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“O pessimista se queixa do vento,
0 otimista espera que ele mude
e o realista ajusta as velas.”
(William George Ward)
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RESUMO

SILVA, Graciane Fabiela da. Extracdo supercritica de Lycopodium clavatum L..
Porto Alegre. 2014. Dissertacdo. Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia e
Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL.

Plantas do género Lycopodium contém metabdlitos secundarios que as tornam
uma potencial fonte de compostos farmacologicamente ativos. O extrato da espécie
Lycopodium clavatum L. apresenta atividade anticolinesterasica, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral e antifingica. A extracao com fluido supercritico, frente a técnicas
tradicionais de extracdo, apresenta diversas vantagens quando aplicada a diferentes
especies vegetais. Assim, 0 presente estudo teve por objetivo a aplicacdo do processo
com CO; supercritico para a extracdo de metabdlitos da Lycopodium clavatum L. Foram
avaliadas, através de um planejamento fatorial incompleto com trés fatores e trés niveis
(Box-Behnken) e da metodologia de superficie de resposta, as influéncias da presséo e
temperatura do fluido supercritico e do tempo de pré-tratamento (imersao da planta em
solucéo bésica) no teor do alcaldide licopodina no extrato. O extrato era purificado pelo
processo acido-base de Stas-Otto e entdo analisado por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas, sendo o teor de licopodina definido pela normalizacédo das
areas dos picos do cromatograma. A pressdo foi avaliada entre 200 e 300 bar, a
temperatura entre 40 a 60°C e o tempo de imersao foi de zero a duas horas. Apenas
pressdo e temperatura foram estatisticamente significativas, sendo entdo parametros
ideais para a extracdo: 300 bar, 40°C, sem a imersdo da planta na solucdo alcalina.
Nessas condicdes, obteve-se um teor de 20,29% de licopodina no extrato final e foi
levantada a curva de rendimento da extragdo em funcédo tempo. A curva foi modelada
matematicamente, com bom ajuste, pelos modelos de Crank (1975), Sovova (1994) e
Reverchon (1996). Assim, foram estimados parametros relacionados a transferéncia de
massa, importantes para simulacdo e scale-up do processo, tais como o coeficiente de
difuséo e coeficientes de transferéncia de massa. Nesse estudo, a extracdo com CO,
supercritico mostrou-se tecnicamente viavel para a obtengdo de licopodina, sendo mais

seletiva em relacéo ao processo de extracdo com etanol.

Palavras-chave: extragdo supercritica, Lycopodium clavatum L., planejamento fatorial,

Box-Behnken design, modelagem da transferéncia de massa.
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ABSTRACT

SILVA, Graciane Fabiela da. Lycopodium clavatum L. supercritical extraction
Porto Alegre. 2014. Master Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and
Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The Lycopodium genus plants contain secondary metabolites that make them a
potential source of pharmacologically active compounds. The extract of the specie
Lycopodium clavatum L. presents anticholinesterase, anti-inflammatory, antibacterial,
antiviral and antifungal activities. The supercritical fluid extraction has several advantages
compared to traditional extraction techniques. Therefore, this study aimed metabolites
Lycopodium clavatum L. extraction thru supercritical CO, process. The supercritical fluid
pressure and temperature as well the pretreatment time (soaking the plant in basic
solution) influences in lycopodine alkaloid content in the extract were evaluated by an
incomplete factorial design with three factors and three levels (Box-Behnken) and
response surface methodology. The extract was subjected to Stas-Otto acid-base process
and then analyzed by mass spectrometry coupled gas chromatography. The content of
lycopodine was defined by normalizing peak areas of the chromatogram. The pressure
was evaluated between 200 and 300 bar, the temperature between 40 to 60°C and the
immersion time was zero to two hours. Only pressure and temperature were statistically
significant, for this reason they are ideal parameters for extraction: 300 bar, 40°C, without
immersion of the plant in the alkaline solution. Under these conditions we obtained a
content of 20.19% of lycopodine the final extract was raised and the yield curve as a
function of extraction time. This curve was modeled mathematically, with good fit, for
models of Crank (1975), Sovova (1994) and Reverchon (1996). Thus parameters related
the mass transfer were estimated, such as diffusion coefficient and mass transfer
coefficient, which are important for scale-up and process simulation. In this study, the
extraction with supercritical CO, was found to be technically feasible to obtain lycopodine,

since it is more selective and with higher yields compared to the ethanol extraction case.

Keywords: supercritical extraction, Lycopodium clavatum L., factorial design, Box-

Behnken design, mass transfer modeling.
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1. INTRODUCAO

A necessidade do estudo de compostos naturais e meétodos para sua
obtencdo é crescente desde as Ultimas décadas devido a ampliacdo do interesse
farmacéutico por moléculas bioativas de plantas e popularizagcdo de medicamentos
fitoterapicos (Diniz et al., 2007).

A crescente atencdo despendida pelos paises industrializados por plantas
medicinais ocorre devido a razdes como a falta de descobertas de novas moléculas
farmacologicamente ativas e com possivel uso terapéutico, por meio de processos
tradicionais de sinteses quimicas; também devido aos efeitos colaterais de alguns
farmacos sintéticos e ao novo perfil dos consumidores, 0os quais desde a década de
1980 preferem produtos naturais frente aos sintéticos em todos os segmentos de
mercado. Nesse contexto, ha um incentivo positivo para o crescimento da industria
de produtos naturais, especialmente farmacéutica, de alimentos, aromatizantes e
perfumaria (Sharapin, 2008; Mukhopadhyay, 2000).

Os primeiros medicamentos usados pelo ser humano foram a base de
plantas. Ainda hoje, elas sdo uma fonte de grande importancia para a descoberta de
novos farmacos candidatos ao tratamento de uma variedade de doencas que

ameacam a saude humana (Orhan et al., 2006).

Entre as plantas com potencial ainda a ser explorado estdo as pteriddfitas.
Conforme estudos etnobotanicos, cerca de 200 espécies sao utilizadas por
comunidades do Equador, Peru, Bolivia e Chile como antidoto para picada de
serpentes, para o tratamento de desordens do sistema respiratorio e do sistema
nervoso, como anti-inflamatorio, cicatrizante, anti-helmintico e para o alivio de febres
e dores musculares (Looser & Rodriguez, 2004; Macia, 2004; Navarrete et al., 2006).

Essas acbOes farmacolégicas normalmente sdo decorrentes dos metabdlitos



19

secundarios, os quais sao sintetizados em grande variedade pelas células das
plantas para desempenharem importantes papéis na protecdo delas (Seabra et al,
2012). Alguns desses compostos podem matar insetos ou mesmo vertebrados de
grande porte, porém, se utilizados em doses adequadas, atuam como
medicamentos. Assim, produtos secundarios envolvidos na defesa contra patégenos
através de atividade citotoxica, por exemplo, podem ser (teis como agentes
antimicrobianos na medicina. Além disso, aqueles envolvidos na defesa contra
herbivoria, através de atividade neurotoxica, podem ter efeitos benéficos no homem
atuando como antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos
(Briskin, 2000).

O extrato de Lycopodium clavatum L., uma pteridéfita da familia
Lycopodiaceae, tem atividade anticolinesterasica, anti-inflamatoéria, antibacteriana,
antiviral e antifingica jA& comprovadas (Orhan et al., 2006; Orhan et al., 2007;
Konrath et al., 2012).

Sendo assim, o foco deste trabalho foi o estudo da extracdo de Lycopodium
clavatum L. com dioxido de carbono supercritico, ainda sem relatos na literatura.
Foram investigadas as condigbes do processo supercritico mais favoraveis para
obtencdo de licopodina no extrato e modelada matematicamente a curva de

rendimento.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo 0 estudo do processo de extracdo com
didéxido de carbono supercritico de Lycopodium clavatum L. O estudo compreende
uma analise multivariada de temperatura e pressao do fluido supercritico e tempo de
contato da planta com uma solucdo basica em um tratamento pré-extracao a fim de
otimizar o rendimento do extrato em termos de alcaléides de interesse
farmacoldgico. Além disso, o trabalho visa a determinacdo de parametros
relacionados a transferéncia de massa associados a descricdo do processo

extrativo.

2.1. Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos séo:

- Estudo das variaveis temperatura, pressao e tempo de pré-tratamento, por
meio de andlise multivariada utilizando planejamento fatorial Box-Behnken.

- Analise dos extratos por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).

- ldentificacdo da melhor condicdo para o processo de extracdo supercritica
(otimizag&o) visando a obtencédo do alcaldide licopodina.

- Avaliagéo de modelos de transferéncia de massa para a descrigdo da curva
de rendimento da extracdo obtida na condicdo “6tima”, determinando, assim,

parametros importantes para o scale-up do processo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Pteridofitas

As pteriddfitas constituem um grupo de plantas vasculares sem sementes
com cerca de 9.000 a 12.000 espécies vivas distribuidas em todo o mundo, existindo
estimativas de que o total pode ser de até 15.000 espécies. Nas Américas, ocorrem
cerca de 3.250 espécies, das quais aproximadamente 30% sdo encontradas no
Brasil (Tryon & Tryon, 1982; Windisch, 1992). Para o Estado do Rio Grande do Sul,

sao conhecidas 322 espécies (Falavigna, 2002).

As pteriddfitas sdo divididas em dois grupos distintos: Lycopodiophyta (ou
Lycophyta), plantas que apresentam folhas micrdfilas, e Monilophyta, formado por

plantas com folhas megafilas (filicineas).

A divisdo Lycophyta compreende as familias Lycopodiaceae, Selaginellaceae
e Isoetaceae. Entre essas, as plantas mais familiares atuais sao os licopodios,

pertencentes a familia Lycopodiaceae (Raven et al., 1996).

