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RESUMO

LORENSKI FERREIRA, CRISTINA. Extracao Supercritica do Cardanol a partir do
Liquido da Casca da Castanha de caju e sua Incorporacdo em matriz de PLGA:
Modelagem Matemética e Avaliacdo da Atividade Citotoxica. Porto Alegre. 2022.
Tese. Programa de Poés-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais,
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O liquido da casca da castanha de caju (LCC) é um subproduto agroindustrial que
apresenta caracteristicas peculiares devido a rica composi¢ao de alquilfendis. Dentre
0s seus constituintes fendlicos, destaca-se o cardanol que tem atraido atencéo por
apresentar efeito antiproliferativo sobre células cancerosas. O objetivo deste trabalho
€ estudar o processo de extracdo com CO:2 supercritico (EFS) do cardanol a partir do
LCC técnico e produzir filmes biodegradaveis de PLGA com cardanol incorporado
para potencial aplicacdo na terapia do cancer de bexiga (T24) e glioblastoma (M059J).
CondicOes experimentais foram investigadas para a extracdo do cardanol a partir do
LCC. O método Box-Behnken foi utilizado para otimizar o rendimento de cardanol
como funcéo das variaveis pressao, temperatura e vazao de solvente. Experimentos
de equilibrio liquido-vapor (ELV) foram conduzidos para determinar a solubilidade do
cardanol em CO:. Os dados experimentais do ELV foram modelados usando PR-EOS
acoplada a regra de mistura de van der Waals (vdW2) e o processo de EFS foi
simulado utilizando um modelo proposto por Sovova (2005). Os extratos foram
caracterizados por FTIR, RMN 'H, CLAE, CG/EM e a atividade citotoxica foi avaliada
para as células T24 e M059J. Filmes de PLGA com cardanol foram preparados com
a técnica de evaporacao de solvente e caracterizados; ensaios de liberacdo foram
realizados e a modelagem matematica da cinética determinada. Como resultados,
destaca-se a obtencdo de extratos com 94% de cardanol com atividade frente as
células T24 e M059J (ICso de 21,5 e 86,6 pg/mL, respectivamente). Pelo método Box-
Behnken, foi constatada a maior influéncia da presséo no rendimento do cardanol. Na
condicao de 50 °C/150 bar, a solubilidade foi calculada como 0,087gcard./kgco.. Neste
estudo, a EFS mostrou-se tecnicamente viavel para a obtencdo de cardanol a partir
do LCC e filmes de PLGA com cardanol apresentaram propriedades adequadas com
potencial para serem aplicados no tratamento de cancer de bexiga e glioblastoma.

Palavras-Chave: cardanol, extracdo supercritica, modelagem matematica,

solubilidade do cardanol em CO2, atividade citotdxica



ABSTRACT

LORENSKI FERREIRA, CRISTINA. Supercritical Extraction of Cardanol from
Cashew Nut Shell Liquid and its Incorporation into PLGA matrix: Mathematical
Modeling and Evaluation of Cytotoxic Activity. Porto Alegre. 2022. PhD Thesis.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Cashew nut shell liquid (CNSL) is an agroindustrial by-product that has peculiar
characteristics due to its rich composition of alkylphenols. Among its phenolic
constituents, cardanol stands out, which has attracted attention for having an
antiproliferative effect on cancer cells. The objective of this work is to study the
supercritical CO2 extraction (SFE) process of cardanol from the technical CNSL and to
produce biodegradable PLGA films with incorporated cardanol for potential application
in the therapy of bladder cancer (T24) and glioblastoma (M059J). Experimental
conditions were investigated for the extraction of cardanol from CNSL. The Box-
Behnken method was used to optimize cardanol yield as a function of pressure,
temperature and solvent flow variables. Vapor-liquid equilibria experiments (VLE) were
conducted to determine the solubility of cardanol in CO2. The VLE experimental data
were modeled using the PR-EOS coupled to the van der Waals mixing rule (vdW2)
and the SFE process was simulated using a model proposed by Sovova (2005). The
extracts were characterized by FTIR, *H NMR, HPLC, GC/MS and the cytotoxic activity
was evaluated for T24 and M059J cells. PLGA films with cardanol were prepared with
the solvent evaporation method and characterized; release assays were performed
and mathematical modeling of the kinetics determined. As a result, extracts with 94%
of cardanol with activity against T24 and M059J cells (ICso of 21.5 and 86.6 ug/mL,
respectively) stand out. By the Box-Behnken method, the greatest influence of
pressure on cardanol yield was observed. In the condition of 50 °C/150 bar, the
solubility was calculated as 0.087(card./kgco.. In this study, SFE proved to be
technically viable for obtaining cardanol from CNSL and PLGA films with cardanol
showed adequate properties with potential to be applied in the treatment of bladder
cancer and glioblastoma.

Key-words: cardanol, supercritical extraction, mathematical modeling, solubility of the

cardanol in COz, cytotoxic activity
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1. INTRODUGAO

Muitos esforcos tém sido dispendidos na utilizacdo de recursos naturais
renovaveis devido as crescentes preocupacdes ambientais. Nesse ambito, o liquido
da casca da castanha de caju (LCC), um residuo obtido como um subproduto da
indastria do caju, tem despertado interesse em diversos segmentos, como ha
obtencédo de resinas e tintas e em aplicacdes biolégicas (Khan et al., 2018; Balgude
et al., 2017). Dentre os constituintes fendlicos extraidos do LCC, destaca-se o
cardanol. O cardanol € um liquido amarelo palido que consiste em uma mistura de
guatro meta-alquilfendis diferindo pelo grau de insaturacédo da cadeia alifatica: 3-n-
pentadecilfenol, 3-(n-pentadeca-8-enil) fenol, 3-(-n-pentadeca-8,11-dienil) fenol e 3-
(n-pentadeca-8,11,14-trienil) fenol (Caillol, 2018).

A fim de potencializar as propriedades dos compostos fendlicos constituintes
do LCC, estudos sao realizados com intuito de separa-los. Diante disso, tem sido
utilizada a extracdo com CO:z supercritico como uma técnica limpa e eficaz de
fracionamento desses compostos fendlicos (Melo et al., 2014; Lochab et al., 2014;
Patel et al., 2011; Setianto et al., 2009; Patel et al., 2006; Smith Jr. et al., 2003). A
extracdo supercritica com CO:2 apresenta viabilidade econdmica e ambiental, além de
eliminar a presenca de solventes organicos nos produtos finais, 0 que representa
vantagem em relacdo aos processos tradicionais de extracdo que utilizam solventes
organicos (Yuliana et al., 2012; Patel et al., 2011; Philip et al., 2008; Cassel et al.,
2008). Na literatura, destaca-se o trabalho de Patel et al. (2011) que estudaram o uso
de CO2 como fluido supercritico para a extracéo seletiva do cardanol a partir do LCC.
Patel et al. (2011) utilizaram um fluxo de massa de 1,2 kg h't de CO2 supercritico por
3 h. Diferentes condicOes de temperatura e pressdo foram investigadas, visando
estabelecer a condicdo que apresenta a maior solubilidade e seletividade do composto
cardanol em meio supercritico. Em condicbes de temperatura e pressdo de,
respectivamente, 60 °C e 200 bar, foi obtido extrato com 51% de cardanol. Mantendo
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a temperatura em 60 °C e aumentando a pressao para 300 bar, foi obtido extrato
com 86% de cardanol. Esses resultados revelam a influéncia das variaveis pressao e

temperatura na extracao seletiva do cardanol a partir do LCC.

O cardanol € um dos derivados do LCC que tem atraido muita atencao por ser
considerado uma matéria-prima versatil e valiosa para a sintese de polimeros (Caillol,
2018; Wazarkar et al., 2017; Balgude et al., 2017; Puchot et al., 2016; Khan et al., 2016;
Natarajan e Murugavel, 2013; Pathak e Rao, 2006) e na producdo de materiais para
diversas aplicacdes, como: adesivos (Shukla et al., 2015), surfactantes (Caillol, 2018;
Wang et al., 2015) e filmes de revestimento termicamente estaveis e quimicamente
resistentes (Khan et al., 2018). Além disso, ha estudos que revelam a eficacia do
cardanol em atividades biologicas contra a doenca de Alzheimer (Paula et al., 2009).
Dentre as diversas aplicacbes do cardanol, destaca-se seu comprovado efeito
antitumoral frente a linhagens celulares de hepatocarcinoma (Massaro et al., 2015) e
melanoma (Su et al., 2017), o que pode ajudar seus derivados a evoluirem como
alternativas terapéuticas para o tratamento anticancer (Anand e Nair, 2017). Ainda no
cenario do tratamento do céancer, destacam-se estudos que utilizam polimeros
biocompativeis e biodegradaveis para a fabricacdo de scaffolds (suportes) como
dispositivos para a liberagcdo de farmacos. Diversos trabalhos relatam a eficiéncia de
dispositivos de PLGA com farmacos incorporados que tem agdo contra o cancer
(Hamedani et al., 2020; Almajhdi et al., 2014; Xie et al., 2008).

Neste trabalho, a extracdo com fluido supercritico foi utilizada para a obtencao
de extratos ricos em cardanol a partir do LCC e sua composi¢ao quimica e atividade
em células de cancer foram avaliadas. Ensaios de viabilidade celular foram realizados
com extratos obtidos por extracdo supercritica indicando acéo antiproliferativa de
células de cancer de bexiga e glioblastoma. Condi¢cdes operacionais adequadas foram
investigadas e, posteriormente, a otimizagdo da extragdo de cardanol foi realizada
utiizando o método Box-Behnken. Experimentos de equilibrio de fases de
cardanol/CO2 foram conduzidos com o objetivo de determinar a solubilidade do extrato
em diéxido de carbono, mediante o uso da Peng-Robinson EOS (PR-EOS) em
conjunto com a regra de mistura de van der Waals com dois parametros de interacao
binarios (vdwW2). Com a solubilidade predita pelo modelo termodindmico, o modelo de

transferéncia de massa, proposto por Sovova (2005), foi utilizado para estimar o



24

coeficiente de transferéncia de massa. Com vistas a uma estratégia de liberacao

controlada de cardanol, filmes de PLGA puros e filmes com quantidades determinadas
de extrato rico em cardanol incorporadas foram preparados. Os filmes foram
caracterizados a fim de verificar suas propriedades para potencial uso na terapia do
cancer. Ensaios de liberacdo foram realizados e a modelagem matematica da cinética

foi determinada.
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O objetivo geral deste trabalho € o estudo do processo de extragdo supercritica

com CO:2 do cardanol a partir do liquido da casca da castanha de caju (LCC) técnico

comercial e a producao de filmes biodegradaveis de PLGA com cardanol incorporado

para potencial aplicacdo na terapia do cancer de bexiga e glioblastoma.

2.1. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

obter extrato rico em cardanol a partir do LCC por extragdo com CO2

supercritico.

investigar a condicdo adequada de temperatura e pressao que resulte
em extratos com maior concentracdo de cardanol através da analise dos
mesmos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) a fim de

delinear os limites para o planejamento experimental.

identificar a condic&o 6tima de temperatura, pressao e vazao de CO2 no
processo extrativo e otimizar a extracdo por meio do método de

superficie de resposta com planejamento Box-Behnken.

realizar a modelagem matematica do processo extrativo incorporando

os dados de solubilidade gerados a partir do uso de EOS.

identificar e quantificar os compostos presentes no extrato por

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)
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e Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 1H).

avaliar a atividade citotoxica dos extratos em células de cancer de
bexiga (T24) e glioblastoma (M059J) utilizando o protocolo MTT e

comparar com as células saudaveis (Vero).

preparar e caracterizar filmes biodegradaveis de PLGA com quantidades
determinadas de extrato através da metodologia de evaporacdo de

solvente.

avaliar o perfil de liberacdo do cardanol a partir da matriz polimérica de
PLGA por espectrofotometria e realizar a modelagem matemética da

cinética de liberacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Liquido da casca da castanha de caju

O cajueiro, de nome cientifico Anacardium occidentale L. (Figura 3.1A), é uma
arvore nativa do Brasil, sendo a india o maior produtor e processador mundial de cajus
(Figura 3.1B). A castanha de caju compreende a casca (Figura 3.1C) e o miolo.
Enquanto a améndoa é nutricionalmente valiosa, a casca tem sido considerada como
residuo da producédo de castanha de caju, o que pode ser um problema ambiental se
nao for manuseada adequadamente (Caillol, 2018; Lochab et al., 2014, Yuliana et al.,
2012; Patel et al., 2011).

Figura 3.1. (A) Cajueiro, Anacardium occidentale L.; (B) Caju; (C) Cascas da castanha de caju
(Kumar et al., 2018).

Durante o processamento da castanha de caju, as cascas se rompem e liberam
um subproduto, que corresponde a um liquido caustico, viscoso, inflamavel, marrom
escuro com um cheiro persistente chamado de liquido da casca da castanha de caju
(LCC) que constitui aproximadamente 25% do peso total da castanha de caju (Caillol,
2018; Lochab et al., 2014; Yuliana et al., 2012; Andrade et al., 2011; Setianto et al.,
20009).
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O LCC é uma fonte natural de compostos fendlicos ligados a uma longa cadeia
alifatica de quinze carbonos, na posicdo meta, que pode ser saturada (CisHz1, 5-8%)
e/ou insaturada com uma (CisHzg, 48-49%), duas (CisH27, 16-17%) e trés (CisHzs, 29-
30%) insaturacfes. Quatro sdo os componentes majoritarios que compdem o LCC:
acido anacérdico (4cido 3-n-pentadecilsalicilico), cardanol (3-n-pentadecilfenol),
cardol (5-n-pentadecilresorcinol) e 2-metilcardol (2-metil-5-n-pentadecilresorcinol)
(Sharma et al., 2020; Caillol, 2018; Ladmiral et al., 2017; Voirin et al., 2014). No total,
0 LCC corresponde a uma mistura de 16 destes componentes fendlicos com

porcentagens variadas (Lochab et al., 2014).

As estruturas quimicas dos componentes do LCC estéo ilustradas na Figura

3.2.
OH O OH OH OH
OH
R R HO R HO R
Acido anacardico Cardanol Cardol 2-metilcardol
s
* Saturado (5-8%)
e _"~_~~_~ Monoeno (48-49%)
R= <
e S N N T~~~ Dieno (16-17%)
. TSN TSN TS TN TN Trieno (29-30%)

Figura 3.2. Estruturas quimicas dos constituintes do LCC (Caillol, 2018).

Para a extracdo do LCC a partir da casca da castanha de caju, empregam-se
métodos mecanicos, térmicos, de extracdo quimica por solventes e métodos de

pirélise (Kumar et al., 2018).

De acordo com o modo de extracdo, o LCC é classificado em dois tipos: LCC
natural e LCC técnico (Kumar et al., 2018; Chatterjee et al., 2017). O LCC natural é

obtido por extragédo a frio empregando: extragdo mecanica (Kumar et al., 2018),
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extracdo quimica com solventes como hexano, éter dietilico (Chatterjee et al., 2017)
e pentano (Kumar et al., 2018) ou por meio de técnicas de extragcdo com didxido de

carbono supercritico (Sharma et al., 2020; Kumar et al., 2018).

O método de extracao térmica, no entanto, produz um liquido conhecido como
LCC técnico (Kumar et al., 2018; Chatterjee et al., 2017). Os métodos térmicos mais
comumente utilizados séo a torrefacao e o banho de 6leo quente (Kumar et al., 2018;
Gedam et al., 1986). Na torrefacdo, usualmente, as cascas sao torradas em um
tambor a temperatura de 180 °C a 185 °C (Kumar et al., 2018), no entanto, ha descrito
na literatura, a aplicacdo deste método utilizando uma condicdo de temperatura mais
alta, 400 °C a 700 °C, na qual ocorre a carbonizacao das cascas, o que produz o seu
rompimento ocasionando, portanto, a liberacdo do liquido (Chatterjee et al., 2017;
Gedam et al., 1986). No método que utiliza banho de éleo quente (principal método
industrial), as cascas sado colocadas em um cilindro e o calor é fornecido por vapor a
uma temperatura de 200 °C a 250 °C (Kumar et al., 2018).

O tratamento térmico do LCC, seguido de uma destilacdo, leva a
descarboxilagdo do &cido anacardico (Figura 3.3), que produz um grau industrial de
cardanol (cerca de 90% de pureza), com uma pequena quantidade de cardol e
metilcardol (Sharma et al., 2020; Caillol, 2018; Yuliana et al., 2012; Andrade et al.,
2011).

OH JOL OH
7 TOoH /Lax
LT e )
. .
> "CisHasan NG s
Acido anacardico Cardanol

Figura 3.3. Reacéo de descarboxilagédo do acido anacéardico
(Adaptada de Mazzeto e Lomonaco, 2009).

A composi¢ao quimica do LCC técnico depende das condi¢des nas quais o

tratamento térmico é realizado e sua quantificacdo varia conforme a técnica analitica
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aplicada para determina-la (Andrade et al., 2011), como pode ser observado na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composi¢éo quimica do LCC técnico (Costa et al., 2019).

Componentes fendlicos LCC-t (%)
Acido anacérdico 1,09-1,75
Cardanol 67,82 — 94,60
Cardol 3,80 - 18,86
2-metilcardol 1,20-4,10
Componentes minoritario 3,05 - 3,98
Material polimérico 0,34 - 21,63

A Tabela 3.1 apresenta os percentuais dos componentes fendlicos que
descrevem os limites inferior e superior obtidos a partir da utilizacdo de diferentes
técnicas analiticas: cromatografia em coluna, cromatografia liquida de alta eficiéncia
e cromatografia gasosa. Para determina-los, foram analisadas trés amostras
diferentes de LCC técnico: amostra nova (“new sample”), amostra destilada (distilled
sample) e amostra envelhecida (“old sample”). A amostra nova foi disponibilizada pela
3M Company (Saint Paul, MN, EUA); a amostra destilada refere-se ao LCC resultante
da destilacdo a vacuo da amostra nova, também disponibilizada pela 3M Company
(Saint Paul, MN, EUA) e a amostra velha foi também obtida a partir da amostra nova,
porém mantida por cinco anos lacrada, no escuro e a 0 °C (Costa et al., 2019;
Lomonaco e Mazzeto, 2009; Gedam e Sampathkumaran, 1986; Tyman et al., 1981).

A producéo global de LCC se aproxima de um milhdo de toneladas anuais. O
LCC, portanto, se tornou uma fonte importante de fendis que ocorrem naturalmente
com impacto econémico no projeto de processos (Caillol, 2018). Porém, é importante
mencionar que o efluente gerado como subproduto durante o processamento térmico
da castanha de caju apresenta alta concentracdo de LCC técnico e representa,
portanto, um risco para o meio ambiente, devido a elevada toxicidade dos compostos
gue constituem este efluente industrial. Pimentel et al. (2009) avaliaram a toxicidade
dos dois principais componentes, cardol e cardanol, presentes no efluente - coletado
em uma industria localizada em Fortaleza (Ceara, Brasil). A toxicidade foi avaliada
utilizando o teste de toxicidade aguda com Artemia sp. A concentracao letal média

(CLso) do cardol e do cardanol foram de 0,41 mg/L e 0,42 mg/L, respectivamente, apos
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48 h de exposicao. Os resultados deste estudo sugerem que o efluente desta industria
seja altamente toxico, pois, conforme Newman e Unger (2003), uma concentracdo de

compostos fenolicos de 1 pg/mL é prejudicial a vida aquatica.

Diante a toxicidade do LCC frente ao meio ambiente, o reaproveitamento deste
subproduto da industria do caju se faz necessario, ja que esta é considerada uma
fonte renovavel aromatica que representa uma alternativa natural promissora aos
fendis derivados do petréleo (Caillol, 2018). Trata-se de um produto com
disponibilidade abundante e de pouco valor comercial, mas com alto potencial
tecnoldgico devido a sua composicao fendlica (Morais et al., 2017; Yuliana et al., 2012;
Andrade et al., 2011).

A versatilidade do LCC é devido a, principalmente, sua composi¢cao quimica
gue apresenta diversos grupos funcionais no anel aroméatico e multiplas insaturacées
na cadeia aciclica. Apresenta diversas aplicacdes industriais como producédo de
polimeros, tintas, vernizes, inseticida natural, compensados e isolantes térmicos. No
setor de polimeros, destacam-se 0 uso em tintas anticorrosivas, materiais a prova de
agua, retardantes de chama, em revestimento de superficies e na modificacdo de
borrachas (Balgude e Sabnis, 2014).

O LCC apresenta diversas propriedades biolégicas, como fungicida,
antibacteriana, anti-inflamatoria, antitumoral, antioxidante e larvicida (Morais et al.,
2017; Yuliana et al.,, 2012; Andrade et al.,, 2011). Em relacdo as propriedades
antibacterianas, destaca-se a acdo do acido anacardico contra a bactéria
Streptococcus mutans (predominante na carie dentaria), Propionibacterium acnés
(causadora de acnes) e Staphylococcus aureus (geradora de doencas graves, como

pneumonia e meningite) (Kubo et al., 1993).

Oliveira et al. (2011) avaliaram a agcao antioxidante dos compostos constituintes
do LCC, a partir da aplicagdo do meétodo DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), e
constataram que o cardanol revelou-se o mais ativo, seguido pelo cardol e acido
anacardico. A fim de comparacédo, também foi avaliada a atividade antioxidante do
orcinol (composto analogo ao cardol que difere no comprimento de sua cadeia lateral,

possuindo apenas um atomo de carbono - grupo metil), sendo que este apresentou a
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maior atividade antioxidante comparada a determinada para cada composto avaliado.
Diante do fato de que o orcinol exibiu a maior atividade antioxidante, os autores
concluem que a cadeia lateral de 15 atomos de carbono nédo contribui para essa
atividade. Os autores também investigaram a atividade larvicida contra Aedes aegypti
dos constituintes do LCC. O &cido anacardico, o cardol e o cardanol apresentaram
ICs0 de 12,40+0,10 ppm; 5,55+0,07 ppm e 8,20+0,05 ppm, respectivamente. O cardol
foi, portanto, o mais ativo larvicida, seguido do cardanol e do acido anacardico.
Embora o cardol tenha sido proposto como um novo larvicida verde contra Aedes
aegypti (Lomonaco et al.,, 2009), este composto causou dermatite de contato em
trabalhadores de castanha de caju. O cardanol, no entanto, apresentou atividade
semelhante ao cardol e ndo demonstrou dermatite de contato, sendo apontado como

o melhor constituinte do LCC para potencial larvicida.

Além destas propriedades bioldgicas mencionadas, o LCC também demonstra
grande potencial terapéutico para tratar uma série de doencas como cancer (Anand e
Nair, 2017; Neto et al., 2014; Al-Hazzani et al., 2012), diabetes, infeccdes de pele,
rachaduras na planta dos pés, hipersensibilidade dentéria, feridas e verrugas (Sharma
et al., 2020).

A fim de potencializar o uso das propriedades dos derivados do LCC, &
necessario isolar seus componentes. O processo de purificacdo do LCC foi estudado
pela primeira vez por Tyman et al. (1989), o qual foi realizado em duas etapas: reacao
de Mannich e extracdo liquido-liquido (éter de petréleo-metanol). O extrato obtido
apresentou 25% de cardanol, aproximadamente, ndo sendo considerado satisfatorio.
Além disso, trata-se de uma técnica que apresenta desvantagens como a utilizacao

de reagentes caros e solventes altamente inflamaveis.

Em 2002, Kumar et al. (2002), realizaram adaptacfes nas técnicas utilizadas
para a obtencéo de cardanol proposta por Tyman et al. (1989): empregaram apenas
extracao liquido-liquido, resultando em um extrato com 45% de cardanol, porém com

tracos de cardol e 2-metilcardol.

Melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo do método de

cromatografia em coluna com fase fixa de silica gel. Destacam-se alguns trabalhos:
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Yuliana et al. (2014) obtiveram um extrato com 80% de cardanol utilizando uma fase
moével de metanol e cloroférmio; Gongalves et al. (2016) obtiveram 85% de cardanol,
na composigao do extrato, empregando uma mistura de cloroférmio e acetato de etila

como fase moével.

