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Rui Barbosa — Oragdo ao Mogos
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RESUMO

ASSUMPCAO, Isabela Cristina Porto. Avaliacdo da Extracdo do Oleo de Ora-pro-nébis
(Pereskia aculeata Miller): Uma Abordagem Comparativa e Modelagem Matematica.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

A Pereskia aculeata Miller, também conhecida como ora-pro-nébis, € uma planta rica em
proteinas que integra as PANC (Plantas Alimenticias N&o-Convencionais). Ela contém
compostos fenolicos, fitosterdis, flavonoides e terpenos, associados a diversos potenciais
bioldgicos, como antioxidante, anticancerigeno e outros. De forma a promover a extragdo
seletiva dos compostos de interesse, a extracdo supercritica vem sendo estudada como uma
alternativa as técnicas de extracdo convencionais, baseadas no uso de solventes, devido a sua
alta seletividade e obtencdo de extratos puros. Todavia, trabalhos na literatura envolvendo essa
espécie ainda sao raros e, com isso, o presente trabalho teve como objetivo empregar a extracdo
com diéxido de carbono supercritico para obter extratos de alto valor agregado a partir do éleo
essencial de ora-pro-ndbis e investigar a acdo antitumoral da espécie. O CO: foi empregado
como fluido supercritico e os experimentos foram conduzidos em diferentes condicbes (200
— 500 bar, 40 — 60 °C), segundo um planejamento do tipo DCCR. Para isso, 10 g de folhas de
secas e moidas foram alimentadas a um extrator, o qual foi conectado a uma bomba de alta
pressdo e um banho termostatico. O maior rendimento da extracdo com COg supercritico foi
obtido para a condicdo de 456 bar e 74 °C, de 0,23%, enquanto as técnicas de maceragdo
dindmica, Soxhlet e ultrassom com hexano tiveram rendimentos de 8,5%, 7,47% e 2,4%, na
ordem. Foi identificada a presenca de hidrocarbonetos nos extratos e, em menor fracéo,
terpenos, flavonoides e fitosterdis como fitol, lupeol, taraxerol e sitosterol. As amostras de
maior rendimento foram submetidas a um ensaio in vitro para avaliacio do potencial
antitumoral contra linhagens de cancer de pulmdo (A549), leucemia (K562) e cancer de mama
(MCF7). Embora nenhuma amostra tenha demonstrado atividade antitumoral significativa, os
melhores resultados foram obtidos sob as condicdes de 244 bar e 46 °C, e 456 bar e 46 °C, com
concentragdo de 150 pg/mL. O processo de extracdo foi modelado aplicando os modelos de
Brunner (1984), Sovova (1994), Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo (1994) e Zekovié¢
et al. (2003). A solubilidade do 6leo foi avaliada pelos modelos de Chrastil (1982), del Valle e
Aguilera (1988), Adachi e Lu (1983) e Gordillo et al. (1999). Para o estudo cinético, o modelo
de Sovova (1994) foi o que melhor representou o processo de extracdo, enquanto o modelo de
Gordillo et al. (1999) forneceu o melhor ajuste para os dados de solubilidade. Os resultados da
simulagdo para separacdo dos constituintes do Oleo mostrou que, ao empregar 3 flashs
associados em série, nas condicdes de 150 bar e 80 °C, 600 bar e 40 °C e 80 bar e 40 °C foi
possivel obter correntes enriquecidas com estigmasterol (99,21%), 2,4-ditercbutilfenol
(71,92%) e acido palmitico (27,12%), a partir de uma alimentagdo equimolar de fitol, B-
sitosterol, estigmasterol, 2,4-ditercbutilfenol, taraxerol e &cido palmitico.

Palavras-Chave: extracdo com fluido supercritico, plantas medicinais, potencial antitumoral.



ABSTRACT

ASSUMPCAO, lIsabela Cristina Porto. Evaluation of Barbados gooseberry Qil Extraction
(Pereskia aculeata Miller) A Comparative Approach and Mathematical Modeling.
Dissertation (Master’s in Chemical Engineering, Chemical Technology). Technology Institute,
Chemical Engineering Department, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2023.