Segundo Judd e colaboradores (2002), as Lycopodiaceae ocorrem
principalmente em regides tropicais e sdo cosmopolitas, com exce¢do do género
monotipico Phylloglossum (P. drummondii Kunze), encontrado na Australia,
Tasmania e Nova Zelandia. Aléem desse, mais trés géneros constituem a familia
Lycopodiaceae: Huperzia Bernh, Lycopodiella Holub e Lycopodium L., totalizando

cerca de 500 espécies (QDllgaard, 1987).

No Brasil, ocorrem 54 espécies e cinco variedades de Lycopodiaceae:

Huperzia com 38 espécies, Lycopodiella com 11 espécies e cinco variedades e



22

Lycopodium com cinco espécies, sendo que cerca de 85% das espécies de
Lycopodiaceae ocorrentes no Brasil concentram-se nas regides Sul e Sudeste.
(Dllgaard & Windisch 1987; dligaard 1992; 1993; 1995; 1996).

Plantas do género Huperzia vém sendo empregadas durante séculos na
medicina tradicional chinesa para o tratamento de contusdes, condi¢cdes de estresse
e de esgotamento mental, inflamacbes, esquizofrenia, miastenia grave e de
envenenamento por organofosforados (Ma et al., 2006). Aléem disso, dois alcaldides
encontrados em espécies desse género, huperzina A e B, demonstraram ser
potentes inibidores da atividade da enzima acetilcolinesterase (Liu et al, 1986; Ayer,
1991). Esse fato desencadeou o interesse por um grupo de metabdlitos que ocorrem
na familia Lycopodiaceae: os alcaléides de Lycopodium, 0s quais se tornaram uma
potencial nova fonte de produtos naturais de interesse farmacolégico (Ma & Gang,
2004).

3.1.1. Lycopodium clavatum L.

A Lycopodium clavatum L. é uma planta de ampla distribuicdo pelo mundo. A
espécie ocorre em locais entre 600 e 2500 metros de altitude. E encontrada em
barrancos de solo pobre e desnudo juntamente com samambaias e poaceas, cresce

inclusive em barrancos verticais, formando grandes aglomerados de individuos.

A planta é popularmente conhecida como licopddio, pinheirinho, chifre de
veado, pé de lobo e, em inglés, como clubmoss; trata-se de um esporofito terrestre,
perene com ramos eretos, bifurcados e para cima, folhas lanceoladas e afiladas. No
verao aparecem esporos bifurcados amarelos dos ramos verticais. Apresenta caule
primério longo-reptante com 3 a 12 mm de didmetro, verde-oliva a pardacento;
microfilos ascendentes, alterno-verticilados, lineares a aciculares, apice
membranaceo ou filiforme, margem inteira, papiraceos, quatro a sete microfilos por
verticilo, 6-8 x 0,4-0,5 mm (Ramos & Silvestre, 2010).

O extrato etandlico bruto de Lycopodium clavatum tem sido muito utilizado na
medicina complementar e é investigado como alternativa para o tratamento de varias

doencas do figado e doenca de Alzheimer. Além disso, é usado como homeopético
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e suas diluicdes apresentaram efeitos hepato-protetores e anti-cancerigenos para
cancer de figado em ratos (Mandal et al., 2010; Samadder et al., 2013).

O extrato da planta, em relacédo a sua composicao de alcalbides, apresenta a
licopodina como substancia majoritaria (84.5% segundo Orhan et al., 2006; 60%
segundo Mandal et al., 2010) seguida de diidrolicopodina e licodina. O extrato bruto
possui relatada atividade anticolinesterasica, efeito este atribuido aos alcaloides
extraidos de Lycopodium clavatum L., aos quais também foram atribuidas atividades
anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral e antifungica (Orhan et al., 2006; Orhan et
al., 2007; Konrath et al., 2012).

3.2. Metabodlitos secundarios

Os metabdlitos secundarios sédo formados a partir da glicose via dois
intermediarios principais, o acido chiquimico e o acetato. O acido chiquimico origina
0s aminoacidos aromaticos, dos quais derivam entdo os metabolitos secundarios
aromaticos como, por exemplo, taninos hidrolisaveis, fenilpropandides e alcaldides
(derivados do triptofano e tirosina/fenialanina). A combinacdo de uma unidade de
acido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados resultam os
metabdlitos antraquinonas, flavonoides e taninos condensados. Ja os acetatos
podem dar origem aos alcaldides (derivados dos aminoacidos alifaticos ornitina e
lisina) através da via do acido citrico; podem produzir derivados do isopreno pela via
do mevalonato e os acidos graxos e acetogeninas pela condensacédo da acetil CoA
(Santos, 2003). O ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios € apresentado na

Figura 3.1.



24

GT.Il]’ OsE
ﬁc-:iocllmwnra.______ - — acet]l Cod
trpiofan fepiabnma’  dcido T celodo ¥ condemsacio
twosEa gabco icido mevalonsto
bakind | csico - |
mdoboos e i acados graxos
qumohingeo idroinaves AntraquEaS aceogenmas
Phrvcnoales b toprenddes
tamos condensados  bsma
protoak aloides acudo terpentndes ¢
alcakindes CEEUTBCO esterds
soquenclincs e
benzbsoqumolizuces alcalkinde
prrobdime os,
tropiEne o5,
ferndpr opamastes prrokndinecos,
| ppendincos ¢
qumakndineos
Benmias & homanes
CUITTT TS

Figura 3.1. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios (Santos, 2003).

3.2.1. Alcalbides

Os alcaldides s&do produtos derivados dos metabdlitos primarios,
sao bases nitrogenadas organicas, geralmente com um
anel heterociclico. Na sua grande maioria, os alcaléides possuem carater alcalino, ja
que a presenca do atomo de nitrogénio representa um par de elétrons nédo
compartilhados (De Luca & St Pierre, 2000).

Aproximadamente 20% das plantas acumulam alcaldides, sendo descritos
mais de 12.000 alcaldides, o que sugere maior diversidade estrutural e
biossintética comparado a outros metabdlitos secundarios
(Croteau et al., 2000; De Luca & St Pierre, 2000).

Essa classe de compostos do metabolismo secundario € famosa pela
presenca de substancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo
muitas delas largamente utilizadas como venenos ou alucinégenos, além de terem
conhecidos efeitos farmacologicos em seres humanos e animais. Dentre eles

destacam-se a morfina (hipnoanalgésico), usada em pacientes com cancer em fase
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terminal; a colchicina, utilizada no tratamento da gota; a quinina, como antimalarico;

a teobromina e teofilina como diuréticos (Henriques et al., 2003).

As primeiras investigaces sobre alcaldides de Lycopodium foram em 1881,
quando Boodeker separou a licopodina da planta Lycopodium complanatum. Em
1938, Achmatowicz e Uzieblo isolaram a licopodina, e elucidaram sua férmula
molecular. Durante o inicio da década de 1980, pesquisadores chineses
selecionaram espécies de Lycopodium para novas drogas a serem usadas no
tratamento da miastenia grave. Ja no periodo de 1986 a 1990, houve o maior
destaque da pesquisa desses alcalbides, pois foi descoberta sua atividade para

inibicdo da acetilcolinesterase (Ma & Gang, 2004).

Até 2004, 201 alcaldides de Lycopodium foram identificados, oriundos de 54
espécies de Lycopodium. Estes alcaldides geralmente contém um esqueleto
composto de 16 carbonos, embora possam apresentar até 32 carbonos (dimeros
aparentes), ou menos do que 16 atomos de carbono (provavelmente resultante de
clivagem) (Ma & Gang, 2004).

A licopodina possui féormula CigH2sNO e peso molecular de 247 g.gmol™.
Extraida de Lycopodium clavatum L., é citada na literatura como uma opc¢ao para
tratamento do mal de Alzheimer devido aos efeitos antioxidante e de inibicdo da
acetilcolinesterase (Konrath et al., 2012). Além disso, Mandal et al. (2010) relataram
consideravel inibicdo do crescimento de células Hela (linhagem de células epiteliais
de carcinoma de colo de utero humano) e, devido a esse resultado, indicaram sua
utilizacado para quimioterapia. Bishayee et al. (2013) também constataram inibicao

de proliferacdo e inducdo a apoptose em células humanas de cancer de prostata.

3.3. Extracdo com fluido supercritico

A extracao supercritica é definida como a utilizacdo de fluido supercritico para
remover seletivamente analitos a partir de matrizes soélidas, semi-sélidas e liquidas.
As principais propriedades dos fluidos supercriticos relacionadas aos processos de
extracdo sdo oriundas da combinacédo de propriedades semelhantes aos liquidos e

outras semelhantes aos gases. Entre elas destacam-se o poder de solvatacdo, a
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difusividade relativamente alta, a baixa viscosidade, além de tensdo superficial
minima. Em comparacdo com a extracao liquida, a extracdo supercritica apresenta
as vantagens de ser, geralmente, mais rapida; o solvente é mais facil de ser
removido; a pressdo, bem como a temperatura e a natureza do solvente, podem ser
utilizadas para selecionar, até certo ponto, oS compostos a serem extraidos,
tornando-a mais seletiva. Com isso, a extracdo com fluido supercritico € uma
alternativa para reduzir o tempo de trabalho e o uso de produtos nocivos envolvidos
na extracdo, como, por exemplo, metanol, diclorometano, hexano, entre outros
(Castro, 2004; Taylor, 1996).

Os fluidos supercriticos foram observados pela primeira vez em 1822, quando
Baron Cagniard de La Tour descobriu o chamado ponto critico. Em seus
experimentos, ele verificou que para cada substancia existe uma temperatura abaixo
da qual a condensacao para liquido (ou evaporacdo até um gas) é possivel através
de uma variacao de pressdo. Porém, acima dela estes processos ndo ocorrem; essa
€ a temperatura critica. Ja a pressao critica € a pressao mais elevada na qual um
liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura do liquido ou um
géas transformado em liquido através de diminuicdo da temperatura. Uma substancia
acima da temperatura critica (Tc) e da pressao critica (Pc), ou seja, que ultrapassa o
ponto critico, s6 pode existir na forma de fluido, ndo sendo possivel diferenciar as
fases liquido e gas, conforme esta representado no diagrama de fases da Figura 3.3.
(Clifford, 1999; Taylor, 1996).