Além destes processos tradicionais de purificacdo, tem sido estudada uma
tecnologia limpa e promissora para a extracdo dos constituintes fenodlicos do LCC.
Trata-se do processo de fracionamento por extragdo supercritica com CO:2 (Melo et
al., 2014; Lochab et al., 2014; Patel et al., 2011, Setianto et al., 2009; Patel et al., 2006;
Smith Jr. et al., 2003).

3.2. Extracao supercriticacom CO>

A extracdo com fluido supercritico € uma tecnologia para a extracdo de
compostos a partir de matrizes vegetais sélidas e liquidas. Em relacéo aos processos
tradicionais de extracdo que utilizam solventes organicos, a extracdo supercritica
apresenta vantagens, pois apresenta viabilidade econ6mica e ambiental, além de
eliminar a presenca de solventes organicos nos produtos finais. Essa técnica
corresponde a solubilizacdo de compostos de uma matriz sélida ou liquida em um
solvente nas condi¢des supercriticas (Yuliana et al., 2012; Patel et al., 2011; Philip et
al., 2008; Cassel et al., 2008).

Um fluido supercritico pode ser qualquer substancia que se encontrar acima
de sua pressdo e temperatura critica, isto €, acima do seu ponto critico. Nessa
condicao, o fluido supercritico apresenta propriedades das fases liquida e gasosa,
como alta densidade caracteristica da fase liquida e baixa viscosidade, baixa
compressibilidade e alta difusividade associadas a fase gasosa (Cassel et al., 2008).
A densidade do solvente influencia a solubilidade do soluto, ja que esta depende das
forcas intermoleculares soluto/solvente. Temperatura e pressdo sao variaveis que
modificam a densidade de um fluido na condicao supercritica, principalmente quando

se aproximam do ponto critico (Brun et al., 2012).

No processo de extragdo com CO:2 supercritico, o solvente € comprimido e

liquefeito em uma bomba de alta pressdo, seguindo com seu aquecimento até as
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condi¢cdes supercriticas. Nessas condigdes, o fluido € introduzido no vaso de extracédo
e percola o leito do material vegetal dissolvendo os compostos presentes. Apos a
realizacdo da extracdo, o solvente juntamente com os compostos dissolvidos, passam
por uma valvula de expansédo. Ao ocorrer a rapida expansdo, 0S compostos precipitam
guando o solvente passar do estado supercritico para o estado gasoso sendo
totalmente eliminado (Cassel et al., 2008). O fluxograma do equipamento utilizado

esta representado na Figura 3.4.

Figura 3.4. Representacdo esquematica do processo de extracao por fluido supercritico: 1- Cilindro de
COg., 2- Bomba de alta presséo, 3- Vaso de extracdo, 4- Agitador magnético, 5- Vaso separador.
(Adaptada de Cassel et al., 2008).

O CO2 tem sido muito utilizado como solvente na extragdo supercritica nas
industrias farmacéuticas e de alimentos e fragrancias (Oliveira et al., 2017; Melo et al.,
2014; Patel et al., 2011). Esse solvente €, portanto, 0 mais utilizado como fluido
supercritico para a extracdo de produtos naturais, devido as suas propriedades como
baixas temperatura e pressao criticas, 31 °C e 72 bar, respectivamente; além de ser
inerte, atéxico, barato, facilmente disponivel, inodoro, ndo inflamavel e estar no estado
gasoso na condicdo de pressao e temperatura ambiente e, por isso, ndo hé risco de
haver residuo de solvente no extrato (Oliveira et al., 2017; Melo et al., 2014; Patel et
al., 2011; Cassel et al., 2008). O notavel interesse da comunidade cientifica nesta
tecnologia tem sido impulsionado pela grande versatilidade do dioxido de carbono,
cujas propriedades podem ser ajustadas para fornecer extratos com composi¢coes
desejaveis, com base no processo de seletividade (Melo et al., 2014; Patel et al.,
2011).
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A extracdo com fluido supercritico é tradicionalmente definida como uma
tecnologia de alta pressdo e esta variavel é de fato de suprema importancia para
muitos aspectos técnicos e econdmicos deste processo, sendo a densidade uma
propriedade muito afetada pela variagéo da presséo (Melo et al., 2014).

Shobha e Ravindranath (1991) estudaram a extracdo do LCC a partir da casca
da castanha de caju utilizando di6xido de carbono supercritico em pressdo e
temperatura de, respectivamente, 250 bar e 40 °C e com vazéao de CO2 de 4 — 5 kg/h
por 17,5 h. Os autores relatam a obtencdo de um rendimento de extracéo de 18,7%
em massa de compostos fendlicos, sendo este extrato composto por 69,7%, 14,5% e

3,46% em massa de acido anacardico, cardol e cardanol, respectivamente.

Patel et al. (2006) também investigaram a extracdo do LCC a partir da casca
da castanha de caju utilizando diéxido de carbono supercritico. Efeitos de parametros
de processo como pressdo de extracdo, temperatura e vazdo de CO:2 foram
investigados. O rendimento da extracdo aumentou com 0 aumento da pressao,
temperatura e vazdo massica de COz2, sendo a pressao considerada o parametro de

maior influéncia.

Além desses autores, cita-se Setianto et al. (2009) que avaliaram a influéncia
da temperatura e da pressdo na extracdo com CO:2 supercritico do LCC a partir da
casca da castanha de caju. Na condicao de 300 bar e 60 °C, foi obtido um extrato
contendo 52,2 mol% de acido anacardico, 28,5 mol% de cardol e 19,3 mol% de
cardanol. Os autores relatam que a temperatura tem efeitos diferentes na solubilidade
dos compostos fendlicos, dependendo da pressao. Em baixas pressdes (inferiores a
cerca de 12 MPa), o aumento da temperatura resulta na diminuicdo da solubilidade
do LCC em CO2. No entanto, em pressdes superiores a 20 MPa, o aumento da
temperatura resulta em um aumento da solubilidade do LCC em CO2. Os autores
indicam que as condi¢cdes que resultaram em maiores solubilidades de LCC em CO2

resultaram em altos rendimentos de extracéo.

Destaca-se também o trabalho de Yuliana et al. (2012) que empregaram

diferentes métodos para separar o LCC da casca da castanha de caju. Dentre eles,
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destacam-se a extragdo com CO2 supercritico (40 °C, 300 bar, 4 h) e com Soxhlet
(ponto de ebulicdo do solvente, pressdo atmosférica, 30 h). Na extracdo com CO:
supercritico, o efeito da temperatura na quantidade total de LCC extraido a pressao
constante pode ser desprezado. No entanto, a qualquer temperatura fixa, a
guantidade de LCC extraida aumenta rapidamente com o aumento da pressao.
Conforme ja discutido, isto € devido ao fato de que a capacidade de extracdo do
solvente sob estado supercritico € dependente da densidade, sendo que a maior
densidade de CO: resultard& em maior capacidade de extracdo. No entanto, em
condicdo isocérica, a densidade permanece quase constante a medida que a
temperatura muda, entdo o rendimento da extracdo muda pouco (Lochab et al., 2014;
Yuliana et al., 2012; Patel et al., 2011; Philip et al., 2008).

Ainda sobre o estudo de Yuliana et al. (2012) acrescenta-se que 0s autores
relataram que a quantidade de LCC obtida por extracdo com Soxhlet € maior do que
a obtida por extracdo com CO: supercritico. Isso, provavelmente, € causado pelo
tempo de extragdo muito mais longo ao utilizar o Soxhlet (30 h) em comparacdo com
a extracdo com CO2 supercritico (4 h). Ambos os métodos investigados apresentaram
maior seletividade em relagdo ao acido anacardico monoinsaturado, sendo obtidos
extratos com 52,24% de &cido anacéardico a partir da extracdo com CO2 supercritico
e com 27,90% para a extracdo com Soxhlet. Esse resultado esta de acordo com o
trabalho anterior relatado por Setianto et al. (2009), que afirmou que o CO2 tem maior

seletividade para o acido anacardico em relacdo ao cardanol.

3.3. Cardanol

Dentre os constituintes fenolicos extraidos do LCC, destaca-se o cardanol. O
cardanol é um liquido amarelo palido que consiste em uma mistura de quatro meta-
alquilfendis diferindo pelo grau de insaturacédo da cadeia alifatica (Figura 3.5): 8,4%
de cadeias saturadas, 3-n-pentadecilfenol; 48,5% de cadeias com uma insaturacao,
3-(n-pentadeca-8-enil) fenol; 16,8% de cadeias com duas insaturacbes, 3-(-n-
pentadeca-8,11-dienil) fenol e 29,33% de cadeias com trés insaturagdes, 3-(n-
pentadeca-8,11,14-trienil) fenol (Caillol, 2018; Ladmiral et al., 2017).
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OH
Saturado (8,4%)
OH
— Monoeno (48,5%)
OH
— — Dieno (16,8%)
OH

= Trieno (29,3%)

Figura 3.5. Estruturas quimicas do cardanol diferindo pelo grau de instauracdo da cadeia alifatica

(Fonte: autora).

Os sitios reacionais da molécula, como posi¢cdes das ligacdes duplas e os
usuais do anel fendlico, fornecem ao cardanol estabilidade térmica em altas
temperaturas, carater lipidico e permitem a funcionalizacdo de sua molécula (Lochab
et al., 2014). O cardanol tem atraido consideravel atencdo por proporcionar maior
potencial para aplicacdes tecnolégicas devido a boa processabilidade, alta
solubilidade em solventes orgéanicos e biodegradabilidade (Moreira et al., 2018;
Kanehashi et al., 2013). Além disso, o cardanol pode ser considerado como uma
matéria-prima versatil e valiosa para a producdo de oligbmeros/polimeros, como
epoxis (Caillol, 2018; Balgude et al., 2017), fenalcaminas (Pathak e Rao, 2006), polidis
(Balgude et al., 2017), poliuretanos (Khan et al., 2016), poliureias (Wazarkar et al.,
2017), benzoxazinas (Puchot et al., 2016), novolac (Natarajan e Murugavel, 2013) e

outros.

Além do uso difundido do cardanol na sintese de polimeros, tem sido relatada
a producao de nanomateriais. Gongalves et al. (2016) relatam a utilizacéo do cardanol

na sintese de nanofibras de polianilina semicondutora (PAni) com elevada area
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superficial utilizada na fabricacdo de dispositivos elétricos em dimensdes
nanomeétricas. Ainda neste cenario, John e Vemula (2006), empregaram o cardanol
como matéria-prima para a sintese de nanotubos de aril glicolipideos sendo estes

utilizados como veiculos para entrega de farmacos.

O cardanol também tem sido empregado para a producdo de materiais para
diversas aplicac6es, como adesivos (Shukla et al., 2015), plastificantes (Caillol, 2018;
Greco et al., 2017), surfactantes (Caillol, 2018; Wang et al., 2015), revestimentos anti-
biofilme (Zafar et al., 2016), espumas fendlicas (Shukla et al., 2015), antioxidantes

(Feng et al., 2017) e em sistemas de entrega de farmacos (Lalitha et al., 2015).

Estudos pertinentes relacionados as aplicagbes do cardanol estdo voltados
para a terapia do cancer (Massaro et al., 2015; Neto et al., 2014; Al-Hazzani et al.,

2012). Este tema sera abordado na secéo 3.6.

3.4. Extracao de Cardanol com CO2 supercritico

Patel et al. (2011) estudaram o uso de CO2 como fluido supercritico para a
extracdo seletiva do cardanol a partir do LCC. Este, por sua vez, foi obtido através da
pirélise das cascas da castanha de caju previamente moidas em um reator de leito
fixo mantido a 500 °C e 720 mmHg. O rendimento em relagdo ao extrato foi de 28%.
Este extrato foi misturado com serragem (1:1 em peso), material inerte que serviu de
suporte, e entdo foi colocado no vaso extrator. Este extrato foi empregado para a
obtencéo do cardanol utilizando extracdo por fluido supercritico por 3 h com fluxo de
massa de 1,2 kg/h de CO:2 supercritico. Diferentes condicbes de temperatura e
pressdo foram investigadas, visando estabelecer a condicdo que apresenta a maior
solubilidade e seletividade do composto cardanol em meio supercritico. Em condi¢gdes
de temperatura e pressao de, respectivamente, 60 °C e 200 bar, foi obtido extrato
contendo 51% de cardanol em sua composicdo. Mantendo a temperatura em 60 °C e
aumentando a pressao para 300 bar, foi obtido rendimento de extracdo de cerca de
63%, sendo 86% da composicdo referente ao cardanol. Os resultados revelam
melhores rendimentos com o0 aumento da pressao, sendo estes atribuidos ao aumento

da densidade do CO2, aumentando assim o seu poder solvente e consequentemente
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aumentando a solubilidade do LCC. Esses resultados corroboram os obtidos por Philip
et al. (2008).

Patel et al. (2011) também investigaram a influéncia da temperatura na
solubilidade dos compostos do LCC em CO:2 e observaram que, na condicdo de
pressado e temperatura de 300 bar e 40 °C, respectivamente, € obtido valor inferior de
rendimento de extracdo, comparado ao alcancado a 300 bar e 60 °C. Diante deste
resultado, os autores constataram, portanto, que o rendimento aumenta com o
aumento da temperatura para uma mesma pressao. Segundo Philip et al. (2008), para
pressdes abaixo de 220 bar (pressdes abaixo da regido de transicdo), o aumento da
temperatura diminui a densidade do CO: supercritico e, consequentemente, menor
poder de solvente do solvente. Acima dessa regido, condi¢cao utilizada por Patel et al.
(2011), o aumento da solubilidade do LCC pode ser atribuido ao aumento da presséo

de vapor de alguns dos componentes do LCC.

Além das variaveis temperatura e pressao, o fluxo de CO2 também influencia
na solubilidade dos compostos do LCC, sendo que esta diminui com o aumento do
fluxo de CO:2 (Philip et al., 2008). Os melhores resultados obtidos por Philip et al.
(2008) com o menor fluxo de CO2 (5 g min't) podem ser explicados em termos do
tempo de permanéncia do fluido no vaso de extragéo: quanto menor o fluxo de COz,
maior o tempo de permanéncia no vaso de extracdo, resultando em melhor

transferéncia de massa do LCC para o CO2 supercritico.

3.5. Modelagem matematica

A modelagem termodindmica e de transferéncia de massa correspondem a
etapas essenciais no projeto de processos industriais que envolvem extragdo com
COzsupercritico (EFS). Para EFS, a solubilidade do composto de interesse em dioxido
de carbono € um dos principais parametros para a otimizacdo, sendo que esta
propriedade pode ser calculada a partir de modelos termodinamicos. A partir do ponto
de vista termodinamico, a solubilidade pode ser calculada através da definicao tedrica
do equilibrio de fases, utilizando modelos que necessitam de dados experimentais ou
modelos preditivos que empregam somente dados de propriedades dos compostos

puros. Uma classe de equacgdes que calcula a solubilidade séo as equacgdes de estado
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(EOS) cubicas. Um dos fatores limitantes para o uso deste equacionamento é a
necessidade de dados experimentais de equilibrio de fases de misturas binarias para
estimar parametros associados a desvios mais pronunciados da idealidade da mistura
(Silva, 2013).

3.5.1. Equilibrio liguido-vapor (ELV)

O equilibrio liguido-vapor a altas pressdes de misturas contendo CO: e
compostos presentes em espécies vegetais € de importante aplicagdo para 0s
célculos de solubilidade associados aos processos extrativos que utilizam CO:
supercritico como solvente. O equilibrio liquido-vapor requer como condicéo
necessaria a igualdade das fugacidades das fases a temperatura e presséo
constantes para todos os componentes presentes na mistura. As equacoes de estado
cubicas (EOS) sdo amplamente aplicadas para o calculo dos coeficientes de
fugacidade utilizados no equacionamento da isofugacidade do ELV para alta presséo,
condicdo em que a fase liquida € compressivel. A equacéo de estado cubida de Peng-
Rosinson (PR-EOS) é uma equacéo de estado classica, Equacéo 3.1 (Silva, 2013).

RT a
P_

“v—b v(@w+b)+b(v—bh) 31

Onde, v é o volume molar, R refere-se a constante dos gases, T corresponde a
temperatura absoluta, a e b sdo parametros da PR-EOS, Equagbes 3.2 e 3.3,

respectivamente.

0,45724R?.T? (3.2)
a =
Pc
. 0,07780R . T, (3.3)

Pc
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3.5.2. Modelagem matematica da transferéncia de massa

A modelagem matematica dos processos de extracdo com fluido supercritico é
uma ferramenta util que possibilita a previsdo do comportamento do sistema de
extragdo tendo como objetivo a determinacdo de parametros do processo, sendo
importante na otimizagao e scale-up da extragao a partir de informacdes em escala

laboratorial ou piloto (Cassel et al., 2008; Reverchon, 1997).

Diante disso, uma ampla variedade de modelos é relatada na literatura. Pode-
se apresentar, de um modo geral, a existéncia de modelos empiricos, modelos
baseados na transferéncia de massa em uma unica fase do processo (fase fluida ou
particula sélida), além disso, ha os modelos que consideram a transferéncia em
ambas as fases, acrescentam-se ainda os modelos estabelecidos por analogia ao
transporte de calor e, por fim, a combinacéo entre eles. E importante destacar que
cada modelo considera diferentes caracteristicas de um determinado processo.
Assim, ndo ha um modelo que possa ser aplicavel a qualquer fenbmeno de
transferéncia de massa, ja que a curva de extracdo pode variar conforme as condi¢des
operacionais, bem como, com o tipo de produto obtido, o solvente utilizado, o tipo de
matéria-prima, a estrutura vegetal do material utilizado, além da forma geométrica do

extrator e das particulas (Cassel et al., 2008).

Os modelos empiricos sao considerados, por muitas vezes, um pouco mais que
uma interpolacdo de resultados experimentais e podem ser Uteis quando faltam
informacdes sobre os mecanismos de transferéncia de massa e sobre as relacdes de

equilibrio do processo de extracdo (Reverchon, 1997).

Um modelo empirico foi utilizado por Barton et al. (1992). Os autores trataram
a extracdo supercritica com CO:2 da oleorresina de baunilha como uma reacéo
guimica, sendo que, ao invés das relacdes de transferéncia de massa e equilibrio,
uma constante cinética foi utilizada. A taxa de extracdo foi assumida como
proporcional a concentracdo de oleorresina deixada na particula vegetal (qrs) € a

seguinte equacao diferencial foi proposta (Equacgéo 3.4):
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dqrs _
dt

_qus (3.4)

Onde, k é a constante cinética.

Ao integrar esta equacao com a condi¢do inicial que em t =0, q,s = Qrs0s

obtém-se a Equacéo 3.5.

Grs = Qrso exp(—kt) (3.5

Segundo esses autores, se a difusdo interna é a etapa de controle, é possivel
definir k = DA/Vz, onde A/V é a razédo superficie-volume da particula e z é a distancia
de difusdo. Dessa forma, aplicando este modelo a dados experimentais do processo

extrativo, foi encontrado um melhor valor de ajuste para a difusividade interna D.

Um outro grupo de modelos € o baseado na analogia de transferéncia de calor,
em que o processo de extracdo com CO2 supercritico € tratado como um fendmeno
de transferéncia de calor; cada particula vegetal é considerada como uma esfera
quente resfriando em um meio uniforme. Nesse caso, assume-se que 0S componentes
a serem extraidos estéo distribuidos uniformemente dentro da particula e, aplicando
a segunda lei de difusdo de Fick em coordenada esférica, a analogia da transferéncia
de calor e as transformadas de Fourier, a equacao diferencial pode ser resolvida
analiticamente e a concentracdo do soluto na particula € calculada através da
Equacéo 3.6 (Reverchon, 1997).

[ ]2 expl Tthl (3.6)

Onde, n € um numero inteiro, r € a variavel radial (m), D € o coeficiente de
difusdo do soluto na esfera (m? s?), t € o tempo de extracdo (s), g € a concentracdo
do soluto restante na esfera (kg m3) e g, € a concentracgao inicial do material extraivel
(kg m3).
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Este modelo foi aplicado por Reverchon et al. (1993) para descrever as curvas
de rendimento de Oleos essenciais isolados por extragdo com CO:2 supercritico do
manjericdo. Obteve-se uma concordancia satisfatoria entre o modelo e os dados de
rendimento a partir da utilizacdo de trés tamanhos diferentes de particulas de

manjericao.

Destacam-se também os modelos baseados em balanco de massa diferencial
gue tém sido amplamente utilizados para descrever o comportamento de leitos fixos
durante operacdes solido-liquido como adsorgcdo/dessor¢cdo. Ao aplicar esses
modelos, supdem-se que a disperséo axial € desprezivel, bem como que a densidade
do solvente e a sua vazao sao constantes ao longo do leito, e que o 6leo essencial
pode ser modelado como um Unico composto. Com base nestas hipéteses, dois
balangcos de massa independentes (Equacdes 3.7 e 3.8) podem ser escritos sobre um

elemento do extrator de altura dh (Reverchon, 1997).

v v ra—agv oy

Yoan T ot Vot T (3.7)
aq

(1- E)VE =—-ApK (q—q*) (3.8)

Onde, € é a porosidade do leito, V é o volume do extrator (m3),c é a
concentragdo do extrato na fase fluida (kg m3), g é a concentragéo do extrato na fase
solida (kg m), u é a velocidade superficial do solvente (m s?), A, é a superficie total
das particulas (m?), g * é a concentracéo na interface fluido-sélido que se supde estar
em equilibrio com a fase fluida (kg m), h é a coordenada espacial ao longo do leito
(m), t é o tempo de extracéo (s), q, € a concentracao inicial na fase sélida (kg m=) e
K (m s?1) é o coeficiente de transferéncia de massa interna. As modelagens
matematicas das extracOes supercriticas de Oleo de sélvia (Reverchon, 1996), dleo
de semente da rosa mosqueta (Reverchon et al., 2000), vimblastina (alcaléide obtido
a partir da planta Catharanthus roseus) (Falcdo et al., 2017) e dleo essencial de
carqueja (Baccharis trimera) (Vargas et al., 2006) foram realizadas com sucesso a

partir do uso deste modelo.
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Este balanco de massa diferencial foi aplicado por Sovova et al. (1994) no
processo de extracdo supercritica do 6leo essencial de sementes de alcaravia. Esses
autores propuseram uma representacao fisica das particulas da semente como sendo
compostas de células quebradas durante a moagem e de células ainda intactas. Eles
levantaram a hipétese da existéncia de duas resisténcias a transferéncia de massa
durante a extracdo supercritica: a primeira esta localizada na mistura supercritica e
controla o processo de extracao até que todo o 6leo essencial das células quebradas
seja esgotado; a segunda esta nas paredes das células ndo destruidas e controla a
parte restante do processo. Essas hip6teses foram transferidas para o modelo
matematico introduzindo dois balancos de massa para a fase solida. Um foi escrito
para o Oleo essencial de facil acesso e o outro foi escrito para o 6leo essencial
protegido pelas paredes das células fechadas. As proporcdes relativas dessas
contribuicdes foram determinadas pela eficiéncia de moagem. Um terceiro balango de
massa diferencial foi proposto para a fase fluida. O sistema de trés EDPs constituido
pelas equacbes de balanco de massa com simplificacdo foi solucionado
analiticamente. Cinco parametros ajustaveis foram determinados usando o método
dos minimos quadrados. Os resultados experimentais foram propostos em diferentes
condicOes de extracdo e os experimentos foram realizados em condi¢cbes de fluxo
ascendente e descendente. O efeito da canalizac&o foi observado na operacédo de
fluxo ascendente. No entanto, para validar modelos com um grande numero de
parametros ajustaveis, os autores afirmam que um namero adequado de conjuntos de

dados experimentais deve ser utilizado.

Destaca-se também o trabalho de Patel et al. (2006) que investigaram a
extracdo do liquido da casca da castanha de caju (LCC) utilizando diéxido de carbono
supercritico. Os resultados experimentais foram representados pelo modelo de
transferéncia de massa baseado em difusdo no qual supde-se que o 6leo essencial
esteja distribuido uniformemente na matriz celular e que as particulas sélidas
apresentam estrutura uniforme. A dispersao axial € desprezada. A vazao do fluido
supercritico, a temperatura e a pressao do sistema sao constantes e a velocidade do
fluido supercritico através do extrator é insignificante. Se C € a fracdo massica do

soluto no fluido supercritico durante um determinado periodo de tempo, Ci,y € a

guantidade total de soluto presente no sélido. Este modelo cinético é expresso pela

Equacéo 3.9.
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C = Cinf — Cinf eXp(—Kt) (39)

Onde, K é a constante de velocidade.

