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RESUMO

O comércio de especiarias estd em constante crescimento, e as pimentas
figuram entre as mais apreciadas em todo mundo. A pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.) e a pimenta rosa (Schinus terebinthifolius R.) sdo
objetos de estudo neste trabalho, pois além de serem produzidas e
comercializadas no Brasil e em diversas partes do mundo, apresentam
importantes atividades biol6gicas, tais como antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante, entre outras. Assim, o objetivo deste trabalho
foi empregar diferentes técnicas para a obtencéo de extratos de pimenta-
do-reino e de pimenta rosa, avaliando o potencial antioxidante de cada
um, a fim de definir uma Unica matéria-prima de interesse para a qual
ensaios de extracdo com propano subcritico, estudo de equilibrio de
fases e encapsulamento em biopolimero fossem realizados. Nas
extracdes a baixa pressdo os solventes hexano, etanol e acetato de etila
foram utilizados. Na tecnologia supercritica as condi¢cdes de pressao
variam de 150 a 300 bar, com temperaturas entre 35 °C e 55 °C. A
atividade antioxidante dos extratos foi avaliada segundo os métodos
DPPH e ABTS, bem como pelo teor de compostos fendlicos totais,
determinado pela metodologia de Folin-Ciocalteu. Ao fim das etapas de
extracdo e avaliagdo de atividade antioxidante, a pimenta rosa foi
selecionada para dar continuidade ao trabalho, ndo somente pelos
satisfatérios rendimentos de extracdo e potencial biolégico, mas
principalmente pela escassez de estudos que envolvam essa matéria-
prima, contribuindo para o diferencial deste trabalho. Nas extraces com
propano subcritico obtiveram-se altos rendimentos, comparados a
extracdo com CO, supercritico, porém 0s extratos ndo apresentaram
forte potencial antioxidante, o que nos sugere um estudo que avalie
outras atividades bioldgicas, ou ainda aplicagfes como aromatizantes,
devido ao seu acentuado odor caracteristico. O estudo do equilibrio de
fases do sistema composto por extrato de pimenta rosa + diclorometano
+ CO; apresentou transicdes de fases do tipo liquido-vapor, bastante
semelhantes as do sistema binario diclorometano + CO, descrito na
literatura. A sintese de particulas pela técnica de emulsificacdo e
extracdo de solvente proporcionou a formacgdo de particulas de tamanho
micrométrico, com formato esférico e morfologia de microesferas. A
eficiéncia do processo de encapsulamento de extrato de pimenta rosa em
PLA variou de 34,3% a 74,1%.

Palavras-chave: tecnologia supercritica, antioxidantes, equilibrio de
fases, Schinus terebinthifolius, Piper nigrum.






ABSTRACT

The spice commerce is constantly growing, and peppers are among the
most appreciated worldwide. The black pepper (Piper nigrum L.) and
pink pepper (Schinus terebinthifolius R.) are subjects of study in this
work, because they are produced and marketed in Brazil and all over the
world, and have important biological activities, such as antitumor, anti-
inflammatory, antioxidant, among others. The objective of this work
was to use different techniques for obtaining black pepper and pink
pepper extracts, evaluating the antioxidant potential of each one, in
order to define a single raw material of interest for which the extraction
with subcritical propane, phase equilibrium study and encapsulation in
biopolymer were performed. At low pressure techniques of extraction,
hexane, ethanol and ethyl acetate were used as solvents. In supercritical
fluid extraction pressure conditions ranged from 150 to 300 bar and
temperatures between 35 °C and 55 °C. The antioxidant activity of the
extracts was evaluated according to the DPPH and ABTS methods and
the content of phenolic compounds, verified by the Folin-Ciocalteu
method. After the stages of extraction and evaluation of antioxidant
activity, pink pepper was selected to continue the work, not only for
satisfactory yields of extraction and biological potential, but mainly by
the scarcity of studies involving this raw material, contributing to the
differential of this work. In the extractions with subcritical propane were
obtained high yields compared to extraction with supercritical CO,, but
the extracts did not show strong antioxidant potential, which suggests a
study evaluating other biological activities, or as flavoring applications,
due to its strong odor typical. The phase behavior of the system
composed by pink pepper extract +dichloromethane + CO, presented
liquid-vapor phase transitions, very similar to the binary system
dichloromethane + CO,, described in the literature. The synthesis of
particles by the emulsification technique and solvent extraction led the
formation of micrometer-sized particles with spherical shape and
morphology of the microspheres. The encapsulation efficiency of pink
pepper extract in PLA ranged from 34.3% to 74.1%.

Keywords: supercritical extraction, antioxidants, phase equilibrium,
Schinus terebinthifolius, Piper nigrum.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

As pimentas estdo entre as especiarias mais apreciadas no
mundo e movimentam um mercado em constante crescimento. No
Brasil, estima-se que sdo cultivados anualmente 2.000 ha com pimentas
em todas as regides brasileiras, destinadas aos mais diversos fins. O
mercado para as pimentas pode ser dividido de acordo com o objetivo
da produgdo, consumo interno ou exportacao, e forma de apresentacéo
do produto, in natura ou processado. Praticamente toda a producéo
destinada a exportacdo € na forma processada, enquanto para 0 mercado
interno tanto as formas processadas como in natura (pimentas sem
processamento) sdo importantes (EMATER, 2013).

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é cultivada em muitas
partes do mundo e o Brasil é um dos maiores produtores, oscilando entre
a segunda e terceira posicdo no mercado mundial. A maior parte da
producdo, cerca de 45 mil das 50 mil toneladas produzidas, é exportada
para os Estados Unidos, Holanda, Argentina, Alemanha, Espanha,
México e Franca. Enquanto a India, maior produtor mundial de pimenta-
do-reino consome 50% do total produzido, o Brasil consome apenas
10% na forma de grdos inteiros, grdos moidos e em misturas com outros
condimentos. (FERREIRA; MEIRELES; CABRAL, 1993; CEPLAC,
2012; EMBRAPA, 2012).

O composto ativo responsavel pela pungéncia (caracteristica
picante) nas pimentas do género Piper, a piperina, é extensivamente
estudado devido as suas propriedades terapéuticas. A piperina é um
alcal6ide e principal componente pungente presente em plantas da
familia Piperaceae. Esta presente nas pimentas na faixa de 2,8 — 9,0%.
Exibe uma ampla gama de efeitos bioldgicos, incluindo antitiretide,
antidepressivo, hepatoprotetor contra toxicidade induzida por CCly,
antitumoral e anti-inflamatéria (SUNILA; KUTTAN, 2004;
WATTANATHORN et al. 2008; SABINA et al, 2010).

Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-pimenteira) é uma
arvore perene nativa da costa do Brasil e que foi introduzida em outras
regides da América do Sul, América Central, Europa, Asia e Africa.
Esté entre as espécies vegetais listadas na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide (RENISUS), o qual
é constituido de um inventario de espécies vegetais com potencial de
gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS). A
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finalidade da RENISUS é subsidiar o desenvolvimento de toda cadeia
produtiva da planta, bem como orientar estudos e pesquisas que possam
subsidiar a elaboracdo da RENAFITO (Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos), dando suporte ao desenvolvimento e a
inovacdo na area de plantas medicinais e fitoterapicos.

Muitas propriedades medicinais tém sido atribuidas a esta
planta, como atividade antioxidante, cicatrizante, antitumoral e
antimicrobiana. No Brasil ela é utilizada na medicina popular como um
anti-inflamatério e cicatrizante, além de possuir qualidades
adstringentes, tonicas e estimulantes. Estas propriedades tém sido
associadas a presenca de polifendis como a apigenina, o acido elagico e
a naringina. Substancias como terebinthona, acido
hidroximasticadienoico, acido terebinthifélico e 4acido ursélico,
presentes no extrato de aroeira, apresentam atividade antimicrobiana. Os
principais componentes terpendides encontrados nos extratos de frutos
maduros sdo o-pineno, [-felandreno, trans-ocimeno (AMORIM,;
SANTOS, 2003; BERTOLDI, 2006).

Meétodos tradicionais de extracdo, incluindo a extracdo com
solventes organicos, a destilagdo a vapor e a hidrodestilacdo, séo
bastante utilizados para a obtencdo de extratos e 6leos essenciais de
diversas matrizes vegetais. Porém, estas técnicas geralmente envolvem
altas temperaturas de processo, 0 que pode ocasionar alteracoes
guimicas e destruicdo de compostos termossensiveis, assim como a
perda de qualidade do extrato (BE-JEN; YEN-HUI; ZER-RAN, 2004;
POURMORTAZAVI; HAIJIMIRSADEGUI, 2007). A tecnologia
supercritica apresenta-se entdo como uma técnica alternativa de extracédo
gue busca o aumento da qualidade através da exploracéo da seletividade
do processo, uma de suas principais caracteristicas (FRANCA, 1999;
BRUNNER, 1994).

O valor terapéutico de um extrato, por sua vez, deve-se a sua
complexidade quimica, por atuarem de diversas maneiras, ao contrario
dos produtos sintéticos, que atuam de um (nico modo, relativo ao
composto quimico ativo. Além disso, os compostos sintéticos perdem a
sinergia especifica que 0s compostos naturais apresentam, pois a
associacdo molecular dos elementos presentes nos extratos naturais faz
com que estes atuem de maneira especifica na cura (CORAZZA, 2002).
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Usualmente, nos extratos obtidos a partir de pimenta-do-reino e
de pimenta rosa estdo presentes alcaldides, flavondides, taninos e
terpenos, substancias com reconhecidas atividades biolégicas e que
necessitam de protecdo, uma vez que podem ser degradados quando
expostos a luz ou oxigénio (SANTOS et al., 2007; BENDAOUD et al.
2010). Sendo assim, torna-se necessaria a investigacdo de técnicas que
preservem a integridade destes compostos frente a degradacdo, tais
como o encapsulamento em biopolimeros. O encapsulamento previne a
perda de compostos volateis, mascara sabores e odores indesejaveis e
favorece a solubilidade de compostos hidrofdbicos em meios
hidrofilicos, o que amplia sua gama de aplicacdo, uma vez que na
industria alimenticia a inclusdo de compostos bioativos lipofilicos para o
desenvolvimento de alimentos “sauddveis” ¢é uma das maiores
dificuldades a ser superada (GOMES et al., 2011).

Ainda, o conhecimento do comportamento de fases apresenta-se
como um dos fatores mais importantes nos projetos de extracao,
separacdo, precipitacdo e encapsulamento com fluidos supercriticos
(CHEN et al., 2000). Dados de equilibrio de fases nas condigdes
operacionais de temperatura e pressdo fornecem informacGes sobre a
solubilidade e a seletividade dos solutos no solvente supercritico, sendo
fundamentais especialmente quando os solutos sdo substancias de alto
valor agregado, como 0s compostos bioativos.

Assim, frente ao exposto, faz-se necessaria a investigacdo e
avaliacdo de tecnologias que possibilitem a obtengdo e o aproveitamento
de extratos com qualidade biolégica oriundos de pimenta-do-reino e de
pimenta rosa. Neste trabalho foram realizadas extracdo a baixas e altas
pressbes para a obtengdo dos extratos de ambas as matérias-primas em
estudo, e ainda ensaio de equilibrio de fases e microencapsulamento dos
extratos.






CAPITULO 2 - OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi aplicar a tecnologia
supercritica para a obtencdo de extratos de pimenta-do-reino e de
pimenta rosa, a fim de identificar os principais compostos presentes nos
extratos, avaliar o potencial antioxidante e realizar o
microencapsulamento dos extratos selecionados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar e avaliar, em termos de rendimento, as técnicas de
extracdo a baixa pressdo (Soxhlet e ultrassom) utilizando
solventes de polaridades variadas, e a extragdo supercritica
(ESC) na obtencdo dos extratos de pimenta-do-reino e de
pimenta rosa;

b) Avaliar o rendimento da ESC em funcdo das condicBes
operacionais de temperatura e pressao;

¢) Selecionar um ou mais cossolventes para emprego na extracao
supercritica, a partir do resultado das extragdes a baixa pressdo
com solventes organicos de polaridades variadas;

d) Avaliar o efeito do(s) cossolvente(s) no rendimento da ESC
para os extratos de pimenta-do-reino e de pimenta rosa;

e) Avaliar a extracdo de pimenta rosa com propano comprimido
em termos de rendimento, potencial antioxidante e composi¢éo
quimica;

f) Awvaliar e comparar os diferentes extratos em relacdo ao seu
potencial antioxidante avaliado por técnicas in vitro (método do
radical DPPH e método ABTS-) e pelo teor de compostos
fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu, e relacionar a
atividade com as condicfes de extracdo aplicadas;

g) Selecionar um ou mais extratos a partir dos resultados obtidos
para o rendimento de processo (técnica de extracdo) e para o
potencial antioxidante, para avaliar o comportamento do
equilibrio de fases;
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h) Estudar o equilibrio de fases do sistema extrato-diclorometano-

)

CO, visando obter informag6es para a potencial aplicacdo deste
extrato em processos de precipitagdo/encapsulamento;
Encapsular o extrato obtido com CO, supercritico em
biopolimero (poli-acido lactico) pela técnica de emulsificacéo e
extracdo de solvente;

Avaliar as caracteristicas das particulas formadas em termos de
tamanho, morfologia e eficiéncia de encapsulamento.



CAPITULO 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PIMENTA-DO-REINO (Piper nigrum L.)

Ervas e especiarias compdem uma parte importante da dieta
humana e tém sido utilizadas had milhares de anos na medicina
tradicional para realgar cor, sabor e aroma dos alimentos (ZARAI et al.
2012).

As pimentas estdo entre as especiarias mais apreciadas no
mundo e movimentam um mercado em constante crescimento. O Brasil
figura entre os trés maiores produtores mundiais, e cerca de 85% da
producdo é exportada (CEPLAC, 2012).

A pimenteira-do-reino (Figura 1) € uma planta trepadeira que
cresce aderida a tutores de madeira ou troncos de arvores, gragas as
raizes adventicias que surgem na regido dos nos. Alcanca até 4 m de
altura e didmetro de 1,5 m. Produz frutos do tipo baga em
inflorescéncias formadas nos ramos plagiotrépicos (secundarios) ou de
producdo. Em condigdes de cultivo intensivo, a pleno sol e com
adubacéo balanceada chega a produzir 3,0 a 4,0 t/ha de pimenta seca
(EMBRAPA, 2007).

Figura 1 - Pimenteira-do-reino.

Fonte: CEPLAC (2012).



30

Para produzir a pimenta-do-reino, as espigas sdo colhidas
guando as drupas (fruto seco caracteristico da pimenteira-do-reino)
estdo completamente desenvolvidas, com coloragdo verde-claro ou
amarelada, debulhadas mecanicamente em debulhadores ou
manualmente. Ha produtores que ndo costumam debulhar a pimenta.
Neste caso, as espigas sdo colocadas para secar ao sol, e durante o
processo de secagem as drupas secas vdo se desprendendo do eixo da
espiga. Durante o processo de revolver a pimenta para que a secagem
fique uniforme, ha a remocdo dos eixos das espigas que estdo
misturados com o produto. A maioria da pimenta produzida é seca ao
sol, pois poucos produtores utilizam secadores & lenha ou a
diesel (EMBRAPA, 2007).

3.1.1 Composicao quimica dos extratos de pimenta-do-reino (Piper
nigrum L.)

A pimenta-do-reino tem no Oleo volatii um componente
pungente, comumente conhecido como piperina, cuja estrutura quimica
¢ apresentada na Figura 2. O 6leo volatil, presente em niveis de 0,6 —
2,6% tem um sabor aromatico, mas ndo apresenta pungéncia. Os niveis
de 6leo variam em funcdo da fonte, grau de maturacédo e cultivar. Entre
os 100 diferentes compostos presentes no 6leo, os principais sdo o-
piperina, [B-piperina, 1-o-felandreno, p-cariofileno e limoneno
(PARTHASARATHY et al., 2006). Estudos identificaram a presenca de
39 compostos terpénicos, que correspondem a 95% da composicéo total
do d4leo, sendo o trans-cariofileno o composto majoritario
(ATTOKARAN, 2011).

Figura 2 - Estrutura quimica da piperina.

0 X X "
$

Fonte: Parthasarathyet al. (2006).
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O B-cariofileno é um sesquiterpendide presente em dleos
essenciais de especiarias, e apresenta atividade anti-inflamatéria em
varios modelos com animais, além de atuar como citoprotetor gastrico.
Esta presente também em cosméticos e é um aditivo alimentar aprovado
pela FDA (do inglés Food and Drug Administration). Este composto
apresenta ainda efeitos antioxidantes, antiespasmaodicos, atividade
antiviral e efeito anestésico (GUELARDINI et al., 2001; HORVATH et
al., 2012).

A Tabela 1 apresenta a composicdo do Oleo essencial de
pimenta-do-reino, obtido por hidrodestilacdo e extracdo supercritica
com CO,, conforme resultados do trabalho de Bagheri, Manap e Solati
(2014). Os extratos supercriticos foram obtidos em pressdes de 150 a
300 bar, e temperaturas de 40 °C e 50 °C. Ferreira et al. (1999) também
avaliaram a composicdo dos extratos de pimenta-do-reino obtidos por
extracdo supercritica em pressdes de 150, 200 e 300 bar e temperaturas
entre 30 °C e 50 °C.

Tabela 1 - Composicdo quimica do 6leo essencial de pimenta-do-reino obtido
por hidrodestilagdo (HD) e extracéo supercritica (ESC) com CO,

Composto HDY (%) ESCY (%) Esc®
a-pineno 7,7 4,3 4,09
Sabineno 13,2 13,6 11,64
B-pineno 9,7 7,3 2,61

a-felandreno 1,6 1,8 1,85

Limoneno 14,9 15,6 19,8
3-careno 8,6 9,3 14,34

d-elemeno 2,0 1,2 0,78
Copaeno 3,7 3.8 -

B-cariofileno 18,6 25,4 21,76

Fonte: “’Bagueri; Manap; Solati (2014).
@Ferreira et al. (1999).
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3.1.2 Atividades biol6gicas da pimenta-do-reino

A pimenta-do-reino é usada no tratamento de varias desordens
digestivas, febre, obesidade e doencas do trato respiratério causadas por
diferentes agentes patogénicos como bactérias, virus e fungos. A familia
Piperaceae tem sido usada por civilizagbes do passado e do presente
como fonte de medicamentos e temperos. Recentemente, cientistas de
diferentes campos biol6gicos tém estudado a aplicacdo de metabdlitos
secundarios de diversas plantas como agentes medicinais (AHMAD et
al., 2012). Ervas e especiarias estdo entre as principais fontes de
antioxidantes naturais do ponto de vista de seguranga, e espera-se que
estes antioxidantes atuem na quimio prevencdo de inflamagBes, no
combate ao 0 céncer e prevenindo o envelhecimento (SINGH et al.,
2004).

Dois importantes sesquiterpenos, B-cariofileno e nerolidol,
foram usados primeiramente como anestésicos e somente depois como
agentes flavorizantes. O nerolidol € um composto natural isolado das
espécies Piper e apresenta também atividade pesticida contra varios
tipos de acaros (AHMAD et al., 2012).

Sabina et al. (2010) confirmaram o forte efeito hepatoprotetor
da piperina contra dano hepatico induzido por acetaminofeno, um
popular antipirético e analgésico que leva a lesdo hepética aguda. O
mecanismo de agdo da piperina neste caso ndo foi completamente
elucidado, necessitando de mais estudos a fim de fundamentar esta
descoberta farmacoldgica.

O efeito da piperina na fungdo cognitiva e a sua atividade
antioxidante foram estudadas por Chonpathompikunlert et al. (2010),
gue avaliaram também a sua a¢cdo no comprometimento da memodria e
na neurodegeneracdo na doenca de Alzheimer. Investigou-se o efeito da
piperina na memoria espacial e na neurodegeneracdo em varias regides
do hipocampo em um modelo animal da doenca de Alzheimer e
comprovou-se 0 aumento da memdria espacial. Para todas as dosagens
utilizadas neste estudo, a reducdo da memodria e a neurodegeneracdo
foram significativamente atenuadas. O mecanismo de acdo da piperina
foi associado parcialmente com o aumento da densidade neuronal e
inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase no hipocampo.
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Os efeitos da piperina em distdrbios cognitivos e de humor
foram investigados por Wattanathorn et al. (2008). Realizaram-se testes
em camundongos, com administragdo de piperina por quatro semanas,
guando entdo os animais foram avaliados quanto a atividade
neurofarmacolégica. Diazepam® e fluoxetina foram utilizados como
padrdo de farmacos neste estudo. A administragdo de piperina por via
oral foi eficiente na produgdo de atividade antidepressiva e no aumento
dos efeitos cognitivos, sendo comparavel aos controles positivos dos
testes realizados (fluoxetina e Diazepam®). Assim, pode ser
considerada uma potencial alternativa na melhora de fungées cerebrais.

A atividade antidepressiva da piperina foi demonstrada por
meio de um procedimento com camundongos, submetidos a um estresse
crénico leve. A administracdo deste composto ativo por 15 dias
consecutivos reverteu 0 quadro de depressdo e aumentou as fungdes
cognitivas durante todo o periodo de tratamento (WATTANATHORN
etal., 2008; LI; LIU, 2008).

A pimenta-do-reino e seus extratos tém sido reportados como
inibidores da formagdo de tumores, em modelos experimentais. O
extrato alcodlico foi efetivo nas atividades imunomodulatéria e
antitumoral, e contra o linfoma ascistico de Dalton. Estudos realizados
em modelos com camundongos verificaram que o agente ativo piperina
atuou na prevencdo e inibicdo de metéstase no pulmao, e concluiu-se
gue este composto reduziu drasticamente a formacdo de nodulos de
tumor pulmonar. (SELVENDIRAN; SAKTHISEKARAN, 2004; ABO-
ZEID; FARGHALY, 2009).

A Tabela 2 traz um resumo das principais atividades biologicas
atribuidas a pimenta-do-reino.

Tabela 2 - Atividades biolégicas da pimenta-do-reino.

Atividade

Anti-apoptética Antiflingica
Antibacteriana Analgésica
Inseticida Antidiarreica
Antidepressiva Anti-inflamatoria
Antimutagénica Anti- metastica
Antioxidante Antipirética
Imunomodulatéria Antitumoral

Fonte: Ahmad et al. (2012).
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3.2 PIMENTA ROSA (Schinus terebinthifolius Raddi)

Schinus terebinthifolius Raddi (pimenta rosa) é uma arvore
perene nativa da costa do Brasil e que foi introduzida em outras regides
da América do Sul, América Central, Europa, Asia e Africa. E
conhecida por uma variedade de nomes como aroeira-vermelha, aroeira-
pimenteira, pimenta brasileira, pimenta rosa, poivre rose, entre outros
(LACA-BUENDIA et al, 1992).

A pimenta rosa é uma arvore de 4 a 10 metros de altura, de
tronco com casca espessa e copa densa (Figura 3). Suas folhas sdo
compostas por 3 a 10 pares de foliolos, de bordas serreadas, e suas flores
pequenas, de cor amarelo-clara florescem de setembro a janeiro. Sdo
aromaticas e atrativas para abelhas e outros animais (CLEMENTE,
2006).

Espécies desta familia sdo encontradas principalmente em
regides tropicais e subtropicais do mundo, mas também possuem
representantes nas floras do Mediterraneo e na América do Norte. E
largamente distribuida em todo o territério brasileiro e pode ser
encontrada também na Europa, onde é cultivada em zonas temperadas
como espécie ornamental (BERTOLDI, 2006).

O uso dos frutos da aroeirinha (Schinus terebinthifolius R.)
como produto condimentar é bastante difundido nacional e
internacionalmente. A pimenta rosa tem sido utilizada em substitui¢do a
pimenta-do-reino e, segundo analises quimicas relatadas na literatura,
existe grande similaridade entre seus componentes quimicos (LACA-
BUENDIA et al, 1992; BARBOSA; DEMUNER; CLEMENTE, 2007).

No Brasil a producéo é obtida, na sua maior parte, por meio de
colheita dos frutos em areas nativas. Somente no Estado do Espirito
Santo existem registros de alguns plantios de aroeira, voltados para
producdo de pimenta rosa. No Brasil, os frutos da aroeira sdo utilizados
apenas em sua forma desidratada e comercializados, na maioria das
vezes, a granel. Geralmente, 3 kg de sementes frescas produzem 1 kg de
material processado. A producgdo industrial de pimenta rosa no Brasil
esta regulamentada pela resolucdo RDC n° 276, de 22 de setembro de
2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), onde foi
aprovado o “Regulamento Técnico para Especiarias, Temperos e
Molhos” (BERTOLDI, 2006; BANDES, 2008).
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3.2.1 Composicao quimica dos extratos de pimenta rosa

A partir da pimenta rosa é obtido um dleo muito utilizado na
medicina popular para o tratamento de varias doencas. O conteldo de
6leo presente na matéria-prima é de aproximadamente 7% (v/m)
(BERTOLDI, 2006).

A analise fitoquimica da pimenta rosa revelou a presenca de
taninos, alcal6ides, flavonéides, saponinas esteroidais, esterois, terpenos
e uma grande quantidade de Oleo essencial. Os 06leos essenciais
presentes nas folhas, frutos e casca sdo uma fonte importante de
substancias quimicas. As folhas podem conter 1% de éleo essencial,
enquanto que nos frutos esse valor pode chegar a 5% (CARVALHO et
al., 2003).

Figura 3- Schinus terebinthifolius Raddi

Fonte: PLANTAS PARA O FUTURO (2011).