A

Pressdo

Salido Fluido
Liquide Supercritico
Pc — —/"’.
Ponto Critico
Ponto Triplo

Gas

I -

Tc Temperatura

Figura 3.3. Diagrama de fases de uma substancia pura. (Adaptado de Taylor, 1996).
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A possibilidade do uso dos fluidos supercriticos para extragcdes € justificada
pelo seu grande poder de solvatacdo, o que foi demonstrado primeiramente por
Hannay e Hogarth em 1879, porém foi pouco explorado na primeira metade do
século XX. Em 1936, Wilson, Keith e Haylett conceberam um processo de
desasfaltacdo para refinamento de O6leos lubrificantes. Em 1970, ocorreu um
significante desenvolvimento na extracdo com fluido supercritico: Zosel reportou a
descafeinizacdo do café com CO,, sua patente foi um importante incentivo para os
trabalhos futuros. A partir de 1980, houve um rapido desenvolvimento do processo
com fluido supercritico para extracdo de lupulo, colesterol da manteiga, perfumes e
aromatizantes a partir de produtos naturais; solventes e mondémeros residuais de

polimeros e acidos graxos insaturados de Oleos de peixe (Taylor, 1996).

Atualmente, os fluidos supercriticos sao investigados para diversas aplicagfes
como remediacdo de solos, reacdo quimica e sintese de polimeros e compostos
organicos, impregnacdo e deposi¢do in situ de produtos quimicos, remocdo de
nicotina do tabaco, nucleacéo e controle do tamanho de particula, limpeza de pecas

eletrénicas, entre outros (Taylor, 1996).

Em funcéo da preocupacgao existente com a toxicidade do meio de extragéo,
com o solvente residual e com a estabilidade térmica de materiais, o CO;
supercritico destaca-se como uma importante ferramenta na industria de alimentos e
farmacéutica. Nas extracdes supercriticas o solvente mais utilizado, em geral, € o
diéxido de carbono (CO,), o qual apresenta baixos valores de temperatura critica
(31,1°C) e pressao critica (73,8 bar). Também apresenta as vantagens de nao ser
toxico e ser mais seguro do que solventes comuns utilizados em procedimentos de
extracdo classicos; ndo é inflamavel, € menos dispendioso do que o0s solventes
liquidos, é encontrado disponivel em estado de elevada pureza e pode ser reciclado.
Além disso, embora o CO, seja apolar, quando utilizado em extracdo supercritica
sua polaridade pode ser manipulada pela adicdo de pequenas quantidades de um

co-solvente, tal como o metanol (Castro, 2004; Taylor, 1996).

Segundo Castro (2004), drogas relevantes foram isoladas utilizando a
extracdo supercritica, por exemplo, 0s principios ativos de plantas medicinais tais

como acido artemisinina e artemisininico utilizados na tratamento da malaria;
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michellamine A e B, alcaléides promissores para inibicdo do virus HIV; e efedrina, a
qual foi extraida seletivamente a partir de Ephedra sinica utilizando dietilamina e
metanol como modificadores. Ainda segundo Castro (2004), dentre a vasta gama de
compostos de diferentes naturezas isolados a partir de matrizes vegetais, 0s

alcalbéides sao os compostos mais explorados pelo processo supercritico.

3.3.1. O processo

O processo de extragdo supercritica tem como equipamentos bésicos um
compressor ou bomba de alta pressao, dois trocadores de calor, vaso de extracéo,
valvula de expansdo e vaso separador. Para a extracdo, o solvente pode estar
inicialmente no estado gasoso ou liquido, sendo pressurizado por compressor ou
bomba de alta pressdo, respectivamente. Em seguida, sua temperatura €
aumentada através de um pré-aquecedor e, assim, o fluido atinge o estado
supercritico e € alimentado no vaso extrator. Quando se soma ao processo 0 uso de
co-solvente, ele € bombeado de um reservatdrio para um vaso de mistura localizado
antes do pré-aguecedor. Nesse vaso ocorre a homogeneizacdo com o solvente.
Apés a extracdo, a mistura solvente (e co-solvente) e extrato passam pela valvula de
expansdo; a pressao € reduzida bruscamente e o solvente passa para o estado
gasoso, separando-se do extrato, que precipita no vaso separador (Cassel et al.,

2008).

A seletividade e o rendimento da extracdo dependem do ajuste adequado de
pardmetros do processo, entre os quais se destacam pressdo, temperatura, co-
solvente, e, o de maior efeito, a vazédo de solvente. O aumento da capacidade de
extracao por incremento da vazado é maior do que o incremento obtido pela variagcédo
dos demais parametros do processo. O poder de solvéncia do fluido supercritico
esta diretamente relacionado a densidade, a qual varia em funcédo da presséo e da

temperatura, cuja relacao pode ser visualizada na Figura 3.4.
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Figura 3.4. Diagrama da densidade do CO, (kg.m™®) em funcao da pressao e temperatura
(Mukhonopadhyay, 2000).

A temperatura constante, a taxa de extracdo aumenta com o aumento da
densidade. Maiores temperaturas também promovem maiores taxas de extracao,
exceto se a pressado estiver proxima do ponto critico, caso em que ocorre um
comportamento retrégrado da solubilidade. De uma forma geral, o aumento da
pressdo (a temperatura constante) aumenta a capacidade de solubilizagcéo do fluido

supercritico (Cassel et al., 2008; Mukhonopadhyay, 2000).

A adicao de co-solvente esta relacionada a ideia da interacdo com um ou
mais componentes resultando maior solubilidade de determinado composto no fluido
supercritico, ou seja, contribuindo para uma melhor seletividade. Geralmente o co-
solvente aumenta a polaridade e poder de solubilizagcdo do solvente em determinada
condicdo de temperatura e pressédo. Além do efeito no poder de solvatacéo, os co-
solventes também tem importante acdo nas matrizes, em que o analito se liga
fortemente através de quimissorcdo e fisissor¢do. No caso de utilizacdo de um

modificador polar, uma vantagem € o inchaco da matriz, pois assim h&a aumento do
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volume interno, o0 que, por sua vez, aumenta a area de superficie acessivel aos

solventes supercriticos (Mukhonopadhyay, 2000).

3.4. Modelagem matematica da extracao

A modelagem matemdtica das curvas de extragcdo € uma ferramenta que
permite determinar parametros do processo, sendo importante na predicao,
otimizacao e scale-up da extracdo. Em funcao disso, muitos modelos sao propostos
na literatura. De um modo geral, ha modelos empiricos, modelos baseados na
transferéncia de massa em uma uUnica fase do processo (fase fluida ou particula
sélida), modelos que consideram a transferéncia em ambas as fases, modelos
estabelecidos por analogia ao transporte de calor e combinacbes entre eles.
Entretanto, como a curva de extracdo pode variar conforme as condigbes de
extracdo, tipo de produto obtido, tipo de matéria-prima, solvente utilizado, forma
geomeétrica do extrator e estrutura vegetal do material usado na extracao, ndo ha um
modelo que possa ser considerado aplicavel a qualquer fendmeno de transferéncia
de massa, cada modelo considera diferentes caracteristicas de um determinado
processo (Gaspar et al., 2003; Cassel et al., 2008). Uma breve descricdo de alguns

modelos sera apresentada a seguir.

Um dos primeiros modelos para o processo de extracdo supercritico foi
baseado em balancos diferenciais e leis de conservagdo de massa, proposto por
Bulley et al. (1984). Também fundamentado em balanco diferencial, um modelo
proposto por Reverchon et al. (1993) foi aplicado a uma particula esférica onde o
mecanismo difusivo se manifesta de forma que a variacdo da concentracdo seja

apenas na direcao radial da esfera.

Com relacdo aos modelos empiricos, segundo Reverchon (1997), eles
servem para representar de forma aproximada processos de extragdo em casos em
que ndo estdo disponiveis informagdes sobre os mecanismos de transferéncia de
massa e relagbes de equilibrio, entretanto, tais equacdes ndo expressam o
fendmeno fisico do processo. Esquivel et al. (1999) propuseram um modelo empirico

baseado na equacdo de Langmuir para a cinética do crescimento microbiano. O
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modelo é bastante simples, porém é limitado a condigbes especificas de um

processo.

Um dos primeiros modelos a introduzir uma descricdo do fenébmeno fisico foi
sugerido por Sovova (1994) que supds gue o soluto a ser extraido apresenta-se de
duas formas: uma facilmente acessivel e outra de dificil acesso. Tal proposta surgiu
da observacédo de que 6leos de matérias-primas vegetais normalmente encontram-
se em células das plantas, protegidos pelas paredes dessas células. Apds passar
por moagem, parte das paredes celulares seriam rompidas, tornando o soluto de
facil acesso. Porém, outras células permaneceriam intactas, impedindo o contato
direto do solvente com o soluto. Com isso, o modelo considera que a extracao
ocorre em trés etapas: na primeira ha soluto facilmente acessivel em todas as
particulas do leito de extracdo, na segunda o soluto facilmente acessivel € esgotado
gradualmente da entrada até a saida do leito e por fim, na terceira etapa, ha apenas
soluto de dificil acesso. Através do balanco de massa dentro do leito para cada uma
das trés etapas, o modelo apresenta uma solucéo analitica razoavelmente simples.
Esse modelo considera ainda o regime pseudo-estacionario, 0 escoamento

pistonado e as propriedades do sistema constantes durante a extragcao.

Em uma analogia da extracdo supercritica com a transferéncia de calor,
Reverchon (1997) aplicou a Segunda Lei de Fick para a difusdo. Nesse modelo, uma
particula esférica é o solido que contém o 6leo a ser extraido e 0 meio é o solvente e
0 balanco de massa na superficie interna da particula resulta em uma equacéo que
relaciona a quantidade de Oleo remanescente no soélido em funcdo do tempo de

extracao.