Através de estudos experimentais, observou-se que a constante de velocidade,

K, depende da presséo, temperatura e vazdo massica do solvente (Equacéo 3.10).

Onde, P, FeT sao pressdo (bar), vazdo massica de solvente (kg/h) e

temperatura (K), respectivamente.

Segundo os autores, os valores positivos encontrados para K, e Ky indicam
gue, com o aumento da pressao e da vazao massica do solvente, a constante cinética
e, portanto, o rendimento aumenta. O valor negativo encontrado para o coeficiente de
temperatura na Equacdo 3.10 sugere que, com 0 aumento da temperatura, 0
rendimento do LCC diminui; no entanto, apresenta baixa sensibilidade no rendimento
do LCC.

Os modelos utilizados nesta tese, para a extragdo supercritica do cardanol a
partir do LCC, foram definidos a partir da analise do comportamento experimental e

sao apresentados na secéao 4.5.

3.6. Terapias no tratamento do Céancer

Cancer € a segunda principal causa de morte depois das doencas
cardiovasculares, que correspondem a principal causa de morte no mundo. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) projetou que mais de 13,1 milhdes de mortes
relacionadas ao cancer ocorrerdo até 2030, época em que o cancer, provavelmente,
ultrapassard as doencas cardiovasculares como a principal causa de morte em

humanos (Jusu et al., 2020).
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A pesquisa relacionada ao cancer envolve intensos esfor¢cos cientificos para
identificar suas causas e desenvolver estratégias para sua prevencao, diagndstico,
tratamento e cura. Na terapia anticancer, os medicamentos sédo administrados por via
intravenosa e/ou oral usando formulagdes convencionais, incluindo injecdes,
comprimidos e capsulas. A distribuicdo controlada e direcionada de um agente
anticancer no local de acdo € necessaria para maximizar o efeito de morte celular
durante a fase de crescimento do tumor e para evitar a exposi¢ao do farmaco a células
saudéaveis, reduzindo assim a toxicidade do farmaco. Além disso, destaca-se a
importancia de manter uma taxa constante de entrega do farmaco para maximizar a
exposicao as células em divisdo, resultando na regressao do tumor (Dinarvand et al.,
2011).

A quimioterapia intravenosa é o tratamento mais comuns para o cancer. No
entanto, os tecidos e 6rgdos normais sofrem danos devido aos efeitos colaterais
indesejaveis causados pela distribuicdo ndo especifica de farmacos quimioterapicos
e afalta de especificidade para reconhecimento de células tumorais (Shen et al., 2020;
Ahmad et al., 2019).

Uma abordagem promissora neste contexto € a utilizacdo de matrizes
poliméricas biodegradaveis e biocompativeis para a liberacdo controlada de farmacos.
Esses sistemas sdo capazes de manter as concentracdes do farmaco dentro das
faixas terapéuticas ao longo dos dias. Consequentemente, podem diminuir os efeitos
colaterais causados por altas concentracdes e administracdes repetidas e, assim,
melhorar a adeséo do paciente em comparagdo com 0s tratamentos convencionais
(Milosevic et al., 2020; Pereira et al., 2016).

Na medicina moderna, tém sido utilizados polimeros biocompativeis e
biodegradaveis para a fabricacdo de scaffolds (suportes) (Milosevic et al., 2020;
Hamedani et al., 2020; Sahoo et al., 2005). Esse tipo de sistema de liberacdo de
farmacos pode ser usado para varias aplicacdes médicas, como na cicatrizacdo de

feridas e na terapia do cancer (Milosevic et al., 2020).

Scaffolds nanofibrosos carregados com farmaco podem ser implantados na

area desejada do corpo para fornecer uma fonte do mesmo e distribui¢do local do
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agente terapéutico. No caso de tratamento do cancer, os implantes carregados de
farmacos néo apenas fornecem uma entrega local e eficiente, mas também minimizam

a toxicidade sistémica (Hamedani et al., 2020).

Dentre as vantagens do uso de polimeros biodegradaveis na preparacdo de
scaffolds para a liberacdo de farmacos, destacam-se: biocompatibilidade,
degradabilidade, reabsorcdo e a dispensavel necessidade de uma segunda cirurgia
para remocao do scaffold, uma vez que o farmaco tiver sido liberado (Milosevic et al.,
2020).

3.6.1. Poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA)

O PLGA esta em uso clinico seguro desde sua aprovacao pelo FDA (Food and
Drug Administration) em 1969 (Ahmad et al., 2019). Em todas as categorias de
biomateriais biodegradaveis, o PLGA é uma escolha popular como transportador para
a entrega de medicamentos, proteinas e macromoléculas (DNA, RNA, peptideos) e
como scaffolds para engenharia de tecidos (Ahmad et al., 2019; Makadia e Siegel,
2011).

O PLGA é um copolimero sintético, pertencente a classe dos poliésteres,
composto por unidades monoméricas de poli(acido glicélico) (PGA) e poli (acido
lactico) (PLA) (Figura 3.6) (Ahmad et al., 2019; Makadia e Siegel, 2011). O PLA
apresenta um carbono assimétrico referido como D ou L; sendo as formas
enantioméricas PDLA e PLLA. PLGA € um acrénimo geral para acido poli(D, L-lactico-

co-glicdlico); as formas de acido D- e L-lactico estando em igual propor¢cédo (Ahmad et

al., 2019).
CHs 0
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Figura 3.6. Estrutura do PLGA: x é o nimero de unidades de &cido lactico e y, o niUmero de unidades

de &cido glicdlico (Fonte: autora).
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O PLGA pode ser obtido com diferentes razbes de PLA:PGA. Por exemplo,
PLGA 75:25 significa que o copolimero apresenta 75% de PLA e 25% de PGA (Ahmad
et al., 2019). A proporcao entre PLA e PGA, a massa molar, a topologia da superficie
e atemperatura de armazenamento influenciam as propriedades fisicas do copolimero
(Makadia e Siegel, 2011).

O PLGA é um polimero bioabsorvivel, biocompativel e biodegradavel em
subprodutos nao téxicos (acido glicdlico, acido lactico, dioxido de carbono e agua)
apresentando baixa resposta inflamatoria. Trata-se de um polimero relativamente

hidrofébico com boa resisténcia mecéanica (Zhao et al., 2016; Makadia e Siegel, 2011).

Além disso, o PLGA apresenta caracteristicas de liberacdo controlada ou
sustentada, propriedades de degradacédo favoraveis e métodos de preparacao bem
documentados para formulacfes utilizando uma ampla variedade de moléculas
hidrofilicas e hidrofobicas (Ahmad et al., 2019). Como moléculas hidrofilicas, citam-
se: Atenolol, medicamento utilizado no tratamento da hipertensdo (Chourasiya et al.,
2016) e Carboplatin, farmaco empregado na terapia do cancer (Singh et al., 2011).
Como moléculas hidrofobicas destacam-se: Paclitaxel (Huang et al., 2013), Honokiol
(Hamedani et al., 2020) e Docetaxel (Manoochehri et al., 2013), utilizadas como

medicamentos na terapia do cancer.

Os copolimeros de PLGA sao amplamente amorfos e exibem uma temperatura
de transicdo vitrea (Tg) na faixa de 40 °C a 60 °C (Ahmad et al., 2019), portanto,
apresentam comportamento vitreo na temperatura fisiologica de 37 °C, apresentando,
assim, a estrutura da cadeia bastante rigida (Ahmad et al., 2019; Makadia e Siegel,
2011).

Polimeros PLGA comercialmente disponiveis sdo, geralmente, caracterizados
por sua viscosidade intrinseca, que esta diretamente relacionada ao seu peso
molecular (Ahmad et al., 2019; Makadia e Siegel, 2011). Esses polimeros séo
disponiveis com propriedades fisico-quimicas muito diferentes entre si. Diante disso,
o perfil de liberacdo do farmaco pode ser adaptado selecionando o PLGA com as
propriedades apropriadas para a aplicacdo desejada como, por exemplo: massa molar

e razdo entre PLA e PGA (Fredenberg et al.,, 2011). Em relacdo a massa molar,
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observa-se que os copolimeros de PLGA com elevadas massas molares, por
apresentarem cadeias mais longas, requerem mais tempo para degradarem-se do que
os copolimeros de cadeias poliméricas curtas (Erbetta et al., 2012; Makadia et al.,
2011). Quanto a razédo entre PLA e PGA, constata-se que copolimeros de PLGA ricos
em PLA sdo menos hidrofilicos — ja que a presenca de grupos metila no PLA torna-o
mais hidrofébico em relacdo ao PGA —logo, esses copolimeros absorvem menos agua
e, consequentemente, degradam-se mais lentamente (Zhao et al., 2016; Erbetta et al.,
2012; Makadia et al., 2011; Lu, L. et al., 2000).

Entre as diferentes formas de sistemas de liberacdo de farmacos baseados em
PLGA, as microesferas ou microparticulas sdo as mais comuns. Outros tipos incluem
nanoparticulas, filmes, cilindros, scaffolds e espumas. Os implantes de PLGA podem
ser inseridos cirurgicamente no local desejado, fornecendo a vantagem de

administracéo local do farmaco (Fredenberg et al., 2011).

3.6.1.1. Mecanismos de liberacdo de farmacos baseados em PLGA

Os dois principais mecanismos de liberacdo de farmacos baseados em PLGA
séo difusdo do farmaco através da matriz polimérica e degradagéo/erosdo da matriz
polimérica (Ahmad et al.,, 2019; Fredenberg et al., 2011; Dinarvand et al., 2011).
Muitos processos influenciam a taxa de difusdo do farmaco e a cinética de
degradacdo, por exemplo, interacdes polimero-farmaco, interagdes farmaco-farmaco
e absorcdo de agua. A liberacdo do farmaco é frequentemente precedida por uma
cadeia de processos como absorcao de agua, hidrélise e erosédo (Fredenberg et al.,
2011).

A taxa de liberacao é frequentemente controlada inicialmente por difuséo e, no
estagio final, por degradacéo/erosdo que é determinado pela taxa de hidrolise via
clivagem das ligacOes éster em oligbmeros e posteriormente em mondmeros (Figura
3.7) (Ahmad et al., 2019; Fredenberg et al., 2011; Dinarvand et al., 2011). Nesse
processo, a penetracdo de dgua na matriz € maior do que a taxa de degradacgdo do
polimero (Ahmad et al., 2019; Makadia e Siegel, 2011).
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Figura 3.7. Reacé&o de hidrolise do PLGA (Fonte: autora).

Embora os copolimeros de PLGA possam sofrer eroséo superficial em algumas
condi¢cdes, a erosdo em massa € a principal via de degradagéo. Isso ocorre por cisao
aleatédria de ligacdes éster na estrutura do polimero ocorrendo homogeneamente em

todo o dispositivo (Dinarvand et al., 2011).

A Figura 3.8 apresenta as curvas para liberacdo de farmaco como resultado da
degradacdo dos copolimeros de PLGA com diferentes proporcdes entre PLA e PGA
(Makadia e Siegel, 2011).

Razdo de liberagdo do farmaco

80 100 120 140

Dias

Figura 3.8. Curvas de liberac¢é@o de farmaco, in vivo, para PLGA 50:50, 65:35, 75:25 e 85:15.
PLGA 65:35 significa 65% de acido lactico e 35% de acido glicélico (Makadia e Siegel, 2011).

As curvas mostram que a taxa de liberagdo diminui com o aumento da

bY

concentracdo do PLA. Observa-se este comportamento, devido a presenca dos
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grupos metila no PLA que o tornam mais hidrofébico comparado ao PGA. Por serem
menos hidrofilicos, copolimeros de PLGA ricos em PLA degradam-se mais
lentamente, pois absorvem menos agua (Ahmad et al., 2019; Zhao et al., 2016;
Makadia e Siegel, 2011). As faixas de tempo de degradacdo podem ser de 1 a 2
meses, de 4 a 5 meses e de 5 a 6 meses, para razbes de copolimero de PLGA de
50:50, 75:25 e 85:15, respectivamente (Ozdil e Aydin, 2014).

3.6.1.2 Scaffold de PLGA: aplicacéo na terapia do Cancer

Copolimeros de PLGA tém sido amplamente utilizados em sistemas de
liberacdo de farmacos como alternativa para melhorar formulagcdes convencionais
(Milosevic et al., 2020; Pereira et al., 2016), sendo que scaffolds fiborosos de PLGA
carregados de farmacos tém ampla aplicacdo em curativos e tratamento de cancer
(Zhao et al., 2016).

Almajhdi et al. (2014) avaliaram a atividade anticancer de scaffolds de
nanofibras de PLGA com nanoparticulas de prata incorporadas contra linhagem de
células de cancer de figado. O estudo revelou que as nanofibras de PLGA contendo
7% de prata sdo adequadas como sistemas de liberacédo de farmacos anticancer sem

efeito de citotoxicidade nas células normais.

Acrescenta-se ainda o estudo de Xie et al. (2008). Os autores prepararam
filmes biodegradaveis de PLGA com paclitaxel encapsulado para aplicacdes de
liberacdo sustentada do farmaco que apresenta acdo anticancer. Os filmes
desenvolvidos neste estudo, preparados utilizando uma combinacéo de técnicas de
deposicado por eletrospray, tém potencial para serem usados como dispositivos de
entrega sustentada de paclitaxel ao local do tumor apds implantacdo para

guimioterapia.

Hamedani et al. (2020) prepararam scaffolds de PLGA, utilizando a técnica de
eletrofiacdo, com Honokiol incorporado, um composto natural com potentes efeitos
anticancer. A partir da avaliacdo do perfil de liberagéo, foi constatado que 24% do
Honokiol foi liberado em 24 horas sugerindo que a entrega sustentada do farmaco é

viavel. Além disso, foi demonstrado que o Honokiol administrado por meio de scaffolds
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baseados em PLGA é eficaz na inibicdo do crescimento de células cancerigenas

renais.

3.6.2. Propriedades anticancer do LCC e do Cardanol

Quimioterapicos derivados de plantas sdo tradicionalmente utilizados na
terapia do céncer. Varios componentes de ocorréncia natural, como curcumina,
alicina, licopeno, capsaicina, limoneno e betacaroteno, foram usados e pesquisados
com eficacia para a terapia anticAncer (Bhanot et al., 2011). Mais recentemente, as
propriedades anticancer do LCC foram exploradas para fins terapéuticos (Anand e
Nair, 2017). Dentre os componentes fendlicos do LCC, o cardanol tem comprovado
efeito antiproliferativo em algumas linhagens de células cancerosas, como, por
exemplo, hepatocarcinoma, HepG2 (Massaro et al., 2015) e melanoma humano, M14
(Su et al., 2017), o que pode ajudar seus derivados a evoluirem como alternativas

terapéuticas para o tratamento anticancer.

Massaro et al. (2015) exploraram nanotubos de haloisita como carreadores de
farmacos como o cardanol, que é considerado uma espécie ativa anticancer natural
promissora para o tratamento do cancer de figado (hepatocarcinoma — HepG2). Os
nanotubos de haloisita foram modificados com sais de triazolio hidrofobicos a fim de
resolver o problema de baixa solubilidade do cardanol em meios fisiolégicos. O
cardanol liberado a partir dos nanotubos de haloisita modificados apresentou alta

citotoxicidade frente as linhagens celulares de hepatocarcinoma.

Su et al. (2017) estudaram a acdo do cardanol nas células de melanoma
humano (M14) e constataram que o cardanol pode inibir a proliferagdo de células de
melanoma humano de maneira dependente da dose e dependente do tempo, sendo
determinados os valores de ICso de 23,15 £ 2,42 yM e 12,30 £ 1,67 yM ap6s 24 h e
48 h de tratamento, respectivamente. Os autores afirmam que o cardanol apresenta
potencial para ser aplicado em dispositivos para terapia de cancer de pele

(melanoma).

Destaca-se também o estudo de Neto et al. (2014), que avaliaram a

citotoxicidade do LCC no carcinoma de células escamosas oral (OSCC-3). As células
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foram tratadas com os compostos a 25 ng/uL por 24, 48 e 72 h. Este estudo investigou
a citotoxicidade do LCC, cuja composicao quimica ndo foi informada, o que resultou

em classifica-lo como potencial agente quimioterapico.

Outro estudo foi o de Al-Hazzani et al. (2012), que avaliou uma nanoemulsao a
base de LCC, do qual a composicdo quimica nao foi revelada, como um potente
inibidor da proliferacédo de células do cancer de mama humano (MCF-7). Os objetivos
do estudo foram avaliar o potencial das nanoemulsdes para aumentar a solubilidade
de farmacos e investigar a citotoxicidade in vitro contra células de cancer de mama
humano. Células de céancer de mama humano tratadas com a nanoemulsédo
apresentaram perda de viabilidade e morte por apoptose e necrose sendo

determinados o valor de ICso de 88 + 14,2 uL/mL apés 48 h de tratamento.

Acrescenta-se ainda o trabalho de Ashraf e Rathinasamy (2018) que avaliaram
a atividade anticancer do LCC técnico nas células de cancer do colo do utero humano
(HeLa) em comparacédo com as células fibroblasticas (L929). Os autores relatam que
células HelLa tratadas com LCC técnico em todas as concentracdes apresentaram
alteracdo morfologica apo6s 24 h de tratamento, sendo observada a inibicdo da
proliferagdo de células HeLa com ICso de 0,004%(v/v). Nas células de fibroblastos
L929, o tratamento com o LCC técnico ndo induziu a qualquer alteragéo na morfologia
mesmo na concentracdo mais alta utilizada. Isso indica, claramente, que as células
normais podem tolerar concentracdes mais altas de LCC técnico, enquanto as células

cancerosas sao altamente suscetiveis a acdo dos constituintes fenélicos do LCC.

Ola et al. (2008) isolaram o acido anacardico e o cardanol a partir do LCC e
avaliaram a atividade citotoxica desses compostos, bem como a do LCC, em
linhagens de células cancerigenas HelLa in vitro. A partir dos resultados do teste de
citotoxicidade, verificou-se que o LCC, o acido anacardico e o cardanol tém um forte
efeito citotoxico com intensidades variadas. O LCC tem o maior potencial, onde na
dose de 0,0312 mg/mL pode causar morte celular de 65,73%. O acido anacardico
passou a causar morte celular na dose de 0,500 mg/mL com percentual de morte
celular de 11,27%, enquanto para o cardanol o efeito citotoxico foi observado na

concentracdo de 0,13 mg/mL com morte celular de 6,93%. Dessa forma, os autores
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concluem que o LCC, bem como o acido anacardico e o cardanol podem ser

desenvolvidos como agentes anticancerigenos.

Na literatura, ndo tém sido relatados estudos sobre a utilizagdo do cardanol
incorporado a uma matriz biodegradavel de PLGA com o objetivo de aplicacdo da
terapia do cancer. Diante disso, a proposta desta tese mostra-se promissora no que
se refere a busca de alternativas aos tratamentos convencionais destinados ao

tratamento do cancer.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sera abordada a metodologia utilizada para realizar a extracao
com CO: supercritico do cardanol a partir do LCC e a metodologia empregada para
determinar a solubilidade do cardanol em CO2, com base em experimentos de
equilibrio liquido-vapor. Sera relatada a modelagem matematica do processo
extrativo incorporando os dados de solubilidade gerados a partir do uso de EOS.
Também serdo apresentadas as metodologias utilizadas para avaliar a estrutura
guimica do LCC e do extrato obtido, a composi¢do quimica do extrato, bem como a
citotoxicidade do mesmo frente as células de cancer de bexiga (T24) e glioblastoma
(M059J) em comparacdo com as células saudaveis (Vero). Além disso, sera
apresentada a metodologia utilizada para preparar flmes de PLGA com cardanol
incorporado, bem como as metodologias empregadas para caracteriza-los e para
realizar o ensaio de liberacdo do cardanol a partir dos filmes. Um esquema

representativo das etapas do trabalho é mostrado na Figura 4.1.

EXTRAGAO SUPERCRITICA DO CARDANOL A PARTIR DO LCC

Investigacao Estratégia para a Determinagio
preliminar da construgio das da condicéo
viabilidade do curvas de extragio Gtima
método Box-Behnken
Extragéo na Extragiio no Modelagem Experimento

célula de alta equipamento em matemdtica [ | de ELV
pressao escala piloto Célula de
equilibrio a alta
pressao

FILMES Ensaios de
EXTRATO { DE PLGA liberagio
Caracterizagao

| RMN 'H | ‘CLAE | | CG/EM ‘ | MTT | ‘ FTIR | | MEV-FEG | ‘ Dsc | Angulo de

contato

Figura 4.1. Esquema representativo das etapas do trabalho.
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Na Tabela 4.1, sédo apresentados os dados sobre os materiais utilizados nos

procedimentos experimentais.

Tabela 4.1. Lista de materiais utilizados.

Materiais Procedéncia Psrrs;ad(%
Acetonitrila (CH3CN) Merck 99,99
Acido acético glacial (C2H402) Merck 100,0
B e e rametliazor 225 -
Cloroférmio (CHCIs) Anidrol 99,80
Cloroformio deuterado (CDCl3) Sigma-Aldrich 99,80
Dimetilsulfoxido (C2HsSO) Merck 99,90
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Life Technologies -
DMEM-Fl_Z (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Life Technologies i
Nutrient Mixture F-12)

Fungizona Life Technologies -
Hélio Air Products 99,90
Penicilina-Estreptomicina Life Technologies -
Poli(4cido L-lactico-co-acido glicélico) - (PLGA PURAC (PLG8523; 99.39
Comercial) 85:15 L-Léctico:glicdlico) '
Solucgéo tampéo fostato salino (PBS) Sigma-Aldrich -
Soro Fetal Bovino (SFB) Life Technologies -
Sulfato de s6dio anidro (Na2SOa4) Synth 99,00
Tripsina com EDTA 0,5% Life Technologies -
Tween-20 (C26H50010) Synth 99,90
Linhagens celulares

M059J (Células de glioma)

T24 (Carcinoma de células transicionais de i ATCC i
bexiga humana) (Amerlée(\)ﬁ]lgéipoen)culture

Vero (Células renais de macaco verde africano)

O LCC técnico (densidade de 0,946 g/mL) foi doado pela empresa Vernisul

(Canoas/RS). O cardanol padréo (pureza de 86% e densidade de 0,948 g/mL) foi

adquirido na Resibras Cashol (Fortaleza/CE) e o diéxido de carbono, na Air Products

(pureza de 99,9%).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H50O10
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O PLGA foi fornecido pela empresa Corbion Purac (Gorinchem, Holanda) na
forma de pellets, sendo armazenado sob argbénio e refrigeracdo (-15 °C). O
copolimero PLGA utilizado nesse trabalho contém maior quantidade de unidades
monomeéricas de PLA em relacao as de PGA, contendo 85% de PLA e 15% de PGA.
Além disso, apresenta viscosidade inerente (em cloroférmio) de 2,3 dL/g e massa
molar (Mw) de 363.000 g/mol.

4.2. Extracdo com CO2 supercritico no vaso de alta pressao

A extracdo do cardanol a partir do LCC com CO: supercritico, inicialmente, foi
realizada em um vaso de alta pressdo com o objetivo de avaliar a viabilidade do
método de extracdo. Dessa forma, diversas condicbes de temperatura e pressao
foram investigadas, visando estabelecer a condicdo que apresenta a maior

solubilidade e seletividade do cardanol em meio supercritico.

O sistema consiste em uma bomba de CO: de alta pressao (ISCO 260-D),
uma célula de aco inox (Waters) de alta pressao, uma resisténcia (Resistec) que
controla a temperatura do ar no entorno do vaso, uma placa de agitacdo magnética
(Fisatom) e um transdutor de pressao (Smar). O esquema da montagem € mostrado

na Figura 4.2 e uma foto do equipamento é mostrada na Figura 4.3.

