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RESUMO – O trabalho consistiu em otimizar a extração com dióxido de carbono supercrítico da 
licopodina, um alcalóide com efeitos antioxidante e anticolinesterásico, a partir de Lycopodium 
clavatum L. Utilizando o método de superfície de resposta com planejamento Box-Behnken, 
foram investigadas as variáveis pressão e temperatura do fluido supercrítico (CO2) e o tempo de 
pré-tratamento da planta em solução alcalina. As faixas de operação estudadas foram as 
seguintes: pressão de 200 a 300 bar; temperatura de 40 a 60°C; tempo de imersão de zero a 02 
horas. Os extratos foram purificados e em seguida analisados por CG/EM. A partir da análise de 
variância foi possível concluir que a pressão e a temperatura e suas relações quadráticas foram 
estatisticamente significativas, adotando-se o modelo quadrático para a superfície de resposta. 
Assim, foi definida a condição ideal para a extração: 300 bar, 40°C, sem o pré-tratamento, o que 
resultou um teor de 20,29% (m/m) de licopodina no extrato final. 

  
1. INTRODUÇÃO  
 

Os primeiros medicamentos usados pelo ser humano foram à base de plantas, as quais continuam 
sendo uma importante fonte de novos fármacos (Orhan et al., 2006), propriedade geralmente decorrente 
de seus metabólitos secundários. O uso de plantas do gênero Huperzia durante séculos na medicina 
tradicional chinesa (Ma et al., 2006) e a capacidade de inibição da atividade da enzima acetilcolinesterase 
apresentada por alcaloides encontrados em espécies desse gênero (Liu et al., 1986; Ayer, 1991) 
desencadearam o interesse por um grupo de metabólitos que ocorrem na família Lycopodiaceae: os 
alcaloides de Lycopodium (Ma & Gang, 2004). O principal alcaloide extraído da Lycopodium clavatum L. 
é a licopodina (C16H25NO), que pode ser útil no tratamento do mal de Alzheimer devido aos efeitos 
antioxidante e de inibição da acetilcolinesterase (Konrath et al., 2012). Esse alcaloide também é capaz de 
inibir o crescimento de células Hela (Mandal et al., 2010), além de diminuir a proliferação e induzir à 
apoptose de células humanas de câncer de próstata (Bishayee et al., 2013). 

 
Frente às técnicas de extração convencionais com solventes orgânicos, a extração com fluido 

supercrítico tem se mostrado mais seletiva e é uma tecnologia limpa quando utiliza como solvente o 
dióxido de carbono (Hawthorne, 1990; Chester et al., 1998). Esse processo tem sido empregado para 
isolar drogas relevantes de plantas medicinais, por exemplo, ácido artemisinina para o tratamento da 
malária (Kohler et al., 1997) e alcaloides promissores para inibição do vírus HIV (Ashraf-Khorassani & 
Taylor, 1997). Entretanto, para que a seletividade e o rendimento da extração sejam apropriados, é 
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necessário um ajuste adequado de variáveis do processo, entre as quais se destacam pressão, temperatura, 
co-solvente, vazão de solvente (Cassel et al., 2008; Mukhonopadhyay, 2000). Para avaliação dessas 
variáveis podem ser aplicadas técnicas matemáticas e estatísticas, destacando-se os planejamentos 
Taguchi, delineamento composto central e Box-Behnken (Sharif et al., 2014). O planejamento de Box-
Behnken foi utilizado em diversos trabalhos como, por exemplo, na extração de xantanas de Garcinia 
mangostana L. (Zarena et al., 2012), de flavonoides da Pueraria lobata (Wang et al., 2008) e de 
antioxidantes de Crataegus monogyna (Shortle et al., 2013). 

 
Assim, esse trabalho consistiu na investigação das condições do processo mais adequadas à 

obtenção de licopodina na extração de Lycopodium clavatum L. com CO2 supercrítico. 
 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1. Planta 
 

A planta L. clavatum foi coletada em São Francisco de Paula, Rio Grande do Sul (29°42 S latitude; 
50°58 W longitude) nos meses de novembro de 2012 e novembro de 2013. O material vegetal foi identificado e 
amostras encontram-se depositadas no Herbário do Museu de Ciências e Tecnologia da PUCRS (MPUC 10478). 
Todo o material vegetal foi seco em estufa à 40°C por 48 horas e posteriormente triturado em moinho de facas. 
 