Ja Gaspar et al. (2003), apresentaram um modelo fundamentado na proposta
de Bartle et al. (1990), no qual a particula sélida € considerada plana. Esse modelo,
conhecido como SSP (Simple Single Plate), se baseia no balan¢co de massa apenas
para a fase sélida e considera as seguintes hipoteses: o0 6leo extraivel esta
inicialmente distribuido de forma uniforme no interior das particulas, a extracdo
ocorre com igual velocidade em cada particula, o transporte é difusivo e ocorre
através da espessura das particulas sendo a resisténcia oferecida pelo filme

estagnado desprezivel. A equacédo obtida pelo modelo expressa o grau de extracao



32

em fungéo do tempo de extragdo e tem como Unico parametro ajustavel o coeficiente
de difusdo. O modelo teve um bom ajuste aos dados experimentais, entretanto
apresentou maiores desvios quando comparado a outro modelo que considera

também o balanco de massa na fase fluida.

Sovova et al. (2007) apresentaram um modelo que leva em consideracao a
existéncia de dois periodos significativos ao longo da extracdo supercritica
verificados a partir de dados experimentais. No primeiro periodo, ocorre a extracao
do soluto livre nas cavidades abertas da matriz vegetal e a concentracdo de
equilibrio com a fase fluido corresponde a solubilidade do soluto puro no solvente.
Na segunda etapa, o soluto de facil acesso ja foi esgotado, sendo extraido o soluto
de dificil acesso e a concentracao de equilibrio com a fase fluida € menor. Com base
nessas duas etapas, Sovova et al. (2007) propuseram um modelo mais simples, no
qual cada etapa é representado por um linha reta.

Os modelos utilizados para a extragdo supercritica de Lycopodium clavatum
L. foram definidos a partir da analise do comportamento experimental e sao

apresentados a seguir no capitulo “materiais e métodos”.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Matéria-prima

A planta Lycopodium clavatum L. (Figura 4.1) foi coletada em S&o Francisco
de Paula (RS) no Centro de Pesquisa e Conservacdo da Natureza (CPCN) Pré-
Mata. No més de junho de 2012 foi realizada uma coleta prévia para a identificacao
botanica da espécie. Apos, foi coletada para 0os experimentos nos meses de outubro
e novembro de 2012 (combinados em um Unico lote), junho e novembro de 2013. A
identificacdo do material vegetal foi realizada pelos professores da Faculdade de
Biociéncias da PUCRS Dra. Nelsa Cardoso e Dr. Claudio Augusto Mondin.

Figura 4.1. Lycopodium clavatum L. em beira de trilha do CPCN Pr4-Mata.

Todo o material vegetal (partes aéreas, raizes, esporos, folhas) foi seco em
estufa a 40°C por 48 horas e posteriormente triturado em moinho de facas. O
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material moido apresentou didmetro médio de 1,29 mm, determinado por andlise

granulométrica com série de peneiras Tyler.

4.2. Extracéo por Soxhlet

A extragdo por aparelho de Soxhlet consiste em um método de extracdo a
guente, em sistema fechado e que utiliza solventes volateis para a extracdo de
sélidos. O processo apresenta a vantagem de utilizar uma quantidade reduzida de
solvente, quando comparado aos outros métodos tradicionais. Isso ocorre devido ao
fato do material vegetal entrar em contato com solvente renovado a cada ciclo de
operacdo (Falkenberg et al., 2003). O sistema para a extracdo (Figura 4.2) é
constituido basicamente por um baldo de destilacdo, uma manta de aquecimento, o
aparelho de Soxhlet e um condensador. A extracao foi realizada no Laborat6rio de
Operacdes Unitarias (LOPE) da PUCRS, onde a planta moida (50 g) foi introduzida
no Soxhlet em um cartucho de papel filtro e entdo o solvente (300 mL de etanol) foi
adicionado ao baldo. Em seguida, a operacao foi iniciada com o aqguecimento do
solvente, o qual evapora, chega ao condensador, retorna para o estado liquido e,
por fim, entra em contato com a planta no aparelho de Soxhlet. O solvente acumula
no Soxhlet até o momento em que a altura do liquido atinge um sifdo e entdo a
mistura solvente-extrato escoa para o baldo, caracterizando um ciclo. O tempo
decorrido até o primeiro ciclo foi de 55 minutos, sendo realizados trés ciclos no total.

Apds a extracao, o solvente foi eliminado com o uso de um evaporador rotatério.

Figura 4.2. Extracdo em aparelho de Soxhlet.
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4.3. Extracéo supercritica

As extracdes com fluido supercritico foram realizadas na unidade piloto
(Figura 4.3) do Laboratério de Operac¢6es Unitarias (LOPE) da PUCRS.

Figura 4.3. Unidade piloto de extracdo supercritica — LOPE.

A unidade de extracdo supercritica, representada pelo fluxograma da Figura
4.4, é constituida por dois cilindros com CO,, o qual, no estado liquido, passa por um
consensador (C1) para evitar sua vaporizagdo devido a diferenca de temperatura
entre 0 ambiente e a tubulacdo e é pressurizado através de uma bomba de alta
pressdo Maximator® G35 (P1). Apés, o CO, segue por um pré-aquecedor (W1) para
gue atinja o estado supercritico e, entdo, o fluido supercritico é alimentado no vaso
de extracdo (B1l) que contém a matriz a ser extraida. O equipamento conta com
vasos de 100 mL, 500 mL e 1000 mL. Em seguida, o produto passa por uma valvula
micrométrica Hoke®-Micromite® 1600 (VC1) onde o CO, se expande e tem sua
vazdo maéssica determinada por um sensor Siemens® Sitrans F C Massflo® Mass
6000. A valvula micrométrica é aquecida por resisténcias elétricas para que assim
seja evitado o congelamento do solvente na etapa de despressurizacdo devido ao
efeito Joule-Thomson. O extrato, ja separado do solvente que passa para a fase
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gasosa durante a expansao, € coletado no vaso separador (B2). O equipamento
conta ainda com uma bomba para co-solvente, software de monitoramento e

controle automatizado.
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Figura 4.4. Fluxograma do processo de extracdo supercritica: C1 — condensador; P1 — bomba de alta
pressao; W1 — pré-aquecedor; B1 — vaso de extracdo; B2 — vaso de separacao; VC1 — valvula de

expansdo micrométrica; TC — controlador de temperatura, V1 a V6 — valvulas.

As extracOes foram realizadas no vaso de 500 mL utilizando CO, com vazéo

de 800 g.h™. Em cada procedimento foram utilizados 100 gramas de planta moida.

Um dos pardametros considerados nesse trabalho, o pré-tratamento com
solucéo alcalina, foi uma adaptacéo da ideia inicial de utiliza-la como co-solvente, o
gue havia sido definido com base em estudos de extracao supercritica de alcaldéides
relatados na literatura. Segundo Kim et al. (2001), os alcal6ides na planta
apresentam-se no vacuolo das células, na forma de sais, soliveis em 4gua. Como,
tratando-se de solventes apolares, geralmente os sais de alcaldides sédo insolluveis
mas suas bases livres sdo muito solGveis, um co-solvente alcalino pode aumentar a

solubilidade dos alcal6ides no CO; supercritico.

Choi et al. (1999) investigaram o uso de co-solvente alcalino para a extracao
dos alcalbides hiosciamina e escopolamina. Para isso, 0s autores utilizaram como
alcalinizante dietilamina, adicionada aos co-solventes agua e metanol na proporcéo
de 10% (v/v). Com isso, o rendimento da extragao foi melhor quando comparado ao
uso de co-solventes sem dietilamina, pois assim o0s sais de hiosciamina e

escopolamina foram extraidos na forma de base livre, tornando-se bastante soluveis
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no solvente apolar. Bahramifar et al. (2005) testaram metanol alcalinizado com
dietilamina e com hidroxido de potassio e também relataram assim melhorar o
rendimento de extracdo de propanolol e fenazopiridina. Outro exemplo de extracao
supercritica de alcaldides usando modificador alcalino foi relatado para cefalotaxina

a partir de folhas de Cephalotaxus wilsoniana (Choi et al., 2000).

No equipamento de extracdo supercritica do LOPE néo é possivel a utilizacao
de metanol, dietilamina ou hidroxido de potassio, devido ao risco dessas substancias
atacarem suas vedacgOes. Sendo assim, foi proposta nesse trabalho uma extracéo
em meio alcalino, porém utilizando como co-solvente uma solugédo tampéo pH 12 de
carbonato e bicarbonato de sédio. O pH elevado poderia concentrar a licopodina na
forma de base livre, conforme esta representado na Figura 4.5, onde séo
apresentadas as estruturas moleculares da licopodina na forma de base livre e sal,

em relagao ao pH.
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Figura 4.5. Estrutura molecular da licopodina em funcéo do pH (ChemAxon, 2013).
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Seriam avaliadas as extra¢gdes supercriticas com adi¢cédo de 0, 5 e 10% de co-
solvente, sendo essa uma das varidveis da andlise multivariada. Algumas extracdes
chegaram a ser realizadas, porém ocorreu a precipitacdo de carbonato na tubulacéo
e nas valvulas do equipamento, comprometendo a seguranca da operacdo. Em
funcdo disso, foi necessario modificar o experimento. A fim de continuar com a
proposta de promover uma alcalinizacdo que pudesse favorecer a solubilizagéo da
licopodina no CO, supercritico, na forma de base livre, a solucdo que seria usada
como co-solvente passou a ser utilizada para uma espécie de tratamento da planta
pré-extracdo. Assim, passou entdo a ser avaliada a varidvel tempo de contato da
planta com a solucgao.

O pré-tratamento consistiu basicamente no contato de 100 g de planta
imersos em 300 mL da solugcdo. Apés um periodo de tempo pré-estabelecido a
planta era pressionada manualmente contra uma peneira para remog¢ao do excesso
de liquido e por fim era transferida para o vaso de extracdo. A solucdo era trocada

para cada amostra.