Os OGleos essenciais sdo ricos em monoterpenos e
sesquiterpenos, tais como 1,8-cineol, a-terpinol, borneol, que sé&o
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compostos que atuam como inibidores da germinacdo e crescimento
radicular em plantas (VAUGH; SPENCER, 1993).

Extratos etandlicos de todas as partes da planta revelaram a
presenca de compostos fendlicos (SOARES et al., 1998).

Lloyd et al. (1977) investigaram a composi¢do em terpenos dos
extratos de pimenta rosa. A maior parte do material (80%) consistia de
uma mistura de 9 monoterpenos, sendo a-pineno, 3-pineno, sabineno, 3-
careno, a-felandreno, limoneno, B-felandreno, p-cimeno e terpinoleno.
Segundo Amorim e Santos (2003) os principais componentes
terpendides encontrados nos extratos de frutos maduros sdo a-pineno, -
felandreno, trans-ocimeno.

Clemente (2006) identificou p-pineno, d-cadineno, epi-o-
muurolol e a-cadinol como compostos majoritarios presentes no 6leo
essencial obtido dos frutos verdes de Schinus terebinthifolius.

A presenca de polifendis como a apigenina, o 4cido elagico e a
naringina tem sido associada as atividades antinevralgicas,
adstringentes, ténicas e estimulantes. A Tabela 3 traz a composi¢do
quimica do 6leo essencial de pimenta rosa obtido por destilacéo a vapor,
segundo resultados apresentados por Bendaoud et al. (2010).

Tabela 3 - Composicéo do 6leo essencial de pimenta rosa obtido por destilagdo
a vapor.

Composto (%)
a-pineno 6,5
B-pineno 3,1
p-cimeno 7,3

o-felandreno 34,4
B-felandreno 10,6

a-terpinol 5,6

d-elemeno 0,9

B-elemeno 0,3

a-chamigreno 0,6
y-cadineno 18,1
d-cadineno 0,7

Germacreno B 0,7

Fonte: Bendaoud et al. (2010).
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3.2.2 Atividades biol6gicas da pimenta rosa

Muitas propriedades medicinais tém sido atribuidas & pimenta
rosa, como atividade antioxidante, cicatrizante, antitumoral e
antimicrobiana. No Brasil ela é utilizada na medicina popular como um
anti-inflamatorio e cicatrizante. Estas propriedades tém sido associadas
a presenca de polifendis como a apigenina, o acido elagico e a
naringina. Substancias como terebinthona, acido
hidroximasticadienoico, acido terebinthifélico e 4&cido ursolico,
presentes no extrato de aroeira, apresentam atividade antimicrobiana
(BERTOLDI, 2006).

A atividade antioxidante da pimenta rosa estd relacionada a
presenga de compostos polares, principalmente os fenodlicos. Tais
propriedades podem ser potencializadas através da aplicacdo do extrato
fenodlico, ou oleorresina e Gleo essencial, em produtos farmacéuticos,
cosméticos e alimentos (BERTOLDI, 2006).

Os estudos desenvolvidos por Bendaoud et al. (2010)
mostraram que 0s 6leos essenciais de pimenta rosa, obtidos de diferentes
partes da planta, induziram uma promissora atividade antioxidante in
vitro e também apresentaram citotoxicidade contra cancer de mama. O
6leo essencial que continha o maior teor de sesquiterpenos foi 0 que
apresentou maior atividade bioldgica. Verificou-se também a acdo
antimicrobiana contra patdgenos de origem alimentar e de humanos.
Este trabalho confirmou o potencial biol6gico dos extratos de pimenta
rosa, mas sugeriu estudos mais aprofundados para que os compostos
responsaveis por cada efeito sejam identificados.

Muitos mecanismos de acdo tém sido descritos para Schinus
terebinthifolius, demonstrando a atividade anti-inflamatoria pela acéo de
dois de seus componentes: o schinol e o acido masticadiendico. Os
bioflavonoides, que sdo dimeros precursores dos taninos, componentes
presentes nos extratos da pimenta rosa, também apresentam acéo anti-
inflamatéria (MARTINEZ et al., 1996; AMORIM; SANTOS, 2003).

Costa et al. (2008) realizaram estudos com 10 extratos de partes
diferentes de Schinus terebinthifolius. Os ensaios in vivo demonstraram
gue o extrato etandlico possui uma potente atividade anti-inflamatoria,
sendo capaz de inibir a pleurisia induzida por zimosan ou carragenina
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em camundongos e ratos na mesma magnitude que o farmaco de
referéncia, diclofenaco de sodio.

O trabalho desenvolvido por Martins et al. (2014) verificou que
0 6leo essencial das folhas e frutos de Schinus molle, com composi¢do
semelhante ao 6éleo de Schinus terebinthifolius, apresentou propriedades
antioxidantes e antimicrobianas contra bactérias Gram positivas e
negativas, e fungos deteriorantes de alimentos.

O melanoma maligno é um dos tipos mais agressivos de cancer
e sua incidéncia tem aumentado gradualmente nos Gltimos anos,
representando aproximadamente 75% das mortes por cancer de pele.
Matsuo et al. (2011) investigaram o mecanismo de morte celular
induzida por a-pineno e sua aplicagdo terapéutica.Os autores relataram
gue este composto, frequentemente presente nos extratos de pimenta
rosa, foi muito eficaz no tratamento do melanoma metastatico e na
redugdo do nimero de nédulos tumorais pulmonares.

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Radical livre é uma molécula ou fragmento molecular que
contém um ou mais elétrons desemparelhados, que tornam essa
molécula extremamente reativa quimicamente. Danos profundos as
células e tecidos do corpo humano podem ser desencadeados quando ha
a producdo excessiva de radicais de oxigénio durante 0S processos
patofisiol6gicos, ou ainda devido a fatores ambientais adversos, na
auséncia de antioxidantes disponiveis in vivo (GALATO, 2004;
DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de inibir ou retardar
significativamente a oxidacdo de substratos oxidaveis. A importancia
dos antioxidantes para os alimentos e sistemas bioldgicos é bem
conhecida, uma vez que protegem 0s mesmos dos processos oxidativos
(BISCAIA, 2007). O efeito do antioxidante consiste na inativacdo dos
radicais livres, na complexacdo de ions metalicos ou na reducdo dos
hidroperoxidos (ARAUJO, 2004).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes: sintéticos e
naturais. De modo geral, os antioxidantes sintéticos sdo estruturas
fendlicas que podem apresentar varios graus de substituintes alquilas,
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enquanto que os naturais sdo compostos fenolicos, quinonas, lactonas e
os polifendis (ARAUJO, 2004).

Embora os antioxidantes sintéticos sejam amplamente utilizados
pela inddstria alimenticia, existem alguns argumentos com relacdo a
seguranca e efeitos adversos destas substdncias quando usadas como
aditivos alimentares. J& 0s antioxidantes naturais, como as vitaminas e
os polifendis, podem apresentar papéis importantes na prevencdo de
doencas associadas aos radicais livres (SOARES; ANDREAZZA,
SALVADOR, 2003; ZHENG; WANG, 2001).

Um grande nimero de plantas aromaticas e medicinais contém
compostos quimicos que exibem propriedades antioxidantes, e estas
propriedades sdo devidas principalmente aos compostos fendlicos, tais
como flavondides, acidos fendlicos e diterpenos fendlicos (PIETTA;
SIMONETTI; MAURI, 1998; MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN
BEEK, 2004).

Dois grandes grupos estdo relacionados aos efeitos de
antioxidantes naturais presentes em frutas e vegetais: antioxidantes
hidrofilicos, que compreendem &cido ascorbico e compostos fendlicos, e
antioxidantes lipofilicos, como tocoferéis e carotenoides. Sendo assim,
diversas técnicas sdo utilizadas a fim de determinar o potencial
antioxidante in vitro de diferentes compostos, 0 que permite uma rapida
selecdo de substéncias e/ou misturas potencialmente interessantes na
prevencdo de doencas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos
destacam-se o sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico e o
método de sequestro de radicais livres, tal como DPPH- (2,2-difenil-1-
picrilidrazina) e ABTS 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (KAUR; KAPOOR, 2001; DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).

3.4 METODOS DE EXTRACAO

A crescente demanda por antioxidantes naturais para a
aplicacdo em alimentos tem incentivado em todo o mundo a pesquisa
sobre a extracdo de substancias biologicamente ativas a partir de uma
variedade de matérias-primas vegetais (DIAZ-REINOSO et al, 2006).

A técnica de extracdo empregada na obtencdo de extratos de
produtos naturais influencia diretamente sua qualidade e sua
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composicdo final. O procedimento de extracdo € determinado pela
familia de compostos a ser extraida e também pelo objetivo do processo,
se é quantitativo ou qualitativo. Ou seja, o rendimento de processo e a
composigédo dos extratos dependem tanto do solvente utilizado como do
método de extracdo aplicado.

As diferentes técnicas de extracdo podem estar baseadas em
mecanismos quimicos diferentes, como a solubilidade de substancias no
solvente utilizado em funcdo sua polaridade, ou seja, diferentes
substancias serdo extraidas de acordo com o grau de polaridade e o
solvente utilizado. A caracteristica hidrofilica ou lipofilica do composto
a ser extraido afeta sua solubilidade no solvente, e da mesma forma, a
polaridade do solvente também tem impacto sobre a eficicia da extra¢do
(BISCAIA, 2007; MOURE et al, 2001; TSAO E DENG, 2004).

Técnicas convencionais de extracdo com uso de solventes
organicos, como a extracdo assistida por ultrassom e em Soxhlet, sdo
comumente aplicadas nas inddstrias quimica, farmacéutica e alimenticia
na obtencdo de variados extratos e podem utilizar uma ampla gama 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, dependendo da temperatura de ebulicio do solvente
(BISCAIA, 2007; CAMPOS, 2005; DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Recentes técnicas de extracdo tém sido desenvolvidas ao longo
dos Ultimos anos, como a micro-extracdo em fase sélida (SPME - Solid
Phase Microextraction), extracdo em fase solida (SPE - Solid Phase
Extraction), extracdo assistida por micro-ondas (MAE - Microwave
Assisted Extraction), extracdo com fluido supercritico (SFE -
Supercritical Fluid Extraction) e extracdo com liquidos pressurizados
(PLE - Pressure Liquid Extraction), conhecida também como extracédo
por fluido pressurizado (PFE - Pressurized Fluid Extraction) ou
extracdo acelerada com solvente (ASE - Accelerated Solvent
Extraction). Estas técnicas sdo mais rapidas que as técnicas
convencionais de extragdo, utilizam menor quantidade de solvente,
diminuem a degradacdo da amostra, podem eliminar a etapa de limpeza
da amostra, eliminam etapas de concentracdo antes das analises
cromatogréficas, melhoram a eficiéncia de extracdo e a seletividade,
além de serem de fécil automacéo (JACQUES, 2005).
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A extracdo com fluidos supercriticos tem se mostrado uma
Otima opcéo para a extracdo e fracionamento de produtos naturais e seu
emprego em processos industriais vem ganhando espacgo continuado,
principalmente devido aos fatores ambientais e de qualidade. Os fluidos
supercriticos sdo utilizados em escala industrial na descafeinacdo do
café e extragdo de ldpulo em substituicdo ao cloreto metileno, na
extracdo e desodorizacdo de 6leos vegetais e gordura animal, e na
extracdo e recuperacdo de aromas de diversas origens, entre outras
aplicacGes. A extracdo supercritica € um processo que proporciona
seletividade e eficiéncia com menor risco de degradacdo térmica dos
extratos e cujo solvente pode ser facilmente removido no final da
extragdo (GOMEZ; OSSA, 2002; PEREIRA et al., 2004; ARAUJO,
2004).

3.4.1 Soxhlet

O extrator Soxhlet foi desenvolvido em 1879 e o método que
utiliza este aparato vem sendo considerado padrdo por mais de um
século. A extracdo convencional em Soxhlet apresenta diversas
vantagens: a amostra entra em contato com o solvente de extracdo
repetidas vezes, havendo sua constante renovacdo, o que facilita o
equilibrio da transferéncia. Ndo ha necessidade de filtracdo para
separacao da matéria-prima do solvente ao término do procedimento, e
existe a possibilidade de se realizar varias extragdes simultaneamente,
devido ao baixo custo do equipamento (JENSEN, 2007; CASTRO;
PRIEGO-CAPQOTE, 2010).

A extragdo em Soxhlet € um método continuo, considerado um
caso particular da lixiviacdo (processo de extracdo de uma substancia
presente em componentes sélidos através da sua dissolugdo em um
liquido). Ainda que seja um método muito utilizado na extragdo de
compostos organicos, ele apresenta restricdes ligadas ao elevado tempo
de extracdo, que pode variar de 1 a 72 horas (MIGUEL; ANDRADE,
1989). Além disso, a integridade dos compostos extraidos pode ser
afetada pela decomposicdo térmica ou pela reacdo com o solvente, ja
que, durante a extracdo, o recipiente que contém o solvente e os
compostos ja solubilizados é mantido na temperatura de ebulicdo do
solvente (ARAUJO, 2004).

Uma das principais vantagens da extracdo em Soxhlet é a
recirculagdo de solvente, que aumenta o coeficiente de particdo e a



42

eficiéncia da extracdo; além de apresentar maior reprodutibilidade do
que o processo por maceracdo (LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).
No entanto, mesmo apds a evaporacdo do solvente, o extrato pode
conter residuos do solvente utilizado na extracdo, que em alguns casos
pode levar a restricdo da sua aplicacéo.

3.4.2 Extracao assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom é um método que utiliza a
energia das ondas ultrassénicas (mecanicas) que sdo transmitidas em
frequéncia superior a da capacidade auditiva humana. Apesar de,
inicialmente, essa tecnologia ter sido desenvolvida para limpeza de
materiais, atualmente vem sendo empregada numa ampla variedade de
produtos, devido & simplicidade da técnica e do equipamento (LUQUE-
GARCIA; CASTRO, 2003).

As ondas ultrassénicas se propagam na matéria, em frequéncias
de 20,0 - 100,0 kHz, criando no meio que se propagam ciclos de
expansdo e compressdo, fazendo com que as moléculas do meio se
afastem e se aproximem inUmeras vezes. Estes ciclos de expansdo e
compressao geram bolhas no interior do liquido empregado no processo,
gue ndo podendo mais absorver a energia gerada pelo ultrassom,
implodem, criando um efeito chamado cavitagio (LUQUE-GARCIA;
CASTRO, 2003). A cavitacdo gera mudangas fisicas e quimicas
permanentes aos liquidos, aquecimento e ruptura nos soélidos, e
instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-s6lido
(MELECCHI, 2005). A agitacdo das moléculas provoca ainda um
aumento de temperatura que favorece a solubilidade e difusividade de
compostos no meio. A associacdo desses fendbmenos aumenta a
transferéncia de massa e modifica o equilibrio de fases diminuindo o
tempo necessario para extragdo, se comparado com 0 mesmo Processo
na auséncia de ultrassom (MELECCHI, 2005; MA et al., 2008).

Entre as vantagens do uso do ultrassom para a obtencdo de
extratos naturais destacam-se: simplicidade do equipamento e baixo
custo inicial; reducdo do tempo e da temperatura de extracdo e
possibilidade de uso de diferentes solventes e misturas de solventes.
Como desvantagens podem ser citadas sua inabilidade de renovagdo do
solvente durante o processo, fazendo com que a capacidade de extra¢do
seja limitada pelo equilibrio de fases, além da necessidade de filtracdo
apos a extracdo, que aumenta o tempo do processo e o risco de perda ou
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contaminacdo do extrato durante a manipulacdo (ADAMS, 2002;
MELECCHI, 2005; FREITAS, 2007).

3.4.3 Extracdo supercritica

A extracdo supercritica € uma operacao unitaria de transferéncia
de massa baseada no uso de fluidos a temperaturas e pressdes acima dos
valores criticos, conforme representado no diagrama de fases da Figura
4. A temperatura critica (T.) é a temperatura mais alta na qual o gas
pode ser convertido em liquido pelo aumento da pressdo. A pressdo
critica (P;) é a pressdo mais elevada na qual o liquido pode ser
convertido em gas pelo aumento da temperatura do liquido (GOMEZ;
OSSA, 2002; FREITAS, 2007)

Figura 4 - Representacdo genérica do diagrama de fases de um componente

pure .
N B ﬁ// SUEQ‘:L?E.CO 7
7
Ponto Critico (PC)

Ponto triplo (PT)
Gas

|
T

c Temperatura

Fonte: Adaptado de MUKHOPADHYAY (2000).

A area em torno do ponto critico de um componente (ou de uma
mistura) pode ser chamada de “regido critica”, e abrange condigdes sub
e supercritica. Caso uma destas 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
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estado supercritico. Nessas condi¢cBes de pressdo e temperatura, as
propriedades de um solvente sdo diferentes daquelas apresentadas no
estado liquido ou gasoso, variando drasticamente com pequenas
variacOes de pressdo e temperatura (BRUNNER, 1994).

A extracdo supercritica possui vantagens em relacéo as técnicas
convencionais de extracdo porque possibilita o ajuste continuo do poder
de solvatagdo e, consequentemente da seletividade do solvente, ndo
utiliza solventes organicos poluentes e, portanto, ndo necessita da etapa
de evaporacdo dos extratos para a eliminacdo do solvente. Por conta
disso, o emprego de fluidos supercriticos é considerado uma Otima
opcao para a extracdo e fracionamento de produtos naturais, em especial
para as industrias de alimentos e farmacéuticas (REVERCHON; DE
MARCO, 2006; MICHELLIN, 20009).

Dentre as vantagens da extragdo supercritica, podemos citar
(MAUL, 1999; MUKHOPADHYAY, 2000):

a) Os solventes empregados sdo gasosos a pressdo atmosférica e a
temperatura ambiente, permitindo que ap0s a extracdo sejam facilmente
separados por completo dos extratos e recuperados;

b) A maioria dos gases supercriticos utilizados € fisiologicamente segura
e inerte;

c) A extragdo pode ocorrer em baixas temperaturas, o0 que €
extremamente importante quando sdo extraidas substancias naturais que
sdo termicamente sensiveis;

d) Os extratos quase ndo sofrem hidrdlise, oxidagdo, esterificacdo,
caramelizagdo ou alteracdes térmicas, representando de melhor forma o
material original,

e) A forga solvente é ajustada via compressdo mecanica;

f) A adicdo de cossolventes permite a extragdo diferencial de solutos ndo
polares até solutos de alta polaridade e ainda aumenta a solubilidade do
material a ser extraido;

g) Os solventes podem ser reutilizados, reduzindo o custo operacional.

Como desvantagens da ESC podem ser citadas o elevado custo
do processo, em fungdo dos equipamentos utilizados, e a dificuldade de
extracdo de compostos muito polares quando se utiliza CO, como
solvente supercritico. Este ultimo ponto pode ser melhorado com o
emprego de modificadores adequados, como solventes organicos de alta
polaridade (MELECCHI, 2005).
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Os extratos obtidos por ESC sdo considerados naturais e tém
permissdo para aplicagdo em alimentos, uma vez que apresentam status
“GRAS” (do inglés Generally Recognized As Safe). Além disso, o alto
gradiente de pressdo entre a coluna de extracdo e a saida do extrator
pode produzir extratos livres de micro-organismos e esporos, com maior
vida util quando comparados aos extratos obtidos por processos a baixa
pressdo (DIAZ-REINOSO et al, 2006).

O CO, supercritico € utilizado principalmente como solvente na
extracdo de compostos de alto valor agregado oriundos de produtos
naturais. Devido a sua caracteristica apolar, € mais indicado para a
extracdo de antioxidantes como carotenoides e outros relativamente
lipofilicos. Compostos polares, como flavonoides e &cidos fendlicos, séo
menos sollveis no CO, supercritico, necessitando a utilizacdo de um
cossolvente para possibilitar a extracdo destes compostos (TSAO;
DENG, 2004; DIAZ-REINOSO et al., 2006).

3.4.3.1 Principios da extragdo supercritica

A extracdo supercritica consiste basicamente de duas etapas:
solubilizacdo dos compostos presentes na matriz sélida e separacdo
desses do solvente supercritico. Durante a extracdo, o solvente flui
através do leito de particulas, solubilizando os compostos presentes na
matriz vegetal. O solvente sai do extrator carregando as substancias
solubilizadas, e por meio da reducéo da pressdo, o extrato é liberado do
solvente (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

A Figura 5 representa esquematicamente um equipamento de
extracdo supercritica de matrizes sdlidas, mostrando desde a etapa de
extracao até a separagdo da mistura soluto-solvente.

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

Figura 5 - Diagrama esquematico do equipamento de extragao supercritica.
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Fonte: Adaptado de WATERS (2013).

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através de um
leito fixo formado por particulas sélidas, solubilizando 0os componentes
presentes no sélido. A medida que o solvente escoa através do material
vegetal, ocorre a transferéncia de massa do soluto da fase solida para a
fase fluida e, em qualquer ponto dentro do extrator, a concentracdo de
oleo a ser extraido varia continuamente em cada fase até que o
equilibrio seja alcancado. Ou seja, a forca motriz para a transferéncia de
massa no processo é o equilibrio da concentracdo de solutos entre as
fases solida e fluida (BRUNNER, 1994; MICHIELIN, 2009).

3.4.3.2 Curvas de extracdo

A representacdo da cinética da ESC é feita através da
construcdo da curva de extracdo, que normalmente é apresentada como
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um grafico da massa acumulada de extrato em funcdo do tempo de
extracdo. Sdo varios os fatores que afetam o comportamento das curvas
de extragdo, como vazdo de solvente utilizada e tamanho da particula
formadora do leito. Desta forma, é dificil fazer a comparacdo entre
curvas obtidas a partir de matérias-primas e equipamentos diferentes,
mas as informagdes que elas podem fornecer como a duragdo da taxa
constante de extracdo sdo Uteis para comparar uma Série de
experimentos com o0 mesmo substrato e 0 mesmo equipamento
(BRUNNER, 1994).

De acordo com a literatura, as curvas de extracdo s&o
geralmente divididas em trés etapas e sdo determinadas pela massa total
de 6leo extraido em fungéo do tempo de extragdo (BRUNNER, 1994;
FERREIRA et al., 1999; FERREIRA; MEIRELES, 2002):

a) Etapa com velocidade constante de extracdo (CER, do inglés
Constant Extraction Rate): a superficie externa da particula esta coberta
com o soluto, que é chamado “soluto de féacil acesso”. Neste periodo a
conveccdo € o mecanismo dominante e, portanto, a resisténcia a
transferéncia de massa esté na fase fluida;

b) Etapa com velocidade decrescente de extracdo (FER, do inglés
Falling Extraction Rate): falhas na cobertura de soluto sobre a
superficie externa comegam a aparecer dando inicio a difusdo do soluto
presente no interior da particula. Nesta etapa 0s mecanismos de
transferéncia de massa por difusdo e por convecgdo ocorrem
simultaneamente;

c) Etapa difusional: a camada externa de soluto praticamente
desaparece. Neste periodo a resisténcia a transferéncia de massa esta na
fase sélida. A representacdo esquematica de uma curva de extracdo é
apresentada na Figura 7.

A transicdo entre o periodo de velocidade constante e
decrescente de extracdo é influenciado pelo tamanho de particula, pelo
contetdo inicial de 6leo no sélido e pela estrutura celular do material.
Particulas grandes causam um aumento no periodo difusional e o
periodo de taxa decrescente de extracdo ocorre antes do que em
particulas de menor tamanho. Quando o material possui alto contetdo
de oOleo, a transferéncia de massa ocorre predominantemente em
velocidade constante, sendo a velocidade de extracdo controlada pela
solubilidade do substrato no solvente (MUKHOPADHYAY, 2000).
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A representacdo da curva de extracdo pode ser utilizada na
determinacdo de pardmetros de processo, tais como tempo de extracéo,
caracterizacdo das etapas de extracdo supercritica e determinacdo da
solubilidade, como também na modelagem da transferéncia de massa do
sistema. InformacBes a respeito da pressdo, temperatura e vazdo de
solvente podem ser obtidas por meio da modelagem das curvas de
extracdo, possibilitando a ampliagdo de escala do processo de extragdo
supercritica (PERRUT, 2001; SILVA, 2004).

Figura 6 - Representacgdo da curva de extragdo supercritica.
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Fonte: MARTINEZ (2005).
3.5 EQUILIBRIO DE FASES

InformacBes 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, ja que
ao menos alguns dados experimentais sdo necessarios para ajustar o0s
parametros de interacdo dos modelos (DOHRN; BRUNNER, 1995).
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O equilibrio de fases termodinamico determina os limites para a
transferéncia de massa entre diferentes fases, as quais estdo envolvidas
em diversos processos quimicos, incluindo aqueles com fluidos
supercriticos. O equilibrio de fases revela a composi¢do das fases no
equilibrio, assim como a solubilidade dos compostos extraidos no
solvente supercritico e a solubilidade do solvente supercritico na fase
pesada; as quantidades das fases em equilibrio; a distribuicdo dos
componentes individuais entre as fases em equilibrio; a variacdo dessas
guantidades com a temperatura e pressdo e a concentracdo dos varios
componentes em equilibrio (BRUNNER, 1994).

Uma caracteristica comum dos processos de extracao, separacao
e purificacdo de produtos naturais é a necessidade de conhecer o
comportamento de fases do sistema de interesse, 0 que permite a
defini¢do das condigdes operacionais do processo. Além disso, do ponto
de vista da engenharia, o conhecimento do equilibrio de fases das
misturas desempenha um papel importante na selecdo das regides
operacionais adequadas e no processo de ampliacdo de escala (SOUZA
et al., 2008).