Figura 4.2. Fluxograma da célula de alta presséo. 1- Cilindro de CO3; 2- Bomba termostatica;
3- Vaso de alta pressao; 4- Agitador magnético; 5- Vaso de expanséao; TT- Transmissor de

temperatura; CT- Controlador de temperatura; IP- indicador de presséo.
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Figura 4.3. Célula de alta presséo.

A massa de LCC utilizada nas extracdes foi na faixa de 0,3 a 0,7 g. Foram
avaliadas seis condi¢Oes de extracao: em temperaturas de 35 °C e 55 °C a 80 bar, a
120 bar e a 200 bar. A amostra de LCC foi carregada no vaso de alta pressédo com
uma pipeta Pasteur e a quantidade de substancia dentro do vaso foi considerada
como a diferenca entre a massa total da pipeta Pasteur+amostra antes e apos a
adicdo da mesma dentro do vaso; para este procedimento, foi utilizada uma balanca
de alta precisdo (METTLER TOLEDO com precisdo de 0,001 g). Em seguida, o CO2
foi injetado no vaso de alta presséo até atingir a condicdo de temperatura e pressao
desejada dentro do vaso. As extracdes foram finalizadas a partir do instante em que
nao foi mais observado o aumento da massa de extrato obtido apds trés medicdes
consecutivas de massa. Neste momento, efetuou-se a despressurizacéo lenta do

sistema.

A determinacdo da concentracdo de cardanol nos extratos (pureza dos
extratos em relacdo ao cardanol) foi realizada a partir da anélise por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) cuja metodologia sera relatada na secao 4.6.1.
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4.3. Extracdo com CO2 supercritico no equipamento em escala piloto

Em um equipamento de extracao supercritica em escala piloto, foram obtidos
extratos a partir do LCC e foi dada continuidade a investigacdo da condicdo 6tima de
extracao.

O equipamento de extracdo supercritica consiste em dois cilindros de
armazenagem de CO2, um condensador, duas bombas de alta presséo, uma bomba
de co-solvente, dois pré-aquecedores, trés vasos de extracao de 1.000 mL, 500 mL
e 100 mL, dois sistemas de coleta de extratos, um sistema de medicdo de vazao
massica, dois softwares de monitoramento e um sistema de controle automatizado.

Nas extracOes realizadas, o vaso utilizado foi o de 100 mL.

Conforme o fluxograma apresentado na Figura 4.4, o CO2 armazenado no
tanque (Cl1l), no estado liquido, percorre a tubulacdo passando através do
condensador (HE1), evitando que o diferencial de temperatura entre o ambiente e o
interior da tubulacdo vaporize o CO2. O fluido € pressurizado por uma bomba de alta
pressdo Maximator G35 (P1) e aquecido em um pré-aquecedor (HE2). Nesta etapa,
o fluido passa de liquido pressurizado para fluido supercritico. O fluido supercritico
ingressa, entdo, no vaso de extracado Waters (EV1) que contém a matéria-prima onde
se encontra o extrato desejado. O solvente (CO: supercritico) solubiliza o soluto
(extrato) e a mistura (solvente+soluto) deixa o vaso expandindo-se através da valvula
micrométrica Hoke-Micromite 1600 (MV1). Ao se expandir, o CO2 passa,
automaticamente, para o estado gasoso e 0 extrato, para o estado liquido,
dispensando uma possivel etapa de separacdo, se utilizado outro método de
extracdo. O extrato é coletado no vaso de separagdo (VS1 ou VS2) e os fluxos de
solvente, no estado gasoso, seguem em direcdo ao sensor de medi¢cdo de vazao
(MFT). A pressdo no extrator foi monitorada com um sistema transdutor digital,
Novus 8800021600, adquirido da Novus Produtos Eletrénicos (Brasil) com precisao
de = 1,0 bar. O controlador de temperatura foi conectado a termopares (PT-100) com

precisdo de <0,5.
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Figura 4.4. Diagrama simplificado do processo de extragdo supercritica.

As extracdes foram realizadas visando estabelecer a condi¢cdo de temperatura
e pressao que resulte em maiores rendimentos de extracdo, bem como em extratos
com maior concentracao de cardanol. O processo foi realizado em trés etapas, que

serdo descritas nas sec¢bes 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3.

Para a realizacao de todas as extracdes no equipamento em escala piloto, foi
utilizado papel filtro como suporte para o LCC. Desta forma, dentro do vaso de
extracao, foi colocada uma quantidade determinada de papel filtro de 0,014 cm de
espessura recortados em quadrados de cerca de 1 cm de comprimento. O papel
filtro, previamente seco e pesado, foi coberto com uma fina camada de LCC. Na
sequéncia, o papel coberto com LCC foi seco a temperatura de 60 °C e mantido em
estufa (TECNAL TE-394/2) por 1,5 h. Ap6s a secagem do papel, foi realizada a
determinacdo da massa de LCC aderida ao papel por diferenca em balanca
(METTLER TOLEDO, preciséao 0,001 g).

Os extratos obtidos a partir de cada extragdo supercritica no equipamento em
escala piloto foram pesados em uma balanca analitica (METTLER TOLEDO,
precisdo 0,001 g) para o calculo do rendimento de extracdo e analisados por CLAE
e CG/EM para a verificacdo da concentracdo de cardanol no extrato, conforme

descrito nas sec¢Oes 4.6.1 e 4.6.2, respectivamente.
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4.3.1. Etapa 1: Varredura de presséo e varredura de temperatura

Inicialmente, foi realizada uma varredura de presséo na temperatura de 55 °C,
definida com base no experimento anterior no vaso de alta pressao. As pressoes
avaliadas foram de 80 bar, 120 bar, 150 bar e 200 bar, a massa de LCC utilizada foi

de 5,060 g e a vazdo de CO2 empregada foi de 1000 g/h.

Posteriormente, sob presséo de 150 bar e vazédo de CO2 de 1000 g/h, foi
conduzida a varredura de temperatura. As temperaturas investigadas foram de
50 °C, 60 °C e 70 °C, sendo a massa de LCC utilizada de 6,995 g.

Para as extracbes que envolveram varredura de pressao e de temperatura,
dentro do vaso de extragdo, foram colocados, aproximadamente, 8 g de papel filtro
preparado conforme descrito na secao 4.3. As extracOes foram finalizadas a partir
do momento em que nado foi mais observado o aumento da massa apos trés

medi¢cdes consecutivas.

4.3.2. Etapa 2: Estratégia para a construcdo das curvas de extracao

A partir dos resultados (obtidos na Etapa 1) de rendimento das extracOes e
dos teores de pureza dos extratos em relacéo ao cardanol determinados por CLAE,
a condicdo definida para dar sequéncia ao trabalho foi a correspondente a
temperatura de 50 °C e a pressdo de 150 bar, sendo mantida a vazao de CO2 em
1000 g/h. Nesta condicao, foi realizada a extracado em triplicata com o objetivo de

construir as curvas de extracao.

Para o levantamento das curvas de extracao, a massa de LCC utilizada para
cada procedimento foi de 5,690 g e, aproximadamente, 8 g de papel filtro foi utilizado
como suporte para o LCC, preparado conforme descrito na secdo 4.3. As curvas
foram construidas a partir da massa acumulada de extrato em funcdo do tempo de
extracdo, sendo esta massa determinada por meio da pesagem por diferenca em
balanca analitica (METTLER TOLEDO, precisdo 0,001 g) a cada 10 min em um total

de 90 min de extracao.
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4.3.3. Etapa 3: Metodologia de superficie de resposta com planejamento

Box-Behnken

O método de superficie de resposta com planejamento Box-Behnken foi
empregado a fim de otimizar a extragdo com diéxido de carbono supercritico do

cardanol a partir do LCC.

O método desenvolvido por Box e Behnken (1960) direciona os experimentos
para avaliar o efeito das variaveis no teor de cardanol extraido, através de trés niveis
de trés variaveis. As variaveis pressao, temperatura e vazado de solvente foram
investigadas. Os trés niveis de pressao estudados foram 100 bar, 150 bar e 200 bar;
0s niveis de temperatura foram 40 °C, 50 °C e 60 °C e os niveis de vazdo de solvente
foram 500 g/h, 1000 g/h e 1500 g/h. O ponto central, correspondente a pressao,
temperatura e vazao de solvente de, respectivamente, 150 bar, 50 °C e 1000 g/h foi

definido com base nos resultados obtidos a partir da Etapa 1 (secao 4.3.1).

Os demais parametros da extracdo foram mantidos constantes: tempo de
extracao de 90 min, massa de LCC na faixa de 5 a 7 g e massa de papel no vaso de
extracdo na faixa de 5 a 8 g. O procedimento de preparo do papel filtro esta descrito

na secao 4.3.

O numero de experimentos é dado por N = 2k (k-1) + Co, onde k € o niUmero
de variaveis e Co 0 numero de replicatas no ponto central; ambos equivalem a 3,
totalizando 15 experimentos nas condicbes apresentadas na Tabela 4.2 com as

variaveis independentes codificadas.

Para cada extracdo supercritica, foi determinado o rendimento de cardanol
(Mcardano/MLcc) a partir da multiplicagdo do teor de cardanol no extrato
(Mcardano/Mextrato) - Obtido por CG/EM - por rendimento da extracdo (Mextrato/MLcc)

(Equagéo 4.1).

] massa de extrato 41
Rendimento de cardanol = x teor de cardanol no extrato  (4.1)
massa de LCC
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Tabela 4.2. Planejamento experimental Box-Behnken para as variaveis independentes para a

extracdo de cardanol do LCC por fluido supercritico.

Variaveis independentes Variaveis independentes
descodificadas codificadas
Exp Pr(ekz)sas;;?\o Tem;()oe(zzr;ltura Sox,a;ri% ((jge/h) X, X, X
1 150 50 1000 0 0 0
2 100 60 1000 -1 1 0
3 200 40 1000 1 -1 0
4 100 40 1000 -1 -1 0
5 150 50 1000 0 0
6 150 60 500 1 -1
7 200 50 500 0 -1
8 100 50 500 -1 0 -1
9 100 50 1500 -1 0 1
10 200 60 1000 1 1 0
11 200 50 1500 1 0
12 150 40 1500 0 -1 1
13 150 40 500 0 -1 -1
14 150 50 1000 0 0 0
15 150 60 1500 0 1 1

X1 € a pressao, Xz é a temperatura e X3 € a vazao de solvente.

Com os resultados obtidos a partir dos experimentos definidos pelo
planejamento Box-Behnken, obteve-se uma equacao polinomial de segunda ordem
(Equacéo 4.2) que relaciona as variaveis independentes com o teor de cardanol no

LCC, utilizando software Minitab®.

Y = Bo + B1X1 + B2Xo + BaXs + B11X1? + B22X2? + B3zXa? + B12X1 X2 + B13X1 X3 + B23XoXs
(4.2)

Onde, Y é a resposta predita; X1, X2 e X3 sdo as variaveis independentes; o
€ uma constante; Bi1, B2, B3 sdo os coeficientes lineares; P11, B22 € B3z SA0 0S
coeficientes quadraticos e Biz, P13 € B23 S0 0s coeficientes de interacdo entre os

fatores.
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Utilizando-se a Equacédo 4.2, é possivel obter a condicdo otimizada para a

extracdo de cardanol a partir do LCC.

4.4. Célculo da solubilidade do Cardanol em CO» supercritico

A solubilidade do soluto em dioxido de carbono é um dos principais
parametros na representacdo matematica de extracao supercritica e varios autores
tém utilizado diferentes metodologias para obter esses valores (Setianto et al., 2009;
Chrastil, 1982). Neste trabalho, a solubilidade foi obtida experimentalmente e,
posteriormente, calculada utilizando equacdes de estado cubicas; este valor foi
utilizado como entrada para o modelo de transferéncia de massa visando reduzir o
numero de parametros a serem estimados, aumentando assim sua precisdo. O
MATLAB 2015a foi utilizado para a estimacdo de parametros e simulacdo de

processos.

4.4.1. Equilibrio de fases a alta presséo

Os experimentos de equilibrio liquido-vapor foram realizados com o objetivo
de determinar a solubilidade do composto majoritario do LCC, o cardanol, em COs..
As medi¢bes do ponto de bolha foram realizadas pelo método sintético estatico em
uma célula de visualizacdo de volume variavel de alta pressdao. O aparato

experimental é apresentado na Figura 4.5.

O equipamento consiste em uma célula de visualizacdo com trés janelas de
safira para observacao visual, um transdutor de presséo absoluta (Smar LD 301)
com incerteza de + 0,012 MPa e uma bomba de seringa (ISCO, 260D) com vazao
maxima de 107 mL/min e pressdo maxima de 51,71 MPa. A bomba de seringa de
CO2 tem volume de 266 mL e temperatura controlada por banho termostético externo
(TECNAL TE-2000). A célula de equilibrio tem um volume interno maximo de 28 cm?
e contém um pistdo movel, que permite o controle da pressao dentro da célula. As
transicBes de fase sdo registradas visualmente variando a presséo atras do pistdo
usando a bomba de seringa e CO2 como fluido de pressurizacéo. A célula é equipada
com resisténcia elétrica e termopar (PT e 100, com precisdo de 0,1 K), que estd em

contato direto com a mistura de fluidos no interior do corpo celular. Todos os
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dispositivos eletrénicos sédo conectados a um controlador l6gico programavel (CLP)
para aquisicdo de dados, o qual € integrado a um software supervisorio. Todas as
linhas séo 1/800 de aco inoxidavel ASTM A213. O controle da temperatura é feito
através da interface do software. A pressao e a temperatura maximas da célula de
equilibrio sdo 27,50 MPa e 313,15 K, respectivamente. A determinacao do ponto de

bolha foi realizada a partir de observacdes visuais.
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Figura 4.5. Fluxograma da célula de equilibrio de fases de alta pressdo. SC — Cilindro de CO2; CO —
cooler; SP — bomba de seringa; EC — célula de equilibrio; MV — valvula de agulha; SV — vélvula de
esfera; TT — transmissor de temperatura; TC — controlador de temperatura; Pl — transmissor de

pressao.

Uma massa definida de cardanol foi carregada na célula com uma pipeta
Pasteur e a quantidade de substancia dentro da célula foi considerada como a
diferenca entre a massa da pipeta Pasteur antes e apés a adicao da mesma dentro
da célula, pesada em uma balanca de alta precisdo (METTLER TOLEDO com
precisdo de 0,001 g). Em seguida, uma quantidade pré-calculada de CO: foi injetada
na parte frontal da célula de equilibrio, até atingir a composicao geral desejada dentro
da célula. A injecdo de CO:2 na parte frontal da célula ocorre em condi¢cdes bem
definidas, 10.000 kPa e 288,15 K, portanto a quantidade de solvente carregada é

obtida pela variacdo do volume do vaso de transferéncia da bomba.

Os controles de temperatura, integrados ao software supervisorio, Sao
acionados para a condicdo em estudo. Apds atingir a temperatura desejada, a
pressdo da célula foi aumentada aplicando-se presséo na parte posterior do pistéo

até a observacdo de uma unica fase (fase liquida). Posteriormente, a pressédo da
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célula foi diminuindo lentamente até o aparecimento da primeira bolha. Para cada
temperatura avaliada, 40 °C, 50 °C e 60 °C, foram realizados, respectivamente 13,
11 e 4 experimentos variando a pressao para obter a curva ELV. Apos cada conjunto
de experimentos em uma determinada temperatura, a célula foi estabilizada em uma

nova temperatura e o procedimento experimental foi repetido.

Os equilibrios de fase foram medidos para misturas de COgz/cardanol com
fracOes molares de COz na faixa de 0,06 a 0,7; sendo a massa de cardanol utilizada
correspondendo a valores na faixa de 17 a 26 g.

4.4.2. Modelagem termodinamica do equilibrio liquido-vapor

As condicbes de processo necessarias para executar a EFS envolvem
importantes aspectos termodinamicos, tais como as forcas atrativas e repulsivas
entre as moléculas de solvente e de soluto. Estas forcas tém efeitos importantes no
equilibrio liquido-vapor da mistura e séo, frequentemente, negligenciadas em
equacdes de solubilidade empiricas e semi-empiricas (Chrastil, 1982). Além disso,
modelos que estimam a solubilidade diretamente a partir de dados de EFS possuem
um carater dindmico onde os critérios de isofugacidade de Gibbs ndo séo atendidos.
Para avaliar essas limitagbes, experimentos de Equilibrio liquido-vapor (ELV) foram
realizados e os parametros de interacdo binaria estimados usando a equacao de
estado de Peng-Robinson (PR-EOS) acoplada a regra de mistura de van der Waals
com dois parametros de interacdo binaria (vdwW2) (Peng e Robinson, 1976)
(Equacbes 4.3 e 4.4).

L j

U

Considerando a alta concentragcdo de cardanol presente no LCC, a
solubilidade foi calculada considerando que o extrato € um supercomponente cujas

propriedades fisico-quimicas podem ser descritas pelas propriedades puras do
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cardanol. As propriedades dos compostos puros usados para a modelagem sao

mostradas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Dados do experimento de ELV para o CO2 (1)/ Cardanol (2)

Componente Mw (g/gmol) Tp (K) Tc (K) Pc (kPa) w
CO2 44,012 194,72 304,12 73802 0,2392
Cardanol 304,5° 787,2° 980,6° 1320° 0,993

(a) Reid et al., 1987; (b) Setianto et al., (2009).

Para estimar os parametros binarios a partir das regras de mistura, a Equacéo

4.5 foi utilizada como fungao objetivo a ser minimizada.

100 P — P\
OF = — (M) (4.5)
N, Pexp

Onde, P4 € a pressao calculada, F,,, a pressao experimental e N, 0 nimero

de pontos experimentais.
4.5. Transferéncia de massa

O modelo matematico proposto por Sovova (2005) foi utilizado com o objetivo
de estimar os parametros de transferéncia de massa associados a EFS do cardanol.
Este modelo é baseado no conceito de células quebradas e intactas e basicamente
simula dois periodos de extracdo, sendo adequado para o caso de extracdo de Oleo
essencial, cuja caracteristica € encontrar-se em pequenas quantidades na matriz
vegetal, o que leva ao equilibrio controlado pela interacdo soluto-matriz. A autora
considera diferentes formas para o equilibrio de fases, assumindo que a resisténcia
a transferéncia de massa dentro do fluido € nula e a quantidade inicial de soluto livre
nao é suficiente para saturar o solvente. As seguintes equacdes modelam o

fendmeno de transferéncia de massa (Equacdes 4.6 e 4.7):

Kx,

-—g— 0<g< 4.6
e q1+K(y/r) para <q<q (4.6)



68
e =xy[1 - Cexp(=Cq)] para q>qc (4.7)

Onde, e é o rendimento de extracdo (kg(extrato) kg(sélido insoluvel)?), g a
guantidade relativa do solvente (kg(solvente) kg(sélido insolivel)?), K o coeficiente
de particdo, x,, é a concentracdo nas particulas solidas intactas (kg(soluto) kg(sdlido
insolavel)t), €, e C, sdo constantes do modelo, g, é a quantidade relativa do solvente
na transicado (kg(solvente) kg(sélido insoltvel)?), y é a razdo solvente-matriz do leito
(kg(solvente) kg(sodlido insolavel)') (Equacdo 4.8) e r é a eficiéncia de
disponibilidade do soluto (Equacao 4.9).

Y = pre/[ps(1 — €)] (4.8)

Onde, p; é a densidade do solvente (kg m3), p; é a densidade do sélido

(kg(solido insoltvel) m(fase soélida)®) e € é a fragdo vazia do leito.

As estimativas de eficiéncia de disponibilidade do soluto e dos coeficientes de
transferéncia de massa da fase solida podem ser obtidas com a Equacédo 4.9 e a
Equacédo 4.10, respectivamente. Onde ¢ é a fracdo vazia do leito, Q a vazéo do
solvente (kg s), N,,, a carga do sdélido insolavel (kg), a; é a area especifica entre as
regides de células intactas e quebradas (m™?) e k, é o coeficiente de transferéncia de

massa da fase soélida (m s?).
r=1-Cyexp(—Cyq.) (4.9

(1-r)(1-6)QC, (4.10)

kst = N = (L =DC/K)]

Para permitir a introducdo dos valores de solubilidade calculados
considerando os critérios de isofugacidade, o modelo de Sovova (2005) foi
ligeiramente adaptado pela introdu¢do de uma constante adimensional. Esta
modificacdo visa compensar quaisquer desvios quimicos, mecanicos e/ou térmicos
gue possam afetar o equilibrio do processo. Essas mudancas sao descritas nas
Equacdes 4.11 e 4.12.
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Yo = YsC3 (4.11)

_ XSG (4.12)
(rxu - ysC3V)

4.6. Técnicas de caracterizacao dos extratos
4.6.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos de cardanol obtidos a partir das extracdées com CO2 supercritico
foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Esta técnica
foi utilizada a fim de confirmar a presenca de cardanol no extrato com base nos
tempos de retencédo, bem como para determinar a quantidade relativa de cardanol
presente no extrato mediante a determinacdo das areas dos picos indicados nos

cromatogramas.

O método de analise foi baseado na literatura (Paramashivappa et al., 2001).
As andlises foram realizadas em um sistema CLAE Agilent, modelo 1200 Series com
detector UV e uma coluna C18 (Zorbax Eclipse XDB - Agilent, 4,6x250 mm, Sum). A
fase movel foi composta por acetonitrila, agua Milli-Q (Millipore) e acido acético
glacial na composicao de 80:20:1, respectivamente, em uma vazao de 1 mL/min. A

injecdo de amostra foi de 10 yL e a absorbancia foi monitorada em 280 nm.

4.6.2. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM)

A andlise da composicdo quimica do extrato obtido a partir das extracdes
supercriticas foi realizada em um cromatografo a gas, acoplado a um espectrémetro
de massa (CG/EM); equipamento Hewlett Packard - Agilent sistema CG/EM (GC/MS
em inglés), CG modelo 7890A e EM modelo 5975C. Para isso, primeiramente, 0s
extratos foram desidratados usando sulfato de so6dio anidro e diluidos em
ciclohexano na proporcéo de 1:100. A coluna capilar foi 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 pm.
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O gas de arraste utilizado foi hélio ultra puro com fluxo de 1,7 mL/min,
temperatura do injetor de 280 °C, volume de injecdo de 1 uL, no modo split, razado
de split 1:10. O método de andlise inicia a uma temperatura de 60 °C, que se mantém
durante 1 min, aumentando a 4 °C/min até 120 °C, mantendo esta temperatura por
2 min, aumentando a 20 °C/min até 300 °C e mantendo essa temperatura por 3 min.
A voltagem de ionizacdo por impacto de elétrons foi 70 eV e a faixa de massa

analisada foi de 40 a 450 u. Essa metodologia foi proposta por Andrade et al. (2011).

Os compostos presentes foram identificados por comparacao dos espectros
de massa registrados com os fornecidos pelo banco de dados do espectrémetro
(NIST, 2005), bem como comparando os indices de retencdo e os espectros de
massa com dados da literatura (Kumar et al., 2002). O teor relativo de constituintes
do extrato foi determinado pelo método de normalizacao da area de pico e expresso

em porcentagem.

4.6.3. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H)

O extrato rico em cardanol, obtido a partir da extracdo supercritica com COz,
bem como o cardanol padrdo comercial foram analisados por RMN !H em
espectrometro (Ascend 400, Bruker) com frequéncia de 300 MHz, em cloroférmio
deuterado. Os deslocamentos quimicos foram expressos em relagdo ao sinal do
TMS (tetrametilsilano), composto de referéncia (0,00 ppm). A andlise por RMN *H foi
realizada no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (LABMAG) localizado
na Escola Politécnica/PUCRS.

4.6.4. Ensaios in Vitro

O extrato obtido através da extracdo supercritica foi analisado quanto a
viabilidade celular (MTT). O ensaio foi realizado no Laboratério de Farmacologia
Aplicada (LAFAP) da Escola de Ciéncias da Saude e da Vida/PUCRS. Sao descritos,
a seguir, o procedimento para a cultura e a manutencéo celular, o procedimento do

ensaio, bem como as analises estatisticas utilizadas no tratamento dos resultados.
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4.6.4.1. Cultura e manutencédo das células

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram de carcinoma de células
transicionais de bexiga humana (T24), células de glioma (M059J) e células renais de
macaco verde africano (Vero), obtidas da ATCC (American Type Culture Collection).