4.4. Planejamento de experimentos

O planejamento de experimentos é uma ferramenta que se destaca pela
avaliacdo do efeito das interacdes de fatores, pois, diferentemente do método
tentativa e erro, um conjunto de fatores tem seus niveis variados simultaneamente.
Por isso, essa ferramenta foi escolhida para a otimizacdo da extracdo supercritica de
licopodina a partir de Lycopodium clavatum L., sendo avaliados os efeitos dos
fatores pressdo e temperatura do CO;, e tempo de imersédo da planta em solugéo
alcalina com um namero reduzido de experimentos quando comparado aos métodos

que testam uma variavel Unica por vez.

4.4.1. Metodologia de superficie de resposta — Box- Behnken

A metododologia de superficie de resposta consiste em técnicas matematicas
e estatisticas que possibilitam a avaliacdo da influéncia de varias variaveis sobre
uma ou mais respostas e tem como principal objetivo a otimizacdo da resposta. A

relacdo entre as varidveis e a resposta sdo modeladas ajustando-se os resultados
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experimentais através de modelos lineares ou quadraticos e pode ser representada
graficamente como uma superficie em um espaco tridimensional, o que explica a
denominacédo do método (Barros Neto et al., 1996; Montogomery & Runger, 2003).
Para o ajuste do modelo, a analise de variancia (ANOVA) e a criacdo da superficie

de resposta foi utilizado o programa estatistico Minitab®.

Um planejamento de superficie de resposta € o de Box-Behnken, o qual
consiste em um meétodo baseado em um planejamento fatorial fracionado em trés
niveis. O namero de experimentos € dado por N = 2k (k-1) + Coy, onde k € o niUmero
de variaveis e Co 0 numero de replicatas no ponto central (Barros Neto et al., 1996;
Montogomery & Runger, 2003) . Nesse estudo, as variaveis k (presséo, temperatura,
tempo de imerséo na solucéo alcalina) assim como Cy equivalem a trés, resultando o

total de 15 experimentos.

A matriz do planejamento foi criada no software Minitab® com o qual os
experimentos foram aleatorizados (base 9). A forma rand6mica € importante para
gue os erros de variaveis ndo controlaveis sejam distribuidos ao longo dos
experimentos, tornando possivel a andlise estatistica. A matriz de delineamento dos
experimentos com os niveis de cada fator, bem como suas combinag¢fes, conforme
designadas pelo planejamento Box-Behnken, € apresentada a seguir na Tabela 4.1
no formato codificado e na Tabela 4.2 com os valores das variaveis (formato nao
codificado). A presséo teve valor minimo de 200 bar e maximo de 300 bar, enquanto
a temperatura variou entre 40 e 60°C e foi avaliado o tempo de imersédo da planta

em solucéo alcalina entre zero (processo sem imerséo) e duas horas.



Tabela 4.1. Planejamento Box-Behnken - fatores e niveis codificados.

Ordem padréo Presséo Temperatura Tempo de imerséo
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1

10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
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Tabela 4.2. Planejamento Box-Behnken — valores dos fatores e niveis (ordem randomizada).

Ordem Ordem de

padréo ensaio Presséo (bar) Temperatura (°C) Tempo de imerséo (h)
13 1 250 50 1
3 2 200 60 1
2 3 300 40 1
1 4 200 40 1
15 5 250 50 1
10 6 250 60 0
6 7 300 50 0
5 8 200 50 0
7 9 200 50 2
4 10 300 60 1
8 11 300 50 2
11 12 250 40 2
9 13 250 40 0
14 14 250 50 1
12 15 250 60 2

A otimizacdo das extracdes foi realizada em funcéo da licopodina extraida.
Para isso, foram comparados os percentuais de licopodina presentes nos extratos
(concentracdo), o que foi determinado através da andlise cromatografica pelo
método da normalizacdo de éarea. Assim, pela normalizagdo, a area no
cromatograma do pico da licopodina foi comparada com a porcentagem da
composicdo da mistura, conforme a equacdo 4.1 (Bonato, 1988), sendo as areas

obtidas por integracéo dos picos com o software GCMS Solution®.

area pico licopodina

- : 4.1)
area total dos picos

% licopodina =

4.5. Andlise da licopodina por cromatografia gasosa e espectrometria de
massas (CG-EM)
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4.5.1. Preparacao da amostra

O extrato bruto antes de ser analisado foi submetido a uma etapa de extracao
de alcalbides, a fim de concentrar a licopodina através da remocéo de substancias
como ceras, terpenos e pigmentos. Esse processo foi realizado em funil de
separacédo pelo método acido-base de Stas-Otto (Kovar et al., 2010; Henriques et al.,
2003; Sharapin, 2008b).

O extrato bruto foi ressuspendido em solug&o de acido cloridrico (HCI 5% v/v)
e particionado com diclorometano. A fase organica foi entdo descartada e a fase
aguosa, contendo alcaldides na forma de sal, foi alcalinizada com solucdo de
hidréxido de sédio (NaOH 2 mol.L™) até pH 12. Em seguida, a fase alcalina foi
submetida a particdo com diclorometano. Apés, a fase aquosa foi descartada e o
extrato de alcaloides foi finalmente obtido pela evaporacdo do solvente organico.

Para ser analisado, o extrato de alcaldides foi solubilizado em metanol.

4.5.2. Andlise por CG-EM

As amostras de extratos de alcaldides de Lycopodium clavatum L. foram
analisadas no Laboratorio de Pesquisas Ambientais (LAPA) da PUCRS com um
cromatografo a gas da marca Agilent modelo 7890A equipado com um
espectrometro 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 um de
diametro interno com espessura de filme de 0,25 um. A programacdo de
temperatura do forno foi de 230°C por 2 minutos; apos foi aquecido a uma taxa de
20°C / min até 250°C e mantido a essa temperatura por 2 minutos. Em seguida, foi
submetido a um aquecimento de 5°C / min até a temperatura de 280°C, a qual foi
mantida por 5 minutos. A temperatura do injetor foi de 300 °C; modo de injecao split
com razao de split 1:10; volume injetado igual a 1,0 yL. O gas de arraste utilizado foi
hélio com vazdo 0,8 mL.min™; a temperatura da interface foi de 280 °C; modo MS El
com tensdo de ionizagdo por impacto de elétrons de 70 eV. O intervalo de aquisicdo

de massas analisado, m/z, foi de 30 a 450 u.m.a.
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Os compostos foram identificados por comparagdo com a biblioteca de
espectros de massas NIST.

4.6. Modelagem matematica da transferéncia de massa na extracao

supercritica

A transferéncia de massa de soluto da planta para o fluido supercritico esta
relacionada a curva de rendimento (massa extraida em funcdo do tempo). Para
obtencdo dos parametros do fenémeno foram usados trés modelos, aqui
denominados, modelo 1 (Crank, 1975), modelo 2 (Sovova, 1994) e modelo 3
(Reverchon, 1996).

4.6.1. Modelo 1

O modelo 1, desenvolvido a partir da Segunda Lei de Fick, admite a difusdo
em uma unica particula na forma de placa plana placa, e considera que o transporte
do soluto na superficie externa ocorre por conveccdo. Esse modelo descreve o
comportamento do leito como um todo através da transferéncia de massa em uma
Gnica particula, o que é uma hipétese simplificada do processo. Com isso, o0 modelo
considera a transferéncia de massa por convecgao junto ao contorno da particula,

Cuja representacao é:

ac
=D == ke(Cs = Cen) 4.2)
Na expressao acima, D é a difusividade do soluto através da matriz vegetal, k.

é coeficiente convectivo de transferéncia de massa, Cs é a concentragdo do soluto
no fluido adjacente a particula e C,, € a concentracdo do soluto que se desloca no
entorno da particula sélida. Sendo a espessura da folha limitada por-1 < x < l e
com concentracdo inicial uniforme, a solucdo da Segunda Lei de Fick para a
condicao de contorno da equacéo 4.2, para transferéncia em ambas as superficies
da placa, é dada por (Crank, 1975):
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o0 t
M, . 2 L2 exp (—B,zl D l_z) 4.3)
Mo L BR(BR+ L2+ L) '
Onde B, sao as raizes positivas de:
Pptanf, =L (4.4)
e
L = Lke (4.5)

Assim, a equacao 4.3 expressa a quantidade de soluto (M,) extraida da folha
até o tempo t como uma fracdo em relacdo a quantidade total extraida (M.,) em um

intervalo de tempo infinito.

4.6.2. Modelo 2

O modelo 2 foi proposto por Sovova (1994) e considera que a extracdo do
soluto com CO, supercritico pode ser dividida em periodos. Isso porque o soluto
contido nos vegetais é protegido pelas paredes das células, as quais, em parte, sdo
rompidas no processo de moagem, ficando o soluto disponivel na superficie das
particulas. Assim, em um primeiro periodo da extracdo, Sovova considera que é
extraido apenas o soluto de facil acesso, o qual tem contato direto com o solvente.
Em uma segunda etapa, o soluto facilmente acessivel é esgotado gradualmente da
entrada até a saida do leito e por fim, na terceira etapa, ha apenas soluto de dificil
acesso, contido no interior das particulas. Assim, a massa de Oleo inicialmente
presente na fase solida (O) € composta pela massa de soluto facilmente acessivel
(P) e massa de soluto inacessivel contido no interior das particulas sdlidas (K). A
massa relativa a fase sdlida isenta de soluto (N) é constante durante a extracdo e

relaciona as concentracdes iniciais de soluto:

(4.6)

==

0 P
x(t=0)= xO=N=xp+ xk=ﬁ+
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O modelo considera que o solvente é isento de soluto e que escoa axialmente
em um extrator cilindrico contendo um leito constituido por planta moida. O tamanho
das particulas e sua concentracéo inicial de soluto sdo considerados homogéneos.

Outra hipotese é de que a pressao e a temperatura no leito sdo constantes.