De maneira geral, o equilibrio de fases (ou separacdo 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. No caso de sistemas contendo fluidos supercriticos o equilibrio
pode ser afetado significantemente por uma pequena quantidade de
cossolvente, especialmente em casos em que existem interagdes
especificas entre o soluto e o cossolvente, sendo que essas interagdes
sdo um fator importante para o aumento da solubilidade (ZHONG et al.,
1997; LANZA, 2004).

O conhecimento de dados de equilibrio de fases é uma
ferramenta relevante no desenvolvimento de tecnologias como
precipitacdo e encapsulamento de compostos bioativos empregando
tecnologia supercritica, desempenhando um importante papel na
ampliacdo de escala destes processos. O equilibrio de fases dos sistemas
envolvidos na precipitacdo de compostos ativos permite identificar as
regides de uma Unica fase e assim estabelecer condi¢BGes operacionais
para a realizacdo do processo de formacéo de particulas (FRANCESCHI
etal., 2008; BOSCHETTO et al, 2013).



50

O equilibrio de fases a altas pressfes pode ser determinado por
diferentes metodologias experimentais, sendo que trés fatores
influenciam a escolha da técnica mais adequada: custo, propriedades
fisico-quimicas dos componentes envolvidos e condicdes de operacao
dos experimentos (LANZA, 2004).Na literatura encontram-se
disponiveis diversos trabalhos que apresentam e discutem métodos
experimentais para determinagéo do equilibrio de fases a altas pressoes,
como McHugh e Krukonis (1994), Dariva (2000), Boscheto et al.
(2013), Benelli et al. (2014), Rebelatto et al. (2014), entre outros.

O método de determinacéo do equilibrio de fases empregado no
presente trabalho é o método estdtico sintético, cuja principal
caracteristica estd no fato da célula de equilibrio, uma vez carregada,
permanecer fechada até que o equilibrio seja estabelecido. Neste caso, a
composicdo das fases em equilibrio é determinada indiretamente, sem
necessidade de amostragem. O conceito do método é aumentar a pressao
do sistema, levando-se a uma Unica fase e posteriormente manipular a
pressdo até o surgimento de uma segunda fase, detectada visualmente
através da formacgdo de bolhas ou turvamento da solugdo. Assim, é
possivel localizar a regido de transicdo de fases e tragar 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 condicdo
em que a composicdo global do sistema e igual a composicdo da fase
vapor ou liquida, respectivamente. Este método apresenta ainda outras
vantagens como: procedimento experimental simplificado e utilizacéo
de pequenas quantidades de solvente e soluto em cada experimento, o
gue permite reduzir os custos experimentais (LANZA, 2004; ROSSO,
2009).

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas dos principais métodos
experimentais para determinacdo do equilibrio de fases, como
aplicacgdes indicadas, vantagens e desvantagens do método.
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Tabela 4 - Caracteristicas gerais dos métodos experimentais de determinacéo de
equilibrio de fases a altas pressoes.

fluido.
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relativamente
baixo.

- Operagéo
simples.
- Identificacdo
do tipo de
equilibrio e
transicéo.
- Prevé
amostragem, o
que pode
ocasionar
- Qualquer - Aplicado pertl_eragoes
. : ao sistema.
sistema envol- tanto a sistemas | ~ N0
Estatico vendo equilibrio | bifasicos recomendado
Analitico de fases fluido- [ quanto a ara reqives
fluido ou solido- | sistemas Sr()xim%s 20
fluido. multifasicos. ponto critico
da mistura.
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operacao.
- Reducgdo no
tempo de
- Sistemas equilibrio. - Alto custo
- Amostragem | total do equi-
envolvendo e- s e
Com M, mais facil e pamento.
. ~ | quilibrio de
Recirculacéo . segura, - Alta
fases fluido- . .
fluido redu_zm(_jo a compIeX|d~ade
' possibilidade de | de operagdo.
perturbacéo.

Fonte: Lanza, 2004 adaptado por Rosso (2009).

3.5.1 Comportamento de fases de misturas complexas

Misturas contendo muitos componentes sdo frequentemente
encontradas em sistemas reais, tais como extratos ou 6leos obtidos de
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matrizes vegetais. Em alguns casos, a concentracdo 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 0s componentes principais. O uso de compostos
individuais para representacdo de equilibrios de fases de sistemas
complexos depende do propdsito para o qual os dados obtidos serdo
utilizados (BRUNNER, 1994).

Em alguns processos envolvendo misturas multicomponentes,
0s compostos minoritarios sdo 0s 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).

Segundo Brunner (1994), a diferenca entre misturas
multicomponentes e misturas complexas € arbitraria. Uma mistura
multicomponente é uma mistura contendo mais de trés componentes,
onde todos os compostos sdo identificados, enquanto que uma mistura
complexa ¢ uma mistura contendo mais de trés componentes, onde o
numero total de compostos é desconhecido e muitos dos compostos ndo
séo identificados.

A Figura 7 é um diagrama P-T que representa 0 comportamento
de fases de uma mistura complexa, completamente miscivel na fase
liquida, em relacéo as curvas de ponto de orvalho e de ponto bolha e a
guantidade de liquido ou gés.

As curvas de ponto de orvalho e de ponto de bolha limitam a
regido de duas fases gas-liquido. No ponto critico, as fases liquida e
gasosa tornam-se idénticas e a pressdo e a temperatura neste ponto ndo
representam, necessariamente, condi¢des extremas para a regido de duas
fases. O ponto critico € normalmente o limite superior ou inferior da
curva, sendo situado somente por coincidéncia em um valor extremo de
pressdo e temperatura (BRUNNER, 1994).

Misturas complexas apresentam comportamento de fases
similar aos sistemas binarios no diagrama P-T e o tamanho da area de
duas fases também é determinado pelos componentes mais e menos
volateis presentes no sistema. Na extragdo com gases, 0 componente
mais volatil é o solvente supercritico e 0s compostos da mistura a ser
separada sdo menos volateis. Se uma mistura complexa de volatilidade
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baixa € considerada como um pseudocomponente, um sistema
pseudobinario é formado com o gas supercritico e podem ocorrer
fendmenos de equilibrio de fases binario, como imiscibilidade liquido-
liquido e curvas criticas interrompidas (BRUNNER, 1994).

Figura 7- Equilibrio de fases de misturas complexas. Diagramas P-T com
diferentes posicdes do ponto critico.
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Fonte: BRUNNER (1994).

3.6 METODOS DE PRECIPITACAO E ENCAPSULAMENTO

A necessidade de se obter produtos de alta qualidade utilizando
tecnologias de producdo menos ofensivas ao ambiente constitui o
principal foco de estudos em diversos ramos da pesquisa. A
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nanotecnologia ¢ um dos campos que vem recebendo pronunciada
atencdo no desenvolvimento de novos processos e na obtencdo de
materiais com propriedades e caracteristicas desejaveis em diversos
segmentos industriais, tais como: catalisadores, materiais ceramicos,
corantes alimenticios, biopolimeros, pigmentos, farmacos, entre outros
(MARTIN et al., 2007).

Técnicas classicas de precipitacdo sdo geralmente empregadas
na formacdo de particulas, como spray drying, liofilizacdo e
precipitacdo com antissolventes liquidos. As propriedades de aplicacédo e
a funcionalidade de um material particulado sdo dependentes do
tamanho, da distribuicdo de tamanho e da morfologia da particula. No
entanto, essas  técnicas  convencionais de  produgdo  de
nano/microparticulas, além de ndo permitirem o controle de tamanho
das particulas formadas, associam-se ao uso de solventes organicos que
conduzem a indices residuais elevados, conferindo toxicidade ao
produto final (HE et al., 2007).

A producdo de particulas com tamanho e distribuicdo de
tamanho controlados, para aplica¢des em diversas areas, tem sido alvo
de varias pesquisas para o desenvolvimento de nano particulas de
polimeros biodegradaveis e biocompativeis. Tais investigacdes sdo
plenamente justificdveis tendo em vista a gama de aplicagbes destes
compostos em formulagdes de liberagdo controlada de principios ativos
com aplicacdo nas indUstrias alimenticias, farmacéuticas, de cosméticos
e de herbicidas (YEO; KIRAN, 2005).

Com relacdo ao encapsulamento de compostos, existem
basicamente duas maneiras: 0 composto pode ser encapsulado, situagdo
em que ocorre a formagao de uma fina camada de polimero recobrindo o
composto, ou 0 composto pode ser co-precipitado, onde varias particulas
do composto encontram-se dentro da particula de polimero. O
encapsulamento, também chamado de formacdo de micro ou nano
capsulas, ocorre quando o material a ser encapsulado é posto em
suspensdo em uma solucdo polimérica e entdo o polimero dissolvido é
precipitado recobrindo o material em suspensdo. A co-precipitacdo ou
formagdo de micro e/ou nano esferas, ou ainda impregnagdo, ocorre
guando o composto a ser encapsulado e o polimero s&o dissolvidos em
um Unico solvente ou em uma mistura destes e simultaneamente
precipitados  (KALOGIANNIS et al, 2006; BAHRAMI,
RANJBARIAN, 2007).
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3.6.1 Microencapsulamento por evaporacdo/extracao de solvente

Muitos métodos tém sido usados na preparacdo de
microparticulas de diferentes polimeros biodegradaveis, sendo eles
naturais ou sintéticos. A selecdo do método adequado de preparacdo
depende das propriedades do polimero e do composto a ser encapsulado,
que afetam diretamente as caracteristicas das microparticulas
(PAVANETTO etal., 1992).

A técnica de microencapsulamento por evaporacdo do solvente
¢ amplamente aplicada em inddstrias farmacéuticas para obter a
liberacdo controlada de medicamentos. O beneficio terapéutico de
farmacos e compostos ativos microencapsulados trouxe a necessidade
de preparar essas particulas em maior quantidade e com qualidade
adequada para os ensaios clinicos e para a comercializacdo
(BERKLAND, 2002; FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005).

O processo de formacdo de particulas por evaporagdo de
solvente ndo requer altas temperaturas nem agentes indutores de
separacdo de fases. Os tamanhos de particula podem ser controlados,
mas um cuidado na selecdo das condi¢es operacionais e dos materiais é
necessario a fim de se obter altas eficiéncias de encapsulamento e baixo
teor de solvente residual (FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005).

A preparagdo das microparticulas por este método consiste de
quatro etapas principais: (1) dissolucdo ou dispersdo do composto
bioativo num solvente organico contendo o material formador de matriz
(polimero); (2) emulsificagdo da fase orgéanica, chamada fase dispersa,
em um meio aquoso, chamada fase continua; (3) extracdo do solvente da
fase dispersa pela fase continua, seguida pela evaporacdo do solvente,
transformando as gotas da fase dispersa em microesferas sélidas; (4)
coleta e secagem das microesferas a fim de secar o solvente residual (LlI;
ROUAUD; PONCELET, 2008). A Figura 8 apresenta os passos basicos
do processo de microencapsulamento por evaporacao do solvente.
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Figura 8 - Passos bésicos para microencapsulamento por evaporagdo do
solvente.

rincipio ativo -\/' Polimero
"y/_ Solvente organico

Fase continua ~| 17" 0
980090

()

Fonte: Adaptado de LI; Rouaud; Poncelet (2008).

A formacdo de particulas por extracdo do solvente é uma
modificacdo da técnica de evaporacdo do solvente, descrita
anteriormente. Foi reportada primeiramente por Sato et al. (1988), e na
qual uma emulséo, consistindo de uma solucéo organica de polimero e
composto ativo em um meio aquoso, é colocada em uma fase diluente
gue é miscivel no solvente organico, mas imiscivel com o polimero.
Como consequéncia, o solvente migra das microgotas poliméricas para
a fase diluente, produzindo microesferas sélidas (SATO et al., 1988;
PAVANETTO et al., 1992).

3.7 CONSIDERAGCOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

A busca por produtos de alta qualidade e que oferecam
seguranca ao consumidor impulsiona as pesquisas envolvendo
compostos de fontes naturais com reconhecidas atividades biologicas.

A tecnologia supercritica aplicada na extracdo e
precipitagdo/encapsulamento tem se mostrado importante na obtencgéo e
preservagdo de compostos ativos para emprego em industrias
farmacéutica, cosmética e de alimentos.

As matérias-primas estudadas neste trabalho, pimenta-do-reino
e pimenta rosa, sdo utilizadas ndo somente no setor alimenticio, mas
também na medicina popular, devido as suas acgdes terapéuticas
reconhecidas. A piperina, principal composto ativo da pimenta-do-reino,
tem seu efeito benéfico & salde humana amplamente avaliado e
comprovado. O mesmo ¢é verificado para os extratos de pimenta rosa,
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cuja composicao quimica sugere seu forte potencial como agente anti-
inflamatério e antiviral. Tais relatos justificam o estudo e
desenvolvimento de técnicas que preservem estes extratos e possibilitem
as suas aplicacdes de diferentes formas.

Muitos sdo os estudos a respeito de métodos de extracdo e
avaliacdo de atividade antioxidante in vitro das matérias-primas aqui
relatadas. No entanto, até o0 momento ndo foram encontrados trabalhos
que reportem o estudo do equilibrio de fases ou ainda a precipitacéo e
encapsulamento destes compostos.



CAPITULO 4 — EXTRAGAO E POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
PIMENTA-DO-REINO E DE PIMENTA ROSA

4.1 INTRODUCAO

Este capitulo apresenta a metodologia completa e os resultados
obtidos para os ensaios de extracdo, por diferentes técnicas, além da
avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos obtidos para as duas
matérias-primas em estudo: pimenta-do-reino e pimenta rosa. Estes
dados referem-se aos ensaios comuns as duas matérias-primas e a partir
dos quais foi possivel selecionar uma das amostras e definir os préximos
experimentos, apresentados nos capitulos seguintes.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Obtencéo das matérias-primas vegetais

Os grdos de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) foram
gentilmente cedidos por um produtor cuja fazenda estd localizada no
estado do Espirito Santo. As pimentas foram colhidas manualmente nos
meses de junho e julho de 2012, e foram cedidas no ultimo trimestre do
ano. Uma coleta para material testemunho foi realizada e a amostra foi
entdo incorporada ao acervo do Herbario Municipal de Sdo Paulo, sob o
nimero 15.422. Por recomendacédo do produtor, os graos de pimenta ja
secos foram armazenados a temperatura ambiente em pequenos sacos de
papel pardo, a fim de evitar a absor¢do de umidade e a sua degradacao.

As amostras de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius R.) foram
coletadas no campus da Universidade Federal de Santa Catarina, entre
0s meses de abril e junho de 2012 e 2013. O material foi registrado no
Herbério Flor da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o nimero
54.104. Apo6s a colheita, realizou-se a limpeza dos grdos, removendo
folhas, restos de galhos, poeira e demais sujidades presentes. As
pimentas foram entdo acondicionadas em embalagens de polietileno
transparente e estocadas em refrigerador a -2 °C até o momento da
secagem.
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4.2.2 Pré-tratamento das matérias-primas vegetais
4.2.2.1 Pimenta-do-reino

Os gréos de pimenta-do-reino foram submetidos ao processo de
moagem em moinho de facas (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil). Uma
guantidade conhecida da matéria-prima triturada foi submetida a
separacao e classificagdo granulométrica em agitador de peneiras (Bertel
Industria Metalurgica Ltda., Caieiras/SP, Brasil), com a finalidade de
fracionar a matéria-prima em diferentes tamanhos, e assim determinar o
didametro médio das particulas. Aproximadamente 100 g de amostra
foram utilizados neste procedimento, utilizando-se as peneiras da série
Tyler de mesh 20, 25, 32, 48, 65, 80 e fundo. Assim, o conjunto foi
agitado por 20 minutos. As fragdes retidas em cada peneira foram
pesadas para que, posteriormente, fosse realizado o calculo do didametro
médio de particula, conforme descrito na secdo 4.2.3.2. A amostra
triturada foi acondicionada da mesma maneira que 0s grdos inteiros, em
sacos de papel pardo, até a realizacdo dos experimentos. Na Figura 9
tém-se uma ilustracdo da amostra antes e ap6s o pré-tratamento.

Figura 9 - Pimenta-do-reino: (a) grdos inteiros; (b) amostra moida.

@ (b)
4.2.2.2 Pimenta rosa

As amostras de pimenta rosa coletadas foram submetidas a
secagem em estufa com circulacdo de ar (De Leo, Porto Alegre/RS,
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Brasil) por 6 horas a 45 °C. Ap6s a secagem, as pimentas foram
trituradas em liquidificador doméstico e, em seguida, acondicionadas
em embalagens de polietileno transparente e estocadas em freezer
domeéstico, a -18 °C, até a realizacdo dos experimentos. Devido a alta
oleosidade dos grdos nao foi possivel utilizar o mesmo procedimento de
moagem empregado no pré-tratamento da pimenta-do-reino, optando-se
pelo uso do liquidificador. A separacdo granulométrica dos grédos
moidos ndo pode ser realizada por este mesmo motivo, que fazia com
que a pimenta rosa aderisse as peneiras, impossibilitando a separagdo. A
Figura 10 apresenta uma ilustracdo da amostra antes e apds 0s processos
de secagem/moagem.

Figura 10 - Pimenta rosa (a) grdos inteiros; (b) amostra seca e moida.

(@) (b)

4.2.3 Caracterizacéo das matérias primas vegetais
4.2.3.1 Determinag&o do teor de umidade e substancias volateis.

A determinagdo do teor de umidade e de substancias volateis
para a pimenta-do-reino e para a pimenta rosa foi realizada conforme o
método 925.09 da AOAC (2005), cujo procedimento fundamenta-se na
perda de umidade e substancias volateis quando a amostra é submetida a
105 °C.

A massa de cada amostra foi determinada em balanca analitica
(AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), sendo 5 ¢
de cada amostra colocados em capsulas de aluminio taradas,
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previamente aquecidas em estufa (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) a
105 °C por 1 hora, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e
pesadas. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa a 105
°C por 3 horas, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e as
massas medidas novamente. As operacGes de aquecimento e
resfriamento foram repetidas em intervalos de meia hora, até massa
constante. Para o célculo do teor de umidade e voléateis, foi utilizada a
Equacéo 1.

. L x mi - mf
Teor de umidade e volateis (%) =| —— [*100 Q)
rni

Em que m;¢ a massa inicial da amostra (g) e m¢€ a massa final da
amostra (g).

A determinacdo de umidade e substancias volateis de ambas as
amostras foi realizada em triplicata e o resultado expresso como média +
desvio padréo.

4.2.3.2 Determinacdo do diametro médio de particula

A determinacdo do didmetro médio de particula da amostra de
pimenta-do-reino foi efetuada através do calculo proposto por Gomide
et al. (1980). Pesaram-se 100 g de amostra moida em balanca semi-
analitica (BG 2000, Gehaka Ind. e Com. de Eletroeletronicos Ltda., Sdo
Paulo/SP, Brasil), para cada batelada e, utilizando as peneiras da série
Tyler de mesh -20/+48 o conjunto foi agitado por 60 minutos. Apos, as
massas retidas sobre cada peneira foram pesadas para o calculo do
didmetro médio de particula, conforme as Equagdes 2 e 3.
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Onde ds é o diametro médio superficial das particulas (mm), m; é a
massa de amostra retida na peneira i (g), M é a massa total de amostra
(9), d; é o didmetro da peneira i (mm) e n é o nimero total de fracoes.

4.2.3.3 Determinagdo da massa especifica real (py)

A massa especifica real de ambas as amostras foi determinada
no Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC),
utilizando-se a técnica de picnometria em gas hélio, que segue o
principio de Arquimedes de deslocamento de fluidos, com o uso do
equipamento Accu Pyc Il 1340 da Micromeritics. O gas hélio penetra
nos poros da matriz vegetal devido a sua baixa tensdo superficial sem
alterar as caracteristicas das particulas, determinando o volume
verdadeiro de um sélido, por variacdo da pressdo de gas em uma camara
de volume conhecido. (MOURA; FIGUEIREDO, 2002).

O picndmetro de hélio é constituido por duas cdmaras de
volumes conhecidos: a cdmara 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 camara € sujeita a um
processo de desgaseificacdo, que consiste em repetidas purgas com o
gas visando a remocdo de impurezas e umidade que eventualmente
possam estar presentes na amostra. Apds o sistema ser levado a pressdo
atmosférica, a cdmara de expansdo é isolada pelo fechamento da valvula
de expansdo (operacdo 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 (operagdo também realizada
automaticamente pelo equipamento) e, consequentemente, ocorre uma
reducdo de pressdo para P,. Admitindo comportamento ideal do gas
hélio, o volume do s6lido pode ser calculado a partir da Equagdo 4
(SMITH, 1996).

Pi(Va = Vo) = Po(Vg = Vs + V) (4)

Onde V, é o volume da camara da amostra; V. é volume da camara de
expanséo e Vs é volume do sélido.

A principal vantagem deste método esta na sua capacidade para
medir apenas 0 volume da amostra descontando o volume de todos os
poros. A partir da determinacéo do volume do sélido pode-se determinar
a sua densidade real, sendo esse resultado apresentado pelo



64

equipamento. O equipamento fornece os valores médios e o0 desvio
padrdo de 10 medidas realizadas durante o experimento. Assim, neste
trabalho, o resultado obtido para densidade real foi expresso como
média + desvio padréo.

4.2.4 Extrac0es a baixa pressdo

Os processos de extracdo a baixa pressdo, que incluem o
emprego de diferentes solventes organicos, foram realizados a fim de
compara-los com o processo de extracdo supercritica, em relagdo a
rendimento de extracdo e atividade bioldgica dos extratos. O resultado
destas extragBes em termos de rendimento e qualidade dos extratos
possibilitou a selecdo do cossolvente a ser utilizado na extracdo
supercritica.

Os extratos obtidos apds a extragdo em Soxhlet e com ultrassom
passaram por um processo de eliminagdo de solvente, em evaporador
rotativo (Mod. 550 e 802, Fisatom, Sdo 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). As temperaturas de evaporacdo foram ajustadas
para valores inferiores aos pontos de ebulicdo dos solventes utilizados, a
fim de evitar alteracBes do extrato devido a aplicacdo de calor, e 0 vacuo
ajustado em 650 mmHg.

4.2.4.1 Extracdo em Soxhlet

A extracdo em Soxhlet foi realizada segundo o método 920.39C
da AOAC (2005), utilizando hexano, acetato de etila e etanol como
solventes. A Tabela 5 apresenta o indice de polaridade e a constante
dielétrica desses solventes.

Tabela 5 - indice de polaridade e constante dielétrica dos solventes organicos
utilizados na extragcdo em Soxhlet.

@ Constante

Solvente Indice de polaridade dielétrica®
Hexano 0 1,88
Acetato de etila 44 5,99

Etanol 5,2 24,85

Fonte: Byers, 2007.
@Gu et al. 2004.
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O sistema de extracdo em Soxhlet é composto de um extrator,
acoplado a um baldo de 250 mL e a um condensador (Figura 11). Para
cada extracdo, 5 gramas de amostra foram acondicionados em cartucho
de papel filtro, e este foi inserido no extrator. Utilizou-se 150 mL do
solvente selecionado, que foi colocado no baldo e aquecido até a sua
respectiva temperatura de ebulicdo, por meio de uma manta de
aquecimento. Em todas as extracfes em Soxhlet manteve-se a proporcéo
de amostra: solvente igual a 1:30 (m:v), utilizando-se novo solvente a
cada procedimento. Com a evaporacdo o solvente entra no condensador
e volta a forma liquida, entrando em contato com a amostra e ocorrendo
a extracdo dos compostos solveis. Quando a mistura soluto/solvente
preenche o sifdo, este é esvaziado, retornando ao baldo onde é
novamente aquecido e o processo de refluxo é repetido continuamente
durante 6 h, sob extracdo continua com velocidade de 4-5 gotas por
segundo.

As extracbes foram realizadas em duplicata, e 0s extratos,
obtidos apds a evaporacdo do solvente, foram acondicionados em
frascos ambar e armazenados a -18 °C, em freezer doméstico.

Figura 11 - Equipamento para extracdo em Soxhlet.
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4.2.4.2 Extracdo assistida por ultrassom

O método de extracdo foi realizado conforme Jacques (2005) e
Vinatoru (2001), no qual 7 gramas de amostra foram adicionados a 210
mL de solvente, acondicionados em baldo de 250 mL. O baldo foi
submetido a banho indireto em ultrassom utilizando-se uma lavadora
ultrassdnica, por 45 minutos. Os solventes utilizados foram 0s mesmos
empregados na extracdo em Soxhlet: hexano, acetato de etila e etanol.

Apos o tempo de extragdo estabelecido, o sistema foi filtrado e
realizou-se a eliminagdo dos solventes, conforme descrito no item 4.2.4.
Em seguida, os extratos acondicionados em frascos ambar foram
armazenados em freezer domestico, a -18 °C. As extragdes foram
realizadas em duplicata e os resultados dos rendimentos expressos como
média + desvio padréo.

4.2.5 Caracterizagéo do leito de particulas da extragdo supercritica.
4.2.5.1 Determinac@o da massa especifica aparente (pg)

A massa especifica aparente das particulas de pimenta-do-reino
e de pimenta rosa foi determinada por meio da relacdo entre a massa de
amostra utilizada nas extracGes e o0 volume do leito.