O critério para defini-las foi baseado no grau de malignidade. O glioblastoma
€ um tumor cerebral maligno e frequente decorrente das células da glia, sendo que
a célula de glioma apresenta notavel capacidade de migracdo, que esti associada
ao rapido crescimento tumoral e invasividade (Nicoletti et al., 2017); a linhagem T24
de tumor de bexiga humana tem sido usada como modelo de tumor maligno-invasivo
de bexiga, uma vez que as células T24 sdo derivadas de carcinoma de células
transicionais com potencial metastatico de grau Il (Castiglioni et al., 2015) e a célula
Vero tem sido utilizada como modelo ndo-tumoral, em estudos pré-clinicos, para
verificar a toxicidade de compostos quimicos frente as células saudaveis

(Ammerman et al., 2008).

As células T24 e Vero foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) e a linhagem M059J foi cultivada em meio DMEM-F12 (Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12), ambos os meios contendo 0,5 U/mL
dos antibiéticos penicilina/estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e mantida em temperatura de 37 °C, com umidade relativa do ar de
95% e atmosfera de 5% de CO2. Para a realizagdo dos experimentos, as células

foram tripsinizadas e plaqueadas conforme a necessidade.

4.6.4.2. Preparagcao das amostras

O extrato escolhido para a realizacdo deste estudo foi o0 obtido na temperatura
e pressdo de, respectivamente, 50 °C e 150 bar, ja que, esta condicdo
apresentou o maior rendimento de extracdo comparado aqueles adquiridos nas
demais condi¢cdes avaliadas, conforme descrito na secao 4.3.1. Foi realizada a
dissolucdo deste extrato em DMSO e uma solugdo na concentragdo de
179.800 pg/mL foi preparada. Na sequéncia, foi realizada uma diluicdo dessa

solucéo para a concentracdo de 40.000 pug/mL e, esta, por sua vez, foi diluida a uma
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solugcdo de 200 pg/mL. Finalmente, a partir desta solugéo, foram preparados 0s
tratamentos a partir da realizacéo de diluicdes em diferentes concentracdes. A Figura

4.6 ilustra o esquema representativo do preparo das amostras.
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S

Figura 4.6. Esquema representativo do preparo das amostras.

4.6.4.3. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi analisada por método colorimétrico que mede a
atividade mitocondrial resultante da reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolico (MTT), de coloragédo amarela, em Formazan, de coloragdo roxa
(Figura 4.7).

5/‘%#3”1 Redutase >:"

N )*N mitocondrial 7\ H=N

% :> N—N
Brd

Brometo de 3{4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélico (E.Z)-544,5-dimetiltiazol-2-il}-1,3-difenilformazan
MTT {amarelo) Formazan (violeta)

Figura 4.7. Reacéo de reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lico (MTT)
(Adaptada de Stockert et al., 2012).

Para a avaliacédo da viabilidade celular, as linhagens T24, M059J e Vero foram
plagueadas em uma densidade de 5x10° células por poco em placas de 96 pocos.
Decorridas 24 h ap6s o plaqueamento, as células foram expostas a concentracdes
crescentes de cardanol (25, 50, 100 e 200 pg/mL) por 24 h.
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Apbs 24 h de incubacéo, as células foram lavadas com PBS. Na sequéncia,
as células foram adicionados 100 yL de solugédo de MTT 0,5% por pogo. Apos 4 h
de incubacéo, o MTT foi removido e a placa foi mantida em temperatura ambiente
por 24 h, para secagem. Posteriormente, os cristais de Formazan formados foram
solubilizados em 100 yL de DMSO. A densidade 6ptica de coloracao foi determinada
por espectrofotdmetro (VICTOR da PerkinElmer - USA) em um comprimento de onda
A=490 nm. Os resultados foram determinados em percentual da absorbancia dos

tratados em relagédo ao grupo que nao recebeu tratamento (controle).

4.6.4.4. Determinacédo dos valores de ICso

A concentragd@o necesséria para inibir a viabilidade das células M059J, T24 e
Vero em 50% (ICso) foi determinada em relacdo as células nao tratadas (grupo
controle). Os célculos dos valores de ICso foram realizados a partir da plotagem do
percentual de inibicdo em relagdo ao logaritmo das concentracdes das solucdes de

cardanol.

4.6.4.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como média + erro
padrao da média e as andlises estatisticas foram realizadas através do teste t de
Student por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo poshoc
de Tukey. Valores de p menores do que 0,05 foram considerados como indicativos

de significancia. O software utilizado foi o Graphprism 8.0.

4.7. Filmes biodegradaveis de PLGA

4.7.1. Preparacao dos filmes biodegradaveis de PLGA

Os filmes biodegradaveis foram preparados por meio da técnica de
evaporacao de solvente. Foram preparados filmes de PLGA com trés quantidades
diferentes de extrato: 710 pg, 1430 ug e 2860 g, correspondendo a 0,354%, 0,710%
e 1,410% da massa total do filme, respectivamente, além dos filmes de PLGA puros.

Foram preparadas 6 amostras de cada filme.
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O objetivo de preparar filmes com diferentes quantidades de extrato é
comparar os perfis de liberacdo do extrato (cardanol) a partir da matriz polimérica,
bem como avaliar as propriedades dos filmes determinadas com base nas técnicas
de caracterizacado (MEV-FEG, FTIR, DSC e angulo de contato).

Para o preparo dos filmes de PLGA puros, foram dispersos 0,2 g de PLGA em
7 mL de cloroférmio. A fim de promover a solubilizacdo do PLGA, a mistura foi
deixada por 4 h, em temperatura ambiente, em banho de ultrassom de 40 kHz (Eco-
Sonics, modelo 5.9/40). Apés, a dispersao final foi vertida em placa de vidro Petri (&
5 cm) e, em uma bancada de nivel horizontal, o solvente foi evaporado por 48 h em
temperatura ambiente. Na sequéncia, os filmes foram mantidos por 8 h sob vacuo

(TECNAL, modelo TE-058) para a eliminagédo completa do solvente.

Usando a mesma metodologia, foram preparados os filmes de PLGA
contendo cardanol incorporado. Para tanto, a dispersdo de PLGA, apds permanecer
por 4 h em banho de ultrassom, foram introduzidas quantidades determinadas de
cardanol a partir da adicdo de volumes definidos de uma solugdo de cardanol em
DMSO na concentragcdo de 10.000 pg/mL (solugédo A), conforme mostra a Tabela
4.4. A mistura foi mantida por mais 3 h em banho de ultrassom, em temperatura
ambiente. Da mesma forma como foi conduzido para os filmes de PLGA puros, a
disperséao final foi vertida em placa de vidro Petri (@ 5 cm) e o solvente evaporado
por 48 h em temperatura ambiente, em bancada de nivel horizontal. Finalmente, foi

realizada a secagem a vacuo, por 8 h, para a eliminacdo completa do solvente.

Tabela 4.4. Identificag&do dos filmes preparados.

Identificacdo do Volume da Massa de Fracdo massica (%) de
filme solucao A (uL) cardanol (ug) cardanol no filme
F_puro - - 0,000
F_710 71 710 0,354
F_1430 143 1430 0,710

F_2860 286 2860 1,410
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4.7.2. Ensaio de liberacdo do Cardanol a partir da matriz de PLGA

Os perfis de liberacdo de cardanol a partir dos filmes de PLGA com fracdes

massicas de cardanol de 0,354%, 0,710% e 1,410% foram estudados.

Os filmes foram incubados a 37 °C em 25 mL de PBS (pH 7,4) contendo 1,5%
(m/m) de Tween-20 como surfactante, para aumentar a solubilidade do cardanol na
solucéo, e agitados em uma cuba agitadora (Banho Maria com Agitacéo tipo Dubnoff;
modelo SL — 157) a temperatura de 37 °C e 15 rpm. Em intervalos de tempo pré-
determinados (1, 2, 3, 4, 5, 7, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53 e 55 h), 1,5 mL da
solucdo foram coletados e 1,5 mL de solucdo de PBS (pH 7,4) fresca foram
adicionados aos erlenmeyers. O experimento de liberagédo foi realizado em triplicata.
A quantificacdo do cardanol liberado foi determinada por espectrofotometria. O
comprimento de onda aplicado no experimento foi de A=275 nm, obtido
experimentalmente, utilizando um espectrofotdmetro com varredura para solucées
de cardanol em PBS (pH 7,4) contendo 1,5% (m/m) de Tween-20.

Apoés a definicdo do comprimento de onda, foi construida a curva de calibracéo
da concentragdo do cardanol versus absorbéancia, utilizando diferentes
concentracdes de solugcbes de cardanol em PBS (pH 7,4) contendo 1,5% (m/m) de
Tween-20. A Figura 4.8 apresenta a curva de calibracdo gerada com um coeficiente
de determinacédo de R? = 0,9991.

1,4000
y = 0,006x + 0,0131
= 1,2000
g Rz =0,9991
v 1,0000
N~
)
< 0,8000
©
S 0,6000
o]
S 0,4000
3
< 0,2000
0,0000
0 50 100 150 200 250
Concentracao de cardanol (ug/mL)

Figura 4.8. Curva padréo de cardanol.
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4.7.2.1. Cinética de liberacdo do Cardanol a partir da matriz de PLGA

Para andalise do comportamento de liberacdo do cardanol foi utilizado o
modelo tedrico descrito por Peppas (1985) para liberacao de farmacos de sistemas
poliméricos. O equacionamento de Peppas (1985), como ficou conhecido, € um dos
eguacionamentos semi-empiricos mais utilizados para representar uma grande
diversidade de situacdes. Graficos de massa acumulada versus tempo foram

levantados e ajustados a equacao de Peppas (1985) (Equacéo 4.13).

M
[y kt™ (4.13)

o)

Onde, M, é a massa acumulada em um determinado tempo, M., € a massa
no tempo infinito, t € o tempo, k € uma constante que incorpora efeitos estruturais e

geométricos e n a ordem da cinética de entrega.

Os parametros ajustaveis, k e n, foram estimados pela minimiza¢éo dos erros
entre os valores experimentais através do método simplex de Nelder-Mead (Lagarias
et al., 1998), calculado com o auxilio do toolbox de otimizagdo do Matlab®.

A fim de relacionar a geometria do sistema com o mecanismo de liberagao,

valores para n foram apresentados por Siepmann e Siepmann (2008) (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Valores do expoente n para a equacdo de Peppas (1985) e o mecanismo de liberagéo

para diferentes geometrias.

Expoente n ] ]
Mecanismo de liberacéo
Filme fino Cilindro Esfera
0,5 0,45 0,43 Difuséo Fickiana
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte Anémalo
1 0,89 0,85 Intumescimento polimérico

Fonte: Adaptado de Siepmann e Siepmann, (2008).
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4.7.3. Técnicas de caracterizacdo dos filmes biodegradaveis de PLGA

4.7.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura por Emisséo de Campo
(MEV-FEG)

As morfologias das superficies dos filmes produzidos foram analisadas por
MEV-FEG, no LabCEMM/PUCRS, em um microscépico modelo Inspect F50 (FEI
Company). As amostras a serem caracterizadas foram fixadas com uma fita de
carbono dupla face condutora sobre um suporte (stub) e, posteriormente, recobertas
com ouro em um metalizador Quorum Q-150R/ES. As micrografias foram registradas
no modo de elétrons secundarios usando onda elétrica com 20 kV (tensdo de
aceleracdo). Os aumentos variaram de 100x até 5.000x para observacdo das

caracteristicas topografica dos materiais analisados.

4.7.3.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras de LCC técnico, de cardanol comercial e do extrato obtido na
condicao de 150 bar/50 °C, bem como os filmes biodegradaveis preparados, foram
caracterizados estruturalmente por Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR). Os
espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrometro Perkin
Elmer — Spectrum One, localizado na Escola Politécnica/PUCRS, na regido de 4000

a 500 cmt.

4.7.3.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As temperaturas de transicao vitrea (Tg) e de fusdo (Tf) dos filmes foram
determinadas usando um equipamento de DSC (modelo DSC Q2000, TA
Instruments) localizado na Escola Politécnica/PUCRS. A faixa de temperatura
utilizada foi de 10 a 250 °C com taxa de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min,
sob atmosfera de gas nitrogénio. O ciclo de aguecimento foi executado duas vezes,
sendo que o primeiro foi realizado com a finalidade de eliminar a histéria térmica do

polimero e apenas o segundo aquecimento foi considerado.
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4.7.3.4. Determinacéo do angulo de contato

As medidas do angulo de contato estatico da agua foram realizadas usando
um gonidometro (Phoenix 300, SEO - Surface Electro Optics Co., Ltd.) que esta
localizado na Escola Politécnica/PUCRS. Todas as imagens foram capturadas 5 s
apos as gotas de agua tocarem a superficie da amostra, a fim de obter medicdes a
partir de gotas de agua sésseis inalteradas. Seis gotas de agua deionizada foram
aplicadas em diferentes pontos de cada filme para calcular o valor médio dos

angulos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Extrac@o com CO2 supercritico
5.1.1. Rendimento das extracfes e pureza dos extratos

Os extratos obtidos a partir da extragcdo supercritica no vaso de alta presséo e
no equipamento em escala piloto foram pesados em uma balanca analitica para o
célculo do rendimento de extracdo. A composicao quimica dos extratos foi analisada
por CLAE.

O cromatograma da literatura (Costa et al., 2019) foi utilizado como referéncia
para a comparacao dos perfis cromatograficos, sendo os picos de numeros 7, 10 e
11, correspondentes as formas pentadecatrienil, pentadecadienil e pentadecenil do
cardanol, respectivamente (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Cromatograma de CLAE da mistura de cardandis isolados a partir do LCC técnico
(Costa et al., 2019).
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A partir do cromatograma de CLAE do LCC técnico obtido por Costa et al.
(2019), foi realizada a analise do cromatograma do LCC técnico utilizado nesta tese.
Constata-se a presenca de trés picos intensos com tempos de retencdo de
12,002 min; 17,556 min e 28,135 min que correspondem as formas pentadecatrienil,
pentadecadienil e pentadecenil do cardanol, respectivamente. Essas estruturas
correspondem a 73% da composicao original do LCC técnico utilizado nesta tese,
como mostra o cromatograma de CLAE (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Cromatograma de CLAE do LCC técnico utilizado nesta tese.

5.1.1.1. Extragdo no vaso de alta presséo

Para verificar a viabilidade do método de extracdo do cardanol a partir do LCC
com CO: supercritico, foram realizados seis experimentos no vaso de alta pressdo. A
Tabela 5.1 apresenta as condicbes experimentais juntamente com 0s respectivos
rendimentos da extracdo e pureza do extrato em relagdo ao cardanol (concentracéo
de cardanol).

A capacidade de extracdo do solvente sob estado supercritico é dependente
da densidade, sendo esta modificada pelas variaveis temperatura e pressédo. A maior

densidade de COzresultard em maior capacidade de extragéo, ja que a densidade do
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solvente influencia a solubilidade do soluto (Lochab et al., 2014; Yuliana et al., 2012;
Patel et al., 2011; Philip et al., 2008).

Tabela 5.1. Dados da extracdo supercritica no vaso de alta pressao.

. . Rendimento (% Pureza em
Experimento Temperatura (°C) Presséao (bar) (mex"am/mmc*iooc))) cardanol*

1 35 80 22 92

2 55 80 3 88

3 35 120 11 84

4 55 120 18 83

5 35 200 34 82

6 55 200 46 79

*Os resultados sdo expressos em porcentagens de area de cada pico em relagcdo a area total dos

picos do cromatograma.

Com os resultados obtidos (Tabela 5.1), € possivel afirmar que a condicao
experimental na qual foi obtido o maior rendimento de extracdo corresponde a de
55 °C/ 200 bar, indicando que, nesta condicdo, existe uma maior solubilidade dos
compostos presentes no LCC em meio supercritico. No entanto, nesta condicdo
(55 °C/200 bar), a densidade do CO2 corresponde a 0,755 g/mL, valor proximo, porém
inferior, ao referente para a condicdo de 35 °C/200 bar (0,865 g/mL). Portanto,
esperava-se que o maior rendimento de extracdo fosse obtido na condicdo de
35 °C/200 bar. Destaca-se, todavia, que os maiores rendimentos foram obtidos nas
condi¢des de temperatura e pressao referentes a maior densidade do COz2, sendo que,
na condi¢cdo de 35 °C/200 bar, foram removidos 38% do cardanol presente no LCC
técnico inicialmente empregado; e na condicdo de 55 °C/200 bar, este percentual
subiu para 50%.

Além disso, constata-se que o menor rendimento de extracdo (3%) foi obtido
na condicao de 55 °C/80 bar, sendo este resultado o esperado, ja que, nesta condicao,
0 CO:2 apresenta o menor valor de densidade (0,204 g/mL) comparado aos valores de

densidade de CO: referentes as demais condi¢fes avaliadas.

Em relacdo a pureza dos extratos em cardanol (concentracdo de cardanol),

observa-se que, embora na condi¢éo de 55 °C/200 bar tenha sido constatado o maior
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rendimento de extrac&o, nesta condicao, o processo nao foi seletivo para o cardanol,

apresentando a menor pureza do extrato obtido nas condi¢des investigadas. A melhor
seletividade foi obtida na condicdo de 35 °C/ 80 bar, contendo 92% de cardanol na
composicao do extrato obtido, valor este superior ao encontrado na literatura quando

submetido ao processo de fracionamento por coluna (Yuliana et al., 2014; Gongalves
et al., 2016).

A Figura 5.3 apresenta o cromatograma do extrato obtido na condicdo de
35 °C/80 bar, que resultou em 92% de cardanol. Foram observados trés picos
caracteristicos com tempos de retencdo de 11,979 min; 17,525 min e 28,081 min que
correspondem as formas pentadecatrienil, pentadecadienil e pentadecenil do
cardanol, respectivamente.
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Figura 5.3. Cromatograma de CLAE do extrato obtido a 80 bar e 35 °C.

A comparacao entre os cromatogramas das Figuras 5.2 e 5.3 permitiu constatar
gue o processo de extracado do cardanol a partil do LCC com COz2 supercritico foi eficaz
para a obtenc&o de cardanol com alto grau de pureza, representando uma tecnologia

limpa e promissora para extragdo dos constituintes fenolicos do LCC.
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5.1.1.2. Extracdo no equipamento em escala piloto

Diante da confirmagé&o da viabilidade do método a partir dos resultados obtidos
através da extracdo supercritica no vaso de alta presséo, foi dado seguimento ao
trabalho com a realizacdo das extracdes utilizando CO: supercritico no equipamento

em escala piloto.

Inicialmente, foram realizadas extragfes com o0 objetivo de investigar uma
condicdo adequada de temperatura e pressdo que promova maior rendimento, bem

como que resulte em extratos com maior concentracao de cardanol.

A Tabela 5.2 apresenta as condicbes experimentais juntamente com oS
respectivos rendimentos da extracao e pureza do extrato em cardanol (concentracao
de cardanol) obtidos a partir da investigacdo da influéncia da presséo a temperatura

constante de 55 °C.

Tabela 5.2. Dados da extracéo supercritica no equipamento em escala piloto a temperatura constante
de 55 °C e vazé&o de CO2 de 1000 g/h.

. ~ Rendimento (%) Pureza
Experimento Presséo (bar)
(Mextrato/Mcc*100) em cardanol*
1 80 0,26 63
2 120 4,29 89
3 150 20,10 84
4 200 17,57 71

*Os resultados séo expressos em porcentagens de area de cada pico em relacéo a area total dos

picos do cromatograma.

A partir dos resultados mostrados na Tabela 5.2, observa-se que, na
temperatura de 55 °C, foram obtidos os maiores, e muito proximos, valores de
rendimento de extracdo, nas condicbes de pressao de 150 bar (20,10%) e 200 bar
(17,57%). Nestas condi¢des, foram removidos, respectivamente, 23% e 17% do
cardanol presente no LCC técnico inicialmente empregado. Este resultado era
esperado, visto que, nestas condigcbes, o CO2 apresenta 0os maiores valores de
densidade comparados aos referentes as demais condi¢des, sendo de 0,655 g/mL
para o COz a 55 °C/150 bar e 0,755 g/mL para o CO2 a 55 °C/200 bar.
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Dentre as condicdes de pressédo avaliadas, na temperatura de 55 °C, os
menores valores de rendimento de extracao, bem como de concentracdo de cardanol
no extrato, foram obtidos na presséo de 80 bar. O resultado referente ao rendimento
estd coerente, visto que, nesta condicdo, a densidade do CO: corresponde a

0,204 g/mL, inferior aos valores de densidade do CO:2 nas demais condi¢cdes
avaliadas.

Acrescenta-se ainda que, em relacdo a concentracdo de cardanol (pureza em
cardanol), observa-se que a maior concentracdo foi obtida na pressdo de 120 bar,
correspondendo a 89%, superior aos valores obtidos nas condi¢cdes de maior presséao,
150 bar e 200 bar, referentes a 84% e 71%, respectivamente.

Ao comparar os cromatogramas de CLAE determinados para 0s extratos
obtidos a 120 bar (Figura 5.4) e a 150 bar (Figura 5.5), observam-se trés picos
caracteristicos com tempos de retencdo de 11,984 min; 17,578 min; 28,111 min para
120 bar e 11,980 min; 17,589 min; 28,100 min para 150 bar. Esses picos,
correspondem, respectivamente as formas pentadecatrienil, pentadecadienil e

pentadecenil do cardanol, como mencionado anteriormente.
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Figura 5.4. Cromatograma de CLAE do extrato obtido a 120 bar e 55 °C.
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Figura 5.5. Cromatograma de CLAE do extrato obtido a 150 bar e 55 °C.

A partir da comparagéao entre os resultados de rendimento de extragéo e os de
pureza do extrato em cardanol obtidos no vaso de alta pressdo (Tabela 5.1) e no
equipamento em escala piloto (Tabela 5.2) observam-se alteracdes significativas nos
valores de rendimento dependendo da forma da conducao da extracéo, enquanto que
os valores de pureza sdo menos afetados pelo tipo de procedimento experimental
adotado. Em relagcdo aos valores de percentual de pureza de cardanol no extrato,
observa-se que os resultados obtidos no equipamento em escala piloto foram
inferiores aos determinados a partir das extragcbes no vaso de alta pressdo nas
condi¢cOes de 55 °C/80 bar e de 55 °C/200 bar, sendo estes percentuais de reducdo
de 28% e 10%, respectivamente. No entanto, na condicdo de 55 °C/120 bar,
constatou-se um aumento de 7% no percentual de pureza de cardanol no extrato

obtido no equipamento em escala piloto comparado ao obtido no vaso de alta presséo.

Considerando os resultados obtidos a partir das extragbes no equipamento em
escala piloto, na temperatura de 55 °C, observa-se que 0s maiores rendimentos de
extracdo foram atingidos quando as extracdes foram realizadas em maiores condigdes
de presséo (150 bar e 200 bar). No entanto, ao aumentar a pressao para 200 bar, a
concentracdo de cardanol no extrato obteve uma reducdo de 15%, comparada a
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concentracdo de cardanol alcancada a 150 bar (Tabela 5.2). Diante disso, os

experimentos seguintes foram realizados na presséo de 150 bar.

A Tabela 5.3 apresenta as condicdes experimentais juntamente com o0s
respectivos rendimentos de extracdo e pureza do extrato em relacdo ao cardanol
obtidos a partir da investigacao da influéncia da temperatura a presséo constante de
150 bar.

Tabela 5.3. Dados da extracdo supercritica no equipamento em escala piloto a pressdo constante de
150 bar e vazédo de CO2 de 1000 g/h.

. Rendimento (%) Pureza
Experimento Temperatura (°C)
(Mextrato/MLcc*100) em cardanol*
5 50 24,10 72
6 60 5,50 77
7 70 1,20 61

*Os resultados séo expressos em porcentagens de area de cada pico em relagao a area total dos
picos do cromatograma.

Os resultados relatados na Tabela 5.3 revelam que, a 150 bar, houve uma
reducao do rendimento de extragdo, com o aumento da temperatura. Este resultado
estd coerente com os valores de densidade do CO2, sendo correspondentes a
0,701 g/mL; 0,605 g/mL e 0,506 g/mL nas condi¢des de 50 °C/150 bar, 60 °C/150 bar
e 70 °C/150 bar, respectivamente. Conforme o esperado, com o aumento da

densidade, observa-se um aumento no rendimento de extragao.