O balanco de massa na fase soélida e na fase fluida, para um elemento do

leito, € descrito pelas equacdes 4.7 e 4.8, respectivamente.

0x
(11— = 4.7
] 0
pea—f + pua—z =J(x,¥) (4.8)

Onde p, € a densidade da fase solida, € € a porosidade do leito, x € a fracao
de soluto na fase sdlida, expressa em base livre de soluto, y é fracdo de soluto na
fase fluida, em base livre, | é a taxa de transferéncia de massa, p é a densidade da
fase fluida, u € a velocidade superficial do solvente, t é o tempo de extracdo e h € a

coordenada na diregéo axial.

As equacdes sao resolvidas negligenciando o primeiro termo da equacéo 4.8

e considerando as condic¢des:

x(h,t =0) = x, (4.9)
y(h=0,t)=0 (4.10)

Além disso, Sovova considera também que J(x,y) é funcdo da diferenca de
concentragdo e utiliza um coeficiente local de transferéncia de massa para cada
fase. Em razdo da suposicdo de soluto de facil e de dificil acesso, a massa de
extrato (e) relativa a N varia dependendo do periodo da extracdo e tem a solucao de

acordo com a equacao 4.11.
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( qye[1—exp (-2)] q<qm (4.11)
e:{ Yrld = qm exp(zy = 2)] In <4 <qn
X s ln{l + [exp (W& — 1) exp[W (qm — q)]x—k]} q=q
k w Yr " Xo -
Onde:
_ot (4.12)
1=°N
(o — x%)
Im =37 (4.13)
B 1 x+ (g — x)exp (W xo/yr) (4.14)
dn = Qm + W In
Xo
Zw _ Yr %o exp[W(q — qm] — xx (4.15)
Z  wx Xo — Xk
_ kragp (4.16)
éI(l - E)ps
koaq (4.17)

TEEr)

Nas equagbes acima, y, € a solubilidade, Z e W séo parametros ajustaveis
para o periodo rapido e para o lento, respectivamente, e sao diretamente
proporcionais aos coeficientes de transferéncia de massa de cada fase. q é a
guantidade especifica de solvente, e 0s subscritos m e n correspondem ao inicio da
extracdo do interior das particulas e fim da extracdo de soluto de facil acesso,
respectivamente, enquanto g representa a taxa de massa de solvente em relacéo a
N. O termo z, corresponde a coordenada de contorno entre a extracao rapida e
lenta (obtido pela relacdo z = krayh/u); a area especifica é representada por ay; k¢
e k; sdo os coeficientes de transferéncia de massa das fases fluida e soélida,

respectivamente.
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4.6.3. Modelo 3

Reverchon (1996) propés um modelo para investigar a extracdo supercritica
de oOleo de salvia, sendo desenvolvido através de um balanco de massa para as
fases solida e fluida. Reverchon considera o 6leo essencial um Unico composto e
que apdés o processo de moagem apenas uma pequena fracdo do O6leo esta
disponivel na superficie das particulas. Em funcdo disso, o autor admite que a
transferéncia de massa € controlada pela resisténcia interna, sendo desprezado no

modelo a transferéncia de massa relacionada a resisténcia externa.

O autor considera a dispersao axial negligenciavel e que a densidade e vazao
do solvente sdo constantes ao longo do leito, o balanco de massa para um elemento
do extrator de altura dh é representado pelas equacdes 4.18 para a fase fluida e

4.19 para a fase solida.

Vac+ Vac+ 1 Vaq—O

u h € a3t ( £) Frin (4.18)
dq .

(1= = = ~Apkru(a—q") (4.19)

As condi¢bes iniciais e de contorno sdo: t=0, c(h,0) =0, q(h,0) =q, €
h=0, c(0,t) =0.

Nas equacdes acima, u é a velocidade superficial do solvente, V é o volume
do extrator, ¢ € a concentracdo de extrato na fase fluida, q € a concentracdo de
extrato na fase sélida, € é a porosidade do leito, h € a coordenada espacial ao longo
do leito, A, é a area total das particulas, kr) € o coeficiente de transferéncia de
massa interna, q* corresponde a concentracdo na interface solido-fluido (de acordo
com o modelo da resisténcia interna, € suposta em equilibrio com a fase fluida) e t é

o tempo de extracao.

O balanco de massa é resolvido conhecendo-se a relagdo de equilibrio das
fases. Devido a falta de dados experimentais, uma relacdo linear & geralmente

utilizada para os processos de extracao supercritica (Reverchon, 1996):
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q°=KC (4.20)
Onde K é o coeficiente de equilibrio do extrato entre as fases fluida e sélida.

Reverchon define o tempo de difusdo interna como:

o d-av (4.21)
: AkaM

A equacao 4.19, entdo, pode ser reescrita como:

aq_ 1 i
TR a—4q") (4.22)

Assumindo como valida a hipotese de Villermaux (1987) para o tempo de
difusdo interna (equacdo 4.23), é possivel determinar o coeficiente de difusédo

interna (D;).

l2
t = % (4.23)
l

Onde u € uma constante relacionada a geometria da particula (igual a 1/3
para placas) e [ é a dimensao caracteristica dada pela relacdo volume de particula

por area da particula.



49

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O extrato de Lycopodium clavatum L. apresenta composi¢cdo quimica que
varia em funcéo das condi¢cdes de processo para sua obtencdo. Uma investigacao
de algumas variaveis da extracdo com fluido supercritico foi realizada a fim de
otimizar o teor de licopodina no extrato, um alcaldide de potencial uso farmacolégico.
Para isso foi realizado um planejamento estatistico de experimentos, através do qual
foram definidas as melhores condi¢des para a extragao de Lycopodium clavatum L.
Nessas condicdes de processo, foi levantada e modelada matematicamente a curva
de extragdo, para que assim fossem determinados parametros do fenbmeno de

transferéncia de massa.

5.1. Testes preliminares

5.1.1. Anédlise por CG-EM

A fim de testar e definir a metodologia para a analise e identificacdo da
licopodina e posteriormente comparar o0s resultados da extragcdo com fluido
supercritico, inicialmente foi realizada uma extracdo no aparelho de Sohxlet
utilizando como solvente etanol. A licopodina ja havia sido extraida com a utilizacao
de solventes organicos (metanol, etanol, éter de petrdleo) por varios autores
(Konrath et al, 2012; Orhan et al, 2006; Mandal et al, 2010; Bishayee et al, 2013).
Assim, primeiramente houve o uso deste método de extracdo devido ao conhecido
sucesso na obtencdo de licopodina para verificar se a metodologia proposta
permitiria a identificacdo desse alcaldide. Dessa forma, a analise foi testada

enquanto eram definidas as condi¢des para extracao via fluido supercritico.

O programa de temperaturas apresentado mostrou-se adequado para

separacao e identificacdo da licopodina, sendo estabelecida a injecdo das amostras



50

na concentracdo de 0,5 mg.mL™? (massa de extrato final por volume de metanol)
para obtencdo de uma boa resolugdo no cromatograma. O resultado da analise para
a amostra obtida por Sohxlet é apresentada a seguir na Figura 5.1, sendo que a
identificacdo da licopodina foi realizada pela comparacado de espectros de massas
com os padrbes da biblioteca NIST. Assim, a licopodina foi identificada como
provavel substéncia para o pico com tempo de retencdo de 3,8 minutos e
apresentou area de 2,24% em relacdo a area total dos picos. Os fragmentos
caracteristicos para identificacdo da licopodina e suas intensidades relativas, entre
parénteses, foram: 190 (100); 191 (16); 247 (10); 162 (7); 134 (3); 188 (2).

TIC
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Figura 5.1. Cromatograma do extrato obtido por Soxhlet com etanol.

5.1.2. Presséo do fluido supercritico

Uma das principais propriedades do fluido supercritico que interfere na
composicao do extrato € a pressdo. De uma forma geral, compostos mais leves séo
extraidos em pressdes mais baixas, ao passo que substancias de massa molecular

mais elevadas requerem maior presséao do fluido supercritico.

Para estabelecer uma faixa de pressao a ser investigada no planejamento
estatistico, foram testadas extracdes nas pressdes de 90, 120, 200 e 300 bar, todas
na temperatura de 50°C com as demais variaveis também mantidas constantes. Os

cromatogramas obtidos sao apresentados a seguir.
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Figura 5.2. Cromatograma do extrato obtido com CO, a 90 bar.
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Figura 5.3. Cromatograma do extrato obtido com CO, a 120 bar.
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Figura 5.4. Cromatograma do extrato obtido com CO, a 200 bar.
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TIC
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Figura 5.5. Cromatograma do extrato obtido com CO, a 300 bar.

Pela analise dos cromatogramas das Figuras 5.2 a 5.5, considerando o tempo
de retencao da licopodina (3,8 min), nota-se que o aumento da presséo favoreceu a
extracdo da licopodina, sendo que nas condi¢cdes de extracdo a 90 e 120 bar n&o foi
identificado o alcaloide. Com isso, a analise multivariada teve a pressao definida na
faixa 200 a 300 bar.

5.2. Planejamento de experimentos

O planejamento de Box-Behnken foi utilizado para avaliar a influéncia dos
parametros pressdo e temperatura do CO, e tempo de contato da planta com
solucdo de carbonato de sédio na resposta percentual de licopodina no extrato.
Nesses experimentos, foi utilizada a planta coletada em novembro de 2012. Cada
extrato obtido por extracdo supercritica foi submetido a uma purificagdo com
solvente para concentracdo de alcaldides e, entdo, o extrato final foi analisado por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. Os cromatogramas de cada

amostra sdo apresentados no anexo A.

Através da integralizacdo das éareas dos cromatogramas foi expresso o
percentual de licopodina presente em cada extrato. Os rendimentos dos extratos
supercriticos obtidos variaram entre 0,187 e 1,364 % (m/m), enquanto o teor de
licopodina, relativo a area total dos picos eluidos no cromatograma, variou entre 3,48

e 20,37%, conforme é apresentado na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Rendimento total e teor de licopodina no extrato final.