A massa de cada amostra foi medida em balanca analitica
(AY220, Shimadzu do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo
ao décimo de miligrama, e o volume determinado através das medidas
de altura e didmetro do extrator com o uso de um paquimetro, com
precisdo de 0,02 mm.

4.2.5.2 Porosidade do leito

Para a formacdo do leito de particulas utilizou-se
aproximadamente 20 g de amostra nas extra¢gdes com pimenta-do-reino
e 15 g nos ensaios com a pimenta rosa. A porosidade do leito foi
determinada por meio da Equacdo 5, que relaciona a massa especifica
real (py) (item 4.2.3.3) e a massa especifica aparente (p,).
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4.2.6 Determinacao da massa especifica do solvente supercritico.

A massa especifica do CO; supercritico (p) nas condigdes de
operacdo estudadas foi determinada através da equagdo de Angus,
Armstrong e De Reuck (1976). Estes valores foram aplicados na
avaliacdo da influéncia da temperatura e pressdo na variacdo da massa
especifica do solvente e, consequentemente, na solubilizagdo do soluto.

4.2.7 Extracao supercritica (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
LATESC, no Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC, onde se encontra disponivel uma unidade de
extracdo que opera até uma pressdo maxima de 300 bar e vazdes de
solvente de 1,67 g/min a 36,67 g/min.

Os experimentos de extracdo supercritica realizados visaram
determinar as condi¢fes de temperatura e pressdao que resultam em
maiores valores de rendimento global e também produzem os melhores
pardmetros de qualidade dos extratos (composicdo e atividade
bioldgica). As condi¢Bes operacionais utilizadas na ESC de ambas as
amostras foram selecionadas de forma que abrangessem uma ampla
faixa de condicfes de massa especifica de solvente, buscando evitar a
degradagdo de compostos termossensiveis, levando em consideragao os
limites de operacdo do equipamento utilizado.

A unidade de extracdo supercritica utilizada neste trabalho foi
desenvolvida pelo Laboratério Thermische Verfahrenstechnik da
Technische Universitdt Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha
(ZETZL; LOZANO; BRUNNER, 2007). O equipamento descrito foi
empregado para a determinacdo do rendimento global de extragdo, com
0 emprego de diéxido de carbono puro ou com cossolvente. Os ensaios
foram realizados através do método dindmico de extracdo que se
caracteriza pela passagem continua do solvente supercritico pela matriz
solida (FERREIRA et al., 1999).
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A verificacdo da influéncia da pressdo e da temperatura no
rendimento global de extracdo foi realizada empregando-se pressées de
150, 200 e 300 bar, e temperaturas de 40, 50 e 60 °C. Na melhor
condicdo de operagdo, levando-se em conta rendimento e atividade
bioldgica, foi testado o uso do cossolvente, sendo esse escolhido com
base nos resultados de rendimentos obtidos nas extragdes convencionais.

4.2.7.1 Procedimento experimental

O procedimento experimental foi realizado com base em outros
trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Termodinamica e Extracdo Supercritica — LATESC (MICHIELIN et al,
2005; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009; BENELLI et al,
2010; ANDRADE et al., 2012).

O equipamento de extracdo supercritica (a) utilizado no
presente trabalho e o esquema de funcionamento (b) do mesmo sdo
apresentados na Figura 12. Conforme o esquema apresentado, a unidade
supercritica consiste de um cilindro de CO, com tubo pescador e 99,9 %
de pureza (White Martins Ltda., Joinville/SC, Brasil), que alimenta
diretamente a linha de extracdo. A linha de solvente é imersa em um
banho termostatico (BT1) programado para manter a temperatura
inferior a 0 °C, garantindo assim que o solvente (CO,) esteja no estado
liguido antes de sua entrada na bomba (B1) (M111, Maximator,
Niedersachen, Alemanha). A bomba trabalha alimentada por uma linha
de ar comprimido, filtrado e mantido na pressdo minima de 1 bar. A
pressdo de operacdo desejada da unidade supercritica é controlada
através da pressdo do ar comprimido, uma vez que a bomba opera em
uma razédo 1:130.

Durante o funcionamento do equipamento a bomba encaminha
0 CO, pressurizado (a uma pressdo pré-estabelecida) para alinha de
extracdo, passando pelo extrator (E), que consiste de um cilindro de aco
inox encamisado de 32,9 cm de comprimento, 2,042 cm de didmetro
interno e volume de 107,74 mL, com extremidades rosqueadas. A linha
apos 0 extrator é mantida submersa em um banho termostatico de
aquecimento (BT2) a uma temperatura constante de 65 °C, de modo a
evitar o congelamento da linha e da valvula micrométrica durante a
despressurizagdo da mistura soluto/solvente (V4). A temperatura de
operacdo do extrator é mantida constante através de um banho
termostatico de aquecimento (BT3). No inicio do processo de extracdo a
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valvula (V2) é mantida fechada e apds a pressurizacao do solvente esta é
aberta para permitir a passagem do CO, para o0 extrator. A valvula (V3)
também conectada na saida do extrator auxilia a V4 na despressurizagao
do solvente e permite o controle do fluxo de solvente. Apds passar pela
V4, o soluto é conectado em frascos ambar (F1) e o fluxo de CO, é
medido no rotdmetro (R1), regulado por V3 e V4.

Figura 12 - (a) Equipamento de extragdo supercritica e (b) diagrama
esquematico da unidade de extragdo supercritica.
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E: Extrator; VT: Valvula de controle da frequéncia da bomba; V1: Vélvula
reguladora de pressdo; V2, V3 e V4: Vélvulas de entrada, saida e micrométrica
do extrator, respectivamente; P11: Manometro de controle do cilindro (PI: Cat
233.50.10, WIKA do Brasil); P12: Mandmetro de controle da bomba (PI: Cat
233.50.10, WIKA do Brasil); PI3: Manémetro de controle do extrator (PI: Cat
233.50.10, WIKA do Brasil); TI: Controladores de temperatura; BC: Bomba de
cossolvente; VR: Valvula de retencdo da bomba de cossolvente.

Fonte: Zetzl; Meireles; Brunner, 2003 adaptado por Kitzberger, 2005.
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4.2.7.2 Determinacdo da cinética de extracao

A curva global de extracdo fornece informacdes sobre o
comportamento cinético da extracdo, possibilitando a determinacdo do
tempo de ciclo mais viavel para um processo. Os experimentos foram
realizados no equipamento descrito em 4.2.7.1, utilizando para a
determinacdo da curva de extracdo uma quantidade conhecida de cada
amostra, para cada experimento. A massa de matéria-prima a ser
utilizada em cada ensaio foi definida de forma que o leito formado
apresentasse uma altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator,
considerando que, com essa relacdo entre altura e didmetro do leito, a
dispersdo axial seja desprezada. Sendo assim, foram utilizados 20 g de
pimenta-do-reino e 7,5 g de pimenta rosa. As massas dos frascos de
coleta foram previamente medidas em balanca analitica (AY220,
Shimadzu do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao
décimo de miligrama, e a coleta do soluto extraido foi realizada em
intervalos de tempo pré-determinados, sendo o extrato pesado de forma
a determinar a massa de extrato obtida em funcdo do tempo de
experimento. Apds a coleta, as massas dos frascos foram novamente
medidas para determinar a quantidade de extrato em fungdo do tempo de
extracao.

Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO,
puro na condicdo de pressdo de 200 bar, temperatura de 50 °C e vazéo
de solvente de 8 + 2 g/min, baseado em ensaios iniciais para
determinacdo de condigdes de operagdo e porque essa era uma pressdo
intermediaria entre aquelas empregadas nos ensaios de rendimento
global (item 4.2.7.3).

Os tempos de cada um dos periodos de extracdo foram
calculados a partir das curvas de extracdo. Os tempos tcer € trer
representam o final das etapas constante (CER, do inglés Constant
Extraction Rate) e decrescente de extracdo (FER, do inglés Falling
Extraction Rate), respectivamente. A velocidade de transferéncia de
massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a partir de regressdo linear da
curva de extracdo no periodo CER, realizada com auxilio de planilha
eletrénica, enquanto a concentragdo de soluto na fase solvente na etapa
CER (Ycer) foi determinada pela razdo entre Mcer € Qco2 (vazdo de
COy).
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4.2.7.3 Determinacédo do rendimento global de extracéo (Xo)

O rendimento global de 6leo (Xo) representa a massa de 6leo
extraivel presente na matriz sélida referente a uma dada temperatura e
pressdo de extracdo. O tempo de extracdo foi definido através da
observacdo da curva de extracdo obtida a 200 bar, 50 °C e vazdo de
solvente de 8 = 2 g/min (item 4.2.7.2), sendo de 4 horas para a pimenta-
do-reino e de 3 horas para a pimenta rosa. Considerando estes valores de
tempo total de extracéo, a curva de extracdo para cada amostra estudada
se encontra na etapa de velocidade decrescente de extragdo (FER), onde
a maior parte do soluto foi extraida da matriz vegetal.

A verificagdo da influéncia da pressdo e da temperatura no
rendimento global da ESC foi avaliada utilizando-se como condigdes de
operacdo as pressdes de 150, 200 e 300 bar, temperaturas de 40, 50 e 60
°C e vazdo fixa de solvente (8 + 2 g/min).

Cada experimento foi realizado em duplicata e organizado
conforme apresentado na Tabela 6. Na formacédo do leito de particulas
de pimenta-do-reino foram utilizados 20 g de matéria-prima, e para a
pimenta rosa a quantidade foi de 15 g. A massa de ambas as amostras
foram mensuradas em balanca analitica (AY220, Shimadzu do Brasil
Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama, o
gue permitiu manter a altura do leito de sélidos constante. Nos ensaios
de rendimento de ambas as amostras as extremidades da coluna foram
revestidas com algoddo para evitar a entrada de particulas solidas na
linha de extracdo e o espaco restante do leito foi preenchido com esferas
de vidro, garantindo total preenchimento do leito de extracdo com
material inerte.

Tabela 6 - Plano de ensaios de extragdo supercritica para a determinacdo do
rendimento global (X,).

Variaveis Niveis
T (°C) 40 50 60
150 150 150
P (bar) 200 200 200

300 300 300
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Os frascos contendo os extratos foram pesados em balanca
analitica, com precisdo ao décimo de miligrama, e armazenados em
freezer a -18 °C até a realizagdo dos ensaios para avaliagdo da qualidade
dos extratos.

O valor de X, foi calculado através da razdo entre a massa de
extrato (Mexrato) Obtida € a massa de cada matéria-prima vegetal (M)
utilizada para formar o leito, conforme a Equacdo 6.

M
X,y =—2220 %100 (6)
M

A determinacdo de rendimento global foi realizada em duplicata
e o resultado expresso como média + desvio padréo.

4.2.7.4 Emprego de cossolvente (CS)

Devido a pimenta-do-reino ser uma matéria-prima com
reduzido teor de lipidios (em comparagdo & pimenta rosa) 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 da
adicdo de um modificador no rendimento da ESC. Assim, com base nos
resultados de rendimento das extracGes em Soxhlet e dados da literatura,
0 etanol em fracGes de 2,5; 5,0 e 7,5 % (m/m) foi selecionado como
cossolvente para os ensaios de ESC com modificador.

As condigdes de operacdo foram selecionadas com base nos
dados de rendimento das extracdes supercriticas e respeitando as
restricdes de trabalho da bomba de cossolvente. Os ensaios foram
realizados na condicao de 150 bar, 50 °C, vazéo de CO, de 8 + 2 g/min
e tempo de 4 h de extragdo.

Para a adicdo de cossolvente junto a extracdo com CO,, uma
bomba de cossolvente (BC) (Constametric 3200, SP Thermo Separation
Products, USA) foi acoplada ao equipamento de extracdo supercritica.
Apo6s a bomba de cossolvente foi acoplada uma valvula de retencéo
(VR) para evitar que o solvente orgénico retornasse para BC se
houvesse um aumento na pressdao da bomba de CO, durante o
experimento. A bomba de cossolvente trabalha numa faixa de vazao de
0,1 a10 mL/min.
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Os extratos obtidos ao final dos ensaios ESC com cossolvente
foram submetidos a etapa de eliminacdo do solvente organico
empregando-se 0 mesmo método utilizado nas extracdes a baixa pressdo
(conforme item 4.2.4). Os experimentos foram realizados em duplicata e
o resultado expresso como média + desvio padrao.

4.2.8 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presente
nos extratos de pimenta-do-reino e de pimenta rosa foi realizada pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (ROSSI; SINGLETON,
1965; PESCHEL et al., 2006). Este método estd associado ao
aparecimento da coloracdo azul devido a oxidacdo dos compostos
fendlicos em meio basico (PESCHEL et al., 2006).

Inicialmente, foi necessario construir uma curva analitica de
acido galico, a fim de representar a absorbancia da amostra frente a
concentracdo da curva analitica. Preparou-se uma solucdo estoque de
0,005 g/mL de &cido galico em &gua destilada, e a partir desta solugdo
estogque, foram diluidas aliquotas em bales volumétricos de 100 mL
para a obtencdo de solucgdes de concentrages finais de 0, 50, 100, 150,
200, 250, 350 e 500 mg/L. A reacdo de oxidacao foi realizada em baldes
volumétricos de 10 mL, sendo transferidos para estes 100 pL de cada
uma das diluicGes, ao quais foram adicionados 2 mL de agua destilada e
0,5 mL do reativo de Folin-Ciocalteu. Ap6s 30 segundos e antes de 8
minutos apos a adi¢do do reativo, foi adicionado 1,5 mL de solugdo
aquosa de carbonato de sédio a 20 % (m/v). Os baldes foram
completados com agua destilada até a marca de 10 mL, agitados e
deixados em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 2
horas para que a reacdo ocorresse. A absorbancia de cada uma das
solucdes foi medida a 765 nm em espectrofotémetro (FEMTO, 800 X,
S&o Paulo, SP) e o branco foi realizado com agua destilada. A curva
analitica de acido galico foi representada através do grafico de
absorbancia versus concentracdo de acido galico (mg/L) e esta
apresentada no Apéndice |.

Os extratos avaliados foram diluidos em &lcool etilico absoluto
P.A. na concentracdo final de 1667 mg/L, e seguiu-se 0 mesmo
procedimento de reacdo de oxidacdo descrito para a curva analitica de
acido gélico. Os valores de absorbancia encontrados para cada tipo de
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extrato foram correlacionados com a curva padrdo, e o teor de
compostos fendlicos totais (TFT) foi determinado através da Equacéo 7.
Os ensaios foram realizados em triplicata, e 0s resultados expressos em
mg de EAG/g de extrato, como média £ desvio padréo.

*
TFT (mgeAG/g) = (Mj (7)
extrato
Sendo:
EAG: equivalente em &cido gélico, obtido através da curva analitica (mg
EAG/L);

D: diluicdo da amostra (MQextrato/L)-
4.2.9 Avaliagdo da atividade antioxidante

O comportamento da atividade antioxidante dos extratos,
determinado pelas metodologias descritas a seguir, foi utilizado para
avaliar a qualidade dos extratos obtidos pelas extracfes a baixa pressdo
e por tecnologia supercritica usando CO, e CO, com cossolvente, bem
como comparar 0s resultados obtidos com o butil-hidroxitolueno (BHT),
um composto sintético de reconhecida atividade antioxidante.

4.2.9.1 Método DPPH

A técnica de determinacdo de atividade antioxidante pelo
método DPPH constitui na reacdo do composto em analise em uma
solucdo etandlica de DPPH na concentracdo de 0,3 mM e com
concentragGes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500 mg/mL) dos
extratos analisados (pimenta-do-reino e pimenta rosa), por 30 minutos,
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido o tempo de
reacdo, faz-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro
(FEMTO, 800 XIl, Sdo Paulo, SP). Quanto maior a atividade
antioxidante da amostra testada, mais estavel o radical DPPH se torna,
provocando a descoloracdo da solucdo (DPPH e extrato) e diminuindo
sua absorbancia (MENSOR et al, 2001). Assim, o percentual de inibi¢do
das amostras testadas sobre o radical pode ser calculado convertendo-se
a absorbancia em porcentual de atividade antioxidante (AA %), segundo
a Equacéo 8:
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AA(%) = (Abs

-A *1
amostra bsbranco) OO:| (8)

Abs

controle

A concentragdo das amostras necessarias para reagir com 50%
do radical livre DPPH (ECso, do inglés Equivalent Concentration) é
calculada por anélise de regressdo linear (MENSOR et al., 2001). Os
resultados encontrados de concentracdo efetiva (ECsy) e atividade
antioxidante (AA %) para 0s extratos de pimenta-do-reino e de pimenta
rosa analisados foram calculados a partir de valores médios de
absorbancia de cada concentracao.

4.2.9.2 Método do radical ABTS

A atividade antioxidante foi avaliada segundo a metodologia
descrita por Re et al. (1999). O ABTS (Sigma-Aldrich, USA) foi
dissolvido em agua até a concentracdo de 7,0 mmol/L e submetido a
reacdo com persulfato de potéssio (2,45 mmol/L), pela mistura de
guantidades equivalentes de cada solucéo, para a formacéao do radical. A
mistura permaneceu ao abrigo da luz e sob refrigeracdo por 16 horas
antes do uso. No momento da analise, a solugio do radical ABTS" foi
diluida em etanol até se obter absorbancia de 0,70 + 0,05 no
comprimento de onda de 754 nm. Adicionou-se, entdo, 980uL de
solucdo de radical ABTS" e 20uL de solucdo de extrato da matéria-
prima em analise (pimenta-do-reino e pimenta rosa) nas concentragdes
de 100, 250, 500 ¢ 1000 ug/mL. A leitura das absorbancias foi realizada
em espectrofotdmetro (FEMTO, 800 XI, Sdo Paulo, SP) 6 minutos apds
a adicdo da amostra na solugdo de ABTS®. Utilizou-se o Trolox,
vitamina E  sintética, (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) (Sigma-Aldrich, EUA) como antioxidante de referéncia,
sendo preparado em etanol e estocado como solugdo padrdo. O
percentual de inibigdo do radical foi calculado através da Equag&o 9.

L Abs )
%/Inibicdo =1— 100 )
Ab

So

Onde: Absi# a absorbancia apds a adicdo da amostra ao radical ABTS
para o tempo de 6 minutos e Abs, € a absorbancia do radical.
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Uma curva analitica foi plotada em funcdo da porcentagem de
inibicdo do radical ABTS pelas diferentes concentracdes de Trolox
(umolL*/mL). Apés a obtencéo do percentual de inibicdo do respectivo
extrato, a atividade antioxidante (AA) foi calculada através da Equagédo
10 com base na curva analitica de Trolox, apresentada no Apéndice II.
Desta forma, os resultados foram expressos em pmolL? TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao Trolox, do inglés Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) por g de extrato.

C
AA(umoIL'TEAC / g) = (C—aj (10)
e
Onde Ca é a concentracdo (umolL™/mL) referente ao percentual de
inibigdo obtido através da leituras espectrofotométricas do extrato e Ce é

a concentracgdo do extrato utilizada na técnica.
4.2.10 Determinacéo do perfil quimico dos extratos

A andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) dos extratos foi realizada no Departamento de
Quimica Analitica, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ.

Para a referida analise foi empregado um espectrdbmetro de
massas triplo quadrupolar (Scion MS-TQ, Bruker Daltonics Inc.)
acoplado ao cromatdgrafo gasoso (456-GC, Bruker Daltonics Inc),
coluna VF5-MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pum, Varian, Inc., CA, USA). Os
ensaios foram realizados empregando-se 0 modo de injecdo por split a
uma taxa de 1:20. A temperatura do injetor foi de 250 °C. O gas de
arraste foi o hélio usado a um fluxo de 1 mL/min. A temperatura inicial
da coluna foi de 50 °C, mantendo por 3 minutos, aquecendo a uma taxa
de 5 °C/min até 250 °C, mantendo por 10 minutos. Os compostos
majoritarios foram identificados usando uma base de dados para
produtos naturais (Standard Reference Data Series of the National
Institute of Standard and Technology/NIST - Mass-Spectral Library
with Windows Search Program — Version 8).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Caracteristicas das matérias-primas vegetais

Os valores de umidade e substancias volateis determinados em
triplicata para a pimenta-do-reino e para a pimenta rosa, apds a secagem,
estdo apresentados na Tabela 7, como média + desvio padrdo. A massa
especifica real de ambas as amostras e 0 diametro médio de particulas
da pimenta-do-reino sdo apresentados na mesma tabela.

Tabela 7 - Caracteristicas fisicas das matérias-primas vegetais.

Teor de Diametro
Matéria- umidade e médio de Massa especifica
prima volateis particula real (g/cm3)
(9/1009) (mm)
P'mree?fg do- 15014005 0,57+0,15 1,3916 + 0,0002
Pimenta rosa 20,8+04 - 1,3234 + 0,0007

Segundo Pourmortazavi e Hajimirsadeghi (2007), a quantidade
de agua presente na amostra (matéria-prima vegetal) pode afetar
negativamente o rendimento da extracdo supercritica. Assim, a fim de
evitar interacdes indesejaveis entre a matriz vegetal e a agua, essa deve
ser removida ou ao menos ter seu contetido controlado. Apenas 0,3% da
agua contida nas amostras sdo sollveis em CO, supercritico, e esta
quantidade serve para solubilizar compostos relativamente polares,
pouco sollveis no CO, puro. Assim, amostras com teor de umidade alto
normalmente levam a baixos rendimentos de extracdo, ja que a agua
passa a competir com o solvente supercritico na extracdo de
determinadas substancias. Além disso, 0 processo de secagem facilita o
manuseio da amostra, evitando a formacéao de aglomerados.

A umidade final da pimenta rosa foi alcancada ap6s secagem
em estufa com circulacdo de ar, conforme descrito no item 4.2.3.1. Por
meio de ensaios iniciais, verificou-se que um maior tempo de secagem,
ou a aplicacdo de temperatura mais elevada, levavam a queima da
matéria-prima, fato observado pela coloracdo escura que os frutos
adquiriam. Assim, o valor de umidade obtido para a pimenta rosa (20,8
+ 0,4) foi adequado aos processos de extracdo estudados e suficiente
para evitar a formacdo de aglomerados de amostra durante o



78

armazenamento. A amostra de pimenta-do-reino ndo foi submetida ao
processo de secagem, pois ja apresenta baixo teor de umidade que
permite bom manuseio da matéria-prima. Para essa amostra a analise de
teor de umidade e compostos volateis foi realizada para a caracteriza¢do
da matéria-prima, a fim de definir a quantidade de agua contida na
amostra.

Como parte dos ensaios prévios para estabelecimento das
condigdes de processo ambas as amostras foram submetidas & extracdo
com CO, supercritico. Apos a extracdo foi realizada uma andlise visual
da matriz a fim de verificar a formagdo de caminhos preferenciais. Com
a retirada dos sélidos que formaram o leito (tanto para a pimenta rosa
como para a pimenta-do-reino) observou-se uma adequada compactagdo
do leito e colora¢do uniforme, indicando que ndo houve formacdo de
caminhos preferenciais durante a passagem do fluido supercritico,
sugerindo que o didmetro médio das particulas estava adequado ao
processo de extracdo. Particulas muito grandes ou pequenas demais
podem interferir na compactacdo do leito e comprometer o rendimento
da extracio (MARTINEZ, 2005).

4.3.2 Rendimento das extracdes a baixa pressao

Os rendimentos dos extratos de pimenta-do-reino e de pimenta
rosa obtidos pelos processos de extracdo a baixa pressao, com diferentes
solventes e seus respectivos indices de polaridade, estdo apresentados na
Tabela 8.

Os resultados apresentados na Tabela 8 indicam que os
melhores rendimentos foram obtidos com a extracdo em Soxhlet,
utilizando etanol como solvente, para as duas matérias-primas avaliadas.
Na extracdo em Soxhlet com hexano, para a pimenta rosa, o rendimento
foi de 14,1 + 0,2%, e a substituicdo desse solvente por etanol
proporcionou um rendimento correspondente a cerca de 3 vezes o valor
obtido na extracdo com hexano. Para a pimenta-do-reino, o extrato
obtido com hexano em Soxhlet apresentou um rendimento de 4,02 +
0,5%, enquanto na extracdo com etanol este valor alcancou 10,3 £ 0,6%.
E possivel observar o aumento do rendimento em fungio do aumento da
polaridade do solvente empregado, fato este mais claramente verificado
nos rendimentos de pimenta rosa, sugerindo que 0s compostos presentes
na matriz vegetal apresentam polaridade de intermediaria a alta.
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Tabela 8 - Rendimentos das extragdes a baixa pressdo, utilizando diferentes
solventes com polaridades variadas.

(YAD)
Método de Solvente Polaridade _ %o (%) _
extracéo @ Pimenta- Pimenta
do-reino rosa
Hex 0 4,1+05° 14,1 +0,2°
Soxhlet EtOAC 4.4 6,5+0,3" 15 +1°
EtOH 5,2 10,3+ 0,6% 44 + 12
Hex 0 31+0,1° 8,7+04°
Ultrassom EtOAC 4.4 56+0,1° 13,1+0,1°
EtOH 5,2 5,3+0,5° 21+ 2°

Hex: Hexano; EtOAc: Acetato de etila; EtOH: Etanol.

Windice de polaridade do solvente (Byers, 2007).

@ etras iguais na mesma coluna indicam que no ha diferenca significativa (p<
0,05).