No que se refere ao teor de pureza do extrato em cardanol, observa-se que 0
maior resultado foi obtido na condic&o de 60 °C/150 bar, correspondendo a 77%, valor
préximo ao obtido na condicdo de 50 °C/150 bar (72%).

Considerando que o maior rendimento de extracdo foi obtido na condigao de
50 °C/150 bar, a partir da qual foram removidos 24% do cardanol presente no LCC
inicialmente empregado, esta foi a condi¢cao escolhida para a realizacéo das extracdes
a fim de obter as curvas de extragao. Os extratos obtidos nesta condi¢ao de extracao,
realizada em triplicata, foram reunidos e a analise por CLAE foi realizada, sendo o teor

de cardanol no extrato correspondente a 85%. Conforme a Figura 5.6, o extrato
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apresenta trés picos intensos com tempos de retencao de 13,456 min; 19,987 min

e 32,252 min que correspondem as formas pentadecatrienil pentadecadienil e
pentadecenil do cardanol, respectivamente.
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Figura 5.6. Cromatograma de CLAE do extrato obtido a 150 bar e 50 °C.

5.1.2. Metodologia de superficie de resposta com planejamento Box-
Behnken

O método de superficie de resposta foi empregado a fim de encontrar a
condicao de processo que forneca a maior quantidade de cardanol por quantidade de
LCC comercial investido, cujo componente majoritario refere-se ao cardanol (89%).
As variaveis independentes consideradas foram presséo (100 a 200 bar), temperatura
(40 a 60 °C) e vazao de solvente (500 a 1500 g/h). O ponto central, correspondente a
pressdo, temperatura e vazdo de solvente de, respectivamente, 150 bar, 50 °C e

1000 g/h foi definido com base nos resultados descritos na secéao 5.1.1.

Os resultados do teor de cardanol no LCC (Y%mcardano/MLcc) para cada condicéo

de extracdo supercritica definida no planejamento experimental Box-Behnken s&o
apresentados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4. Resultados do planejamento de experimento por Box-Behnken no processo de extracao

de cardanol por fluido supercritico do LCC.

Exp. Pressdo Temperatura Vazédo de RendimenNto Pureza Rendimento

(bar) (°C) so(lg\]//ehr;te da ez<0t/£)agao %) de c%r/(()j)anol

Mextrato/MLcc  Mcardanol/Mextrato Meardanol/Micc
1 150 50 1000 44,26 90,05 39,86
2 100 60 1000 3,61 96,91 3,50
3 200 40 1000 67,79 86,61 58,71
4 100 40 1000 23,52 94,67 22,27
5 150 50 1000 50,27 86,97 43,72
6 150 60 500 16,62 95,29 15,84
7 200 50 500 53,50 89,99 48,15
8 100 50 500 10,32 90,23 9,31
9 100 50 1500 53,60 87,69 47,00
10 200 60 1000 59,63 86,34 51,49
11 200 50 1500 60,99 79,98 48,78
12 150 40 1500 60,48 67,84 41,03
13 150 40 500 39,10 80,50 31,47
14 150 50 1000 46,50 88,64 41,22
15 150 60 1500 37,00 91,22 33,75

Os dados da Tabela 5.4 foram inseridos no software estatistico Minitab®, com

o qual foi realizada a andlise da variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 5.5.

Conforme os dados da ANOVA, as variaveis pressdo e vazao sao
estatisticamente significativas (p<0,05) considerando um nivel de significancia de 95%
(a=0,05). O efeito quadratico dessas variaveis (P*P, T*T e V*V), bem como as demais

interacdes (P*T, P*V e T*V) ndo séo estatisticamente significativas.

Com os resultados experimentais obtidos nas extra¢des por fluido supercritico
do planejamento experimental Box-Behnken, foi ajustada uma equacao polinomial de
segunda ordem, utilizando o software Minitab® (Equacéo 5.1). A equacéo apresentada
e referente aos valores codificados das variaveis independentes e o coeficiente de
determinacao (R?) obtido foi de 0,9209.



Y =-1,88 + 0,00384 X1+ 0,0580 X2+ 0,000782 X3
+ 0,000000 X12- 0,000770 X2?- 0,000000 X32

+ 0,000058 X1X2- 0,000004 X1Xs+ 0,000004 X2Xs

89

(5.1)

Onde, Y é o teor de cardanol no LCC (Mcardanol/MLcc); X1 € a pressédo, X2 € a

temperatura e Xz € a vazao de solvente.

Tabela 5.5. Andlise de variancia para o teor de cardanol no LCC (Mcardanol/MLcc).

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 9 0,343936 0,038215 7,25 0,021
Linear 3 0,279471 0,093157 17,68 0,004
P 1 0,195453 0,195453 37,09 0,002
T 1 0,029891 0,029891 5,67 0,063
\% 1 0,054126 0,054126 10,27 0,024
Quadrado 3 0,025045 0,008348 1,58 0,304
P*P 1 0,000003 0,000003 0,00 0,982
™T 1 0,021873 0,021873 4,15 0,097
V*V 1 0,004213 0,004213 0,80 0,412
Interacdo com 2 Fatores 3 0,039420 0,013140 2,49 0,175
P*T 1 0,003334 0,003334 0,63 0,462
P*V 1 0,034342 0,034342 6,52 0,051
T*V 1 0,001744 0,001744 0,33 0,590
Erro 5 0,026351 0,005270

Falta de ajuste 3 0,025584 0,008528 22,24 0,043
Erro puro 2 0,000767 0,000384 * *
Total 14 0,370287

A partir da Equacédo 5.1, foram geradas superficies de contorno (Figura 5.7)

gue relaciona a regido entre 0s niveis maximo e minimo de duas variaveis

independentes com a terceira variavel independente mantida no nivel central.
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Figura 5.7. Superficie de resposta do teor de cardanol no LCC (Mcardano/Micc): A) temperatura versus
pressao, com vazao de solvente fixado no nivel médio; B) vazéo de solvente versus pressao, com
temperatura fixada no nivel médio; C) vazao de solvente versus temperatura, com pressao fixada no

nivel médio.
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A partir da andlise da Figura 5.7A é possivel avaliar a influéncia das variaveis
temperatura e pressdo ao manter a vazdo de solvente constante no nivel central
(1000 g/h). Verifica-se uma maior influéncia da presséo frente a temperatura, visto
gue o aumento da pressao resulta em um aumento do teor de cardanol extraido
(Mcardano/MLcc). Por outro lado, a diminuicdo da pressdo provoca a diminui¢géo do teor

de cardanol extraido (Mcardanol/MLcc).

A Figura 5.7B apresenta o grafico que mostra a influéncia das variaveis vazao
de solvente e pressédo ao manter a temperatura constante no nivel central (50 °C). Da
mesma forma como a analise anterior, € possivel constatar uma maior influéncia da
pressao frente a vazdo de solvente, ja que o aumento da pressao resulta em um
aumento do teor de cardanol extraido (Mcardano/MLcc). Esses resultados, devem-se ao
fato de que o aumento da pressdo provoca o aumento da densidade do COq,
aumentando, assim, seu poder de solvente e, consequentemente, aumentando a
solubilidade do CO2 no LCC (Patel et al., 2011; Philip et al., 2008).

Por fim, a partir da Figura 5.7C, é possivel avaliar a influéncia das variaveis
vazao e temperatura ao manter a pressao constante no nivel central (150 bar).
Verifica-se que o aumento da vazdo contribui para o aumento do teor de cardanol
extraido (Mcardano/MLcc). ESse resultado corrobora o obtido por Patel et al. (2006) que
obtiveram maiores rendimentos com o aumento da vazdo de CO: ao estudar a
extracdo com COz supercritico do cardanol a partir do LCC. Quanto a temperatura,
observa-se que a sua diminui¢c&o resulta em um aumento do teor de cardanol extraido
(Mecardano/MLcc). Segundo Philip et al. (2008), para pressdes abaixo de 220 bar, caso
do presente estudo, o aumento da temperatura diminui a densidade do CO:
supercritico e, consequentemente, menor poder em carregar o cardanol do material

soélido.

Utilizando a Equacgdo 5.1, € possivel obter uma condi¢cao otimizada para a
obtencdo do cardanol a partir do LCC, sendo esta correspondente a pressao de
200 bar, a temperatura de 48 °C e a vazéo de CO:2 de 884 g/h. Comenta-se que a
condicdo de maximo esta no limite dos intervalos de pressao investigados neste

trabalho.
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De posse do resultado da condicdo 6tima de extracdo determinada a partir
da metodologia empregada, ao substituir os valores das variaveis pressao,
temperatura e vazdo de solvente na Equacao 5.1 por, respectivamente, 200 bar,
48 °C e 884 g/h, é possivel estimar a quantidade de cardanol por quantidade de LCC
comercial investido (Y%Mecardano/MLcc), sendo esta correspondente a 57,82%. Isso
significa que é necessario empregar 100 g de LCC técnico, para ser obtido um extrato
com 57,82 g de cardanol. Considerando que o LCC técnico comercial empregado nas
extracdes apresenta 89% de cardanol, constata-se que, na condi¢cao 6tima, é possivel

extrair 65% do cardanol presente no LCC técnico comercial.

5.2. Equilibrio de fases a alta pressao

Como mencionado anteriormente, devido as condi¢cdes do processo de EFS,
bem como as diferencas entre as estruturas quimicas do soluto e do solvente, a
mistura COz/cardanol apresenta um comportamento altamente néo ideal. Portanto, o
ELV da mistura foi avaliado em diferentes condi¢cfes isotérmicas (40 °C, 50 °C e

60 °C) e os parametros de interacdo binaria estimados.

Para melhor explicar o volume de CO: utilizado e a massa de cardanol
empregada, nos experimentos, as Tabelas 5.6, 5.7 e 5.8 apresentam os dados
experimentais, bem como os valores de presséo correspondentes aos pontos de bolha
a 40 °C, 50 °C e 60 °C, respectivamente.

A fracdo molar de CO2 na mistura COz/cardanol foi determinada a partir da
conversao do volume de CO2 em massa e esta, por sua vez, em mol. A densidade do
CO2 na condicéo de alimentacdo (10.000 kPa e 15 °C) corresponde a 889,74 kg/m? e
as massas molares de CO:2 e cardanol de, respectivamente, 44 g/mol e 304 g/mol

foram utilizadas para o célculo.



Tabela 5.6. Dados do experimento de equilibrio liquido—vapor a 40 °C.
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Célula de ejquilibrio X (CO3) Volume de Massa de Pressao
Alimentacdo P(kPa)/T(°C) COz (mL) cardanol (g) (kPa)
10.000/15 0,062 0,28 25,941 550
0,102 0,48 25,941 1060
0,191 0,98 25,565 1720
0,210 1,11 25,591 1790
0,250 1,23 22,706 2720
0,315 191 25,484 3330
0,318 1,94 25,565 3470
0,376 2,48 25,310 3670
0,436 3,20 25,484 4080
0,470 3,54 25,565 4760
0,512 2,93 17,175 4490
0,567 4,67 21,908 5170
0,674 7,37 21,908 5940
Tabela 5.7. Dados do experimento de equilibrio liquido—vapor a 50 °C.
Célula de equilibrio Volume de Massa de Presséo
Alimentac&o P(kPa)/T(°C) x(C02) CO, (mL) cardanol (g) (kPa)
10.000/15 0,062 0,28 25,941 1060
0,102 0,48 25,941 1330
0,191 0,98 25,565 2170
0,259 1,30 22,819 2720
0,318 1,94 25,565 3720
0,376 2,48 25,310 4110
0,470 3,54 25,565 4970
0,512 2,93 17,175 5200
0,576 5,05 22,819 5590
0,674 7,37 21,908 6010
0,709 9,05 22,819 6500
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Tabela 5.8. Dados do experimento de equilibrio liquido—vapor a 60 °C.

C(?Iula de tiquill'brio X (CO») Volume de Massa de Presséo

Alimentacdo P(kPa)/T(°C) CO2 (mL) cardanol (9) (bar)

10.000/15 0,062 0,28 25,941 1470
0,102 0,48 25,941 1850
0,376 2,48 25,310 4340
0,674 7,37 21,908 6060

A Figura 5.8 apresenta o comportamento do ELV da mistura CO2z/Cardanol e
os resultados obtidos a partir do PR-EOS acoplado a regra de mistura vdW2 em
diferentes condi¢des de temperatura. A Tabela 5.9 mostra os parametros de interacao

binaria combinados com o desvio absoluto médio das pressées (DAMP).
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Figura 5.8. ELV isotérmico para o sistema CO2 (1)/ Cardanol (2) a 40 °C (o), 50 °C (o) e 60 °C (A)
Dados Experimentais; (-) Peng-Robinson EOS.
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Tabela 5.9. Par@metros de interagdo binaria (kj, nj) a temperatura (T) e desvio absoluto

médio das pressdes (DAMP).

T (°C) 40 50 60
ki 0,004 -0,032 -0,079
nij -0,019 -0,033 -0,047
DAMP(%) 10,90 7,43 4,93

Posteriormente, os parametros binarios foram utilizados para estimar a
solubilidade do cardanol nas condicbes de EFS. Neste caso, a 50 °C e 150 bar a
solubilidade (y,) foi calculada pela equagao de Peng-Robinson, acoplada a regra de
mistura de van der Waals com dois parametros de interacdo binarios, como

0,087 gcardanol/kgcoz.

Este valor de 0,087gcardanol/kgcoz, correspondente a fracdo massica de
8,7.10°, esta de acordo com os valores encontrados na literatura para a solubilidade
de compostos fendlicos em CO:2 supercritico. Segundo Saldafia et al. (2007), a
solubilidade do &cido ferulico em CO:2 supercritico corresponde a fragdo massica de
8,8x10°, mesma ordem de grandeza determinada para a solubilidade do &cido

vanilico (fracdo massica, 3x10°) em CO2 supercritico obtido por Su et al. (2011).

5.3. Modelagem matematica

A EFS foi modelada e os parametros de transferéncia de massa foram
estimados pelo método proposto por Sovova (2005). Conforme mostra a Figura 5.9,
cerca de 60% do rendimento total é obtido nos 20 min iniciais de extracdo. De acordo
com o modelo, foi possivel concluir que o soluto interage com a matriz a partir de
t = 0 min. Inicialmente, a extracdo é controlada tanto pela solubilidade do extrato em
diéxido de carbono, quanto pela sua difuséo através da matriz. Na segunda etapa da
extracdo, que responde pelos 40% restantes de extrato na matriz, o0 processo foi

regido, exclusivamente, pela interagdo soluto-matriz e difuséo interna.
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Figura 5.9. Curva de extracéo do cardanol a partir do LCC técnico a 50 °C e 150 bar.

(o) dados experimentais; (-) modelo matemético.

Os parametros estimados podem ser observados na Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Pardmetros estimados e coeficientes de transferéncia de massa para EFS.

K Xt r ks as (s R?
0,020 0,28 0,64 1,02x10° 0,9855

O modelo proposto por Sovova (2005) foi utilizado por Rebolleda et al. (2013)
no estudo da extragdo com CO:2 supercritico de alquilresorcinol a partir do farelo do
trigo (Triticum aestivum, L.). As condigbes experimentais utilizadas, em seu trabalho,
foram 400 bar de pressao e temperaturas de 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C com vazao
de solvente de 1,5 g/min. Apés modelagem de transferéncia de massa, foram obtidos
valores de ksas de 1,1.10%; 2,0.10°; 2,9.10° e 5,7.10° s para as temperaturas de
50, 60, 70 e 80 °C, respectivamente. Considerando a semelhanca da molécula
alquilresorcinol com o cardanol, é possivel concluir que o valor de ksascorrespondente
a 2,58x10° s?, estimado nesta tese, sdo compativeis com os dados previamente

reportados na literatura para a extracado de moléculas semelhantes.
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5.4. Técnicas de caracterizacdo dos extratos

5.4.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/IEM)

A composicdo quimica do extrato também foi avaliada por CG/EM. Ao longo do
desenvolvimento deste trabalho, foram encontrados na literatura estudos que
utilizaram esta técnica cromatografica em fase gasosa para determinar e quantificar
0s constituintes fendlicos presentes no extrato obtido através da extracdo supercritica
do LCC (Andrade et al., 2011; Kumar et al., 2002). Por esta razao, esta técnica passou

a ser adotada para determinar a composicao quimica do extrato.

Considerando os resultados obtidos a partir da andlise dos extratos por CLAE
(apresentados na sec¢ao 5.1.1) que revelaram trés picos intensos identificados como
pentadecatrienil, pentadecadienil e pentadecenil do cardanol, esperava-se, a partir da
andlise por CG/EM, a confirmagdo e quantificacdo dessas trés formas estruturais do
cardanol. Ao analisar o cromatograma do extrato obtido na condicdo de
50 °C /150 bar (Figura 5.10A), observa-se a presenca de dois picos nao eluidos dentro
do pico principal, sendo este com tempo de retencdo de 26,537 min. No entanto, o
método utilizado para a analise ndo permitiu a diferenciacao das formas estruturais do
cardanol (que se diferenciam apenas pelo grau de insaturacdo da cadeia alifatica
lateral), sendo que esses trés picos foram identificados como cardanol saturado,
conforme mostra a Figura 5.10B. Esse resultado corrobora os obtidos por Kumar et
al. (2002).

A area do pico principal, correspondente a 26,537 min, foi de 94% em relacéo
a area total dos picos. Tradicionalmente é aceito que a concentracdo em massa dos
compostos presentes nos extratos seja proporcional a area do pico cromatogréfico,
portanto, pode-se afirmar que 94% do extrato refere-se ao cardanol.
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A fim de verificar a eficiéncia do processo de extracdo supercritica do
cardanol a partir do LCC, também foi realizada a analise por CG/EM do LCC técnico
comercial e do cardanol padrao comercial. Da mesma forma como foi observado no
cromatograma do extrato (Figura 5.10A), os cromatogramas do LCC (Figura 5.11) e
do cardanol padréo (Figura 5.12) revelaram o aparecimento de dois picos néo eluidos
dentro do pico principal; para o LCC, este pico apresentou tempo de retencao de
26,534 min e para o cardanol padréo, este pico exibiu tempo de retencdo de
26,536 min. Em ambos os cromatogramas, os trés picos foram identificados como

cardanol saturado.
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Figura 5.11. Cromatograma do LCC técnico comercial a uma razdo massa/carga de 108.
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Figura 5.12. Cromatograma do cardanol padrdo comercial a uma razéo massa/carga de 108.

Para o LCC comercial, o valor da area do pico principal referente ao tempo de
retencdo especifico para cardanol foi de 89% (Figura 5.11), enquanto que, para o
cardanol padrdo comercial, o valor subiu para 93% (Figura 5.12). Ambos os resultados

inferiores ao determinado para o extrato obtido neste trabalho.

Esse resultado confirma a eficiéncia do método de extrac&do do cardanol a partir
do LCC utilizando CO2 supercritico na condi¢gdo de 50 °C/150 bar e indica a alta
seletividade do CO:2 supercritico (50 °C e 150 bar).
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5.4.2. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H)

O extrato contendo 94% de cardanol, obtido a partir da extracdo com CO2
supercritico a partir do LCC técnico na condi¢cdo de 50 °C/150 bar, foi analisado por
RMN *H. A fim de comparacéo, o cardanol padrdo comercial também foi analisado por
esta técnica. As Figuras 5.13 e 5.14 apresentam os espectros de RMN !H, da regido
dos aromaticos e dos alcenos, do extrato e do cardanol padrdo comercial,

respectivamente.

Os espectros do extrato (Figura 5.13) e do cardanol padrdo comercial (Figura
5.14) sdo muito semelhantes. A partir de ambos o0s espectros, confirmou-se a
presenca da cadeia alifatica lateral do cardanol, pois a regido entre 0,90 e 2,90 ppm
indica os hidrogénios metilénicos e os hidrogénios metilicos; e em 5,00 e 6,00 ppm
sao encontrados multipletos referentes a hidrogénios CH=CH (Rahmawati et al., 2019;
Gongalves et al., 2016). Acrescenta-se que o sinal identificado pelo nimero 1, em
cerca de 5 ppm, refere-se ao hidrogénio do OH fendlico (Loureiro et al., 2018;
Kanehashi et al., 2015). A regido entre 6,50 e 7,40 ppm mostra o sinal dos dupletos e
tripletos que sao caracteristicos dos grupos aromaticos de cardanol (Rahmawati et al.,
2019; Gongalves et al., 2016).

A partir da andlise dos espectros, Figuras 5.13 e 5.14, observa-se que ambos
apenas se diferem pela presenca do sinal na regiao entre 3,5 e 4,0 ppm (indicado pela
seta), observado no espectro do extrato (Figura 5.13). Este sinal, possivelmente, seja
referente aos hidrogénios do etanol, jA que os sinais referentes aos hidrogénios do
etanol sdo verificados na regido entre 3,5 e 4,0 ppm, bem como na regido entre 1,0 e
1,5 ppm (Zuriarrain et al., 2015); este sinal, no entanto, foi encoberto pelos sinais dos
hidrogénios do cardanol (Figura 5.13). O etanol, pode estar presente no extrato na
forma de contaminante, pois utiliza-se etanol no equipamento de extracdo supercritica
no qual as extracdes foram realizadas. Acrescenta-se ainda que a limpeza dos frascos

utilizados para a coleta dos extratos, normalmente, € finalizada com etanol.
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Figura 5.14. Espectro de RMN *H da regido dos aromaticos e dos alcenos do cardanol padrio

comercial.

A andlise por RMN 'H do extrato apresenta dados consistentes com a literatura

(Rahmawati et al., 2019; Loureiro et al., 2018; Goncalves et al., 2016; Kanehashi et
al., 2015), cujo resultado corrobora o obtido para o cardanol padrdo comercial.
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Constata-se, portanto, que a semelhanca entre os espectros, confirma a obtencéo
de cardanol e demonstra que a metodologia empregada foi eficiente para extrair 0

cardanol a partir do LCC técnico.

5.4.3. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade
citotoxica dos extratos frente as células de cancer de bexiga (T24) e glioblastoma

(M059J), utilizando o protocolo MTT, e comparar com as células saudaveis (Vero).

Os resultados da viabilidade celular por MTT do extrato rico em cardanol nas
linhagens M059J, T24 e Vero sao mostrados nas Figuras 5.15, 5.16 e 5.17,
respectivamente. Nas Figuras 5.15A, 5.16A e 5.17A, o grupo controle, que
corresponde ao meio de cultura, é identificado pela letra “C” e o grupo controle

referente ao meio de cultura contendo 0,5% de DMSO ¢ indicado por “C+”.

A partir da analise da Figura 5.15A, foi possivel observar que o cardanol nédo
promoveu nenhum efeito sobre a viabilidade celular da linhagem MO059J nas
concentracbes de 25 pg/mL e 50 pg/mL, apos 24 h. Por outro lado, o cardanol
apresentou redugdo da viabilidade celular nas concentragbes de 100 uyg/mL e
200 pyg/mL, apos 24 h.

Este resultado esta em concordancia com a diminuicdo da confluéncia celular
provocada por altas concentra¢des de cardanol, como mostram as Figuras 5.15G e
5.15H em comparagéo a confluéncia celular observada para o grupo controle (Figura
5.15C). Em relacéo a confluéncia das células expostas a concentracfes menores de
cardanol (25 pg/mL e 50 pg/mL — Figuras 5.15E e 5.15F, respectivamente), nao foi

observada alteracdo ao compara-la ao grupo controle (Figura 5.15C).