Rendimento total

Amostra Presséao Temperatura _Tempzo de Re_sposta_ de extrato

(bar) (°C) imerséo (h) (% de licopodina) (% m/m)
LC1 250 50 1 5,12 0,343
LC2 200 60 1 7,75 0,248
LC3 300 40 1 20,37 0,433
LC4 200 40 1 14,92 0,674
LC5 250 50 1 3,48 0,793
LC6 250 60 0 5,49 0,901
LC7 300 50 0 11,56 1,364
LC 8 200 50 0 6,74 0,242
LC9 200 50 2 6,53 0,187
LC 10 300 60 1 11,64 1,329
LC11 300 50 2 7,49 0,274
LC 12 250 40 2 7,67 0,203
LC 13 250 40 0 9,67 0,762
LC 14 250 50 1 6,47 0,346
LC 15 250 60 2 5,65 0,720

Os dados da Tabela 5.1 foram inseridos no software estatistico Minitab®, com

o qual foi realizada a analise da variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 5.2.
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Fator gl Seq SS Adj SS Adj MS F p
Regresséo 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
Quadréatica 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 1 58,768 54,540 54,540 14,68 0,012
c*C 1 11,265 11,265 11,265 3,03 0,142
Interacéo 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 dados da ANOVA, apenas a pressdo e a temperatura sao

estatisticamente significativas (p < 0,05) considerando um nivel de significancia de

95% (a = 0,05). Também nota-se que ha o efeito quadratico dessas variaveis (P*P e

T*T), enquanto que as demais interacbes nao sdo estatisticamente significativas. O

tempo de imerséo da planta na solucéo (fator C) néo interferiu significativamente no

teor de licopodina presente no extrato final, de acordo com o indice descritivo (valor

p) de 52,7%. Com isso, a hipétese de correlagdo desse fator com a extracdo de

licopodina deve ser rejeitada.

A analise indica também que a regressao € estatisticamente significativa e

assim pode-se aplicar o modelo para descrever a variagao de licopodina no extrato
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final em funcdo das variaveis estudadas. Com valores de p de 0,025 e 0,008 para a
regressao linear e quadratica, respectivamente, deve-se entdo adotar o modelo
quadratico. Assim, os coeficientes de regressdo de superficie de resposta foram
estimados pelo modelo de Box-Behnken (modelo quadratico completo), sendo

obtidos os valores indicados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Coeficientes de regressdo de superficie de resposta para o teor de licopodina (para

variaveis ndo codificadas).

Termo Coef SE Coef p

Constante 212,969 44,178 0,005
P - 0,865 0,224 0,012

T - 3,979 1,119 0,016

C 4,853 7,136 0,527
P*P 0,002 0,000 0,005
™T 0,038 0,010 0,012
C*C - 1,747 1,003 0,142
P*T - 0,001 0,002 0,702
P*C - 0,019 0,019 0,363
T*C 0,054 0,095 0,599

S=1,927 R2=93,10% R2 (adj) = 80,69%

O modelo ajustado representa bem os dados, apresentando coeficiente de
determinacdo R2? igual a 0,9310. Porém, o coeficiente de determinacdo ajustado
apresenta o valor de 0,8069, e significa que 19,31% das variacbes nao séao
explicadas pelo modelo. Esse valor, menor que o coeficiente de determinagéo, pode
ser explicado pelo fato da variavel tempo de imersdo na solu¢do de carbonato néo
contribuir significativamente para o modelo. Enquanto o coeficiente de determinacéo
leva em conta apenas o0 numero de variaveis, o valor ajustado considera também o
impacto de cada variavel na resposta. Ainda assim, € razoavel a representacdo dos

dados pelo modelo. A validade do modelo € confirmada ainda pelo valor nao

significativo (p = 0,339 > 0,05) para a falta de ajuste, o que aponta o modelo
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qguadratico como estatisticamente significativo para a resposta. O modelo ajustado,
para variaveis ndo codificadas, é expresso pela equacéo 5.1

% licopodina = 212,696 - 0,865 P - 3,979 T + 4,853 C + 0,002 P2
+0,038T2-1,757C?2-0,001PT-0,019PC+0,054TC (5.1)

A seguir, sdo apresentadas a superficie de resposta e curvas de nivel, da

superficie da equacéo 5.1, nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente.
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Figura 5.6. Superficie de resposta para o teor de licopodina no extrato final como funcdo de
duas variaveis independentes: a) pressédo e temperatura do CO,; b) tempo de imerséo na solucao de

Na,COj; e pressao do CO,; ¢) tempo de imersdo na solucdo de Na,CO; e temperatura do CO..
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Figura 5.7. Curvas de nivel da superficie de resposta.

Os dados representados pelas Figuras 5.6 e 5.7 evidenciam uma
ascendéncia do percentual de licopodina no extrato final com o aumento da presséo
e diminuicdo da temperatura do fluido supercritico. Com isso, pode-se definir como
melhor condicéo para extracdo da licopodina a partir da Lycopodium clavatum L. os

seguintes parametros: pressdo de 300 bar, temperatura de 40 °C, sem o pré-
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tratamento com a solucdo de carbonato, o qual ndo é estatisticamente significativa
conforme a ANOVA. Considerando essas condi¢des e substituindo esses valores na
equacao 5.1, estima-se que o teor de licopodina no extrato sera de 19,24%
(percentual da area do pico de licopodina em relacdo a area total dos picos do

cromatograma).

Extrapolando-se o modelo poder-se-ia ter um maior rendimento de licopodina
no extrato. Entretanto, o aumentando da pressdo nao é viavel, uma vez que o
equipamento poderia ndo suportar pressdo mais elevada. Com relagcdo a
temperatura, sua diminuicdo, além da faixa avaliada, poderia diminuir o rendimento,

uma vez que a temperatura esta diretamente relacionada a solubilidade.

As condi¢des determinadas como adequadas para obtencdo de licopodina,
estdo de acordo com o esperado segundo dados da literatura. Com pressdes mais
elevadas e diminuicdo da temperatura ha aumento da densidade do CO,, o que
promove maior capacidade de solubilizacdo. Ja a ineficiéncia da utilizacdo do pré-
tratamento com solucao de carbonato pH 12 pode ter ocorrido devido a uma baixa
absorcao da solugéo pela planta. Sem uma boa absorcéo, entdo possivelmente néo
houve contato com o conteudo dos vacuolos das células e também ndo ocorreu o
inchaco da matriz, situacbes que contribuiriam para um melhor rendimento da

extracao.

5.3. Extragdo na condic¢do 6tima

Apos definida a pressdo de 300 bar e temperatura de 40°C como melhor
condicdo de processo supercritico para obtencdo da licopodina, a extracdo foi
testada para a planta colhida em duas diferentes épocas do ano: junho e novembro
de 2013. Os extratos foram analisados, sendo que para a planta coletada em junho

nao foi identificada a licopodina.

JA no caso da planta coletada em novembro, o extrato obtido continha
licopodina, conforme o esperado pela metodologia de superficie de resposta, na qual
0s experimentos haviam sido conduzidos com planta coletada em novembro de
2012.
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Esse fato deixa clara a importancia do fator sazonalidade e leva a hipétese de
gue o modelo obtido por metodologia de superficie de resposta é valido apenas para
Lycopodium clavatum L. coletada no més de novembro. Nessa época, a planta
encontra-se em periodo de reproducdo, apresentando esporos. Assim, pode-se

supor que a licopodina esteja localizada nessa parte da planta.

Com a planta coletada em novembro de 2013, foi realizada extracdo em
duplicata, obtendo-se para o pico de licopodina o valor médio de 20,29% da éarea
total dos picos eluidos nos cromatogramas. Esse valor estd de acordo com o valor
de 19,24% previsto pela equacédo obtida com o planejamento de Box-Behnken (erro

de 5,43%). O cromatograma obtido para esse extrato é apresentado na Figura 5.8.
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Figura 5.8. Cromatograma do extrato obtido sem pré-tratamento, com CO, a 300 bar e 40°C

(condicédo 6tima).

Um processo com Soxhlet seguido de maceracdo, com n-hexano e metanol,
respectivamente, foi utilizado por Konrath et al (2012) na extracdo de Lycopodium
clavatum L. Em analise semelhante a utilizada nesse trabalho, os autores obtiveram
em seu extrato final 31,8% de licopodina (relacdo da area do pico em relacédo a area
total dos picos do cromatograma). A extracado supercritica resultou um teor de
licopodina no extrato final inferior ao relatado para extracdo com solventes
organicos, mas, em contrapartida, o processo supercritico demanda menor tempo,

além de nao gerar residuos e resultar um extrato livre de solvente residual.

Também com o0s experimentos realizados com a planta coletada em

novembro de 2013 que foi determinado o rendimento da extracdo em fungdo do
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tempo. A curva obtida é apresentada na Figura 5.9, cujos valores médios (desvio
padrdo médio de 0,22) foram adotados para a modelagem matematica da

transferéncia de massa.
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Figura 5.9. Curva de rendimento da extracdo supercritica.

5.4. Modelagem da transferéncia de massa

Através da modelagem matematica da transferéncia de massa, foram
estimados parametros do fendmeno pelo modelo 1 (coeficiente de difusdo e
coeficiente convectivo de transferéncia de massa), modelo 2 (coeficientes de
transferéncia de massa para as fases solida e fluida, solubilidade do extrato e
concentragdo de soluto de dificil acesso na fase solida) e modelo 3 (coeficiente de

difusdo e constante de equilibrio).

Para resolucdo das equacdes dos modelos foram inseridos os parametros
relacionados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4. ParAmetros de entrada para resolucdo das equacdes da modelagem da extracao.