Bertoldi (2006) encontrou valores de rendimentos semelhantes
aos obtidos no presente trabalho, na extracdo em Soxhlet de pimenta
rosa, utilizando etanol (48,6 = 1,9) e hexano (10,6 = 0,4) como
solventes. A diferenca observada entre os resultados dos dois solventes
foi justificada pela polaridade dos solventes empregados, sugerindo a
predominéncia de compostos polares nos extratos de pimenta rosa.
Ainda, a constante dielétrica pode explicar a superioridade do
rendimento das extracfes com etanol em relacdo aos demais solventes,
para ambas as amostras. A constante dielétrica € a capacidade de atenuar
campos elétricos e, portanto, de auxiliar na interacdo entre cargas.
Assim, como esta propriedade é significativamente mais elevada para o
etanol, as moléculas do solvente estdo fortemente ligadas aos
componentes polares, contribuindo para o aumento do rendimento da
extracdo (MARKOM et al., 2007).

No presente trabalho os rendimentos da extracdo em Soxhlet
com etanol e com hexano para a pimenta rosa foram de 44 + 1 e de 14,1
*+ 0,2, respectivamente, valores proximos aos da literatura e cuja
diferenca pode ser justificada pela diferenca de local de cultivo, grau de
maturacao, variedade da planta, entre outros aspectos.

Na extragdo em Soxhlet com hexano, tanto para a pimenta-do-
reino quanto para a pimenta rosa, o rendimento foi proximo ao de
solvente com polaridade intermediaria, como acetato de etila, sugerindo
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também a presenca de compostos de carater lipofilico, mais facilmente
solubilizados em solventes apolares.

Ao se comparar os resultados de rendimentos para os diferentes
métodos de extragdo, para um mesmo solvente, observa-se que a
extracdo em Soxhlet apresenta maiores rendimentos em relacdo ao
processo de extracdo empregando ultrassom, para todos os solventes. A
justificativa desse comportamento reside na maior temperatura de
operacdo, no reciclo do solvente e nas interacdes entre o solvente e
matriz vegetal, caracteristicos da extracdo em Soxhlet, que podem
contribuir para uma maior solubilizagdo de compostos, de diferentes
classes, elevando assim o rendimento da extracdo (MARKON et al.,
2007).

De acordo com os resultados obtidos nas técnicas a baixa
pressdo com diferentes solventes, o etanol mostrou-se um solvente
adequado para a utilizacdo como cossolvente na ESC, por apresentar o
mais alto rendimento, tanto na extragdo em Soxhlet quanto na extragdo
assistida por ultrassom.

Ao se comparar 0s rendimentos obtidos para as duas matérias-
primas, considerando 0 mesmo método de extracdo e 0 mesmo solvente,
observa-se que a pimenta rosa apresenta os melhores rendimentos, em
todas as combinaces testadas. De acordo com a literatura, o contetido
de 6leo na pimenta rosa, obtido por extracdo com hexano, pode alcangar
32%, enquanto que o contetido de 6leo volatil para a pimenta-do-reino é
de aproximadamente 3,5% (FERREIRA, 1996; SILVA et al., 2005).

Cabe ressaltar que a comparacdo entre as amostras realizada
neste trabalho apresenta um carater mais expositivo do que comparativo,
gue tem como objetivo apresentar as caracteristicas de cada extrato, ja
gue ndo seria adequado buscar relagfes entre resultados obtidos para
matérias-primas de espécies diferentes.

4.3.3 Extracao supercritica
4.3.3.1 Caracteristicas do leito de extragdo
A Tabela 9 apresenta as caracteristicas do leito de extracdo

supercritica, como densidade aparente e porosidade, determinadas
conforme descrito no item 4.2.5. Assim como a caracterizacdo das
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particulas das matérias-primas vegetais, 0 conhecimento das
caracteristicas do leito de extracdo se faz importante para o
entendimento dos mecanismos de transferéncia de massa envolvidos no
processo de extragdo, quando estes sdo avaliados por modelos
matematicos.

Tabela 9 - Caracteristicas do leito de extracéo supercritica.

Massa especifica
aparente (g/cm3)

Pimenta-do-reino 0,647 £ 0,002 0,535
Pimenta rosa 0,370 £ 0,011 0,720

Matéria-prima Porosidade do leito

4.3.3.2 Curvas de extracao

Ensaios iniciais foram realizados para permitir a definicdo das
condicdes de operacdo adequadas para obtencdo de extratos de pimenta-
do-reino e de pimenta rosa por meio de extracfes com CO, supercritico.
Os parametros de processo determinados nestes ensaios foram: vazdo de
solvente, quantidade de amostra utilizada na formacdo do leito de
particulas e tempo de extracdo. Os ensaios foram conduzidos na pressdo
de 200 bar e temperatura de 50 °C, condicdo intermediéria de presséo e
temperatura empregada posteriormente nos ensaios de rendimento, e
vazdo de 8 £ 2 g/min.

Para os ensaios de rendimento global de extragdo supercritica é
necessario fixar um tempo de extracdo, para que seja possivel avaliar os
efeitos da pressdo e da temperatura empregados no processo de
extracdo. O tempo é fixado com base nas etapas da curva de extracao,
conforme descrito no item 3.4.3.3. Na etapa de velocidade constante de
extracdo (CER) as particulas se encontram completamente envoltas por
uma camada superficial de soluto, fazendo com que o processo seja
caracterizado pela transferéncia de massa por convecgdo entre a
superficie do solido e o solvente. Apds a etapa CER, ocorre a etapa
decrescente de extracdo (FER), causada pela exaustdo da camada de
soluto na superficie das particulas. A partir deste momento, 0 processo
difusional comeca a controlar a transferéncia de massa, pois o solvente
encontra espacos livres para penetracdo na matriz soélida, solubilizacdo
do soluto e posterior difusdo da mistura soluto-solvente para a superficie
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da particula. A etapa final é a de velocidade quase nula de extracdo ou
etapa difusional, na qual a inclinacdo da curva diminui e a curva se
aproxima do valor que representa o contetido tedrico de soluto extraivel
(Xo). Nessa etapa 0 mecanismo de transferéncia de massa que controla o
processo € a difusdo do soluto presente na matriz solida para o fluido
(solvente) (FERREIRA; MEIRELES, 2002).

As curvas de extracdo obtidas para a pimenta-do-reino e para a
pimenta rosa sdo apresentadas na Figura 13. Padronizou-se o tempo de
extracdo em 4 h para a pimenta-do-reino, e em 3 h para a pimenta rosa.
Os tempos foram definidos de forma que a etapa difusiva fosse
alcangada, garantindo assim que a maior parte de soluto tenha sido
extraida. Assim, ao final das 4 h de extragdo, o rendimento para a
pimenta-do-reino foi de 2,17% e para a pimenta rosa, apés as 3h de
experimento, o rendimento alcangado foi de 4,92%.

Figura 13 - Curvas de extracdo de pimenta-do-reino e de pimenta rosa a
200 bar, 50 °C e vazdo de CO; de 8+2 g/min.
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Fazendo a regressdo linear dos dados obtidos nas curvas de
extracdo chega-se aos parametros cinéticos de extracdo tcer(tempo de
duracgdo da etapa CER) e Mcgr (taxa de extracdo da etapa CER) e Ycer
(concentracdo de soluto na fase solvente na etapa CER), apresentados
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nas Tabelas 10 e 11 para a pimenta-do-reino e para a pimenta rosa,
respectivamente. Estes dados sdo importantes quando se deseja estudar a
modelagem matematica das cinéticas de extragio e para 0
estabelecimento do tempo das etapas da extracéo.

Tabela 10 - Pardmetros cinéticos de extragdo de pimenta-do-reino a 200 bar, 50
°C e vazdo de solvente de 8 + 2 g/min.

Etapa de extracdo

Parametro CER FER DCP

t (min) 0 -70 70 -240 >240

m (g) 0,395 0,039 0,015

Xo (%) 1,975 0,195 0,075

M (g/min) 0,005 0,0004 0,00004
Y 6,72 x 10™ - -

t: duracdo da etapa de extragcdo; m: massa de extrato aproximada; X:
rendimento da etapa; M: velocidade de extracdo; Y: concentracdo de soluto na
fase solvente; CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extragédo
decrescente; DCP: etapa difusional.

Tabela 11-Pardmetros cinéticos de extracdo de pimenta rosa a 200 bar, 50 °C e
vazdo de solvente de 8 + 2 g/min.

Etapa de extracdo

Parametro CER FER DCP

t (min) 0 -40 40 -120 >120

m (g) 0,310 0,043 0,001

Xo (%) 4,133 0,573 0,013

M (g/min) 0,006 0,0006 0,0002
Y 75x10" - -

t: duracdo da etapa de extragcdo; m: massa de extrato aproximada; X:
rendimento da etapa; M: velocidade de extracdo; Y: concentracdo de soluto na
fase solvente; CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extracdo
decrescente; DCP: etapa difusional.

Para a pimenta-do-reino, apés 240 min de extragdo, a etapa
difusional ja foi alcancada, e mesmo na etapa FER o rendimento ja
havia sido bastante reduzido. Assim, o tempo de extracdo total a ser
utilizado nos ensaios de rendimento foi definido como 4h. No caso da
pimenta rosa, o tempo até que a fase difusional fosse atingida foi bem
inferior, totalizando 120 min. Por conta disso, estipulou-se 3h como o
tempo a ser utilizado nos experimentos para avaliacdo do rendimento
das extracoes.
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4.3.3.3 Rendimento global da ESC (X,)

O rendimento global de extracdo (X,) € definido como a
guantidade total de compostos presente na matriz sélida, possivel de ser
extraida pelo solvente, em funcdo das condi¢bes de extracdo
estabelecidas (SILVA, 2004).

Na extragcdo com CO, supercritico, a avaliagdo do rendimento
global de extracdo (descrito no item 4.7.3), obtido nas diferentes
condicdes de temperatura e pressdo empregadas, indica o efeito de
solubilizacdo do solvente e consequentemente a influéncia sobre a
eficiéncia do processo de extragdo. A Tabela 12 apresenta os resultados
médios do rendimento global de extragdo (Xo), realizados em duplicata,
as condigcdes de pressdo e temperatura empregadas, bem como os
valores de massa especifica do solvente supercritico, para os extratos de
pimenta-do-reino e pimenta rosa. A extracdo supercritica para ambas as
amostras apresentou os melhores rendimentos nas mais altas condigdes
de pressdo e temperatura, 300 bar e 60 °C, sendo 3,2 + 0,3% para a
pimenta-do-reino e 5,9 £ 0,3% para a pimenta rosa. A condicao citada
(300 bar e 60 °C) representa um valor de massa especifica do solvente
de 0,830 g CO./cm®.

Tabela 12 - Rendimento global de extracdo de pimenta-do-reino e de pimenta
rosa (Xo) obtidos em diferentes condi¢Oes de temperatura e pressao.

Temperatura Presséo  pCO,™ Xo (%)
o 3
C) (bar) (gfems) Pimenta-do-  Pimenta
reino rosa
150 0,781 15+04" 37+0/4°
40 200 0,840 2,1+0,1° 4,1+05%
300 0,911 24+04* 36+0,1°
150 0,701 1,28 +0,01° 46 +
0 3bc
50 :
200 0,785 1,6+0,4°®  42+0,4“
300 0,871 27+0,1® 51+02%®
150 0,606 1,4+03° 26+02°
60 200 0,724 22+02° 42+0.2“
300 0,830 32+0,3* 59+0,3

“Angus; Armstrong; De Reuck, 1976.
@ Letras iguais na mesma coluna indicam que néo hé diferenca significativa (p<
0,05).
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Para a pimenta-do-reino nas trés temperaturas avaliadas €
possivel observar o aumento do rendimento com o incremento da
pressdo. Este comportamento é justificado pelo aumento da densidade
do solvente com a pressdo, aumentando o poder de solvatagdo do CO,
(BRUNNER, 1994). Ainda, o aumento da pressdo pode gerar rupturas
na matriz vegetal e facilitar a liberagdo de compostos que ndo estavam
disponiveis em pressdes mais baixas, e dessa forma, aumentar o nimero
de compostos solubilizaveis e consequentemente o rendimento do
processo (CAMPOS et al.,, 2005). O mesmo comportamento foi
verificado para a pimenta rosa, na temperatura de 60 °C e mesma faixa
de pressdo estudada (de 150 a 300 bar).

Os rendimentos mais baixos da extragdo de pimenta-do-reino
foram obtidos na menor pressdo estudada, 150 bar, em todas as
temperaturas testadas. O efeito da temperatura no rendimento de
extracdo, a pressao constante, da-se por dois mecanismos: o aumento na
temperatura de processo aumenta a solubilidade devido ao aumento da
pressdo de vapor do soluto e por outro lado reduz a solubilidade devido
a diminuicdo na densidade do solvente (BRUNNER, 1994). Esses
efeitos opostos resultam na inversdo das isotermas de rendimento,
conforme observado nas Figuras 14 e 15. Este comportamento ocorre
nas proximidades do ponto critico, onde pequenas alteracGes de
temperatura e/ou pressdo sdo acompanhadas por grandes variagdes de
densidade do solvente. Em pressdes mais elevadas, o efeito dominante
passa a ser a pressao de vapor do soluto (MICHIELIN et al., 2005;
REVERCHON; DE MARCO, 2006; ALMEIDA et al., 2007).
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Figura 14 - Isotermas de rendimento de pimenta-do-reino.
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Figura 15 - Isotermas de rendimento de pimenta rosa.
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Nos rendimentos da pimenta rosa, na condicao isobarica de 300
bar, verificou-se o aumento do rendimento de extragdo em funcéo do
aumento da temperatura, sugerindo que nesta regido ocorre 0
predominio do efeito da pressdo de vapor do soluto, que aumenta a
solubilidade deste no sistema com o aumento da temperatura.

O fenbmeno de inversdo das isotermas, conhecido como
retrogradacdo, pode ser observado na Figura 14. Abaixo da regido
proxima a 170 bar o rendimento da extracdo aumenta com a reducdo da
temperatura. Neste caso, prevalece o efeito da densidade do solvente,
que diminui com o aumento da temperatura provocando a redugédo da
solubilidade dos compostos sollveis de pimenta-do-reino no CO,
supercritico (FERREIRA et al., 1999; MCHIELIN et al., 2005). Outra
regido de inversdo pode ser observada préxima a regido de 250 bar.
Nesta regido ocorre o efeito inverso ao anterior, pois 0 aumento da
pressdo de vapor do soluto com a temperatura € mais importante que a
reducdo da densidade do solvente, fazendo com que o rendimento
aumente em funcdo do aumento da temperatura.

A inversdo das isotermas também foi verificada para a pimenta
rosa, na regido proxima a 200 bar (Figura 15). Neste caso, até a pressdo
de inversdo, a reducdo da temperatura provoca um aumento no
rendimento, prevalecendo o efeito da densidade do solvente, conforme
descrito para a pimenta-do-reino. Acima dessa regido, a elevacdo da
temperatura favorece o aumento do rendimento, indicando que a pressao
de vapor do soluto tem mais influéncia na regido acima de 200 bar.

Na literatura sdo encontrados varios estudos que relatam esse
comportamento (KITZBERGER et al., 2009; MEZZOMO et al., 2010;
MICHELIN et al., 2009), porém em diferentes faixas de presséo, o que é
explicado pelas diferengas nas matrizes vegetais utilizadas. A faixa de
inversdo é determinada pela composicdo dos extratos, ou seja, pela
influéncia dos grupos funcionais e estrutura dos acidos graxos presentes
no soluto sobre a pressdo de vapor dos diferentes extratos e, portanto, na
solubilidade destes no solvente supercritico (MEZZOMO et al., 2010).

Buscando melhorar o rendimento da extracdo e ampliar a
guantidade de compostos solubilizveis na extragdo supercritica, pode-
se considerar 0 emprego de um solvente organico como cossolvente na
ESC. Como o CO, é um solvente de carater apolar, ele extrai
preferencialmente compostos apolares. Assim, a adicdo de um
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cossolvente polar faz com que compostos polares, ndo solubilizados
inicialmente pelo CO, puro, possam ser extraidos pela mistura deste
com o cossolvente. Nas extracdes a baixa presséo, o solvente que levou
ao melhor rendimento foi o etanol, de carater polar, sendo este entdo
escolhido como cossolvente para a ESC. A adicdo de cossolvente foi
realizada somente nos ensaios com a pimenta-do-reino, que apresentou
rendimentos de extracdo inferiores aos da extracdo de pimenta rosa.

A definicdo das condicBes de extracdo supercritica a serem
empregadas utilizando cossolvente foi realizada com base no
rendimento obtido utilizando CO, puro, e também pela atividade
antioxidante apresentada pelos extratos (resultados apresentado no item
4.6.5). Sendo assim, a condi¢do de 150 bar e 50 °C foi selecionada para
0s ensaios de cossolvente com a pimenta-do-reino, adicionando etanol
nas fragOes de 2,5%, 5% e 7,5% em relagdo & massa de CO, utilizada,
baseado em outros estudos ja realizados com adigdo de modificadores a
extracdo supercritica (MEZZOMO, 2008; MICHIELIN, 2009). O etanol
foi selecionado como cossolvente ao CO, na ESC devido a sua baixa
toxicidade, uso comum na industria de alimentos e farmacéutica, a
facilidade de evaporacdo do extrato, sendo também relatada na literatura
sua utilizacdo na tecnologia supercritica (CASAS et al., 2007;
MEZZOMO et al.,, 2010, ANDRADE et al., 2012). Os resultados
obtidos para a extra¢do de pimenta-do-reino com adigdo de etanol séo
apresentados na Figura 16. A eliminacdo do solvente dos extratos foi
realizada conforme procedimento descrito no item 4.2.4.
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Figura 16 - Rendimento global X, para os extratos de pimenta-do-reino
utilizando etanol como cossolvente.
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Como pode ser observado na Figura 16, o aumento do
rendimento da extracdo foi verificado para todas as razGes massicas de
etanol utilizadas. Este comportamento deve-se a maior solubilizagdo de
compostos polares na mistura etanol/CO,, o que ndo ocorre quando se
utiliza o CO, puro, reduzindo assim a seletividade do processo,
aumentando o rendimento. A adicdo de modificadores & extracdo
supercritica tem sido utilizada por diversos autores, seja buscando o
aumento do rendimento da extracdo, a melhora no potencial
antioxidante dos extratos, ou ambos os efeitos (MAZZUTT] et al, 2012;
ANDRADE et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2013; BENELLI et al, 2014).

Maiores quantidades de cossolvente favorecem as interagoes
soluto/cossolvente, aumentando o rendimento. Geralmente, o tipo de
cossolvente tem maior impacto na eficiéncia da extracdo do que sua
concentragdo, devido ao tipo de interacdo matriz-compostos e aos
parametros fisico-quimicos do cossolvente. A maioria deles alcanca
melhores resultados em altas concentragdes, enquanto outros reagem ao
contrario (HOLLENDER et al., 1997; LUTERMANN et al., 1998).
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4.3.4 Teor de compostos fendlicos totais (TFT)

Os valores do teor de compostos fendlicos totais (TFT)
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu para cada extrato de
pimenta-do-reino e de pimenta rosa, obtidos pelos diferentes métodos de
extracdo sdo apresentados na Tabela 13. A curva padrdo de &cido gélico,
utilizada para o célculo do teor de compostos fendlicos totais consta no
Apéndice |. Embora os compostos fenolicos sejam 0s principais
responsaveis pela atividade antioxidante de produtos naturais, a
determinacdo destes pelo método de Folin-Ciocalteu, expressa em
termos de teor de acido galico presente na amostra, ndo caracteriza
completamente a atividade antioxidante, representando apenas uma boa
estimativa desta propriedade (ROGINSKY ; LISSI, 2005).

De acordo com a Tabela 13, o teor de compostos fendlicos
totais dos extratos de pimenta-do-reino e de pimenta rosa obtidos por
ESC ndo apresentou uma tendéncia de variagdo com a mudanga da
pressdo ou da temperatura. A maioria dos extratos supercriticos
apresentou resultados semelhantes entre si e bastante inferiores ao
encontrado no antioxidante comercial, BHT (268 + 13 mg EAG/ g de
extrato), usado como referéncia.

A adicdo de etanol como cossolvente na ESC de pimenta-do-
reino favoreceu a extracdo de compostos fendlicos, com excegdo da
concentracdo de 2,5% de cossolvente, quando o resultado foi inferior ao
encontrado na extracdo com CO, puro. O maior valor do teor de
compostos fendlicos totais entre os extratos obtidos na ESC com adi¢do
cossolvente foi de 46 £+ 3 mg EAG/ g de extrato, obtido quando a
concentracdo de 5% de etanol foi empregada. Andrade et al. (2012)
também observaram a redugdo do teor de compostos fendlicos dos
extratos de borra de café com o aumento da concentragdo de etanol na
extracdo supercritica. Segundo Campos (2005), existe uma concentracdo
otima de cossolvente a ser utilizada na ESC a fim de alcancar melhores
rendimentos e melhor atividade antioxidante. Acima desta concentragdo,
gue no presente trabalho é de 5%, ocorreu a reducdo na extracdo de
compostos fenolicos, indicativos de atividade antioxidante.
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Tabela 13 - Teor de compostos fendlicos totais (TFT), expressos em
equivalentes de acido galico (EAG), para os extratos de pimenta-do-reino e de

pimenta rosa e BHT.

EXTRACAO SOLVENTE TFT (mgEAG/g extrato)™
Pimenta-do- Pimenta
reino rosa
Hex 30,3+0,3° 39+ 2°
UE EtOAC 42+ 1° 16 + 2¢
EtOH 27,5+ 0,4 14,2 +0,3%
Hex 22 + 210 ND
SOX EtOAC 55 + 6 65+ 1°
EtOH 28+ 1% 60 + 1°
ESC 150 bar/40°C CcO, 16+ 2" 41+0,6°
ESC 150 bar/50°C CO, 19,8 + 0,4'" 13+1°
ESC 150 bar/60°C CO, 15,2 +0,5" 29+04"
ESC 200 bar/40°C CO, 25 + 2% 9+1'
ESC 200 bar/50°C CO, 21 + 151" 13 +1°
ESC 200 bar/60°C CO, 26 + 1°¢ 14,4 + 0,4
ESC 300 bar/40°C CO, 20 + 157" 16 + 1¢
ESC 300 bar/50°C CO, 15+ 2" 15+ 1%
ESC 300 bar/60°C co, 21,5 + 0,51 4,1+0,5°
ESC 150 bar/50°C CO,+ 2,5% 18 + 29" -
etanol
ESC 150 bar/50°C CO,+ 5% 46 + 3° -
etanol
ESC 150 bar/50°C CO,+ 7,5% 24 + 3% -
etanol
BHT® - 268 + 13 268 + 13

ND: ndo detectada.
WBenelli et al. (2010).

@ etras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<

0,05).

Entre as extrages a baixa pressdo, a extragdo em Soxhlet com
acetato de etila foi a que apresentou os melhores resultados de teor de
compostos fendlicos totais, para ambas as amostras em estudo, sendo 55
+ 6 mg EAG/ g de extrato para a pimenta-do-reino, e 65 + 1 mg EAG/ g
de extrato para a pimenta rosa. Todos o0s extratos analisados
apresentaram teor de compostos fendlicos inferior ao determinado para
0 BHT, sendo esta diferenca mais evidente nos extratos de pimenta rosa,
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cujo percentual de diferenga minimo verificado foi de 75%,
considerando o extrato obtido com acetato de etila em Soxhlet.

Este mesmo comportamento foi verificado na extracdo com
ultrassom para a pimenta-do-reino. Neste método de extracdo, o etanol
foi o solvente que extraiu a menor quantidade de compostos fendlicos,
contrariando o esperado, apesar de os compostos fenélicos apresentarem
uma ampla faixa de polaridade, podendo ser solubilizados por solventes
de baixa polaridade, de forma geral, esses compostos sdo caracterizados
como polares, sendo solubilizados com mais facilidade por solventes
mais polares (ZIAKOVA; BRANDSTETEROVA, 2002).

A utilizagdo de hexano na extragdo com ultrassom apresentou
resultados semelhantes para as duas pimentas, sendo estes valores 30,3
0,3% e 39 + 2% respectivamente para a pimenta-do-reino e pimenta
rosa, superiores aos encontrados para 0s mesmos solventes na extragdo
em Soxhlet. Supbe-se que o fendmeno de cavitagcdo gerado no processo
de extracdo com ultrassom facilite a liberacdo e solubilizacdo de
compostos presentes nos poros da matriz vegetal, o que ndo ocorre com
a extracdo em Soxhlet (MA et al, 2009).

Existe uma grande variacdo entre o contelldo de compostos
fendlicos totais presente em frutas e vegetais, que esta relacionada a
complexidade dos grupos constituintes e & variabilidade das matérias-
primas. Além disso, diferentes técnicas empregadas na extracdo e
quantificacdo dos compostos levam a resultados distintos para uma
mesma matéria-prima. Ao mesmo tempo, a quantidade de compostos
fenolicos das plantas também depende de fatores como o género,
espécie e cultivar da planta e de condi¢bes de cultivo, colheita e
armazenamento (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001; RAPISARDA,
1999). Sabe-se que o contelido de compostos fendlicos determinado
pelo método de Folin-Ciocalteu ndo é uma medida absoluta da
guantidade desse tipo de substancia na matéria-prima, uma vez que
algumas moléculas respondem diferentemente a esse ensaio
(SANCHEZ-MORENO et al., 1999; SUN et al., 2002).
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4.3.5 Atividade antioxidante
4.3.5.1 Método DPPH

As Tabelas 14 e 15 apresentam, respectivamente, os resultados
da atividade antioxidante dos extratos de pimenta-do-reino e de pimenta
rosa obtidos pelas diferentes técnicas de extracdo empregadas. A
atividade antioxidante na maior concentracdo testada (500 mg/mL) é
apresentada em percentual de atividade antioxidante (AA%) e em ECsg
(concentracdo efetiva) e quanto menor esse valor maior a atividade
antioxidante do produto, ou seja, menor a quantidade de extrato que €
necessaria para inibir em 50% a atividade dos radicais livres. Na
presenga de compostos antioxidantes, o radical DPPH recebe um
elétron, tornando-se mais estdvel. Com isso, da-se a reducdo da sua
absorbancia, e este processo pode ser avaliado visualmente, por meio da
descoloragdo da solucdo contendo o DPPH e pela verificacdo da
absorbancia por meio de espectrofotbmetro.