2.2. Extração com CO2 Supercrítico 
 

As extrações foram realizadas em uma unidade piloto de extração supercrítica (Cassel et al., 2011), 
representada na Figura 1, constituída por um cilindro com CO2, o qual, no estado líquido, passa por um 
consensador (C1) e é pressurizado através de uma bomba de alta pressão (P1). Após, o CO2 segue por um 
pré-aquecedor (W1) para que atinja o estado supercrítico e, então, o fluido supercrítico é alimentado no 
vaso de extração (B1) que contém a matriz vegetal a ser extraída. O vaso de extração utilizado tem 
capacidade de 500 mL e foram utilizados para cada extração 100 g de planta moída com diâmetro médio 
de 1,29 mm. Em seguida, o produto passa por uma válvula micrométrica (VC1), onde o CO2 se expande e 
tem sua vazão mássica determinada por um sensor. A vazão de CO2 utilizada foi de 800 g.h-1. O extrato, 
separado do solvente na expansão, é coletado no vaso separador (B2). 

 

 
Figura 1 - Fluxograma do processo de extração supercrítica (Cassel et al., 2010; Barroso et al., 2011). 
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2.3. Planejamento de Experimentos 
 

A metodologia de superfície de resposta foi empregada para otimizar a extração de licopodina a 
partir da L. clavatum utilizando CO2 supercrítico. Foram selecionados três parâmetros para serem 
avaliados: pressão e temperatura do fluido supercrítico e tempo de imersão da planta em pré-tratamento 
com solução alcalina. O tratamento pré-extração foi definido com base na estrutura dos alcaloides, que 
podem se apresentar na forma de base livre (solúvel em solvente apolar, como o CO2) ou como sais 
(solúveis em solventes polares) (Kim Choi et al.,1999; Bahramifar et al., 2005). Assim, foi utilizada 
solução tampão pH 12 de carbonato e bicarbonato de sódio, na qual a planta era imersa por um período de 
tempo pré-determinado. 

 
O delineamento de experimentos utilizado foi o de Box-Behnken (Box & Behnken, 1960), método 

baseado em um planejamento fatorial fracionado em três níveis. O número  de  experimentos é dado por 
N = 2k (k-1)+ C0, onde k é o número de variáveis e C0 o número de replicatas no ponto central e ambos 
equivaleram a três,  totalizando 15 experimentos definidos na Tabela 1.  

 
Tabela 1 – Valores das variáveis para cada experimento designado pelo método Box-Behnken e respostas 

observadas 
Ordem 

de 
ensaio 

Pressão (bar) Temperatura 
(°C) 

Tempo de 
imersão (h) 

Resposta             
(% de licopodina) 

Rendimento total 
de extrato           
(% m/m) 

1 250 50 1 5,12 0,343 
2 200 60 1 7,75 0,248 
3 300 40 1 20,37 0,433 
4 200 40 1 14,92 0,674 
5 250 50 1 3,48 0,793 
6 250 60 0 5,49 0,901 
7 300 50 0 11,56 1,364 
8 200 50 0 6,74 0,242 
9 200 50 2 6,53 0,187 
10 300 60 1 11,64 1,329 
11 300 50 2 7,49 0,274 
12 250 40 2 7,67 0,203 
13 250 40 0 9,67 0,762 
14 250 50 1 6,47 0,346 
15 250 60 2 5,65 0,720 

 
 

A matriz do planejamento foi criada no software Minitab® com o qual os experimentos foram 
aleatorizados (base 9) para minimizar os efeitos de variáveis não controladas. A relação entre as variáveis 
e a resposta é modelada ajustando-se os resultados experimentais a um polinômio de segunda ordem 
conforme a Equação 1:   

 

Área temática: Engenharia das Separações e Termodinâmica 3



(1)
� = �0 + � �� �� + � ��� ��2 + � � ��
 �� �


�


 =2

�−1

�=1
�<


�

�=1

�

�=1
 

 
 
onde Y é o teor de licopodina, Xi são as variáveis independentes (pressão e temperatura do fluido 
supercrítico e tempo de pré-tratamento da planta imersa em solução alcalina), k é o número de variáveis 
(k =3) e β0, βi, βii e βij são os coeficientes de regressão para os termos de interceptação, linear, quadrático e 
de interação, respectivamente. 
 