Parametro Valor
a, (M™) 4651,16
£ 0,65
ps (kg.m?) 560
p (kg.m3) 929
Q (95 0,22
Xo 6,23 x10
u (m.s™ 7,30x10°
d (m) 0,06
h (m) 0,18
O (kg) 0,10

Dentre esses parametros, a area superficial, a porosidade, densidade do
sélido, concentracdo inicial de soluto e velocidade especifica do solvente foram
calculados, enquanto os demais parametros foram determinados de forma direta,
experimentalmente. A porosidade foi calculada através da relacdo entre o volume de
planta e o volume do leito de extracdo. A concentracao inicial de soluto na fase
sélida (x,) foi determinada através da massa de soluto extraida até o esgotamento
da planta em relacdo a massa de planta do leito. J& a densidade da planta (p,) foi
determinada pela relagcédo entre sua massa e o volume deslocado ao ser imersa em
um liquido. A densidade do solvente foi calculada pela equacdo de Peng-Robinson
modificada por Stryjek e Vera (Stryjek & Vera, 1986). A velocidade especifica do
solvente (u) foi calculada através dos parametros relacionados ao solvente vazao,
densidade e &rea da seccdo perpendicular ao fluxo. E a area superficial (a,) foi
estimada pela equacéo 5.2, na qual foi utilizado o didmetro médio da particula (Ep)
determinado pelo método da média de Sauter, a partir de dados experimentais de

analise granulométrica (Foust et al., 1980).

(5.2)

&
Il
ST
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5.4.1. Curva de extracéo segundo o modelo 1

As equacdes do modelo 1 (Crank, 1975) foram inseridas no software Matlab®,
no qual, foram estimados os valores dos parametros D e L e, em seguida, foram
calculados os respectivos valores de B,. Os parametros foram otimizados por meio
de uma funcdo objetivo para minimizagdo do erro entre os valores experimentais e
os calculados. Assim, foi determinada a difusividade igual a 3,04x10® m?.s™, sendo L
igual a 4,48x10>. Com isso, mediante o uso da equacdo 4.5, foi obtido o valor de
2,11x107 m.s™* para o coeficiente de transferéncia de massa. A curva obtida pelo

modelo é apresentada na Figura 5.10.

Modelo

Rendimento (mg/g)
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Figura 5.10. Curva de rendimento da extracdo — modelo de Crank.

O modelo apresentado na Figura 5.10 teve um ajuste satisfatorio aos dados

experimentais, apresentando um coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,9966.
5.4.2. Curva de extracdo usando o modelo 2
O sistema de equacdes do modelo 2 (Sovova, 1994) também foi resolvido

utilizando a ferramenta computacional Matlab®. Nesse modelo s&o estimados quatro

parametros: Z, W, Xk ey, 0S quais foram otimizados pela minimizagcdo da soma dos



63

erros quadréticos entre os dados experimentais e dados calculados, através do
método Nelder-Mead simplex (Lagarias et al., 1998). Assim, foram estimados
Z=1,0013; W=0,1869; xx=0,0034; y,=0,0012. Apos determinacao desses parametros,
através das equacdes 4.16 e 4.17, foram determinados o0s coeficientes de
transferéncia de massa para fase sélida e fase fluida: ks=3,15x10% m.s? e
k=1,02x10" m.s™.

A curva de extracdo ajustada pelo modelo 2 (Sovova, 1994) representou
muito bem os dados de rendimento reais. O coeficiente de determinagédo (R?) foi

igual a 0,9979 e a curva modelada é apresentada na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Curva de rendimento da extracdo — modelo de Sovova.

5.4.3. Curva de extracdo usando o modelo 3

O modelo 3 (Reverchon, 1996) foi implementado no software de simulacao
EMSO (Soares & Secchi, 2003), sendo resolvido o sistema de equacfes por um
integrador de passos multiplos, otimizado por meio de poliedros flexiveis. As
equacdes foram discretizadas considerando-se o leito dividido em 100 estégios.

Dessa forma, foram estimados, pelo método dos minimos quadrados, os valores do
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tempo de difusdo interna e da constante de equilibrio, obtendo-se os valores de
t= 690,63 s e K= 0,0036 m3.kg™*. Em seguida, através das equacdes 4.21 e 4.23
foram determinados o coeficiente de transferéncia de massa interna e o coeficiente
de difusdo interna, cujos valores foram kry= 3,11x10" m.s* e D= 8,02x10° m2.s™.
A representacdo dos valores de rendimento da extragdo supercritica pelo modelo é
apresentada na Figura 5.12, cujo coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,9901.

Modelo

Rendimento (mg/g)
~

Dados Experimentais

Tempo (min)

Figura 5.12. Curva de rendimento da extragdo — modelo de Reverchon.



65

6. CONCLUSAO

O trabalho investigou a aplicagdo do processo de extracdo com fluido
supercritico na obtencdo de extrato de Lycopodium clavatum L. e a modelagem
matematica da curva de rendimento para obtencdo de parametros da transferéncia
de massa. Com o processo, foi possivel a obtencdo de extrato com licopodina, um
alcaléide com potencial uso farmacolégico, o qual foi identificado através de analise

por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

O estudo do processo supercritico teve como primeira etapa testes
preliminares para identificacdo de um intervalo de pressdo adequado para a
obtencéo de licopodina. Com isso, nas extracdes realizadas a 90 e a 120 bar, nao foi
constatado o alcaldide no extrato, enquanto que o resultado foi positivo para
pressbes de 200 e 300 bar. Essa variagdo na composi¢cdo do extrato comprova o

efeito da presséo na seletividade do fluido supercritico durante a extracao.

A influéncia da pressdo também foi verificada através dos resultados da
analise estatistica. Foi realizado um planejamento de Box-Behnken e aplicada a
metodologia de superficie de resposta, sendo avaliados os efeitos de trés variaveis e
suas interacdes no teor de licopodina no extrato. Os parametros avaliados foram a
pressao e a temperatura do fluido supercritico e o tempo de pré-tratamento da planta
em uma solucdo basica de carbonato e bicarbonato de sodio. Dessa forma, foi
identificada a melhor combinacdo desses parametros em relacdo a quantidade de
licopodina no extrato. A analise estatistica apontou apenas a pressdo e a
temperatura como significativas para um intervalo de confianca de 95 %. Com isso,
foi descartada a varidvel tempo de imerséo da planta na solucdo basica. A relacéo
entre as variaveis e a resposta teor de licopodina foi obtida pela metodologia de

superficie de resposta. O modelo quadratico foi estatisticamente significativo e
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apresentou um nivel de ajuste razoavel, sendo capaz de explicar 80,69% das
variagcdes dos dados experimentais.

A extracdo na condicdo de processo otimizada foi modelada
matematicamente e o produto obtido apresentou um teor de licopodina préximo ao
previsto pelo modelo de superficie de resposta, demonstrando a validade do modelo.
Além disso, esse teor foi mais elevado que o encontrado no extrato obtido por
extracdo com etanol em aparelho de Soxhlet. Assim, a extracdo supercritica foi mais

seletiva e € uma boa opcao para a extragado de licopodina.

Também foi verificada a influéncia da época de coleta da planta na
composicdo do extrato. Em analise univariavel, com planta colhida em junho e em
novembro de 2013, foi identificada licopodina apenas no extrato da planta colhida

em novembro.

Em relacdo a modelagem matematica da curva de rendimento da extracédo, os
trés modelos avaliados apresentaram um 6timo ajuste aos dados experimentais. O
modelo 2, proposto por Sovova (1994) foi o que melhor representou a curva
experimental, com um coeficiente de determinacéo de 0,9979. Valor semelhante, de
0,9966, foi encontrado para o ajuste do modelo 1 (Crank, 1975). O modelo de
Reverchon considera apenas a resisténcia interna para a transferéncia de massa e
foi 0 modelo menos eficaz na representacdo dos dados experimentais. Portanto,
considerando as hipéteses de cada um dos trés modelos e os ajustes aos dados,
pode-se afirmar que a difusdo é a principal forma de transferéncia de massa

associada a extracdo da Lycopodium clavatum L.

Além disso, com a modelagem da extragcdo foram obtidos parametros
importantes na predicdo do processo, que tornam possiveis 0 scale-up e a
simulacdo do rendimento da extracdo alterando as condi¢cdes experimentais como,

por exemplo, volume do extrator, porosidade do leito, vazdo de CO,, entre outras.

Dessa forma, o processo com fluido supercritico é tecnicamente viavel na

extracdo da licopodina a partir da Lycopodium clavatum L..
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

A fim de complementar o estudo realizado, fica a sugestdo quanto a
realizacdo de testes com extrato de Lycopodium clavatum L. para avaliagdo e
comparacdo (com extratos obtidos por métodos convencionais) de suas
propriedades farmacolégicas como, por exemplo, atividades anti-inflamatoria,
antioxidante, antibacteriana, antifingica, entre outras. Além disso, a exploracdo de
técnicas de analise poderia contribuir na identificacéo e quantificacdo dos compostos
presentes no extrato além da licopodina. O fracionamento do extrato com fluido
supercritico pode ser uma ferramenta para concentracdo ou isolamento da
licopodina e outros compostos de interesse.

Outra possibilidade de estudo é a utilizacdo da técnica de extracdo
supercritica para outras pteriddfitas, uma vez que elas ainda sao pouco exploradas,
apresentam potencial farmacoldgico e ndo sdo encontrados dados na literatura

relativos ao uso de fluidos supercriticos para o0 seu processamento.
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ANEXO A: CROMATOGRAMAS
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Figura A.1. Cromatograma do extrato LC 1.
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Figura A.2. Cromatograma do extrato LC 2.
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Figura A.3. Cromatograma do extrato LC 3.
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Figura A.4. Cromatograma do extrato LC 4.
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Figura A.5. Cromatograma do extrato LC 5.
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Figura A.6. Cromatograma do extrato LC 6.
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Figura A.8. Cromatograma do extrato LC 8.
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Figura A.11. Cromatograma do extrato LC 11.
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Figura A.14. Cromatograma do extrato LC 14.
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Figura A.15. Cromatograma do extrato LC 15.