Com base nos resultados da Tabela 14 podemos verificar o
incremento da atividade antioxidante com o aumento da polaridade dos
solventes empregados nas extra¢fes convencionais. Este resultado ja era
esperado, uma vez que normalmente 0os maiores percentuais de atividade
antioxidante sdo relacionados a maior polaridade do solvente empregado
na extracdo. O melhor desempenho foi apresentado pelo extrato obtido
em Soxhlet com etanol como solvente, sendo que a atividade
antioxidante determinada foi de 75%, embora ainda inferior a
encontrada para o antioxidante sintético BHT, que é de 89,7%.

A adicdo de etanol & extragdo supercritica da pimenta-do-reino
aumentou o potencial antioxidante dos extratos na condi¢do de 150 bar e
50°C, sendo que a melhor atividade antioxidante entre os extratos
obtidos com adicdo de cossolvente foi encontrada quando utilizou-se 5%
de etanol em adi¢do ao CO,. Este resultado pode ser relacionado com o
teor de compostos fenolicos totais obtidos para este mesmo extrato, que
foi de 46 £+ 3 mg EAG/ g de extrato. Acredita-se que o aumento da
atividade antioxidante em relacdo ao extrato obtido com CO, puro esta
relacionado a maior quantidade de compostos fendlicos totais detectada
no extrato pelo método Folin-Ciocalteu. Como dito no item 4.3.4, a
concentracdo de 5% de etanol pode ser considerada uma condicdo
6tima, acima da qual ocorre um declinio na atividade antioxidante do
extrato. Em resumo, a adigdo de 5% de etanol favoreceu o aumento do
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teor de compostos fendlicos totais e consequentemente o incremento na
atividade antioxidante.

Tabela 14 - Potencial antioxidante dos extratos de pimenta-do-reino avaliado
pelo método DPPH.

EXTRACAO SOLVENTE  AA% (500 ECso
pg/mL)® (ug/mL)
Hex 11' >1000
UE EtOAC 49° 499
EtOH 48° 511
Hex 13 >1000
SOX EtOAC 55° 441
EtOH 75° 309
ESC 150 bar/40°C co, 14 >1000
ESC 150 bar/50°C cO, 6" >1000
ESC 150 bar/60°C co, 16' >1000
ESC 200 bar/40°C cO, 0™ >1000
ESC 200 bar/50°C cO, 14 >1000
ESC 200 bar/60°C co, 14 >1000
ESC 300 bar/40°C co, 26° >1000
ESC 300 bar/50°C cO, 16' >1000
ESC 300 bar/60°C co, 269 >1000
ESC 150 bar/50°C  CO,+ 2,5% 13 >1000
etanol
ESC 150 bar/50°C CO,+ 5% 34 713
etanol
ESC 150 bar/50°C ~ CO,+ 7,5% 25" 948
etanol
BHT - 89,7° 261

Wi etras iguais na mesma coluna indicam que ndo hé diferenca significativa
(p<0,05).

Em relacdo & extracdo supercritica, ndo foi observada uma
tendéncia de reducdo ou aumento da atividade antioxidante em funcéo
da temperatura. Uma hipétese que justifique esse comportamento é a de
qgue em funcdo de cada condigdo experimental, diferentes compostos
sejam extraidos, tendo como consequéncia a variacdo no potencial
antioxidante do extrato. Como foi ndo foi observada a reducdo da
atividade antioxidante com o aumento da temperatura acredita-se que 0s
compostos responsaveis pela atividade antioxidante ndo sofrem
degradacdo térmica a 60 °C (HU; HU; XU, 2005).



95

No entanto, na condicdo isotérmica de 50 °C percebe-se 0
aumento do potencial antioxidante com o aumento da pressdo, embora
todos os valores de ECsp ainda sejam elevados, indicando a necessidade
de altas concentra¢Ges de extrato para reduzir em 50% a atividade do
radical. A literatura indica 50 °C como uma temperatura 6tima para a
extracdo de compostos fenolicos de diferentes matrizes vegetais devido
a sua sensibilidade térmica, e a presenca destes compostos pode estar
relacionada ao potencial antioxidante dos extratos (PINELO; SINEIRO;
NUNEZ, 2006).

Bagheri, Manap e Solati (2014) avaliaram a atividade
antioxidante dos extratos supercriticos de pimenta-do-reino obtidos em
condi¢des de pressdo e temperatura que variaram de 150 a 347 bar, e 35
a 55 °C, respectivamente. O menor valor de ECsy (correspondente ao
melhor potencial antioxidante), 364,72 pg/mL, foi obtido na condicdo
de 150 bar e 50 °C, na extragdo com 80 min de duracdo. Embora a
metodologia utilizada pelos autores na determinagdo da atividade
antioxidante pelo método DPPH se assemelhe a empregada no presente
trabalho, os resultados obtidos sugerem um forte potencial antioxidante
do extrato analisado. Tal fato pode ser justificado por diferencas na
matéria-prima, tais como grau de maturacdo, regido de cultivo, processo
de secagem, entre outros.

Os resultados de atividade antioxidante pelo método DPPH para
a pimenta rosa sdo apresentados na Tabela 15, em termos de percentual
de atividade antioxidante (AA%) e ECs,. De acordo com os resultados
obtidos nas extracBes convencionais ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo de aumento ou reducgdo da atividade antioxidante em funcgéo da
polaridade do solvente. Apesar disso, os melhores potenciais foram
determinados na extracdo com etanol, em ambos os métodos utilizados,
sendo de 95,5% de atividade antioxidante para o extrato obtido em
Soxhlet, e 66% para aquele obtido utilizando ultrassom. Para o extrato
obtido em Soxhlet com etanol, o valor de ECsy, de 80 pg/mL, foi
inferior ao encontrado para o antioxidante padrdo BHT, o que
caracteriza o forte potencial antioxidante da amostra. Segundo Campos
et al. (2008), valores de ECsj abaixo de 250 ug/mL sdo considerados de
alto potencial antioxidante.

Novamente ndo foi possivel identificar uma tendéncia de
variacdo nos valores de atividade antioxidante dos extratos obtidos por
ESC em funcéo da pressdo ou da temperatura de extragao. Assim como
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para a pimenta-do-reino, este comportamento aleatério pode ser um
reflexo da extracdo de diferentes compostos a cada condigdo
operacional, que por sua vez influencia a variagdo do potencial
antioxidante.

Embora o antioxidante sintético BHT apresente atividade
antioxidante superior a do extrato de pimenta rosa obtido a 300 bar e 60
°C, o valor de ECs foi superior ao encontrado para o referido extrato.
Acredita-se que tal comportamento tenha ocorrido devido a maior
linearidade dos dados de atividade antioxidante para a pimenta rosa nas
condi¢des citadas, visto que o valor de ECs, é obtido por regressdo
linear dos dados.

Tabela 15 - Potencial antioxidante dos extratos de pimenta rosa avaliado pelo
método DPPH.

EXTRACAO SOLVENTE  AA% (500 ECs
pg/mL)® (ug/mL)
Hex 18' >1000
UE EtOAC 7" >1000
EtOH 66" 339
Hex 6' >1000
SOX EtOAC 23¢ >1000
EtOH 95,5 80
ESC 150 bar/40°C CO, 2,5 >1000
ESC 150 bar/50°C CO, ND >1000
ESC 150 bar/60°C CO, 1,3 >1000
ESC 200 bar/40°C CO, 10° >1000
ESC 200 bar/50°C CO, ND >1000
ESC 200 bar/60°C CO, 1,3 >1000
ESC 300 bar/40°C CO, 1,4% >1000
ESC 300 bar/50°C CO, 10° >1000
ESC 300 bar/60°C CO, 72° 138
BHT - 89,7° 261

ND: ndo detectado.
@ Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p< 0,05).

Os extratos obtidos por tecnologia supercritica nas pressoes de
150 e 200 bar, em todas as temperaturas testadas apresentaram valores
de ECs superiores a 1000 pg/mL. Neste caso, podemos assumir que nas



97

condicbes de pressdo e temperatura especificadas, 0s extratos nédo
apresentaram atividade antioxidante detectavel pelo método DPPH.
Segundo Mishra, Ojha e Chaudhury (2012), a reversibilidade da reacéo
de reducdo do radical pode levar a baixas leituras da capacidade
antioxidante. Por conta disso, a capacidade antioxidante de muitos
compostos pode ser erroneamente estimada.

A reversibilidade da reacdo do DPPH foi avaliada por Bondet,
Brand-Williams e Berset (1997). Segundo os autores, o0 DPPH, é um
produto da reacdo entre DPPH e um antioxidante. Assim, a avaliacdo da
reversibilidade é realizada adicionando-se DPPH; ao final da reacdo. Se
houver um aumento no percentual de DPPH remanescente, a reacdo é
reversivel, caso contrério, a reacdo é completa. O estudo verificou que a
reacdo entre isoeugenol e DPPH da-se de forma reversivel, e neste caso
a atividade antioxidante do composto é subestimada, uma vez que ndo
reage completamente com o radical DPPH.

Na condi¢do de 300 bar, pode-se perceber uma tendéncia de
aumento da atividade antioxidante em funcdo do aumento da
temperatura. Nesta pressdo, o potencial antioxidante determinado na
temperatura de 60 °C foi muito satisfatdrio, alcangando 72%. A partir
desses resultados podemos supor que 0 emprego de pressdes e
temperaturas mais elevadas favoreca a extracdo de compostos com
atividade antioxidante detectaveis por este método.

4.3.5.2 Método ABTS

Esta analise teve como objetivo verificar a capacidade dos
extratos de pimenta-do-reino e de pimenta rosa em sequestrar o radical
cation 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™),
comparado a um padrdo antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2- acido carboxilico) em uma curva analitica. Este
método é uma importante ferramenta na determinacdo da atividade
antioxidante de compostos doadores de hidrogénio e de compostos
terminadores de cadeias (RE et al., 1999).

As Tabelas 16 e 17 apresentam o percentual de inibicdo do
radical ABTS e os valores da atividade antioxidante dos extratos de
pimenta-do-reino e de pimenta rosa, respectivamente, avaliados em
termos de poder de sequestro de radicais, de acordo com o método
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ABTS, expressos em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC).

Tabela 16 - Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS para os
extratos de pimenta-do-reino.

EXTRACAO SOLVENTE % INIBICAO  TEACY
Hex 13+ 3° 155 + 42
UE EtOAC 24+ 5" 306 + 70
EtOH 6,6+ 0,3" 69+5
Hex 11+ 1 130 + 20
SOX EtOAC 33+3° 430 + 21
EtOH 9,3+ 0,6 106 + 8
ESC 150 bar/40°C co, 4,6+0,3% 41+5
ESC 150 bar/50°C CO, 16 + 2° 216 + 11
ESC 150 bar/60°C co, 6+1% 52+5
ESC 200 bar/40°C co, 8,6 + 0,6 95+9
ESC 200 bar/50°C CO, 13 +6° 105 + 10
ESC 200 bar/60°C co, 3,3+0,5° 23+8
ESC 300 bar/40°C co, 13+1° 157 + 20
ESC 300 bar/50°C CO, 15 +1° 186 + 11
ESC 300 bar/60°C CO, 4+1% 40 + 8
ESC 150 bar/50°C  CO,+ 2,5% 6+1% 57 + 10
etanol
ESC 150 bar/50°C CO,+ 5% 9+ 1% 96 +9
etanol
ESC 150 bar/50°C ~ CO,+ 7,5% 9,8 +0,3" 112 + 4
etanol
BHT - 93,13 + 0,182

WCapacidade antioxidante expressa em equivalentes de Trolox em uM/ g de
extrato.

@Limaet al. (2013).

® Letras iguais na mesma coluna indicam que néo hé diferenca significativa (p<
0,05).

Os extratos de pimenta-do-reino obtidos com acetato de etila
para ambos 0s métodos de extracdo & baixa pressdo apresentaram 0S
melhores percentuais de inibicdo do radical ABTS, representando maior
potencial antioxidante. Os valores encontrados na extracdo em Soxhlet e
ultrassom foram 33 + 3% e 24+ 5%, respectivamente. Este resultado
pode ser associado ao teor de compostos fendlicos totais, 55 + 6
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MQgEAG/g e 42 = 1 mgEAG/g, respectivamente, cujos melhores
resultados foram obtidos nestas mesmas condigdes.

O menor rendimento de ESC de pimenta-do-reino foi obtido na
condicdo de 150 bar e 50°C, sendo 1,28 + 0,01%, e cuja inibigdo do
radical ABTS foi de 16 + 2%. Porém, a adicdo de etanol como
cossolvente nesta condigdo operacional reduziu o potencial antioxidante
do extrato, em todas as concentracOes testadas. Esta situacdo sugere que
a presenca do etanol prejudicou a solubilizacdo de compostos
responsaveis pela atividade antioxidante dos extratos, detectada por este
método em analise. No entanto, a confirmacdo desta hipotese s6 sera
possivel com o conhecimento da composicdo quimica dos extratos
avaliados.

Para todas as pressOes testadas na ESC, na temperatura de 50
°C foram encontrados os melhores percentuais de inibicdo do radical
ABTS, apesar de ndo existir uma tendéncia de aumento ou reducdo em
funcéo da variacdo da presséo.

A técnica do radical ABTS, é uma metodologia recomendada
para avaliar a atividade de compostos de natureza tanto hidrofilica
quanto lipofilica, de acordo com Re et al. (1999), e por isso esperava-se
um melhor desempenho dos extratos obtidos por solventes de baixa
polaridade, como CO, e hexano. No entanto, nenhum extrato apresentou
capacidade antioxidante comparavel ao antioxidante padrdo BHT.

Os resultados de capacidade antioxidante determinados pelo
método do radical ABTS dos extratos de pimenta rosa sdo apresentados
na Tabela 17. Entre os extratos obtidos com solventes organicos,
destaca-se a extracdo em Soxhlet com etanol (31t 3% de inibi¢do do
radical), seguida da extracdo por ultrassom usando acetato de etila (26+
1% de inibicdo do radical). Esse ultimo resultado é comparavel ao
obtido na ESC, na condicéo de 150 bar e 60 °C.

Nesta mesma condi¢do de pressdo, 150 bar, observa-se o
aumento da capacidade antioxidante em funcdo do aumento da
temperatura, sugerindo que os compostos responsaveis pela atividade
antioxidante detectaveis por este método ndo sofreram degradacédo
térmica. No entanto, este mesmo comportamento néo foi observado nas
demais pressdes estudadas, cujos resultados sdo bastante semelhantes
entre si.
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A comparacdo de resultados de atividade antioxidante,
principalmente no caso da pimenta rosa, é dificultada pela escassez de
estudos comparaveis disponiveis na literatura. Muitas vezes a
metodologia empregada ou a forma como os resultados s&o apresentados
desqualificam a comparacéo.

Tabela 17 - Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS para 0s
extratos de pimenta rosa.

EXTRACAO SOLVENTE 9% INIBICAO®  TEACY
Hex 7+1° 75+10
UE EtOAC 26+ 1° 341+ 15
EtOH 23,2+ 0,4° 297 +5
Hex 5,3+ 0,5° 51+7
SOX EtOAC 14 +1° 168 + 18
EtOH 31+ 3° 403 + 41
ESC 150 bar/40°C CO, 6+1° 60 +5
ESC 150 bar/50°C Co, 9,3+0,6° 106 + 9
ESC 150 bar/60°C CO, 26+ 3° 342 + 38
ESC 200 bar/40°C Co, 71403 75+ 4
ESC 200 bar/50°C Co, 6,6 +0,6° 70+9
ESC 200 bar/60°C Co, 9+1° 100 + 6
ESC 300 bar/40°C CO, 9+3° 98 + 42
ESC 300 bar/50°C CO, 7,6 £0,6° 82+8
ESC 300 bar/60°C CO, 79+05° 87+6
BHT - 93,13 + 0,18“* -

WCapacidade antioxidante expressa em equivalentes de Trolox em pM/ g de
extrato.

@Limaet al. (2013).

®)Letras iguais na mesma coluna indicam que no ha diferenca significativa (p<
0,05).

A avaliacdo de outras atividades biolégicas, como a atividade
antimicrobiana e antitumoral, além do conhecimento dos compostos
presentes nos extratos, podem indicar aplicacdes ainda mais favoraveis
para aos extratos obtidos neste trabalho.

4.3.6 Perfil quimico dos extratos
A determinacdo do perfil quimico dos extratos de pimenta foi

realizada apenas para alguns extratos, selecionados em funcdo dos
resultados de rendimento e/ou atividade antioxidante. Assim, 0s extratos
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selecionados obtidos pelas técnicas a baixa e a alta pressdo, foram:
Soxhlet com etanol e com hexano, ultrassom com acetato de etila, ESC
a 150 bar/50 °C, 200 bar/50 °C, 300 bar/ 60 °C para a pimenta-do-reino,
e, Soxhlet com etanol e com hexano, ultrassom com acetato de etila,
ESC a 150 bar/50 °C, 200 bar/60 °C, 300 bar/ 60 °C para a pimenta
rosa.

O Quadro 1 apresenta a lista dos componentes identificados nos
extratos selecionados de pimenta-do-reino e de pimenta rosa obtidos
pelas técnicas a baixa pressdo (Soxhlet e ultrassom) e com CO,
supercritico.

A partir dos dados do Quadro 1 é possivel verificar que 20
compostos foram detectados nos diferentes extratos analisados. Os
principais compostos identificados em termos de percentual de area
relativa e/ou incidéncia nos diferentes extratos foram: piperina, fitol e
gama-sitosterol (pimenta-do-reino); espatulenol, beta-amirina, lupenona
e Urs-12-en-28-al (pimenta rosa).Os extratos identificados com
numeracgdo de 1 a 6 sdo referentes a pimenta-do-reino, e 0s demais se
referem a pimenta rosa, numerados de 7 a 12.

Entre os extratos de pimenta-do-reino avaliados, 0 composto
majoritario identificado foi a piperina, ponto bastante positivo, dadas as
diversas atividades biol6gicas associadas a este composto, tais como
atividade antioxidante, antitumoral, antidepressiva, entre outras. No
entanto, é necessario considerar 0 sinergismo existente entre 0s
componentes majoritarios e minoritarios presentes nos extratos para a
atividade bioldgica.

O fitol, um diterpeno oxigenado, &€ um componente da clorofila
das plantas e foi detectado nos extratos de pimenta-do-reino obtidos
com fluido supercritico, a exce¢do da condigdo de 300 bar e 60 °C.Por
ser um composto aromatico é utilizado em muitas fragrancias e
cosméticos. Além disso, estudos relatam seu potencial uso como
anticonvulsivo, antimicrobiano, antitumoral e anti-inflamatério (COSTA
etal. 2012; RAMAN et al. 2012).

O gama-sitosterol, um composto esteroidal, foi identificado em
extratos de ambas as matérias-primas. De acordo com a literatura, este
composto apresenta atividade antidiabética, anti-inflamatéria e anti-
hiperlipidémica (BALAMURUGAN et al, 2011; RAMAN et al, 2012).



102

A lupenona € um triterpeno pentaciclico e foi identificada em 4
dos 6 extratos de pimenta rosa avaliados. Estudos relatam que este
composto apresenta atividade antimicobacteriana, podendo ser utilizado
no tratamento de tuberculose (NASSER et al, 2013).

Outro composto de importancia detectado nos extratos de
pimenta rosa foi 0 sesquiterpeno espatulenol. Segundo a literatura, 0
composto em questdo apresenta atividade antibacteriana e moderada
atividade citotoxica (LIMBERGER et al, 2004).

O triterpeno beta-amirina aparece como composto majoritario
nos extratos de pimenta rosa avaliados. Estudos relatam diversas
propriedades farmacéuticas associadas a este composto, como atividade
antidiabética, antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante (SUNIL
et al, 2014; ABDEL-RAOUF et al, 2015).

O estigmasterol é o mais comum dos fitoesterdis e apresenta
estrutura semelhante ao colesterol, com algumas modificagdes. Estudos
comprovam sua atividade anti-inflamatéria e antitumoral (GABAY et al.
2010). O &cido palmitico, &cido graxo saturado, também foi identificado
como constituinte dos extratos de pimenta rosa.

De maneira geral os extratos de pimenta rosa apresentaram uma
maior variedade de compostos, no entanto, nenhum deles apresentou
percentual de area equivalente a piperina, presente nos extratos de
pimenta-do-reino.

Os compostos identificados apresentam importantes atividades
bioldgicas, o que pode sugerir a utilizacdo dos extratos em variadas
aplicacdes terapéuticas, considerando, é claro, o efeito sinérgico entre os
compostos.
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4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste capitulo mostram que o etanol
foi o solvente mais adequado para a obtencdo de extratos de pimenta-do-
reino e de pimenta rosa, em relacdo ao rendimento do processo, seja na
extracdo em Soxhlet ou assistida por ultrassom. Observou-se ainda uma
relagdo crescente entre o rendimento e a polaridade do solvente orgénico
empregado.

As extracdes supercriticas de pimenta rosa apresentaram
rendimentos superiores em relacdo & pimenta-do-reino, especialmente
na condicdo de 300 bar e 60 °C. Por conta disso, optou-se por testar a
adicdo de cossolvente somente nas extragbes de pimenta-do-reino, e
neste caso, para todas as concentracBes de etanol adicionadas, o
rendimento foi superior aquele obtido com CO, puro, chegando a
aproximadamente 4 vezes o valor inicial por conta da adi¢do de 7,5% de
etanol, nas mesmas condigdes de pressdo e temperatura.

De maneira geral, tanto os extratos de pimenta-do-reino como
de pimenta rosa obtidos por tecnologia supercritica apresentaram
valores de atividade antioxidante inferiores ao padrdo testado, o
antioxidante sintético BHT, para os métodos DPPH e ABTS analisados.
No entanto, tais resultados ndo classificam estes extratos como ruins ou
inadequados para aplicagdo como antioxidantes, uma vez que cada
metodologia tem sua particularidade e é capaz de avaliar determinadas
classes de compostos. Uma alternativa é a avaliacdo do potencial
antioxidante por outras metodologias, incluindo aquelas que avaliam o
potencial in vivo do extrato, buscando abranger o maior nimero de
compostos possiveis. A andlise do perfil quimico dos extratos avaliados
permitiu a identificacdo de compostos como a piperina, fitol, beta-
amirina e estigmasterol, que apresentam importantes atividades
bioldgicas, descritas anteriormente.

A partir dos resultados de rendimento e potencial antioxidante
apresentados neste capitulo e tendo em vista a auséncia de estudos
envolvendo a pimenta rosa, no que diz respeito ao estudo de equilibrio
de fases e encapsulamento de extratos, a continuidade deste trabalho se
deu mediante a realizagdo de ensaios envolvendo somente esta matéria-
prima, cujas metodologias e resultados sdo apresentados nos capitulos
seguintes.



CAPITULO 5 - OBTENGAO DE EXTRATO DE PIMENTA
ROSA UTILIZANDO PROPANO SUBCRITICO

5.1 INTRODUCAO

Vérios compostos tém sido estudados como solventes em
processos de extracdo supercritica como, por exemplo, hidrocarbonetos
como pentano, hexano e butano, 6xido nitroso, hexafluoreto de enxofre
e hidrocarbonetos fluorados (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Apesar de 0 CO, ser o solvente mais empregado nos processos
gue empregam a tecnologia supercritica, estudos mostram que o
propano também tem sido utilizado para extracdo de produtos naturais,
com resultados interessantes (HEGEL et al., 2007; HAMDAN et al.,
2008; FREITAS et al., 2008). Embora ndo apresente muitas das
qualidades do dioxido de carbono, estudos tém mostrado que, em alguns
casos, esse solvente é melhor para extracdo de 6leos e produtos naturais.
O propano é relativamente barato, ndo deixa residuo téxico e tem um
alto poder de solvatagdo (SPARKS et al., 2006).

As pressOes empregadas na obtencdo de extratos utilizando
propano sdo mais amenas do que aquelas usadas na extracdo com CO,
supercritico, usualmente variando de 30 a 100 bar. Além disso, a
solubilidade de o6leos vegetais em CO, supercritico é baixa se
comparada a solubilidade em propano, pois o propano liquido ou
pressurizado é completamente miscivel em dleo a temperatura ambiente.
Economicamente, 0s processos com baixas pressdes e temperaturas,
podem reduzir custos na extracdo, com alto rendimento, em menor
tempo, e consequentemente menor consumo de solvente, sendo possivel,
portanto, otimizar o processo (MESOMO et al., 2012).

Neste capitulo apresenta-se um estudo preliminar da extracdo de
pimenta rosa com propano em condicfes subcriticas, bem como a
avaliacdo do potencial antioxidante e o perfil quimico dos extratos.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Especificacdo dos materiais

Os ensaios de extracdo foram realizados no Laboratorio de
Processos de Separagdo e Mistura/Termodindmica na URI Campus



106

Erechim. O solvente empregado neste trabalho como componente da
extracdo foi o solvente propano de procedéncia da White Martins Gases
Industriais Ltda., pureza minima de 99,5 % na fase liquida, em botij6es
de 4,1 kg.