Em relacdo as linhagens T24 e Vero, (Figuras 5.16 e 5.17, respectivamente),
pode-se constatar que o cardanol promoveu a reducéo da viabilidade celular em todas
as concentracOes testadas (25, 50, 100 e 200 pg/mL), ap6s 24 h. As Figuras 5.16 e
5.17 (E, F, G, H) mostram a diminuigéo da confluéncia celular das linhagens T24 e

Vero comparadas ao grupo controle (5.16C e 5.17C), respectivamente.
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Figura 5.15 Resultados do ensaio para a linhagem M059J (glioblastoma): (A) Efeito do cardanol na
viabilidade celular por meio do ensaio MTT, apds 24h, *** p <0,001; (B) ICso do cardanol, apos 24 h,
na viabilidade celular; (C) Morfologia das células do grupo controle; (D) Morfologia das células em
DMSO; (E, F, G, H) Morfologia das células tratadas com cardanol nas concentragdes 25, 50, 100 e

200 pg/mL, respectivamente.
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Figura 5.16. Resultados do ensaio para a linhagem T24 (células de cancer de bexiga): (A) Efeito do
cadanol na viabilidade celular por meio do ensaio MTT, apds 24h, *** p <0,001; (B) ICso do cardanol,
apo6s 24 h, na viabilidade celular; (C) Morfologia das células de controle; (D) Morfologia das células

em DMSO; (E, F, G, H) Morfologia das células tratadas com cardanol nas concentragfes 25, 50, 100
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Figura 5.17. Resultados do ensaio para a linhagem Vero (células saudaveis): (A) Efeito do cardanol
na viabilidade celular por meio do ensaio MTT, apés 24h,*** p <0,001; (B)ICso do cardanol, apos 24 h,
na viabilidade celular; (C) Morfologia das células de controle; (D) Morfologia das células em DMSO;
(E, F, G, H) Morfologia das células tratadas com cardanol nas concentra¢des 25, 50, 100 e
200 pg/mL, respectivamente.
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Como estratégia experimental, para a definicdo da atividade citotoxica
apresentada pelo extrato, também foi determinada a concentracdo necessaria para
reduzir a viabilidade celular em 50% (ICso), conforme mostram as Figuras 5.15B,
5.16B e 5.17B.

Dentre as linhagens estudadas, o extrato rico em cardanol apresentou a maior
toxicidade frente as células T24, carcinoma de células transicionais de bexiga
humana, (ICso de 21,50 pg/mL - Figura 5.16B), e menor toxicidade frente as células
MO059J, células de glioma, (ICso de 86,58 ug/mL - Figura 5.15B), sendo que as células
Vero, células renais de macaco verde africano, apresentaram um valor de ICso
intermediario (ICso de 34,00 pg/mL - Figura 5.17B) em relacdo ao obtido para as

demais linhagens de células avaliadas.

A Figura 5.18 mostra um mapa de toxicidade que informa o perfil de atoxicidade
através do uso de circulos e o perfil de toxicidade a partir da utilizacao de triangulos,
com base na acdo do cardanol, em diferentes concentracdes (0, 25, 50, 100 e
200 ug/mL), frente as linhagens estudadas. Nas cores vermelha, verde e azul sdo
apresentadas as linhas correspondentes as linhagens MO059J, Vero e T24,
respectivamente, bem como os valores de ICso do cardanol na viabilidade das

linhagens, apos 24 h.
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Figura 5.18. Mapa de toxicidade do cardanol frente as linhagens M059J, Vero e T24. O mapa
apresenta o perfil de toxicidade frente as linhagens provocada por diferentes concentragfes de

cardanol e o ICso do cardanol na viabilidade das linhagens, ap6s 24 h.
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A partir da analise do mapa, obtém-se maior clareza quanto ao efeito das
concentragbes de cardanol sobre as linhagens estudadas, tendo em vista a
determinacdo de uma concentracao que apresente maior eficacia para promover uma

maior reducéo da viabilidade das células tumorais, preservando as células saudaveis.

Para biomateriais que se destinam a este tipo de aplicacdo, deseja-se que 0
mesmo apresente maior toxicidade contra as células tumorais, em relacéo as células
saudaveis. Analisando o mapa de toxicidade (Figura 5.18), constata-se que, embora
o cardanol tenha diminuido a viabilidade celular da linhagem T24 e Vero em todas as
concentracdes, o efeito citotoxico € maior para as ceélulas T24, ja que o ICso do
cardanol na viabilidade da linhagem T24 & menor comparado ao ICso do cardanol na
viabilidade da linhagem Vero (21,5 pg/mL<34,0 upg/mL); portanto, é possivel
determinar uma concentracdo ideal de extrato que tenha a acédo desejada frente as
células T24, preservando as células Vero. No entanto, verifica-se que o extrato rico
em cardanol apresenta maior toxicidade em relacdo as células Vero comparada as

células de glioblastoma (M059J).

Diante deste resultado, constata-se que, nas concentracfes estudadas, o
extrato rico em cardanol tem potencial de ser aplicado para o tratamento do cancer de
bexiga (T24). Em relacdo ao glioblastoma, constata-se que, embora o efeito citotdxico
do extrato tenha sido maior frente as células saudaveis comparado as células
tumorais, este resultado indica que o extrato ndo pode ser descartado como possivel
tratamento para glioblastoma, porém estudos que visem a purificacdo do extrato séo

necessarios para que estes efeitos sejam melhores explorados.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos da acéo do cardanol ou do LCC
frente as linhagens celulares T24 e M059J. Porém, ha estudos que revelam a acéo
antitumoral do cardanol e/ou do LCC frente ao cancer de mama humano, MCF-7 (Al-
Hazzani et al., 2012), ao céancer do colo do uUtero humano, HeLa (Ashraf e
Rathinasamy, 2018; Ola et al., 2008), ao carcinoma de células escamosas oral,
OSCC-3 (Neto et al., 2014), ao melanoma humano, M14 (Su et al., 2017) e ao
hepatocarcinoma, HepG2 (Massaro et al., 2015).
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Dentre estes trabalhos, destaca-se o0 estudo de Su et al. (2017) que
avaliaram a acéo do cardanol em concentracdes crescentes (0; 0,76; 1,52; 3,04; 6,08;
9,12; 12,16 pg/mL) nas células de melanoma humano (M14). A fim de comparacéo,
0s autores relatam que o cardanol apresenta toxicidade pouco evidente contra
hepatocitos (células saudaveis humanas), no entanto, frente a linhagem em estudo,
M14, o cardanol apresentou elevada toxicidade, sendo o ICso, determinado apés 24 h
de tratamento, correspondente a 7,00 pg/mL. Em relacdo ao presente estudo, a partir
do resultado apresentado pelos autores (Su et al., 2017), constata-se que o cardanol
apresenta toxicidade menor em relacdo as células de cancer de bexiga (T24)
comparada as células de melanoma humano (M14), ja que o ICso do cardanol na
viabilidade da linhagem T24 é maior comparado ao ICso do cardanol na viabilidade da
linhagem M14 (21,50 pg/mL > 7,00 pg/mL).

Acrescenta-se o trabalho de Ashraf e Rathinasamy (2018) que avaliaram a
atividade anticancerigena do LCC técnico frente as células HeLa em comparag¢do com
as células fibroblasticas, L929 (células saudaveis). A composi¢ao do LCC técnico nao
foi revelada pelos autores, no entanto, sabe-se que o LCC técnico apresenta o
cardanol como componente majoritario. Os autores relatam que células HelLa tratadas
com LCC técnico em todas as concentracbes avaliadas (0,005; 0,010; 0,015;
0,020% v/iv em DMSO) apresentaram alteracdo na morfologia apos 24 h de
tratamento, sendo observada a inibicdo da proliferacdo de células HeLa com ICso de
0,004% (v/v). Em comparacdo ao resultado alcancado por Ashraf e Rathinasamy
(2018) com o obtido no presente estudo, observa-se que o cardanol apresenta menor
toxicidade frente as células HeLa comparada as células de cancer de bexiga (T24),
pois o ICso do cardanol na viabilidade da linhagem T24 corresponde a 0,002% (v/v)
(resultado da conversao de 21,50 pg/mL para percentual em raz&do volume/volume;
para o calculo, foi utilizada a densidade do extrato rico em cardanol determinada
experimentalmente d = 0,899 g/mL). Acrescenta-se que, no presente estudo, além da
alteracao na morfologia celular da linhagem T24, também foi observada alteracdo na
morfologia da linhagem Vero (células saudaveis) apds 24 h de tratamento com o
extrato nas concentracdes crescentes de cardanol (0,003; 0,006; 0,012; 0,024 %(v/v)),
no entanto, Ashraf e Rathinasamy (2018) ndo observaram alteracdo na morfologia das
células de fibroblastos (células saudaveis) mesmo na concentracao mais alta utilizada.

Considerando que as concentracdes avaliadas no presente estudo e pelos autores
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(Ashraf e Rathinasamy, 2018) foram muito semelhantes, constata-se que o
cardanol tém potencial para ser aplicado no tratamento do cancer de bexiga (T24),
sendo que as células saudaveis do tipo L929 podem tolerar concentragdes mais altas

de LCC técnico, ou seja, de cardanol.

Considerando que, no presente estudo, o extrato de cardanol apresenta
potencial para ser aplicado no tratamento de cancer de bexiga (T24), propbe-se
incorpora-lo a uma matriz biodegradavel e biocompativel de PLGA a fim de ser
produzido um biomaterial capaz de substituir o tecido canceroso da bexiga removido
cirurgicamente. Polimeros sintéticos biodegradaveis, com farmaco incorporado, tém
sido relatados, na literatura, como proposta de tratamento para o cancer de bexiga
(Chun et al., 2009).

5.5. Filmes biodegradéaveis de PLGA

5.5.1. Filmes biodegradéaveis de PLGA preparados

Filmes biodegradaveis maleaveis de PLGA com espessura de,

aproximadamente, 0,12 mm foram preparados, em sextuplicata, pelo método de

evaporacao de solvente conforme descrito na se¢éo 4.7.1 (Figura 5.19).

Figura 5.19. Imagens dos filmes biodegradaveis preparados:
(A) F_puro; (B) F_710; (C) F_1430 e (D) F_2860.

Ao observar as imagens dos filmes (Figura 5.19), pode-se constatar que o filme
de PLGA sem adicéo de cardanol apresenta aspecto transparente, enquanto os filmes
de PLGA com cardanol incorporado possuem aspecto opaco. Observa-se que 0
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cardanol apresenta boa distribuicdo, especialmente nos fiimes F_710 e F_1430,
pois, visualmente, os filmes apresentam aparéncia uniforme, conforme ilustra a Figura
5.19.

5.5.2. Ensaio de liberacéo

Os perfis de liberacédo de cardanol a partir dos filmes de PLGA com fracdes
massicas de cardanol de 0,354% (F_710), 0,710% (F_1430) e 1,410% (F_2860) foram
avaliados. Os filmes foram incubados a 37 °C em PBS (pH 7,4), contendo Tween-20,
como surfactante, e agitados em uma cuba agitadora. Em intervalos de tempo pré-
determinados (1, 2, 3, 4, 5, 7, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53 e 55 h), aliquotas da
solugcéo foram coletadas e analisadas por espectrofotometria. A partir da curva de
calibracdo, apresentada da secéo 4.7.2, obteve-se a equacdo da reta que relaciona
as duas variaveis: concentracdo (ug/mL) e absorbancia. A partir dos valores de
concentragéo de cardanol liberado na solucdo de PBS+Tween-20, foi determinada a
massa acumulada em cada intervalo de tempo avaliado. De posse desses resultados,
graficos de massa acumulada (Mt) versus tempo (t) foram levantados e ajustados a

equacdao de Peppas (1985) (Figura 5.20).

Ao analisar as curvas de liberacdo do cardanol a partir dos filmes de PLGA,
observam-se duas etapas de liberacdo no tempo avaliado neste estudo (55 h). A fase
inicial (primeiras 7 h, aproximadamente) é caracterizada pela dissolucédo e difusédo de
uma grande quantidade de cardanol - comparada a quantidade liberada na segunda
fase - para o meio de liberacdo, fendbmeno chamado de efeito burst (do inglés,
exploséo) (Fredenberg et al., 2011; Huang e Brazel, 2001). Na segunda fase, observa-
se que a velocidade de liberacdo alcancou um perfil estavel, durante a qual o cardanol

se difunde lentamente através dos poros existentes na matriz polimérica de PLGA.
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Figura 5.20. Aplicacao do modelo analitico de Peppas (1985) para os dados experimentas (Exp) de

liberacé@o de cardanol a partir da matriz de PLGA em A) 55 h de ensaio e B) 10 h de ensaio, a fim de

avaliar com mais clareza o perfil de liberacéo inicial do cardanol a partir dos filmes F_710 e F_1430.

Os dois principais mecanismos de liberacdo de farmacos baseados em PLGA

sao difusao do farmaco através de poros cheio de agua presentes na matriz polimérica

e degradacao/erosdo da matriz polimérica, que € determinada pela taxa de hidrélise,
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(Ahmad et al., 2019; Fredenberg et al., 2011; Dinarvand et al., 2011). No entanto,

PLGA hidrofébico e de alta massa molar (Mw), caso do PLGA 85:15,
(Mw = 363.000 g/mol) utilizado nesta tese, degrada a uma taxa insignificante em
comparacao com a taxa de difusdo através de uma rede porosa (Kanehashi et al.
2013). Diante disso, sugere-se que, no tempo avaliado neste estudo (55 h), o
mecanismo de liberacdo seja baseado apenas no processo de difusdo do cardanol,
ndo sendo observada a degradacdo da matriz polimérica de PLGA. Esse resultado
corrobora o obtido por Vatankhah et al. (2020) que utilizaram PLGA 75:25 — ou seja,
com elevada quantidade de PLA em relacdo ao PGA, o que o torna hidrofoébico — para
preparar microparticulas carregadas com &acido rosmarinico (AR). Os autores
afirmaram que a alta massa molar e a alta razdo PLA:PGA do PLGA empregado neste
estudo fazem dele um copolimero com baixa taxa de hidrélise, portanto, a liberacao
do AR a partir da erosao do polimero néo foi 0 mecanismo de liberac&do que controlou

a taxa de liberacdo durante cerca de 24 h avaliadas pelos autores.

Com base na andlise das curvas de liberacdo do cardanol a partir dos filmes de
PLGA contendo massa total (MT) de cardanol de 710 pg (F_710), 1430 ug (F_1430)
e 2860 ug (F_2860), observa-se que os percentuais em massa de cardanol liberado
em relacdo a massa total de cardanol incorporado no filme (%Mt/MT) foram cerca de
21%, 23% e 38%, respectivamente, em 55 h de ensaio. No entanto, constata-se que
a velocidade de liberagcdo do cardanol a partir do filme F_710 alcangou um perfil de
estabilidade apds 25 h de ensaio, enquanto que, para os filmes F_1430 e F_2860,

somente apos 47 h de ensaio este periodo foi atingido.

O modelo semi-empirico proposto por Peppas (1985) fornece informacdes
indicativas sobre o tipo de fenbmeno de transporte que esta controlando a liberacéo
da substancia incorporada para o meio. A Tabela 5.11 apresenta os valores para a
constante k, que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do mecanismo

em analise, e 0 expoente n que indica o tipo de fenémeno fisico associado a liberacéo.
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Tabela 5.11. Valores dos parédmetros obtidos a partir da modelagem dos dados experimentais
utilizando a equacédo de Peppas (1985) para os filmes contendo cardanol. O ensaio foi realizado em

triplicata para cada amostra de filme.

Filme n k (ug.min™) R2

F 710 0,1768 0,2318 0,9347
F_1430 0,4871 0,0208 0,9528
F 2860 0,3740 0,0486 0,9885

Em relacdo a cinética de liberacdo de cardanol a partir dos filmes avaliados,
observa-se que a mesma foi mais rapida para o filme F_710, Figura 5.20, comparada
a cinética de liberacdo de cardanol a partir dos demais filmes (F_1430 e F_2860); o
gue é evidenciado pelo valor de k igual a 0,2318 pug.min't comparado aos valores de
k correspondentes a 0,0208 pg.min' e 0,0486 pg.mint para os filmes F_1430 e
F_2860, respectivamente. O maior valor de k para o filme F_710 esta de acordo com
0 percentual em massa de cardanol liberado em fungcéo da massa total liberada em
55 h de ensaio (%Mt/M«), sendo, nas primeiras 3 h de ensaio, correspondente a 60%.
Para os F_1430 e F_2860, esses percentuais foram inferiores, sendo 23% e 34%,
respectivamente, resultado esperando visto que o valor de k do filme F_1430 é menor

gue o valor de k do filme F_2860.

No que se refere ao tipo de fenébmeno fisico associado a liberagéo indicado
pelos valores do parametro n, segundo os autores, Sahoo et al. (2012), Olejnik et al.
(2017), Sevostyanov et al. (2020) e Rojas et al. (2022), para a geometria de filme fino,
valores de n inferiores a 0,5 (n < 0,5) indicam que o mecanismo de liberacdo
corresponde a difusdo quase-Fickiana (do inglés: quasi-Fickian diffusion). Diante
disso, pode-se afirmar que, para todos os filmes avaliados, a liberagéo ocorreu por
difusdo quase-Fickiana. Este mecanismo indica que o cardanol se difunde através de
uma matriz com poros cheios de agua (Jamnongkan e Kaewpirom, 2010; Cojocaru et
al., 2015), resultado que esta de acordo com as imagens de MEV-FEG que revelam

uma superficie porosa que serdo apresentadas na secao 5.5.3.

Fazendo uma aproximacao para o fenémeno de liberagdo por difusdo Fickiana
destaca-se que este se trata de um processo pelo qual a matéria € transportada,

espontaneamente, de uma parte de um sistema para outra como resultado de
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movimentos moleculares aleatérios. Esses movimentos moleculares aleatérios

resultam no transporte de uma espécie quimica de uma regido de maior potencial
guimico para uma regido de menor potencial quimico. Como o potencial quimico est4
diretamente relacionado a concentracdo quimica, a difusdo € mais convenientemente
descrita como o transporte de uma espécie quimica devido a um gradiente na
concentracdo da espécie quimica (Shackelford e Moore, 2013). Para um filme fino, a
difusédo fickiana é caracterizada pela dependéncia da raiz quadrada da varidvel tempo
em relacdo, tanto a quantidade difundida do principio ativo, quanto a difusdo por

penetracao na posicao frontal (Paarakh et al., 2018).

O mecanismo de difusdo quase-Fickiana também foi relatado para outros
compostos em matrizes poliméricas. Akpan et al. (2020) estudaram a liberacdo de
extratos de folhas de Annona muricata (que apresenta acao contra células do cancer
de mama) a partir de scaffolds eletrofiados de PLGA/gelatina e plurénico F127, como
surfactante. Os extratos de Annona muricata contém altas concentracdes de
metabdlitos secundarios como, alcaldides, terpendides, flavondides, cumarinas,
taninos e fendis. Os autores aplicaram o modelo descrito por Peppas e obtiveram
valores de n inferiores a 0,45, sendo, portanto, 0 mecanismo que descreve a liberacao
correspondente a difusdo quase-Fickiana, j& que se trata de uma matriz cilindrica. A
liberacdo do extrato a partir dos scaffolds ocorreu em trés estagios: liberacao inicial
mais rapida (primeira hora), liberacdo moderada (12 h) e liberagéo lenta e sustentada
(72 h). A partir desse estudo, os autores concluem que scaffolds eletrofiados de
PLGA/gelatina e plurdnico F127 contendo extratos de Annona muricata tém potencial

para serem utilizados no tratamento de cancer de mama.

O mecanismo de difusdo quase-Fickiana também foi relatado por Vatankhah et
al. (2020). Os autores prepararam microparticulas de PLGA carregadas com &cido
rosmarinico (AR), composto fendlico com atividades antioxidantes e antibacterianas.
Os autores avaliaram quatro formulacdes, P3R5, P3R10, P5R5 e P5R10, que foram
preparadas a partir da mistura de solucdes de PLGA (3% e 5%) e AR (5% a 10% em
relacdo ao PLGA) em acetona - como exemplo, a formulacdo P3R5 apresenta 3% de
PLGA e 5% de AR. O modelo de Peppas foi aplicado para realizar a avaliacdo da
liberacdo de AR a partir das microparticulas de PLGA, sendo que as microparticulas

P3R5 e P3R10 seguiram o mecanismo de difusdo Fickiana, enquanto as
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microparticulas P5R5 e P5R10 descreveram o mecanismo de difusdo quase-

Fickiana, ja que os valores de n foram inferiores a 0,43 que, para a geometria esférica,
€ indicativo deste mecanismo de liberag¢édo, conforme propde o autor do estudo, que
corrobora outros autores (Olejnik et al., 2017; Sahoo et al., 2012). Em relacdo ao
parametro k, 0s autores constataram que ao diminuir a concentracdo de AR e manter
a concentracdo de PLGA constante, ocorre um aumento deste valor. Este resultado
corrobora o obtido no presente estudo, ja que foi observado um maior valor de k para
o filme F_710 que apresenta quantidade de cardanol 50% e 75% menor que as

guantidades de cardanol presentes nos filmes F_1430 e F_2860, respectivamente.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que avaliaram o mecanismo de
liberacdo do cardanol a partir de matrizes de PLGA. No entanto, cita-se o estudo de
Massaro et al. (2015) que discutiu 0 mecanismo de liberagdo do cardanol a partir de
nanotubos de haloisita modificados com sais de triazolio hidrofobicos. Os autores
avaliaram a liberacdo do cardanol em trés solu¢cdes de pH diferentes, ja que o pH é
um fator chave que influencia a administragcdo oral do farmaco. A liberacdo de
cardanol, em pH 1, a partir dos nanotubos, atinge um perfil estavel apds cerca de
250 min, sendo uma exploséo inicial (efeito burst) observada em 200 min, seguida por
uma liberacdo prolongada. Os perfis de liberacdo obtidos em pH 6 e em pH 7,4
apresentaram comportamento semelhante ao pH 1, mas, em ambos 0s casos, uma
menor quantidade de cardanol foi liberada dos sistemas. A fim de determinar a cinética
e 0 mecanismo de liberac&o de cardanol a partir dos nanotubos, os autores analisaram
os dados experimentais utilizando quatro modelos matematicos: modelo da equacao
de primeira ordem (Gibaldi e Feldman, 1967); modelo exponencial duplo (Wilczak e
Keinath, 1993); modelo de raiz quadrada de Higuchi (Higuchi, 1963) e a lei de poténcia
(Ritger e Peppas, 1987; Siepmann e Peppas, 2001). A partir da analise dos
coeficientes de correlagdo (R?), os autores concluiram que o modo de liberacdo do
cardanol segue a cinética de primeira ordem (R?>0,97), sugerindo que o processo de
liberacao seja devido a somente uma etapa de dessorcao, j& que o cardanol esti
adsorvido apenas na superficie externa do nanotubo. Neste estudo, no entando, os
autores obtiveram, para o equacionamento de Peppas (Ritger e Peppas, 1987,
Siepmann e Peppas, 2001), valores de R? superiores a 0,90, indicando, portanto, que
este modelo também pode ser utilizado para a determinacéo da cinética de liberacdo

do cardanol. Esse resultado, portanto, sustenta a aplicacdo do modelo de Peppas
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(1985), utilizado nesta tese, para estudar a cinética e o mecanismo de liberacdo do

cardanol a partir da matriz de PLGA.

Os coeficientes de correlacédo da regressdo (R?), como mostra a Tabela 5.11,
confirmaram a aceitabilidade do modelo de Peppas (1985) para a analise da liberacéo
de cardanol a partir dos filmes de PLGA; sendo o conhecimento dos mecanismos de
liberacdo e dos processos fisico-quimicos que influenciam a taxa de liberacéo
fundamental para desenvolver dispositivos de liberagdo controlada. Os dados
experimentais obtidos a partir do estudo da liberacdo do cardanol a partir da matriz de
PLGA séao preliminares e indicam que os filmes preparados tém potencial para serem
aplicados como dispositivos de liberagcédo controlada. A proposta de aplicacdo desses
filmes é utiliza-los como scaffolds para o tratamento local do cancer de bexiga, no
entanto, os filmes devem ser avaliados em ensaios pré-clinicos (in vivo, in vitro e ex
vivo) a fim de determinar a quantidade de cardanol que deve ser incorporada com
base na dose terapéutica, bem como no tempo ideal de liberacdo, visando ao efeito
farmacoldgico desejado. Ensaios pré-clinicos das amostras de filmes preparados néo
foram realizados, por ndo fazerem parte do escopo do trabalho, sendo, portanto, uma

proposta para trabalhos futuros.