2.4. Análise Química da Licopodina 
 

A otimização das extrações foi realizada em função da licopodina extraída. Para isso, foram 
comparados os rendimentos de licopodina nos extratos (% m/m), determinados através de cromatografia 
gasosa pelo método da normalização de área.  

 
O extrato bruto, antes de ser analisado, foi submetido a uma etapa de extração de alcaloides, 

realizada pelo método ácido-base de Stas-Otto (Kovar et al., 2010; Tsujikawa et al., 2006). O extrato 
bruto foi ressuspendido em solução de ácido clorídrico (HCl 5% v/v) e particionado com diclorometano. 
Em seguida, a fase aquosa, contendo alcaloides na forma de sal, foi alcalinizada com solução de hidróxido 
de sódio (NaOH 2 mol.L-1) até pH 12 e submetida à partição com diclorometano. Após, a fase aquosa foi 
descartada e o extrato de alcaloides foi obtido pela evaporação do solvente orgânico. Para ser analisado, o 
extrato purificado foi solubilizado em metanol. 

 
As análises foram realizadas com um cromatógrafo a gás da marca Agilent modelo 7890A 

equipado com um espectrômetro de massas da marca Agilent modelo 5975C. A coluna capilar utilizada 
foi uma HP-5MS revestida com 5% de fenil metil silox, com 30 m x 250 µm de diâmetro interno e 
espessura de filme de 0,25 µm. A programação de temperatura do forno foi de 230°C por 2 minutos; 
aquecimento de 20°C / min até 250°C, temperatura mantida por 2 minutos. Em seguida, aquecimento de 
5°C / min até a temperatura de 280°C, mantida por 5 minutos. A temperatura do injetor foi de 300 ºC; 
modo de injeção split com razão de split 1:10; volume injetado igual a 1,0 µL. O gás de arraste utilizado 
foi hélio com vazão 0,8 mL.min-1; a temperatura da interface foi de 280 ºC; modo MS EI com tensão de 
de 70 eV. O intervalo de aquisição de massas analisado, m/z, foi de 30 a 450 u.m.a. Os compostos foram 
identificados por comparação com a biblioteca de espectros de massas NIST. 
 
3. RESULTADOS 
 

Através da integralização das áreas dos cromatogramas foi expresso o percentual de licopodina 
presente em cada extrato. Para a planta coletada em novembro de 2012, os rendimentos dos extratos 
brutos variaram entre 0,187 e 1,364 % (m/m), enquanto o teor de licopodina nos extratos purificados 
variou entre 3,48 e 20,37%, conforme é apresentado na Tabela 1.  

 
Para avaliar o modelo de superfície de resposta, com esses resultados foi realizada, através do software 

estatístico Minitab®, a análise da variância (ANOVA) para o teor de licopodina apresentada na Tabela 2. 
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(2)