5.2.2 Descri¢do do aparato experimental

Os ensaios de extracdo da pimenta rosa foram conduzidos com
base no diagrama esquematico do aparato experimental apresentado na
Figura 17, o qual consiste basicamente dos seguintes itens com suas
respectivas funcdes:

(B) Cilindro de propano (Marca White Martins Gases Industriais Ltda.).
Armazena o propano empregado nos ensaios, capacidade 5 kg;

(BS) Bomba de Seringa (Marca Isco, Modelo 500D). Operada nas
pressdes indicadas no planejamento de experimentos, foi utilizada para
suprir a vazdo de propano necessaria para as extragoes;

(BR) Banho termostatico (Marca Nova Etica, modelo 521/3D). Tem por
finalidade manter a temperatura constante de 5°C na bomba de seringa,
evitando mudancas de densidade do propano (B1).

(V) Vélvulas de esfera (Hy-Lok, Modelo THF-2N). S8o responsaveis
pelo fechamento da linha de solvente que vai para bomba de seringa
(V1) e, na etapa de alimentacdo da célula, pela pressurizacdo da parte
inferior desta (V2), na purga da extratora (V3), e na amostragem (V4).
(CR) Controlador de temperatura. Manta de aquecimento com
controlador de temperatura, utilizada para aquecer a valvula de
amostragem (V4).
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Figura 17 - Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado para
realizar os testes de extragdo.
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E
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5.2.3 Procedimento experimental

O procedimento de extragdo inicia com a estabilizacdo da
temperatura do banho termostético em 5 °C, a fim de manter constante a
temperatura na bomba, seguido do carregamento do cilindro da bomba
de seringa com propano proveniente do reservatorio de estocagem. A
temperatura de 5 °C foi definida para o propano pois nesta condicéo e
nas pressdes empregadas neste estudo (40, 50 e 60 bar) a densidade do
solvente é conhecida.

A quantidade de amostra foi definida de acordo com a
capacidade armazenadora do extrator, que neste trabalho foi fixada em
30 g, com base em estudos anteriormente realizados pelo grupo de
pesquisa. A amostra de pimenta rosa foi colocada na unidade extratora
juntamente com algoddo nas duas extremidades da unidade para evitar
gue particulas muito finas da matéria-prima entupissem a valvula de
extracao.
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Com a unidade extratora montada e a bomba seringa operando
em vazao constante, com a pressdo do ensaio ajustada de acordo com a
Tabela 18, e a valvula V1 fechada, inicia-se o carregamento do extrator
com propano abrindo a valvula V2 lentamente para que a vazdo de
solvente ndo ultrapassasse 3 mL/min.

Quando o fluxo de propano na bomba de seringa se aproxima
de zero e o sistema encontra-se na pressdo desejada para cada ensaio
(igual a pressdo da bomba de seringa) o extrator esta completamente
cheio e abre-se completamente a valvula V4 para ndo haver nenhuma
restricdo a passagem do gas. Depois de finalizado este procedimento, a
unidade extratora é conectada a um erlenmeyer, no qual é acoplado
internamente um tubo de ensaio onde é realizada a coleta do 0leo,
iniciando o processo de extra¢do. Decorrido o tempo de extracdo, fecha-
se a valvula V2 para que ndo haja mais a passagem de solvente pelo
extrator, inicia-se a despressurizacdo do sistema, retira-se o frasco
contendo a amostra levando-o até uma capela para a saida completa do
gas, desligando-se a bomba de seringa e 0s banhos termostaticos.

A fim de verificar o rendimento da extragdo, a massa dos tubos
de ensaio foi medida antes (tubos vazios) e apds 0s ensaios (tubos com
extrato). Apds a pesagem, 0s recipientes foram armazenados em
refrigerador doméstico até o momento da realizacdo dos ensaios de
avaliacdo da qualidade dos extratos (8 £ 2 °C).

Os experimentos foram conduzidos em temperaturas abaixo da
temperatura critica do propano (96,8 °C) a fim de evitar a degradacéao
térmica dos compostos de interesse, € em pressdes proximas a pressao
critica (42,66 bar). Os experimentos foram realizados em triplicata no
ponto central, totalizando 7 ensaios.

Tabela 18 - Planejamento experimental das extracfes com propano.
Vazao propano

Experimento P (bar) T (°C) Duracéo (h)

(mL/min)
1 40 35 3 1
2 60 55 3 1
3 50 45 3 1
4 50 45 3 1
5 50 45 3 1
6 60 35 3 1
7 40 55 3 1
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5.2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante e do teor de compostos
fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu para os extratos de pimenta rosa obtidos com
propano subcritico, bem como o potencial antioxidante analisado pelos
métodos DPPH e ABTS foram avaliados conforme metodologia
apresentada nos itens 4.2.8 e 4.2.9, respectivamente, pertencentes ao
Capitulo 4 desta tese.

5.2.5 Determinacao do perfil quimico dos extratos

Os extratos de pimenta rosa obtidos a 55 °C, nas pressdes de 40
e 60 bar, respectivamente, foram submetidos a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas a fim de determinar o perfil
guimico, segundo a metodologia descrita no Capitulo 4, item 4.3.6.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Rendimento global

Os rendimentos das extracfes de pimenta rosa realizadas com
propano subcritico, bem como a densidade do solvente em cada

condicdo de operacdo sdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Rendimento (X,) das extracdes de pimenta rosa com propano
subcritico.

Temperatura Presséo Densidade Xo (%)
(°C) (bar) propano®™ (kg/m®)
35 40 485,9 9,6°
35 60 4919 9,8°
45 50 473,1 9,9°
55 40 450,9 9,4°
55 60 460,1 10,8°

YL instrom; Mallard (2012).
@ | etras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa (p<
0,05).

Observando os dados da Tabela 19 pode-se perceber que a
variacdo entre os resultados obtidos nas diferentes condigBes de
operacdo é bem pequena, ndo sendo possivel observar tendéncias de
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aumento ou reducgdo do rendimento em funcdo da temperatura ou da
pressdo. Em todas as condicOes avaliadas os valores da densidade do
propano foram bastante semelhantes, justificando a similaridade
encontrada nos valores de X,, indicando que as variagcbes desta
propriedade ndo afetaram fortemente o rendimento final (SILVA et al,
2014; SILVA et al, 2015).

Mesomo (2013) estudando a extracdo de 6leo de gengibre com
propano pressurizado ndo observou o efeito da temperatura sobre o
rendimento, em condi¢cBes isobaricas, encontrando rendimentos
similares nas temperaturas de 20 °C e 60 °C. De acordo com Corso et al.
(2010) no emprego de propano como solvente em extragcdes de sementes
de sésamo, o efeito da temperatura foi mais pronunciado que o efeito da
pressdo.

Segundo a literatura, o propano é um solvente mais adequado a
extracdo de compostos lipofilicos do que o CO, Neste estudo, a extracéo
com propano proporcionou rendimentos maiores do que aqueles obtidos
por extracdo supercritica, utilizando CO, como solvente. Enquanto a
extracdo com propano subcritico alcangou 10,78 % de rendimento, a
ESC com CO, foi de no maximo 5,9 £ 0,3 em 60 °C e 300 bar, ou seja,
a extracdo com propano aumentou em até 83% o rendimento do
processo com relacdo & extracdo com CO, supercritico. Apesar do
rendimento de processo ser maior com propano, € relevante salientar
gue é fundamental avaliar, concomitantemente com o rendimento, a
qualidade do extrato obtido, determinada tanto através da composi¢do
como das atividades biol6gicas dos extratos. Outro fator positivo da
extracdo com propano foi o reduzido tempo de extracdo (de 60 min) e as
baixas pressdes requeridas para a extragdo, quando comparadas a
extracdo com CO, supercritico, cujos resultados estdo apresentados no
Capitulo 4 desta tese.

5.3.2 Atividade antioxidante, teor de compostos fendlicos totais e
perfil quimico

A Tabela 20 apresenta os resultados de atividade antioxidante
avaliada pelos métodos DPPH e ABTS, bem como o teor de compostos
fendlicos totais para os extratos de pimenta rosa obtidos pela extracdo
com propano subcritico.
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Tabela 20 - Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante para os
extratos de pimenta rosa.

) TFT pppy  _ABTS
EXTRACAO (ngA(CZS)/g AA%)D % o TEACY
extrato) inibicdo
40 bar/35°C 3+1° 40,8 76+03° 82+4
40 bar/55°C 5+ 1% 3 14+3  172+38
50 bar/45°C g+1° 3 76+04° 82+6
60 bar/35°C 5,5+ 0,3 2,5° 76+04° 82+6
60 bar/ 55°C 8 +2° 3,3 g+1" 91 +12

) Capacidade antioxidante expressa em equivalente de Trolox em puM/g extrato.
@ | etras iguais na mesma coluna indicam que nio hé diferenca significativa (p<
0,05).

A utilizacdo de propano subcritico ndo favoreceu a extracdo de
compostos fenodlicos identificaveis pelo método de Folin-Ciocalteu, o
gue ja era esperado, pois esse solvente tem como caracteristica a
extracdo de compostos altamente apolares. Apesar disso, para uma
mesma pressdo, é possivel observar um incremento no valor do TFT em
fungdo do aumento da temperatura. Situacdo semelhante ocorre em
condicdes isotérmicas, quando a pressdo exerce um efeito positivo na
concentracdo de compostos fendlicos. O mesmo comportamento foi
verificado por Czaikoski et al. (2015) na extragdo de E.
intermediumcom propano comprimido, sendo que a maior concentragdo
de compostos fenolicos (10,03 mg EAG/g extrato) foi encontrada para o
extrato obtido na mais alta pressao em estudo, 100 bar.

Em relacdo a atividade antioxidante determinada pelo método
DPPH, o maior percentual foi encontrado para o extrato obtido nas
condi¢des mais amenas de pressdo e de temperatura, sendo de 40,8%.
Nas demais condi¢des ndo foram verificadas tendéncias de variagdo na
atividade antioxidante em funcéo da pressdo ou da temperatura. Assim
como no trabalho realizado por Czaikoski et al. (2015), a atividade
antioxidante dos extratos foi baixa e este resultado provavelmente é
devido a polaridade do solvente, que favorece a extracdo de resinas,
pigmentos e outros compostos que apresentam baixo potencial
antioxidante. Ainda, pode-se relacionar o reduzido potencial
antioxidante determinado pelo método DPPH com os baixos teores de
compostos fenolicos totais presentes nos extratos.
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Segundo o0 método ABTS, o emprego de propano como
solvente para extracdo de pimenta rosa produziu extratos com atividade
antioxidante reduzida, entretanto o maior valor (%AA) foi encontrado
para o extrato obtido na menor pressdo (40 bar) e na maior temperatura
(60 °C), sendo o valor de inibicdo igual a 14 + 3%. Mesomo et al.
(2013) investigaram a atividade antioxidante dos extratos de gengibre
obtidos com propano comprimido e verificaram que em altas pressdes
(100 bar), a atividade antioxidante aumentava com a elevacdo da
temperatura, mas em pressdes reduzidas (30 bar) o efeito da temperatura
ndo foi significante, comportamento contréario ao observado no presente
trabalho, considerando a faixa de pressdo e temperatura avaliada. Nao
foi possivel estabelecer uma relacdo entre o potencial antioxidante
verificado pelo método DPPH e pelo método ABTS, ja que os melhores
resultados de cada teste foram obtidos em diferentes condi¢des de
operacdo, indicando uma variacdo na composicdo de cada extrato em
funcdo da pressdo e temperatura empregada, o que por sua vez afeta a
atividade antioxidante.

O principal composto identificado nos dois extratos analisados
(55 °C e 40 bar; 55 °C e 60 bar) foi a beta-amirina, apresentando
percentuais de area total de 1,415 e 2,394, respectivamente. A beta-
amirina também aparece como composto majoritario nos extratos de
pimenta rosa obtidos nas extragcbes com CO, supercritico e com
solventes organicos. No extrato obtido a 55 °C e 60 bar foram
identificados ainda copaeno (% area = 1,166), cubenol (% area= 2,232)
e acido palmitico (% area= 4,023).

5.4 CONSIDERAGOES FINAIS

O propano subcritico pode ser considerado um solvente
promissor na extracdo de pimenta rosa devido ao alto rendimento do
processo e as baixas pressdes empregadas, quando estas sdo comparadas
aos processos com CO, supercritico.

Apesar do baixo potencial antioxidante encontrado para 0s
extratos, outras analises se tornam necessarias a fim de avaliar o real
potencial biolégico, por meio de diferentes atividades biolégicas, como
antimicrobiana e antitumoral.

Cabe salientar que o trabalho aqui apresentado trata-se de um
estudo preliminar, sendo necessario avaliar outras condicdes de extracdo
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e analises de atividade bioldgica a fim de ampliar o conhecimento sobre
a aplicacdo do propano na obten¢do de extratos naturais.






CAPITULO 6 — ESTUDO DO EQUILIBRIO DE FASES DO
SISTEMA EXTRATO DE PIMENTA ROSA +
DICLOROMETANO + CO,

6.1 INTRODUCAO

Nos processos de extracdo com solventes, a for¢a motriz para a
transferéncia de calor e de massa é determinada pela diferenga do estado
de equilibrio. O estado de equilibrio traz informagfes a respeito da
guantidade de soluto que o solvente supercritico pode dissolver no
equilibrio termodindmico, da capacidade do solvente de dissolver
seletivamente um ou mais compostos e ainda a dependéncia das
propriedades do solvente nas condi¢bes de equilibrio (BRUNNER,
1994).

O extrato de pimenta rosa obtido por extracdo com CO,
supercritico na condicdo de 300 bar e 60 °C, realizada com vazéo de
CO, de 8 + 2 g/min e 3 horas de extracdo, foi submetido a medidas
experimentais de equilibrio de fases. Este extrato foi selecionado devido
a uma combinagdo de fatores como alto rendimento obtido na extracéo
com CO, nas condicdes citadas e também devido ao bom
comportamento do extrato em termos de atividade antioxidante. Assim,
0 extrato selecionado para os ensaios de avaliagdo do comportamento do
equilibrio de fases foi dissolvido em diclorometano P.A. na proporgdo
de 1:100 (m/m) para formar o sistema multicomponente, ou pseudo
ternério, extrato de pimenta rosa + diclorometano + CO,.

O diclorometano foi o solvente selecionado para compor o
sistema pseudo ternario em estudo com base na experiéncia do grupo de
pesquisa do LATESC e ainda, em dados disponiveis na literatura para
sistemas similares, pois apresenta poder solvente para o extrato a baixas
temperaturas e alta solubilidade em CO, supercritico nas condicGes
operacionais testadas.

O estudo do comportamento de fases fornece informages sobre
a solubilidade, precipitacdo e separagdo dos componentes envolvidos em
um determinado sistema. Assim, o objetivo do trabalho apresentado
neste capitulo foi obter e avaliar os dados de equilibrio de fases do
sistema extrato + diclorometano + CO, a fim de determinar condigdes
nas quais um processo de precipitacdo possa ser futuramente realizado.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Aparato experimental

As medidas experimentais de equilibrio de fases a altas
pressdes foram conduzidas em uma célula de volume variavel com
visualizacdo por meio de uma janela de safira, baseada no método
estatico sintético, em uma unidade similar a utilizada por Benelli et al.
(2014) e Rebelatto et al. (2014). A Figura 18 apresentaum diagrama
esquematico do aparato experimental.

Figura 18 -

Diagrama esquematico do aparato experimental para determinagdo

de equilibrio de fases.
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Fonte: Dariva, 2000 adaptado por Lanza, 2004.
Onde:

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

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

V2: Vélvula 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
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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 0
solvente é deslocado.

CE: Célula de equilibrio de volume variavel. Consiste em
um cilindro de ago inox 316, com capacidade méaxima de 27
mL, possuindo um didmetro interno de 17,2 mm e
comprimento de 176 mm. No interior da célula existe um
pistio que tem por objetivo controlar o volume e,
conseqlientemente, a pressdao do sistema. A célula possui
duas entradas superiores: uma para conexdo com o termopar
(ST) (J 1,5x150mm FVxFV 1000 mm ST, Salvi Casagrande,
SP/Brasil) e outra com a valvula de alimentacéo (V7); uma
entrada lateral onde é fixada a janela de safira lateral (JS) e
entradas frontal (janela frontal) e traseira (fechamento e
conexdo com a valvula V5).

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 visualiza¢do 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: Valvulas de esferas (SSH83PF2, SWAGELOK,
SP/Brasil).

V6: Valvula de alivio (SS-4R3A, SWAGELOK, SP/Brasil).
V7: Vélvula de alimentacdo (15-11AF1, HIP, USA).

V8: Vélvula de descarga (15-11AF1, HIP, USA).

BR2: Banho termostatico de recirculacdo 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, Wiirenlos/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 visualizacdo das transicdes de fases.
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6.2.2 Procedimento experimental

O procedimento experimental para a realizagdo de medidas de
equilibrio de fases a altas press@es utilizando o aparato experimental
descrito no item 6.2.1 foi baseado na metodologia descrita por Rosso
(2009) e por Michielin (2009). Brevemente, 0 processo inicia com o
carregamento do cilindro da bomba, na pressdo de 60 bar, com dioxido
de carbono proveniente do reservatério (cilindro de CO,). A temperatura
do banho de recirculacdo (BR1) deve estar ajustada a 5 °C e a pressao
no cilindro da bomba deve ser ajustada para 100 bar, aguardando a
estabilizacdo do sistema. Essas condi¢bes se fazem necessarias 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 sdo entdo abertas e a pressdo
elevada através da bomba, pressurizando todo o sistema.

Enquanto a pressdo estabiliza, realiza-se a montagem da célula
de equilibrio. Primeiramente, efetua-se a montagem do pistdo,
assegurando que o fechamento das extremidades do pistdo seja realizado
de forma que o mesmo 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 a unidade de
determinacéo de equilibrio de fases.

No método estético sintético deve-se conhecer a composigdo
global do sistema em estudo. Neste trabalho, o procedimento
experimental foi aplicado para o sistema: extrato de pimenta rosa +
diclorometano + CO,, com razdo extrato:diclorometano igual a 1:100
(m/m);

Entdo, para cada composi¢do, uma quantidade de solu¢do com
extrato de pimenta rosa, dissolvido em diclorometano, referente ao
sistema descrito anteriormente, é medida em balanca analitica (AY220,
Shimadzu do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo de
0,0001 g, e, em seguida, colocada no interior da célula de equilibrio
através da conexdo de alimentacdo, utilizando-se uma seringa com
agulha. A célula de equilibrio é entdo conectada a unidade experimental
através das linhas que contém as valvulas V5, V7 e o termopar, sendo
mantidas fechadas.
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Assim que o sistema torna-se estavel (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 alimentacdo, a pressdo do
sistema € reduzida até 60 bar e a valvula de esfera V5 é aberta para
permitir que o solvente entre em contato com o fundo do pistdo. O
sistema formado deve ser continuamente agitado 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 utilizadas
temperaturas de 35, 45, 55 °C e fragBes massicas de CO, de 0 a 0,98.

Quando a temperatura necessaria para a realizacdo da medida
experimental de cada uma das composicOes é estabelecida, a pressdo €
aumentada com o auxilio da bomba de seringa, utilizando o CO, como
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 solucéo sob agitagdo,
inicia-se a despressurizacdo lenta do sistema através da diminuicdo
gradativa da pressdo pela bomba (3,5 bar/min), sendo mantida até a
transicdo de fases, ou seja, 0 surgimento incipiente de uma segunda fase
(turvamento ou formacdo de bolhas na solucdo). Neste instante, a
diminuicdo da pressdo deve ser interrompida e aguardam-se alguns
instantes para a estabilizacdo do sistema e identificacdo do tipo de
transicdo e da interface entre as fases segregadas. Neste ponto, anota-se
o0 valor da pressdo e, em seguida, eleva-se novamente a pressdo do
sistema para repetir o procedimento. Este procedimento de aumento de
pressdo até a formacdo de uma Unica fase e posterior reducdo da
pressdo, para a visualizacdo da transicdo de fases é realizado em
duplicata para cada condicdo de temperatura e composi¢do, com o
objetivo de avaliar a repetibilidade da determinacdo experimental e
obter um valor médio da pressdo de transicdo a temperatura e
composicdo global constantes.
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Uma transicdo é denominada ponto de bolha (PB) quando
pequenas bolhas aparecem no topo da célula. O ponto de orvalho (PO) é
caracterizado quando uma fina névoa e/ou goticulas de liquido surgem
dentro da célula. Para ambos os casos, a composicdo da fase
predominante, liquida se for PB ou vapor se for PO, é considerada igual
a composicao global da mistura.

Apos a realizagdo das medidas experimentais a pressdo é
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 pressao e a valvula V3 por medida de
seguranca. Abre-se lentamente a valvula V8 para descarregar o solvente
remanescente. Neste ponto, dentro da célula existird uma fase vapor
contendo praticamente solvente puro. Mantendo a valvula V8 aberta e as
valvulas V3 e V4fechadas, a valvula V7 sera aberta lentamente para o
descarregamento do solvente como fase vapor. Apds este procedimento,
segue-se com a desmontagem e limpeza da célula de equilibrio.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de equilibrio de fases do sistema multicomponente
extrato de pimenta rosa (obtido a 300 bar e 60 °C) + diclorometano
(DCM) + CO, sdo apresentados na Figura 19, como um diagrama P-Xco>
(pressdo versus fracdo massica de CO,) e em forma de tabela,
apresentada no Apéndice Ill. O extrato foi considerado como um
composto puro, resultando assim em um sistema pseudo ternario. Os
ensaios foram conduzidos na faixa de temperatura entre 35 °C e 55 °C,
com fracdes massicas de CO, que variaram de 60 a 98% (em relacdo a
solucdo formada por extrato e diclorometano) e pressGes de transi¢do de
fases entre 52,5 e 122,1 bar.

Durante os experimentos observou-se a ocorréncia de transices
de fase do tipo liquido-vapor, descritas a seguir:

e Equilibrio liquido-vapor/ Ponto de bolha (ELV-PB): definido
pelo surgimento de uma fase vapor no sistema anteriormente
totalmente liquido, em fungdo da reducdo da pressdo, e
caracterizado pela formacdo de uma bolha de vapor no sistema,
denominado Ponto de Bolha (PB), seguida pela completa
separacao das fases liquida e vapor;
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e Equilibrio liquido-vapor/ Ponto de orvalho (ELV-PO):
caracterizado pelo surgimento de uma fina névoa e/ou goticulas
de liquido, seguido da separacdo das fases.

Figura 19 — Diagrama P-x para o sistema CO, + diclorometano (DCM) +
extrato de pimenta rosa.
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Observando a Figura 19, nas temperaturas de 45 °C e 55 °C, em
altas concentragGes de CO, verifica-se o limite entre as regides bifésicas
liquido-vapor (PB e PO), no maximo valor de pressdo, que representa o
ponto critico da mistura.

O mesmo comportamento de fases aqui apresentado foi
observado por Boschetto et al. (2013) no estudo do equilibrio de fases
do sistema extrato de semente de uva + diclorometano + CO,. Ambos 0s
trabalhos se assemelham aos dados determinados por Corazza et al.
(2003) para o sistema binario CO, + diclorometano.

O sistema binario CO, + DCM descrito por Corazza et al.
(2003) foi avaliado em condicdes isotérmicas a 40, 50, 60 e 70 °C.
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Assim, com o prop6sito de comparar e avaliar a influéncia da adi¢éo do
extrato de pimenta rosa ao sistema bindrio composto por CO, e
diclorometano a Figura 20 é apresentada, contemplando os dados do
presente trabalho (pseudo ternario) em comparacdo com os dados do
sistema binério obtido por Corazza et al. (2003). Os diagramas P-x
foram separados em trés isotermas a fim de facilitar a visualizacdo.

Figura 20 — Diagramas P-x para 0s sistemas extrato de pimenta rosa + CO, +
DCM e CO, + DCM: (a) 35 °C e 40 °C; (b) 45 °C e 50 °C; (c) 55 °C e 60 °C.
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Considerando o fato de que os dados de equilibrio de fases para
0s sistemas binario (Corazza et al, 2003) e pseudo ternario (presente
trabalho) foram obtidos em diferentes fragdes massicas de CO, e com
estreita variacdo de temperatura, como mostrado na Figura 20, observa-
se similaridade no comportamento das isotermas avaliadas. Ou seja, a
pressdo de transicdo aumenta com 0 aumento da concentracdo de CO,
para uma mesma isoterma, chegando a um valor méaximo, que indica o
ponto critico da mistura. A partir dai a pressdo de transi¢do reduz com a
fragdo maéssica de CO,, representando os dados de ponto de orvalho.
Com isto podemos sugerir que o efeito da adicdo do extrato ao sistema
binario € mais pronunciado em temperaturas mais altas (55 °C para o
pseudo ternario e 60 °C para o binario) onde o deslocamento do ponto
critico da mistura para pressdes superiores é mais evidente. Para o
sistema binario foram observadas transi¢fes de fase do tipo ELV-PB e
ELV-PO (este ultimo na mais alta concentracdo de CO, em cada
temperatura), assim como no presente trabalho.