5.5.3. Técnicas de caracterizacao dos filmes biodegradaveis de PLGA

5.5.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo
(MEV-FEG)

Os filmes biodegradaveis de PLGA puro (F_puro) e com cardanol incorporado
com fracdes massicas de 0,354% (F_710), 0,710% (F_1430) e 1,410% (F_2860)
foram preparados por meio da técnica de evaporacao de solvente, conforme descrito
na secdo 4.7.1. As morfologias das superficies dos filmes foram avaliadas por meio
da Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG), Figura
5.21.
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Figura 5.21. Imagens de MEV-FEG dos filmes biodegradaveis de PLGA preparados:
(A) F_puro; (B) F_710; (C) F_1430 e (D) F_2860.

A partir da andlise da Figura 5.21, € possivel observar a presenca de uma
estrutura porosa bem distribuida nas superficies de todas as amostras de filmes
avaliadas. No entanto, a obtencdo de filmes biodegradaveis porosos, geralmente,
envolve o uso de técnicas como: formacdo de espuma por gas (gas foaming),
evaporacao de solvente/lixiviacdo de particulas (solvent casting/particulate leaching)
ou por separacéao de fases (phase separation) (Mikos et al., 2000). Nesta tese, todavia,
filmes porosos de PLGA foram obtidos utilizando a técnica de evaporacao de solvente,

sem adicédo de agente porogénico (como cloreto de sédio, por exemplo).

Diante disso, sugere-se que o mecanismo para explicar a geracao de poros nos
filmes poliméricos preparados pela técnica de evaporacdo de solvente seja baseado

em um fenbmeno chamado “breath figure” (Figura 5.22). Ponnusamy et al. (2012),
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prepararam filmes de PLGA com morfologia porosa, muito semelhante a obtida

nesta tese, sendo esta explicada por este fenémeno (breath figure).

Fluxo de ar amido Fluxo de ar amido

Evaporagio
’ J L ; solvente

\‘gug

Gotas de agua
condensando
na superficie

Filme

PLGA + cardanol
+ solvente

Figura 5.22. Esquema representativo do fendmeno “breath figure”
(Adaptado de Ponnusamy et al., 2012).

Este fendmeno envolve um polimero hidrofébico (PLGA) dissolvido em um
solvente volatil imiscivel com a agua (CHCI3). Ao verter a solugcdo do polimero no
molde (placa Petry), em um ambiente umido, o resfriamento provocado pelo solvente
pode fazer com que as moléculas de agua do ar circundante condensem na superficie
do filme polimérico. Neste caso, as gotas de agua agem como esferas duras, deixando
marcas circulares e, finalmente, formando poros circulares apos a evaporacéao (Huang
e Thomas, 2018).

Ao analisar as superficies dos filmes (Figura 5.21), constata-se que a adicéo
de quantidades de cardanol correspondentes as fracdes massicas de 0,354% (F_710)
e 0,710% (F_1430) ndo provocaram alteracdes significativas na superficie da matriz
de PLGA. No entanto, alteracOes significativas foram observadas ao comparar as
superficies dos filmes F_puro, F_710 e F_1430 (Figuras 5.21A-B-C, respectivamente)
com a superficie do filme F_2860 (Figura 5.21D) que apresenta 1,410% de cardanol:
nesta superficie, constata-se a presenca de aglomerados com poros de tamanhos
inferiores e com morfologia que se difere da observada para os demais filmes

avaliados. Possivelmente, a alteragcdo no tamanho do poro esteja associada a
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diferentes taxas de evaporacdo do solvente. Segundo Preuksarattanawut et al.
(2019) uma diminuicdo do tamanho do poro estd associada a uma alta taxa de

evaporacao.

A porosidade apresentada pelos filmes de PLGA com cardanol incorporado,
preparados neste trabalho, é uma importante propriedade exibida por biomateriais
utilizados na area médica, ja que a existéncia de poros favorece o crescimento e a
proliferacdo celular facilitando a formac&o de novos tecidos biologicos, aléem de
contribuir com a liberacdo controlada de farmacos a partir de matrizes poliméricas

biodegradaveis (Nishimura e Murakami, 2021; Nahuis et al., 2019).

Considerando que a proposta de aplicagao dos filmes de PLGA com cardanol
incorporado preparados esteja voltada para o tratamento local do cancer de bexiga, o
estudo desenvolvido por Obayemi et al. (2020) apresenta resultados que contribuem
com esta proposta. Obayemi et al. (2020) prepararam scaffolds porosos carregados
com farmacos anticancer (paclitaxel) a partir de blendas poliméricas de poli(acido
lactico-co-glicdlico), polietilenoglicol e policaprolactona. Os autores observaram que a
porosidade apresentada pelo scaffold favoreceu a proliferacdo, a nutricdo e a
migracdo celular, sendo que a liberacdo localizada do farmaco a partir desses
scaffolds pode ser usada para tratar tumores de mama locais recorrentes e promover

a regeneracao normal do tecido mamario apds a ressecc¢dao cirdrgica.

5.5.3.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada com o objetivo de caracterizar as amostras em relacéo a estrutura quimica
das mesmas. Foi realizada a analise do extrato (Cardanol Extrato), obtido na condi¢céo
de 50 °C/150 bar e, a fim de comparacéo, também foi realizada a andlise do LCC
técnico comercial (LCC Comercial) e do cardanol padrdo comercial (Cardanol

Padrao). Os espectros na regido do infravermelho sdo apresentados na Figura 5.23.
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Figura 5.23. FTIR do LCC Comercial, do Cardadol Padréo e do Cardanol Extrato.

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para as trés amostras
avaliadas (Cardanol Extrato, Cardanol Padrdo e LCC Comercial) (Figura 5.23) séo
muito semelhantes e revelam caracteristicas estruturais consistentes com a literatura.
Os espectros analisados apresentam as seguintes bandas de absorg&o: bandas
referentes ao estiramento OH fendlico sdo observadas em 3316 cm™ e 1265 cm™
(Mele et al., 2019; Kanehashi et al., 2015); o estiramento observado em 3013 cm
corresponde a CH aromatico, enquanto os estiramentos constatados em 2924 cm™ e
em 2852 cm? correspondem, respectivamente, aos grupos CH e CH: alifaticos
presentes na cadeia lateral do cardanol. Em 1488 cm, sdo verificadas vibracGes
deformativas que indicam a presenca dos grupos CHs (Srivastava e Srivastava, 2015).
Em 1590 cm™* e 1456 cm* tém-se a deformacgédo axial C=C ao longo do eixo e o
estiramento C=C de anel aromatico (Lochab et al., 2014). Em 1154 cm-%, evidencia-se
a banda referente a ligacao C-OH (fendlico) (Zafar et al., 2020) e, por fim, grupos vinil

sdo observados em 914 cm™ e 693 cm (Lochab et al., 2014).

Os filmes de PLGA puro e com cardanol incorporado também foram analisados
por FTIR. A Figura 5.24 apresenta os espectros na regido do infravermelho dos filmes

preparados, bem como o espectro do Cardanol Extrato.
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Figura 5.24. FTIR do Cardanol Extrato e dos filmes de PLGA puro e com cardanol incorporado
(F_puro, F_710, F_1430 e F_2860).

A incorporacgéo de cardanol na matriz de PLGA foi confirmada por analises de
FTIR, conforme mostrado na Figura 5.24. Para identificar e comparar as bandas
relacionadas as ligacbes quimicas de cardanol, o espectro de Cardanol Extrato
também é exibido. As bandas caracteristicas das vibracGes das ligacdes existentes
no PLGA estéo presentes em todas as amostras de filmes avaliadas e correspondem
as bandas de absorcéo fortes em 1750 cm™, atribuidas as vibragdes de estiramento
de grupos carbonila, e em 1180 cm™’, relacionadas ao modo de estiramento C-O-C.
A presenca de cardanol foi confirmada pelo aparecimento das bandas em
aproximadamente 3300 cm™ e 1590 cm™' que sdo atribuidas, respectivamante, ao
estiramento assimétrico da ligagdo O-H fendlica e ao estiramento das ligacdes
aromaticas C=C, cuja intensidade esta relacionada ao aumento do teor de cardanol
incorporado. Essas bandas (3300 cm™ e 1590 cm™") néo séo observadas no espectro
do PLGA puro. Esse resultado corrobora o obtido por Mele et al. (2019) que avaliaram

a influéncia da adicdo do cardanol em filmes de PLA a partir de analises por FTIR.
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Acrescenta-se ainda que o alargamento do pico referente a hidroxila
observado na regido em cerca de 3300 cm™ seja, possivelmente, devido as ligacoes
de hidrogénio (O-H+0O=C) entre os grupos hidroxil fendlico do cardanol e os grupos
carboxilicos do PLGA (Figura 5.25). Este alargamento da banda da hidroxila também
foi associado as ligacGes de hidrogénio na analise de FTIR realizada por Chai et al.
(2018) ao estudar blendas de PDLLA/PVA (Poli(D,L-acido lactico)/Alcool polivinilico).

CHs @]
0]
R 0 H
O
: X y

Ligacdo de Hidrogénio

OH

Figura 5.25. Ligacao de Hidrogénio entre o grupo hidroxila do cardanol e o grupo carboxil do PLGA.
5.5.3.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma técnica através da qual se
realiza a medida do fluxo de calor diferencial entre uma amostra de estudo e uma de
referéncia como funcdo da temperatura e do tempo. Esta técnica é amplamente
utilizada para medir as transi¢cées endotérmicas e exotérmicas dos polimeros (Knopp
et al., 2016). Neste trabalho, esta técnica foi proposta para avaliar as interacdes entre
0s componentes que compdem os filmes através da comparacédo das curvas de DSC
do filme de PLGA puro com as curvas obtidas para os filmes contendo cardanol
incorporado. Sendo que estas interagdes sdo avaliadas através da observagdo do
desaparecimento, aparecimento ou deslocamento de picos nas curvas de DSC
(Pereira et al., 2014).

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg) e de fusdo (Tf) dos filmes foram

determinadas utilizando a analise calorimétrica diferencial (DSC). A Figura 5.26



124

apresenta as curvas de DSC e a Tabela 5.12 apresenta os dados calorimétricos

obtidos a partir destas curvas.
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Figura 5.26. Curvas de DSC dos filmes: F_puro; F_710; F_1430 e F_2860

(segundo ciclo de aquecimento).

Tabela 5.12. Dados calorimétricos das amostras obtidos a partir das curvas de DSC.

Amostra Tg (°C) Tf (°C)
F_puro 55 152
F_710 54 152
F_ 1430 53 155
F_2860 40 144

250

A Figura 5.26 apresenta a curva de DSC do filme de PLGA puro, onde pode ser

observada a ocorréncia de dois eventos endotérmicos: em 55 °C, caracteristico da

transicdo vitrea (Tg) do polimero; e em 152 °C, correspondente a temperatura de

fusdo do polimero. Este resultado esta de acordo com o descrito por Nahuis et al.

(2019).
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Ao analisar as curvas de DSC dos filmes de PLGA contendo 710 pg e
1430 pg de cardanol incorporado (F_710 e F_1430, respectivamente), pode-se
constatar que ndo houve alteragdo significativa nos valores de Tg e de Tf destes

filmes, comparados aos valores obtidos para o filme de PLGA puro.

No entando, a curva de DSC do filme contendo 2860 pg de cardanol (F_2860),
revela um deslocamento do pico endotérmico referente & Tg comparado ao pico
endotérmico correspondente & Tg do PLGA puro. A adicdo desta quantidade de
cardanol na matriz de PLGA, reduziu a Tg do polimero puro de 55 °C para 40 °C. A
diminuicdo da Tg indica que o cardanol, utilizado nesta quantidade, agiu como um
plastificante diminuindo, portanto, a interacéo entre as moléculas do PLGA, afastando-
as e assim facilitando o movimento das cadeias poliméricas. Além disso, provocou a
reducdo da Tf do PLGA puro: de 152 °C para 144 °C. Este resultado é, possivelmente,
devido a dispersao do cardanol na matriz polimérica, o que faz com que a energia
necessaria para a conversao do estado sélido para o liquido seja menor, o que pode
indicar uma possivel interacao entre o cardanol e o polimero, pois quando um material
sofre uma alteracdo em seu estado fisico-quimico ou reage quimicamente, o calor

associado a essa alteracao € absorvido ou liberado (Cardoso et al., 2018).

Esses resultados corroboram os obtidos por Cardoso et al. (2018) ao avaliar as
propriedades térmicas de microparticulas de poli(acido latico) (PLA) contendo
diferentes quantidades de cardanol encapsulado. Os autores observaram o
deslocamento dos picos de fusdo para temperaturas mais baixas do que as
observadas inicialmente para as microparticulas de PLA sem cardanol, sendo que
guanto maior a concentracdo de cardanol nas microparticulas, maior foi esse

deslocamento.
5.5.3.4. Determinacao do angulo de contato
A determinacdo do angulo de contato € um método utilizado para estimar a

molhabilidade de uma superficie, sendo esta correspondente a facilidade de

espalhamento do liquido na superficie do biomaterial (Agrawal et al., 2017).
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Biomaterial € toda substancia (exceto farmacos) ou combinacfes de
substancias, de origens sintéticas ou naturais, que durante um periodo de tempo
indeterminado, é empregada como um todo ou em parte integrante de um sistema
para tratamento, ampliacdo ou substituicdo de qualquer tecido, 6rgaos ou funcdes
corporais (Williams, 2008). E importante, portanto, que os biomateriais apresentem
propriedades de superficies adequadas para evitar reacdes inflamatérias e infeccdes.
Dentre estas propriedades, destaca-se a molhabilidade que corresponde a um
importante fator para garantir a resposta bioldgica desejada, como a interacdo das
células e tecidos com o biomaterial (Agrawal et al., 2017). A molhabilidade do
biomaterial influencia, portanto, a biocompatibilidade que se refere ao sucesso
determinado pela interacdo entre o biomaterial e as células para uma aplicacdo
biomédica especifica (Menzies e Jones, 2010).

Para avaliar esta propriedade, foram determinados os valores do angulo de
contato das superficies dos filmes. Esses dados foram expressos como médiatdesvio
padréo e sao apresentados na Tabela 5.13. As imagens do angulo de contato de uma
gota de agua deionizada na superficie dos filmes avaliados sdo apresentadas na
Figura 5.27.

Tabela 5.13. Medidas do &ngulo de contato entre a interface filme-agua.

Amostra Angulo de contato (°)
F_puro 78,7+0,3
F_710 84,5+0,4
F_1430 85,8+0,5
F_2860 86,8+0,1

A) B) I C) . D) .
Figura 5.27. Imagens do angulo de contato de uma gota de agua deionizada na superficie de:
(A) F_puro, 78,6° (B) F_710, 84,7°; (C) F_1430, 85,7° (D) F_2860, 86,7°.
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Observa-se que a adicdo de cardanol provocou o aumento do angulo de
contato do filme de PLGA puro, tornando, dessa forma, as superficies dos filmes
menos hidrofilicas. Esse resultado € consistente com a natureza hidrofébica do
cardanol. E importante destacar que os valores dos angulos de contato dos filmes
contendo cardanol aumentaram com o aumento na quantidade de cardanol
adicionado, conforme o esperado. Esse resultado corrobora os obtidos por Massaro
et al. (2015) que exploraram nanotubos de haloisita como carreadores de cardanol.
Os autores observaram um aumento significativo no valor do angulo de contato dos
nanotubos com a adicdo de cardanol e atribuiram este aumento a natureza hidrofébica

do material.

Assim, embora o cardanol, de natureza hidrofébica, tenha sido adicionado na
matriz de PLGA, as superficies dos filmes preparados, de acordo com o valor do
angulo de contato, classificam-se como hidrofilicas, segundo a classificacdo proposta
por Ferrari et al. (2019) (Tabela 5.14), ja que apresentam valores de angulo de contato
na faixa de 10 a 90°.

Tabela 5.14 Classificacéo da superficie em funcéo do angulo de contato (°).

Angulo de contato (°) Superficie
<10 Superhidrofilica

10-90 Hidrofilica

90 - 150 Hidrofébica
> 150 Superhidrofébica

A hidrofilicidade é uma propriedade importante para os biomateriais, pois
aumenta a adesao, a proliferacdo e o crescimento celular (Fonner et al., 2008; Liu, H.
et al., 2012). Superficies hidrofébicas, no entanto, tém alta afinidade com uma ampla
variedade de proteinas. A adsorcédo de proteinas plasmaticas - por exemplo, albumina
e fibrinogénio - associadas ao implante e as mudancas conformacionais promovem
reacOes inflamatorias. Dessa forma, as superficies hidrofilicas podem aumentar a
biocompatibilidade do material, jA que tem pouca afinidade com essas proteinas
(Thevenot et al., 2008).
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Considerando que a aplicacdo que se propde aos filmes preparados neste
trabalho esteja voltada a terapia do céncer, a hidrofilicidade (aumento da adesédo
celular) torna-se ainda mais relevante, jA& que, em geral, a adesdo de células
cancerosas € menor comparada a de células saudaveis, 0 que permite que as

mesmas migrem, resultando na perda da estrutura histolégica (Ferrari at al., 2019).
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, a extracdo com CO: supercritico mostrou-se uma tecnologia
limpa e promissora para a obtencéo de cardanol a partir do LCC técnico comercial. A
condicao 6tima de extracao foi definida, a partir do planejamento Box-Behnken, como
pressdo, temperatura e vazao de solvente de, respectivamente, 200 bar, 48 °C e
884 g/h. A partir desta condicdo, estimou-se a obtencdo de um extrato contendo
57,82% de cardanol por massa de LCC investido. Este método apresentou aderéncia
aos dados experimentais (R? = 0,929), sendo que a andlise estatistica apontou a
pressao e a temperatura como variaveis significativas para um intervalo de confianca
de 95%.

A solubilidade do cardanol em CO2supercritico, importante parametro para este
estudo, foi obtida a partir de medidas experimentais. Na condigédo de temperatura e
pressao de, respectivamente, 50 °C e 150 bar, a solubilidade determinada foi de
0,087 gcardano/kgcoz, correspondente a fracdo massica de 8,7.10°; estando esta
ordem de grandeza de acordo com os valores encontrados na literatura para a
solubilidade de compostos fenolicos em CO:2 supercritico. Este resultado é de suma
relevancia, pois o equilibrio liquido-vapor da mistura cardanol/CO:2 corresponde a um

sistema extremamente complexo.

Com a solubilidade predita pelo modelo termodindmico, o modelo de
transferéncia de massa, proposto por Sovova (2005), foi utilizado para estimar o
coeficiente de transferéncia de massa, sendo este correspondente a 1,02.10° s,
compativel com os dados previamente reportados, na literatura, para a extracdo de

moléculas semelhantes.

A partir da analise da estrutura quimica dos extratos empregando a técnica de
RMN ?H, foi comprovada a obtencédo de cardanol, sendo este presente nos extratos
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em concentracdo de até 94%, superior as quantidades de cardanol presentes no

LCC técnico comercial (89%) e no Cardanol padrao comercial (93%), determinadas
por CG/EM. A concentragéo de cardanol, presente no extrato obtido, foi mais elevada
em comparacao as encontradas, na literatura, ao utilizar métodos convencionais de
extracdo de cardanol a partir do LCC, como cromatografia em coluna ou a partir do

uso do extrator Soxhlet.

Com base na avaliagéo da atividade citotoxica dos extratos, foi constatado que
0 extrato rico em cardanol apresentou a maior toxicidade contra as células T24 (ICso
de 21,50 pg/mL) e menor toxicidade frente as células M059J (ICso de 86,58 ug/mL),
sendo que as células Vero apresentaram um valor de ICso de 34,00 ug/mL. Diante
deste resultado, pode-se concluir que, nas concentracdes estudadas, o extrato rico
em cardanol tem potencial de ser aplicado para o tratamento do cancer de bexiga
(T24) e glioblastoma (M059J).

O extrato rico em cardanol foi incorporado em uma matriz de PLGA a fim de ser
produzido um biomaterial capaz de substituir o tecido canceroso removido
cirurgicamente. Ensaios de liberacdo de cardanol a partir da matriz de PLGA foram
conduzidos e, a partir da modelagem matematica da cinética, conclui-se que a cinética
de liberacéo de cardanol foi mais rapida a partir do filme F_710 (k=0,2318 pg.min)
comparada a cinética de liberacdo de cardanol a partir dos filmes F_1430
(k=0,0208 pg.mint) e F_2860 (k=0,0486 ug.min't). Com o parametro n, determinado
mediante a aplicacdo do modelo de Peppas (1985), foi constatado que o tipo de
fendbmeno fisico associado a liberacdo corresponde a difusdo quase-Fickiana. Este
mecanismo indica que o cardanol se difunde através de uma matriz com poros cheios
de agua; resultado que estéd de acordo com as imagens de MEV-FEG que revelaram
a presenca de poros nas superficies dos filmes. A porosidade é uma propriedade que
favorece o crescimento e a proliferacdo celular, além de contribuir com a liberacao
controlada de farmacos, sendo, portanto, uma importante propriedade exibida por

biomateriais utilizados na area médica.

A partir das andlises dos filmes e dos extratos por FTIR, foi confirmada a
incorporacdo do cardanol na matriz de PLGA, sendo evidenciada uma possivel

interacdo por ligagbes de Hidrogénio entre os grupos fendlicos do cardanol e os
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grupos carboxilicos do PLGA. Esse resultado corrobora o obtido a partir da analise
por DSC, a partir da qual, foi identificada a redugéo das temperaturas de fusao e de
transicdo vitrea do filme F_2860 em relacdo aos valores referentes ao PLGA puro,

indicando uma possivel interacdo entre o cardanol e o PLGA.

Os filmes de PLGA com cardanol incorporado também foram avaliados quanto
a hidrofilicidade da superficie mediante a determinacdo do angulo de contato. Foi
constatado que a quantidade de cardanol adicionado, embora este apresente
natureza hidrofébica, manteve o carater hidrofilico da superficie do PLGA utilizado
nesta tese. Sendo a hidrofilicidade uma importante propriedade para os biomateriais,
ja que estd associada ao aumento da adesdo, da proliferacdo e do crescimento
celular, conclui-se que este resultado contribui com as caracteristicas requeridas por

biomateriais que se destinam a area médica.

Ressalta-se, finalmente, que o ineditismo desta tese se deve ao fato de nao
terem sido encontrados, na literatura disponivel, dados referentes a solubilidade do
cardanol em CO:2 supercritico, a toxicidade do cardanol frente as células de cancer de
bexiga e glioblastoma, bem como a incorporacéo de cardanol em filmes de PLGA com

proposta para aplicacao na terapia do cancer.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

As atividades programadas e trabalhos futuros a serem desenvolvidos estéo

apresentados abaixo:

1. Realizar extracbes com CO:2 supercritico na condicdo otimizada,
determinada a partir da metodologia de superficie de resposta com
Planejamento Box-Behnken, a fim de comparar a concentracao de cardanol

obtido com o valor previsto pelo método, com intuito de valida-lo.

2. Avaliar a atividade citotéxica do cardanol em diferentes concentragdes em
relacdo as que foram utilizadas nesta tese, como: 10, 20, 30 e 75 pg/mL.
Desta forma, sera possivel explorar, com mais detalhamento, o perfil de

toxicidade do cardanol frente as linhagens de células de cancer estudadas.

3. Aumentar o tempo de avaliacdo da atividade citotoxica do cadanol frente as
linhagens celulares estudadas, através do protocolo MTT, para 48 h; avaliar

a dinamica populacional e a morte celular apés o tratamento.

4. Avaliar a atividade citotoxica do cardanol incorporado em filmes de PLGA
frente as células de cancer estudadas e relaciona-la ao perfil de liberacéo
de cardanol a partir da matriz de PLGA obtido nesta tese. De posse deste
resultado, determinar a quantidade de cardanol que deve ser incorporado
com base na dose terapéutica, bem como no tempo ideal de liberacéo,

visando ao efeito farmacoldgico desejado.

5. Investigar o emprego de uma metodologia de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas que permita a quantificacdo e
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diferenciacdo das estruturas presentes no cardanol que se diferem

apenas pelo grau de instauracao da cadeia alifatica.

6. Avaliar as propriedades mecéanicas dos filmes preparados.
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