comprimento do leito (m), S é
a area da secéo transversal (m?), ps é a densidade do sélido (kg/m®), pr é
a densidade da fase fluida (kg/m®), ¢ ¢ a porosidade do leito.

Modelo de Placa (SSP) proposto por Gaspar et al. (2003)

O modelo de placa, proposto por Gaspar et al. (2003) considera a
transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia de calor
assim como o modelo proposto por Crank (1975) e também é um
modelo difusional. A diferenca entre estes dois modelos estd na
geometria considerada em cada modelo, ou seja, no modelo SSP as
particulas solidas sdo consideradas como placas, enquanto que no
modelo de difusdo as particulas sdo consideradas esféricas. O modelo
SSP ainda assume que a concentracdo de soluto na fase fluida é
desprezivel quando comparada a concentragdo na fase solida, que a
resisténcia a transferéncia de massa na fase fluida é desprezada e que o
balanco de massa na fase fluida é negligenciado (CAMPQOS, 2005;
MEZZOMO, 2008).

Ao se aplicar a segunda Lei de Fick para a difuséo e resolvendo
analiticamente o balanco de massa na parte interna da particula, a massa
de extrato obtida com o tempo é representada pela Equacao 18 proposta
por Gaspar et al. (2003), com modificagdo apresentada por Campos et
al. (2005).
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—D,, (2n + 1)?n?
My = mo[ Z(z T < (n(S-ZF )2m t)l (18)

onde Mgy é a massa de extrato (kg); mo, € a massa inicial de soluto (kg);
Dn, é a difusividade na matriz solida (m,/min); t, é o tempo (min); 4 é a
meia espessura das particulas (placas) (m) e n € um ndmero inteiro
(MEZZOMO, 2008).

Modelo logistico de Martinez et al. (2003)

Como os extratos de plantas, geralmente, sdo misturas de varios
compostos, 0 modelo logistico de Martinez et al. (2003) leva em conta a
variacdo da composicdo do extrato ao longo da extracdo, de forma a
otimizar o processo para a obtencdo dos compostos de interesse. Para
isso, divide o extrato em grupos de componentes com estrutura quimica
similar.

O modelo é baseado no balanco de massa do leito de extragdo,
considerando o leito como um cilindro de comprimento H muito maior
gue o diametro, cujo volume estd completamente preenchido por ambas
as fases envolvidas no processo (sélida e fluida), no qual o solvente
escoa na direcdo axial com velocidade U e as condi¢des de temperatura,
pressdo e as propriedades fisicas de ambas as fases sdo mantidas
constantes durante toda a extragdo. O acumulo e a dispersdo na fase
fluida sdo negligenciados por estes fendmenos ndo apresentarem
influéncia significativa no processo quando comparado ao efeito de
convecgdo (MARTINEZ et al., 2003; MICHELIN, 2009).

Em principio, o modelo logistico possui, para cada grupo de
compostos, trés parametros ajustaveis: A;, bie t,i. Se a composicdo do
6leo tiver sido determinada experimentalmente, é possivel obter o valor
aproximado da massa total de cada grupo de compostos, conforme
apresentado na Equacdo 19. Desta forma, o modelo pode ser reduzido a
dois parametros ajustaveis, b e t, € a massa de cada grupo de
compostos representada pela Equacéao 20.

%m;
M = T00

= XoiM¢ (19)

ml(h=H,t) =

XoiMy 1+ exp(b;ty,;)
{ 1 1} (20)

eXp(bitmi) 1+ exp[bi(tmi -t
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onde m; é a massa total de sélidos extraivel (kg); X, é a razdo massica
inicial de soluto extraivel (kg/kg) e my; € a massa total de cada grupo de
composto (kg) (MICHIELIN, 2009).

A Equacdo 21 representa a curva de extracdo obtida pelo modelo
de Martinez et al. (2003) para um Unico grupo de componentes.

mext(h =H, t) =

me { 1 + exp(bt,,) 1} 1)

exp(bt,,) |1+ exp[b(t,, — t)] B

onde h, é uma coordenada axial (m); H, é o comprimento total do leito
(m); mgy, € @ massa de 6leo extraido (kg); m;, é a massa total extraivel
de sdlido no leito (kg); t, é o tempo de extracdo (min), b e t,, sdo
parametros ajustaveis do modelo (min™ e min, respectivamente), sendo
gue o parametro t,, corresponde ao instante em que a taxa de extracdo de
cada grupo de compostos ou um Unico pseudocomposto alcangou o
maximo (MEZZOMO, 2008; MICHIELIN, 2009).

Modelo de Sovova (1994)

Sovova (1994) propds um modelo baseado na hipdtese de que a
parte interna da matriz vegetal é formada por células, que contém o
soluto. Como resultado da moagem, as células localizadas na superficie
das particulas estdo rompidas, tornando parte do soluto exposto ao
solvente, enquanto a estrutura interna permanece intacta, o que
explicaria a repentina redugdo na taxa de extracdo normalmente
observada durante processos de extracdo com fluido supercritico.
Aplicado principalmente no caso de sementes, esse modelo foi um dos
primeiros a introduzir uma descricdo da estrutura da matriz na
modelagem matematica (MEZZOMO, 2008; REVERCHON; DELLA
PORTA; FALIVENE, 2000; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

A estrutura das sementes, de um modo geral, é formada por
celulose e lignina. Esta Gltima é um polimero natural bastante compacto,
com um grau de polimerizacdo maior que a celulose. Assim, a lignina é
praticamente inacessivel ao fluido supercritico e seu conteldo, que varia
em cada tipo de semente, pode influenciar a resisténcia a transferéncia
de massa, ou seja, a resisténcia interna a transferéncia de massa aumenta
com o conteddo de lignina da semente. A existéncia de estruturas
formadas pela lignina pode explicar também o menor rendimento da
extracdo com particulas maiores, uma vez que, nestas particulas, a
estrutura da lignina pode ndo ter sido destruida pela moagem e a parte
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interna  da particula pode ndo estar acessivel ao solvente
(REVERCHON; MARRONE, 2001).