Segundo Reverchon, De Marco e Torino (2007), a adigcdo de um
soluto ao sistema pode modificar o equilibrio liquido-vapor do sistema
binario solvente + CO,. De maneira geral, o soluto modifica o ponto
critico da mistura do sistema ternario para pressdes mais altas, alterando
o diagrama de fases quando comparado ao sistema binario
correspondente, por conta da maior assimetria molecular e consequente
aumento das interacdes energéticas entre 0s componentes. Esta
afirmagdo pode ser verificada no presente trabalho, pois embora
mantenha comportamento semelhante ao sistema binério didxido de
carbono + diclorometano, como demonstrado na Figura 20, o sistema
pseudo ternario apresenta pressdes de transigdo superiores. Assim,
torna-se importante avaliar a adicdo de um extrato ao sistema composto
por solvente e CO, quando tem-se a necessidade de determinar com
maior exatiddo as regides de miscibilidade soluto/solvente, como por
exemplo, nos ensaios de precipitagdo em meio supercritico.

A Figura 21 apresenta um diagrama P-T para o sistema extrato
de pimenta rosa + CO, + DCM, indicando 6 das 9 fracdes massicas de
CO, avaliadas neste trabalho, simplesmente para facilitar a visualizacéo,
sem modificar a caracteristica do diagrama.
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Figura 21— Diagrama P-T para o sistema extrato de pimenta rosa + CO, +
DCM.
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Como é demonstrado na Figura 21, o ponto critico da mistura
encontra-se proximo & fragdo maéssica de CO, de 0,9499 (ELV-PB).
Acima e abaixo desse valor as pressdes de transi¢cdo requeridas sdo
menores, como mostrado anteriormente na Figura 19.

O conhecimento das condi¢cbes de equilibrio de sistemas
multicomponentes é de extrema importancia para diversos processos de
separacao, precipitacdo e/ou encapsulamento de extratos. Este trabalho
em especial teve como proposito fornecer informagdes a respeito do
sistema extrato de pimenta rosa + CO, + DCM para possiveis ensaios de
formacéo de particulas em meio supercritico.

6.4 CONSIDERACOES FINAIS

O equilibrio de fases do extrato de pimenta rosa + CO, + DCM
foi investigado na faixa de temperatura entre 35 °C e 45 °C resultando
em pressdes de transicdo de fases de até 122,1 bar.
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O comportamento do sistema ternario avaliado foi semelhante
ao sistema binario diclorometano e CO, obtido por Corazza et al.
(2003), sendo encontradas transigdes do tipo ELV-PB e ELV-PO nos
dois sistemas. Esta comparagdo sugere uma pequena influéncia do
soluto (extrato de pimenta rosa) no comportamento de fases.

O estudo forneceu informacBes relevantes para possiveis
aplicacdes no processo de formacao de particulas em meio supercritico
usando extrato de pimenta rosa como composto de interesse.



CAPITULO 7 - SINTESE DE PARTICULAS POR
EMULSIFICACAO E EXTRAGCAO DO SOLVENTE

7.1 INTRODUCAO

Microencapsulamento € o processo pelo qual materiais solidos e
liquidos séo recobertos por um filme continuo de material polimérico.
As particulas formadas neste processo apresentam tamanho entre 1 —
100 um e sdo comumente empregadas na liberacdo controlada de
farmacos e outros compostos ativos (TIWARI; VERMA, 2011).

No ambito dos processos e produtos ambientalmente seguros, o
poli (acido lactico) (PLA) representa um dos melhores substitutos aos
materiais poliméricos derivados do petroleo por ser renovavel,
biodegradavel, biocompativel e ainda apresentar boas propriedades
termomecanicas. Além disso, por conta da biocompatibilidade com o
corpo humano tem sido utilizado para aplicacdes médicas (AURAS;
HARTE; SELKE, 2004; RAQUEZ et al, 2013).

O extrato de pimenta rosa obtido em condigdes supercriticas
(300 bar e 60 °C) foi selecionado como material a ser encapsulado,
devido ao seu potencial antioxidante, verificado no presente trabalho, e
ainda por conta das inimeras atividades bioldgicas associadas a pimenta
rosa.

O método utilizado para o encapsulamento do 6leo de pimenta
rosa é baseado na técnica de emulsdo e evaporacdo do solvente. No
entanto, a metodologia aqui descrita apresenta modificagcGes em rela¢do
ao procedimento original, amplamente descrito na literatura
(O’DONNELL; MCGINITY, 1997; FREITAS; MERKLE; GANDER,
2005; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).

O diclorometano é o solvente comumente empregado nesta
técnica, no entanto seu carater téxico é altamente limitante para a
aplicacdo das particulas obtidas. Assim, visando minimizar o efeito
toxico do solvente, esse estudo propds a utilizacdo de acetato de etila
como solvente na sintese de particulas por emulsdo e extracdo do
solvente. Do ponto de vista ambiental e de saide humana o acetato de
etila é visto como um solvente melhor que o diclorometano (SAH,
1997). Neste caso, a agua foi utilizada como agente extrator, fazendo
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uso da solubilidade do solvente organico na mesma, possibilitando a
formag&o das microparticulas.

Assim, considerando o potencial bioldgico do extrato de pimenta
rosa, e ainda a inovagdo no que diz respeito a utilizacdo de um solvente
organico menos agressivo a saude e ao meio ambiente, o processo de
sintese de particulas por emulsificagdo e extracdo do solvente foi
empregado, tendo como objetivo a preservacdo do extrato encapsulado
em biopolimero e a caracterizacdo das particulas obtidas. Os ensaios
apresentados neste capitulo foram realizados em Nantes (Franca), na
Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de 1’Alimentation —
ONIRIS, durante estagio doutoral realizado entre abril de 2014 e janeiro
de 2015, sob supervisdo do professor Denis Poncelet.

7.2 MATERIAIS E METODOS
7.2.1 Procedimento experimental

A sintese de particulas de extrato de pimenta rosa em PLA foi
baseada na metodologia descrita por Sah (1997) e consiste,
resumidamente, de duas etapas: formacéo de uma emulsdo primaria e a
extracdo do solvente organico. Na emulsdo primaria, a fase organica é
constituida por polimero PLA (700 mg), acetato de etila (10 mL) e
extrato supercritico de pimenta rosa, obtido a 300 bar e 60 °C (50 mg e
100 mg, para cada formulacdo). Inumeros testes foram realizados até
que o procedimento para a solubilizagdo do PLA fosse estabelecido,
tornando assim a dissolugdo do polimero uma etapa critica e lenta do
processo, ja que é necessario manter a mistura em banho-maria, a 60 °C,
até a completa solubilizacdo. A fase aquosa selecionada foi uma solucéo
de alcool polivinilico 1%, saturada com acetato de atila, de forma a
evitar uma rapida solidificacdo das microparticulas no momento da
formacdo da emulsdo primaria. A fase organica é entdo transferida para
a fase aquosa, e mantida sob agitacéo a 600 rpm por 2 min, para formar
uma emulsdo 6leo em &gua. Em seguida, a emulsdo é rapidamente
transferida para um recipiente com agua destilada (250 mL), mantendo-
se a agitacdo a 150 rpm, por 45 s, caracterizando a etapa de extragdo do
solvente. A etapa seguinte consiste na recuperagdo das particulas em um
filtro metalico com abertura de 63 um, seguida da lavagem abundante
com agua destilada, a fim de remover o solvente remanescente e evitar
que as particulas figuem aderidas & superficie do filtro. A secagem
ocorre a temperatura ambiente, aproximadamente 20 °C, por 24 h,
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periodo apds o qual as particulas sdo recuperadas e armazenadas em
recipiente fechado.

Particulas controle foram preparadas da mesma forma, porém
sem a adicdo de extrato. Neste estudo foram testadas duas formulagdes a
fim de avaliar a influéncia do volume de solvente organico nas
caracteristicas das particulas: formulacdo 1, que utiliza uma solugédo
polimérica de 70 mg/mL, e formulacdo 2, cuja concentragdo de
polimero no solvente orgénico é de 46 mg/mL. Em cada formulagio
foram testadas duas concentracdes de extrato de pimenta rosa (em
relacdo ao volume inicial de acetato de etila): 5 e 10 mg/mL. Conforme
a Equagdo 11, o rendimento da sintese de particulas foi calculado, em
triplicata, pela razdo entre a massa de particulas secas ao final do
processo e as massas iniciais de cada componente da formulagdo. O
resultado foi expresso como média + desvio padrao.

(11)

Rendimento = partioslas 110
m +m

polimero extrato

A fim de melhor avaliar o rendimento do processo, este foi
dividido em global e real. O rendimento global considera como
denominador na Equacdo 11 a quantidade total de polimero e de extrato
usada na formulagdo, enquanto para o valor real a massa de PLA +
extrato perdida durante o experimento é descontada do montante inicial.

7.2.2 Caracterizacéo das particulas de PLA com extrato de pimenta
rosa

7.2.2.1 Tamanho de particulas

O tamanho das particulas obtidas pelo método de emulsificacdo
e extracdo do solvente foi avaliado pela técnica de difracéo de raio laser
(Mastersizer, Malvern Instruments, Royaume-Uni), com luz
monocromatica vermelha, a partir de um laser de hélio-neon, sendo
utilizada a via seca. Na via seca, a dispersdo das particulas se da pelo
fluxo de um gas circulante, em geral ar seco. A faixa de medida do
equipamento é de 0,5 - 880 um.
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Os resultados foram expressos em diametro médio em volume
(D4z), uma medida comum neste tipo de analise, que corresponde ao
didmetro médio de uma esfera que apresenta o mesmo volume das
particulas analisadas. Além disso, apresentou-se também o valor de
Span da distribuicdo das particulas, cujo calculo é apresentado na
Equacdo 12. Segundo Mogi et al. (2000), valores de Span iguais ou
menores do que uma unidade indicam uma baixa dispersdo do didmetro
das microparticulas, ou seja, ndo existe uma grande variacdo no
didmetro médio do material analisado.

Span _ Do,9 - DO,l

0,5

(12)

Onde: Dyg: representa o didmetro de 90% das particulas; Do ,: didmetro
de 10% das particulas e Dgs representa o didmetro de 50% das
particulas analisadas.

7.2.2.2 Morfologia externa

A morfologia externa das particulas foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (JSM-6390LV, Jeol, Japao)
no Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.
As amostras foram fixadas em um suporte metélico por meio de uma
fita adesiva de carbono dupla face e recobertas com uma fina camada de
ouro, sob vacuo. A visualizacdo foi realizada em aumentos de 50 a 1000
vezes, com uma tensdo de 10 kV.

7.2.2.3 Eficiéncia de encapsulamento

A metodologia para a determinacdo da eficiéncia de
encapsulamento (EE) das particulas de PLA com extrato de pimenta
rosa foi baseada nos estudos de Priamo et al. (2010) e Medeiros (2013).
Cerca de 100 mg de particulas foram pesadas em triplicata e dissolvidas
em 10 mL de acetato de etila. A mistura foi deixada em banho-maria a
60 °C por 30 minutos ou até que as particulas estivessem completamente
dissolvidas, liberando assim o extrato encapsulado. Em seguida
realizou-se a medida de absorbancia de cada amostra em
espectrofotdmetro UV a 265 nm. Acetato de etila foi utilizado como
branco. O célculo da massa de extrato encapsulada foi realizado através
da correlacdo com a curva analitica de extrato de pimenta rosa em



131

acetato de etila, preparada com diferentes concentracbes de extrato,
apresentada no Apéndice I1V. A eficiéncia do encapsulamento é expressa
como o percentual de extrato encapsulado em relacdo a quantidade
inicial utilizada em cada formulacéo.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Rendimento da sintese de particulas

Os resultados de rendimento obtidos na sintese de particulas de
PLA com extrato de pimenta rosa sdo apresentados na Tabela 21 e
ambos foram calculados pela Equagéo 11.

Como dito anteriormente, o rendimento da sintese de particulas
foi dividido em rendimento global, determinado com base na quantidade
total de polimero e de extrato utilizados no inicio do processo; e em
rendimento real, que considera como massa inicial de componentes
somente as massas de polimero e extrato realmente transferidas para o
recipiente onde ocorre a solidificacdo das particulas, na etapa de
extracdo do solvente. Desta forma, para o calculo do rendimento real a
quantidade de PLA + extrato perdida durante o processo de formacéo de
particulas devido a adesdo do polimero as vidrarias é desconsiderada no
calculo final.

Tabela 21 — Rendimento global e real da sintese de particulas.

Tipo de particula Massa (g) Rendimento Rendimento
global (%6)" real (%)
PLA puro (F1) 0,52+ 0,02 738+33° 86 + 4%
50 mg extrato (F1) 0,44+ 0,01 60,4 +2,1™ 82,4 +35%
100 mg extrato (F1) 0,45+ 0,05 56,3+ 5,7° 78,755
PLA puro (F2) 0,48+ 0,02 68,6 +2,5° 88+ 3%
50 mg extrato (F2) 0,53+ 0,03 70,2 +3,4° 88 + 4™
100 mgextrato (F2) 0,56+ 0,02 70 £2° 93+ 2°

F1: formulagdo 1 — 700 mg de PLA e 10 mL de acetato de etila;

F2: formulagdo 2 — 700 mg de PLA e 15 mL de acetato de etila.

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que nao hé diferenca significativa (p<
0,05).
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O rendimento real é uma medida mais verdadeira, pois leva em
conta o material perdido durante o processo de formacao das particulas.
A formulagdo 2 apresentou 0s maiores rendimentos reais, e isso se deve
provavelmente a menor viscosidade da emulsdo formada, reduzindo
assim a massa de material perdido. A utilizacdo de um volume maior de
solvente torna a emulsdo mais liquida, permitindo que ela escoe mais
facilmente, diminuindo a adesao as vidrarias.

Para ambas as formulacdes, os valores de rendimento real foram
superiores aos encontrados por Medeiros (2013) no encapsulamento de
metformina em PLGA pela técnica de emulsificacdo e evaporacdo do
solvente (diclorometano), que foi de 71%. No trabalho realizado por Sah
(1997) o rendimento médio alcancado na formagdo de particulas de
PLGA por emulsdo e extracdo do solvente foi de 86,3%, valor
semelhante ao encontrado no presente estudo.

Diclorometano é o solvente mais comumente utilizado na
técnica de emulsdo e evaporacao/extracdo do solvente. Porém, devido a
alta toxicidade associada a ele, seu uso ndo é aconselhavel (SAH, 1997).
Assim, uma das principais dificuldades encontradas neste trabalho foi
estabelecer um procedimento para a solubilizagdo do polimero PLA em
acetato de etila. Muitos testes foram realizados até que a formulacédo
final fosse alcangada, combinando fatores como rendimento do
processo, facilidade de execucdo e reprodutibilidade.

7.3.2 Tamanho e morfologia das particulas

Segundo Astete e Sabliov (2006), para que ocorra uma
liberacdo controlada e balanceada dos compostos encapsulados é
desejavel que as particulas sejam uniformes, esféricas e de menor
tamanho. O valor do tamanho médio das particulas formadas de PLA
com extrato supercritico de pimenta rosa e do Span sdo apresentados na
Tabela 22.
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Tabela 22 — Tamanho médio de particulas de PLA com extrato de pimenta rosa
obtidas pelo método de emulsificacdo e extracdo do solvente.

Tipo de particula D, (um)"” Span

PLA puro (F1) 148,6' 1,28
50 mg extrato (F1) 182,2° 1,04
100 mg extrato (F1) 233,6° 0,97

PLA puro (F2) 173,9° 1,17
50 mg extrato (F2) 177,6° 1,21
100 mg extrato (F2) 173,1° 1,34

F1: formulagdo 1 — 700 mg de PLA e 10 mL de acetato de etila;

F2: formulacdo 2 — 700 mg de PLA e 15 mL de acetato de etila.

@ etras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p<
0,05).

Por meio da Tabela 22 observa-se o aumento do didmetro
médio das particulas em funcdo da concentracdo de extrato utilizada na
formulagdo 1, porém o mesmo comportamento ndo é observado na
formulagdo 2. Em todos os casos o valor de Span foi proximo a unidade,
indicando uma baixa dispersdo de tamanho de particulas. O tamanho das
particulas depende de diversos fatores, como solvente e tipo de
surfactante utilizado, velocidade de agitagdo da emulsdo, viscosidade da
fase organica, entre outros. Assim, o tamanho das particulas pode ser
ajustado de forma a se adequar as necessidades da aplicacédo desejada.

A Figura 22 apresenta as micrografias das particulas obtidas nas
duas formulagdes testadas.

Como pode ser observado nas micrografias, todas as particulas
apresentam formato esférico, independente da formulagéo, e superficie
levemente porosa. Segundo O’Donnel e McGinity (1997) a porosidade
da particula pode acelerar a liberagdo do principio ativo além de indicar
uma baixa eficiéncia de encapsulamento. No entanto, cada sistema tem
suas particularidades, que dependem do polimero empregado e do
material a ser encapsulado. Yu et al. (2014) observaram um aumento na
eficiéncia de encapsulamento de sulfato de gentamicina em
hidroxiapatita com o aumento da porosidade das particulas formadas.
No presente trabalho nédo foi observada a presenca de nicleos no interior
das particulas, indicando a formacdo de microesferas, morfologia
comumente encontrada nas particulas obtidas pela técnica de
emulsificacdo e extracdo do solvente.
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Figura 22 — Micrografias obtidas por MEV das particulas obtidas pelo método
de emulsificagdo e extracdo do solvente: (a) PLA puro — F1; (b) PLA e 50 mg
de extrato — F1; PLA e 100 mg de extrato — F1; (d) PLA puro — F2; (e) PLA e
50 mg de extrato — F2; (f) PLA e 100 mg extrato
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7.3.3 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento das particulas de extrato
supercritico de pimenta rosa em PLA é apresentada na Tabela 23.

Tabela 23 — Eficiéncia de encapsulamento de extrato de pimenta rosa
em PLA pela técnica de emulsificacdo e extracdo do solvente.

Tipo de particula EE (%)
PLA + 50 mg extrato (F1) 74+ 2°
PLA + 100 mg extrato (F1) 54 +5°
PLA + 50 mg extrato (F2) 67 +2°
PLA + 100 mg extrato (F2) 34+1°

F1: formulagdo 1 — 700 mg de PLA e 10 mL de acetato de etila;

F2: formulacdo 2 — 700 mg de PLA e 15 mL de acetato de etila.

@ etras iguais na mesma coluna indicam que n&o ha diferenca significativa (p<
0,05).

Os melhores resultados de eficiéncia de encapsulamento foram
encontrados para a formulagdo 1, na qual um menor volume de solvente
(acetato de etila) foi adicionado. Este fato pode estar associado a
viscosidade da emulsdo primaria, que ¢ menor na formulacdo 2, no
entanto, mais estudos seriam necessarios a fim de confirmar essa
hipotese.

Em ambas as formulacfes testadas tém-se a reducdo da
eficiéncia de encapsulamento com o aumento da massa de extrato
adicionada. Segundo De Paz et al. (2012), a eficiéncia do processo esta
ligada a concentracdo do agente de encapsulamento, ou seja, se a razdo
entre a concentracdo de polimero e de extrato for maior, as goticulas de
soluto (extrato) serdo mais facilmente recobertas com polimero.

7.4 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos dados obtidos pode-se dizer que a modificacdo
proposta neste trabalho, tratando a substituicio do solvente
diclorometano por acetato de etila, foi adequada para o processo de
formacéo de particulas por emulsificacdo e extracdo do solvente.

As microparticulas de extrato de pimenta rosa em PLA
apresentaram formato esférico e morfologia esférica, e sdo levemente
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porosas. A eficiéncia de encapsulamento foi semelhante as determinadas
em outros trabalhos disponiveis na literatura para o encapsulamento de
compostos hidrofébicos.

A reducdo do tamanho das microparticulas pode ser estudada
em trabalhos futuros, em funcdo das variaveis do processo, a fim de
aumentar a gama de aplicagéo do extrato encapsulado.

Avaliando o0s resultados obtidos neste trabalho pode-se
recomendar a utilizacdo da formulacdo 1, constituida de 700 mg de
polimero e 10 mL de acetato de etila, com 50 mg de extrato supercritico
de pimenta rosa para a sintese de particulas pelo método de
emulsificacdo e extragdo do solvente. Esta formulagdo apresenta valores
de didmetro de particula e rendimento real préximos aos da formulagdo
2, porém a eficiéncia de encapsulamento é superior a obtida nos demais
ensaios, além de utilizar um volume menor de solvente e,
consequentemente, de agua requerida para extrai-lo.

Considerando a aplicagdo das microparticulas como
antioxidantes, dado o efeito apresentado pelo extrato encapsulado, deve-
se considerar ainda a liberagdo do composto de interesse a fim de avaliar
de uma forma mais completa a metodologia de formacdo de particulas
aqui descrita.



CAPITULO 8 - CONCLUSAO

Entre as diferentes técnicas utilizadas na obtencdo de extratos
de pimenta-do-reino e de pimenta rosa, a extracdo em Soxhlet usando
etanol como solvente foi a que apresentou os melhores resultados de
rendimento, para ambas as matérias-primas. Na extracdo supercritica 0s
ensaios realizados a 300 bar e 60 °C promoveram 0s maiores valores de
rendimentos para a pimenta-do-reino e também para a pimenta rosa.

A adicdo de um cossolvente a extracdo supercritica foi avaliada
nos ensaios com a pimenta-do-reino, a fim de melhorar o rendimento na
condicdo selecionada (150 bar e 50 °C) e também as caracteristicas do
extrato em relagdo ao potencial antioxidante. O solvente selecionado foi
etanol e a razdo massica Otima avaliada foi de 5%, na qual foram
observados: aumento do rendimento de extracdo, da atividade
antioxidante determinada pelo método DPPH e também do teor de
compostos fendlicos totais.

Na avaliacdo do teor de compostos fenolicos totais dos extratos
de ambas as amostras ndo foi possivel identificar uma tendéncia de
variagdo em funcdo da pressdo ou da temperatura na extracdo
supercritica. De maneira geral, 0s extratos obtidos nas extracdes a baixa
pressdo com solventes organicos apresentaram resultados mais
satisfatérios em relagdo & ESC. O mesmo comportamento foi observado
na andlise da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS. Em
ambos 0s casos, para ambas as amostras, os extratos obtidos em Soxhlet
e na extracdo assistida por ultrassom, com solventes de maior
polaridade, apresentaram melhores potenciais como antioxidantes. No
entanto, destaca-se o extrato de pimenta rosa obtido a 300 bar e 60 °C,
gue apresentou uma atividade antioxidante de 72% pelo método DPPH,
valor este bastante positivo, considerando que, de maneira geral, 0s
extratos obtidos por tecnologia supercritica apresentam baixo potencial
antioxidante.

Em vista dos resultados alcancados nesta primeira etapa, a
pimenta rosa foi selecionada para os ensaios de extragdo com propano
subcritico, estudo do equilibrio de fases e também para encapsulamento
em biopolimero.
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Embora na extracdo com propano subcritico tenha-se alcancado
bons rendimentos, a avaliacdo de atividade antioxidante ndo foi positiva,
sugerindo a aplicacdo dos extratos para outros fins, ja que de acordo
com o perfil quimico dos extratos, tem-se a presenca de compostos com
importantes  atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatdria,
antidiabética e antimicrobiana.

No estudo do equilibrio de fases, transi¢cbes do tipo liquido-
vapor foram verificadas para o sistema extrato de pimenta rosa +
diclorometano + dioxido de carbono. Os resultados obtidos s&o
extremamente validos para aplicacdes como formacgdo de particulas em
meio supercritico.

As particulas de extrato de pimenta rosa em PLA sintetizadas
pelo método de emulsificacdo e extracdo do solvente apresentaram bons
resultados de eficiéncia de encapsulamento, quando comparados a
sistemas semelhantes disponiveis na literatura.

Em resumo, pode-se dizer que ambas as matérias-primas
estudadas ao longo desse projeto apresentam caracteristicas que as
tornam interessantes do ponto vista biolégico e terapéutico, devido aos
inimeros beneficios a salde associados a elas. O projeto desenvolvido
contribuiu principalmente para ampliar a gama de estudos relacionados
a pimenta rosa, em especial no que diz respeito ao equilibrio de fases e
também ao processo de encapsulamento de extratos e ainda incentivar
outros estudos envolvendo a pimenta-do-reino, como analise do
potencial dos extratos como antimicrobiano e agente antitumoral.



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos durante a execucdo deste
projeto, algumas sugestdes sdo dadas para realizacdo em trabalhos
futuros:

e Auvaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de pimenta-
do-reino e pimenta rosa por metodologias in vivo;

e Auvaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de ambas as
amostras;

e Determinacdo do perfil quimico de todos os extratos de ambas
as amostras;

e Auvaliar o estudo do equilibrio de fases do sistema extrato de
pimenta rosa + DCM + CO, + polimero;

e Testar a formacdo de particulas de extrato de pimenta rosa em
meio supercritico.
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Figura A.l — Curva analitica de acido gdlico utilizada na determinacao
do teor de compostos fenolicos totais dos extratos de pimenta-do-reino e
de pimenta rosa.
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APENDICE Il - CURVA ANALITICA DE TROLOX

Figura A.1l - Curva analitica de Trolox utilizada na determinacéo de capacidade
antioxidante dos extratos de pimenta-do-reino e de pimenta rosa.
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APENDICE IV — CURVA ANALITICA DE EXTRATO DE
PIMENTA ROSA

Figura A.Ill — Curva analitica de extrato de pimenta rosa em acetato de etila,
utilizada no célculo de eficiéncia de encapsulamento das particulas de PLA.
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