Tabela 2 - Análise de variância para o teor de licopodina 

Fator Graus de 
liberdade 

Soma dos 
quadrados 

Soma dos 
quadrados 
ajustada 

Médias 
quadradas 
ajustadas 

Teste F p 

Regressão 9 250,690 250,690 27,854 7,50 0,020 
Linear 3 94,310 87,078 29,026 7,81 0,025 
P 1 28,577 55,437 55,437 14,92 0,012 
T 1 61,051 46,959 46,959 12,64 0,016 
C 1 4,682 1,718 1,718 0,46 0,527 
Quadrática 3 150,880 150,880 50,293 13,54 0,008 
P*P 1 80,848 85,189 85,189 22,93 0,005 
T*T 1 58,768 54,540 54,540 14,68 0,012 
C*C 1 11,265 11,265 11,265 3,03 0,142 
Interação 3 5,500 5,500 1,833 0,49 0,702 
P*T 1 0,608 0,608 0,608 0,16 0,702 
P*C 1 3,725 3,725 3,725 1,00 0,363 
T*C 1 1,166 1,166 1,166 0,31 0,599 
Erro residual 5 18,574 18,574 3,715   
Falta de ajuste 3 14,090 14,090 4,697 2,09 0,339 
Erro puro 2 4,484 4,484 2,242   
Total 14 269,264     

 
Conforme os resultados da ANOVA, a pressão (P) e a temperatura (T) e o efeito quadrático dessas 

variáveis (P*P e T*T) são estatisticamente significativos (p < 0,05), considerando um nível de 
significância de 95% (α = 0,05). O tempo de pré-tratamento da planta (fator A) não interferiu 
significativamente, sendo rejeitada a hipótese de correlação desse fator com a extração de licopodina. A 
análise indica também que a regressão é estatisticamente significativa. Com isso, os coeficientes de 
regressão de superfície de resposta foram estimados pelo modelo quadrático completo de Box-Behnken 
(1960), resultando a Equação 2 (variáveis não codificadas).  
 

% ���������� = 212,696 − 0,856� − 3,979 + 4,853" + 0,002�2 + 0,038 2
− 1,757"2 − 0,001� − 0,019�" + 0,054 "  

 
O modelo ajustado representou bem os dados, apresentando coeficiente de determinação R² igual a 

0,9310 e coeficiente de determinação ajustado de 0,8069. A validade do modelo é confirmada ainda pelo 
valor não significativo para a falta de ajuste, o que aponta o modelo quadrático como estatisticamente 
significativo para a resposta. Assim, através da Equação 2, foi possível gerar as superfícies de resposta 
apresentadas nas Figuras 2 e 3. 
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Figura 2 - Superfície de resposta para o teor de licopodina no extrato final como função de duas variáveis 

independentes: a) pressão e temperatura do CO2; b) tempo de  pré-tratamento e pressão do CO2; c) tempo de 
pré-tratamento e temperatura do CO2. 

 

 
Figura 3 - Curvas de nível da superfície de resposta como função da pressão e temperatura do CO2 sem o pré-

tratamento (A= 0 h). 
 

Os dados representados nas Figuras 2 e 3 evidenciam um crescimento da concentração de 
licopodina no extrato final com o aumento da pressão e diminuição da temperatura do fluido supercrítico. 
Com isso, foi definida como melhor condição para a extração da licopodina a partir da L. clavatum: 
pressão de 300 bar, temperatura de 40 °C, sem o pré-tratamento com a solução tampão. Nas superfícies da 
Figura 2 é possível observar também que a região dos experimentos realizados não atingiu um ponto de 
máximo em relação ao teor de licopodina, o que é justificado pela limitação do equipamento de extração 
utilizado, pois não é possível operá-lo com pressão acima de 300 bar. 

 
Para a condição otimizada foi realizada extração em duplicata, com a planta coletada em novembro 
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de 2013, obtendo-se uma concentração média de licopodina de 20,29% m/m em relação às áreas dos 
picos eluídos apresentados no cromatograma da Figura 4. Esse valor está de acordo com o valor de 
19,24% m/m estimado pela equação obtida com o planejamento de Box-Behnken (erro de 5,43%).  

 

 
Figura 4 - Cromatograma do extrato obtido com CO2 a 300 bar e 40°C, sem pré-tratamento da planta. 

 
4. CONCLUSÃO 
 

A utilização do método estatístico metodologia de superfície de resposta foi eficiente na otimização das 
condições de extração com CO2 supercrítico da licopodina da Lycopodium clavatum L. Assim, através do processo de 
extração com fluido supercrítico, foi possível obter um produto com teor de licopodina de 20,29 %, valor de acordo 
com o previsto pelo modelo de superfície de resposta. 
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