Também conhecido como modelo das células rompidas e intactas,
baseia-se em balangos de massa que consideram o escoamento axial do
solvente com velocidade superficial através de um leito fixo de se¢do
transversal cilindrica. Admite também que, na entrada do extrator, o
solvente esta livre de soluto, negligenciando seu acimulo na fase fluida
durante a extracdo, e a temperatura e pressdo de operacdo sdo mantidas
constantes. O tamanho das particulas e a distribuicdo do soluto no
interior do sdlido sdo considerados homogéneos (CAMPQOS, 2005;
FERREIRA; MEIRELES, 2002; REVERCHON; DELLA PORTA,;
FALIVENE, 2000).

Esse modelo emprega o coeficiente de transferéncia de massa da
fase fluida para descrever o periodo de taxa de extracdo constante (CER)
e 0 da fase soOlida para descrever a etapa na qual a resisténcia a
transferéncia de massa é dominada pela difusdo. Nesse modelo, o perfil
da concentracdo do soluto na fase fluida é dividido em trés etapas: (a) a
primeira etapa considera que o soluto de facil acesso (x,), disponivel na
superficie das particulas sélidas, vai se esgotando ao longo do leito,
chamada etapa CER (taxa de extracdo constante); (b) na segunda etapa,
inicia-se a extracdo do soluto de dificil acesso, chamado etapa FER
(taxa de extracdo decrescente); (c) na terceira etapa, sdo retirados os
solutos de dificil acesso (x¢) presentes no interior das particulas sélidas,
e esta é denominada etapa difusional e controlada pela resisténcia
interna a transferéncia de massa (CAMPOS, 2005; MEZZOMO, 2008).

A curva de extracdo obtida pelo modelo de Sovova (1994) é
representada pelas Equagdes 22, 23 e 24, com a massa total de extrato
obtida na saida do extrator, em funcéo do tempo.

Parat < tcer : periodo de taxa constante de extracdo (CER)
Meyxe = Y7 [1 — exp(—2)]Qco,t (22)

Para tcer < t < trer: periodo de taxa decrescente de extracdo
(FER)

Mexe = Y[t — tegr exp(zy — Z2)]Qco, (23)

Para t > tregr: periodo controlado pela difuséo
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*

Y
Moy = N (Xg W ln{l

Wx,
* [exp( Y )

~ e [ (S22 ceme - 0] 2 20

onde me, é a massa de extrato (kg); tcer € a duracdo da etapa constante
de extracdo (min); trer € 0 periodo de taxa decrescente de extracdo
(min); N é a massa de matéria-prima livre de soluto (kg); Y* é a
solubilidade (kg/kg); Qco> € a vazdo média do solvente (kg/min); X, € a
razdo massica inicial de soluto na fase sélida (kg/kg); x& a razdo
maéssica de soluto no interior de células intactas (kg/kg) e W é um
pardmetro para o periodo de taxa de extracdo lenta (MICHIELIN, 2009).

Nas equacBes do modelo de Sovova pode-se dizer que a
quantidade Z, apresentada na Equacdo 25, é um pardmetro para o
periodo CER porque essa quantidade (Z) é diretamente proporcional ao
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (ky,) e este
coeficiente controla a taxa de extragdo no periodo CER.

N kyapcoz

z Qco, (1—e)ps (25)
onde pcoz € a densidade do solvente (kg/ms) e ps é a densidade das
particulas sélidas (kg/m?).

Para a resolucdo do modelo de Sovova (1994), é necessario
conhecer alguns parametros: Mcggr, taxa de extracdo na etapa CER
(kg/min); Ycer, razdo massica do soluto na fase supercritica na saida da
coluna na etapa CER (KQextrato/KOco2); tcer, duracdo da etapa CER (min)
(CAMPQS, 2005). O parametro Mcgr € 0 valor da tangente ao periodo
CER e, a partir dele, obtém-se o valor de Ycgr através da Equagao 26.

Mcgr
Yepr = (26)
Qco,

As demais restrigdes e definicdes sdo descritas pelas Equacbes 27
a 30:

; _ X=X, N
FEYZ Qo

(27)



Anexo 205

_ Nky, _ kZY* 28)
Qco, 1-¢) Xk
Zw _ Y* In {xo .exp[(WQCOz/N)(t — tegr) — xk]} 29)
Z Wx, Xo — X
N + — W Y*
=t 4 ; " [Xk (o xk;exp( Xo/Y") 30)
o, 0

Os parametros ky, e kv, S80, respectivamente, os coeficientes de
transferéncia de massa na fase fluida e fase sélida (min™), e sdo
definidos pelas Equacgfes 31 a 35:

Kyq = —CER__ 31)
pco,SHAY

ke = kf# (32)

AX = M (33)

Xp = Xo + Xg (34)

AY = A (35)

7
ln( - )
Y*=YcEr

onde pco» é a densidade do solvente (kg/m®), S é a érea de secdo
transversal do leito (m?), H é o comprimento do leito (m), 4Y é a média
logaritmica para a razdo massica de soluto na fase fluida (kg/kg) e 4X é
a média aritmética da razdo massica de soluto na fase solida (kg/kg)
(MICHIELIN, 2009).