Pereskia aculeata Miller, also known as Barbados gooseberry, is a protein-rich plant that
belongs to the group of NCFP (Non-Conventional Food Plants). It contains phenolic
compounds, phytosterols, flavonoids, and terpenes, associated with various biological
potentials such as antioxidant and anticancer properties, among others. In order to promote the
selective extraction of the target compounds, supercritical extraction has been studied as an
alternative to conventional solvent-based extraction techniques due to its high selectivity and
ability to obtain pure extracts. However, literature on studies involving this species remains
scarce, thus, the present work aimed to employ supercritical carbon dioxide extraction to obtain
high-value extracts from the essential oil of Barbados gooseberry and investigate the species’
antitumor action. CO2 was used as the supercritical fluid, and experiments were conducted
under various conditions (200 —500 bar, 40 — 60 °C), following a CCRD design of experiments
approach. For this purpose, 10 g of dried and ground leaves were fed into an extractor,
connected to a high-pressure pump and a thermostatic bath. The highest yield of supercritical
CO: extraction was achieved under the conditions of 456 bar and 74 °C, yielding 0.23%. In
comparison, dynamic maceration, Soxhlet, and ultrasound techniques with hexane yielded
8.5%, 7.47%, and 2.4%, respectively. Hydrocarbons were identified in the extracts, along with
a smaller fraction of terpenes, flavonoids, and phytosterols such as phytol, lupeol, taraxerol,
and sitosterol. The samples with the highest yields were subjected to in vitro assays to evaluate
their potential antitumor activity against lung cancer (A549), leukemia (K562), and breast
cancer (MCF7) cell lines. While no sample exhibited significant antitumor activity, the best
results were obtained under the conditions of 244 bar and 46 °C, and 456 bar and 46 °C, with a
concentration of 150 pg/mL. The extraction process was modeled by applying the models of
Brunner (1984), Sovova (1994), Esquivel et al. (1999), Reverchon and Osseo (1994), and
Zekovi¢ (2003). As for solubility studies, the models of Chrastil (1982), del Valle and Aguilera
(1988), Adachi and Lu (1983), and Gordillo et al. (1999) were evaluated. In the Kinetic study,
Sovova's model (1994) best represented the extraction process, while Gordillo et al.'s model
(1999) provided the best fit for the solubility data. The simulation results for the separation of
the constituents of the oil showed that by employing 3 sequentially connected flash units under
the conditions of 150 bar and 80 °C, 600 bar and 40 °C, and 80 bar and 40 °C, it was possible
to obtain streams enriched with stigmasterol (99,21%), 2,4-diterc-butylphenol (71,92%), and
palmitic acid (27,12%) from an equimolar feed of phytol, B-sitosterol, stigmasterol, 2,4-diterc-
butylphenol, taraxerol, and palmitic acid.

Keywords: supercritical fluid extraction, medicinal plants, antitumor potential.
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1. INTRODUCAO

O cancer é um problema de saide mundial que afeta milhdes de pessoas anualmente e,
segundo a Organizacdo Mundial da Salde (OMS), no ano de 2018 foram constatados 18,1
milhGes de novos casos da doenca e 9,6 milhGes de mortes, representando 1 em cada 6 6bitos.
As projecBes indicam que, até 2040, o nimero de novos casos por ano deve atingir os 29,4
milhdes, tendo maior impacto nas regides de baixo indice de Desenvolvimento Humano (IDH),
devido a precariedade dos servicos de saude. Outro fator agravante para o combate ao cancer é
que as terapias atualmente empregadas (antineoplasicas) apresentam diversos efeitos colaterais,
dada a baixa seletividade do tratamento, que afeta ndo apenas as células tumorais, mas também
as saudaveis.

Nesse contexto, é necessario ampliar as opcdes terapéuticas aos pacientes, de modo que
0 uso de plantas medicinais com ac&o anticancerigena proporcione melhoria do acesso a salde
de forma segura para a populagdo. Dessa forma, a OMS reconhece 0 manejo de plantas
medicinais desde a década de 90, e o Brasil estimula a bioprospeccéo de espécies vegetais por
meio da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, cujo objetivo € garantir a
populacdo brasileira o0 acesso seguro e racional de plantas medicinais pelo emprego sustentavel
da biodiversidade nacional.

A literatura contém resultados da agdo anticancerigena de diversas espécies vegetais
tipicas do Brasil, como Aloe vera, Curcuma longa e Ruta graveolens L. (RIBEIRO et al., 2017)
Para o presente trabalho, optou-se por trabalhar com a espécie Pereskia aculeata, uma vez que
a planta é de alta disponibilidade, baixo custo e, portanto, amplamente acessivel para a
populacdo. Além disso, a literatura mostra que o perfil fitoquimico da planta abrange compostos

como flavonoides e terpenos, os quais sdo largamente associados a agdo anticancerigena
(PINTO e SCIO, 2014).

A Pereskia aculeata Miller, comumente chamada ora-pro-nobis (OPN) ou “carne dos
pobres”, devido ao seu elevado teor proteico, € uma planta da familia Cactaceae origindria da
América Tropical. No Brasil, as ocorréncias mais comuns sao nas regides Nordeste, Sudeste e
Sul, geralmente em ecossistemas associados a Mata Atlantica, como restingas e matas de brejo.
A OPN integra as Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC), as quais sdo espécies com
potencial alimenticio utilizadas localmente, ndo sendo consumidas em larga escala. Além do

uso nutricional da planta, pesquisas tém sido desenvolvidas visando associar 0 emprego dos



extratos produzidos a partir das folnas de OPN a diversas atividades biologicas, incluindo acao

anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, anticonceptiva, cicatrizante e antitumoral.

O grupo de pesquisa tem estudado o uso da técnica de extragdo supercritica como uma
alternativa viavel, por ndo necessitar do uso de solventes organicos, permitir a obtencdo do
extrato puro e apresentar elevada seletividade. Desse modo, tornam-se necessarios estudos
acerca da extracdo do 6leo de P. aculeata usando fluido supercritico, visto que ainda ha uma

escassez de trabalhos cientificos relacionados ao tema.

Nesse cenario, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a extracdo supercritica
usando dioxido de carbono (CO:2) do Oleo de Pereskia aculeata Mill., a fim de avaliar o
potencial antitumoral da espécie a partir da investigacdo dos compostos bioativos presentes no

extrato de ora-pro-nobis. Para isso, alguns objetivos especificos foram definidos, tais como:

» Realizar uma comparacgdo entre a extragdo por fluido supercritico e os métodos
convencionais (Soxhlet, maceracdo dindmica e ultrassom);

= Caracterizar 0 Oleo extraido por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas a fim de identificar o perfil fitoquimico do extrato;

= Realizar o estudo estatistico do processo de extracdo, avaliando a influéncia das
varidveis temperatura e pressdo na cinética da extracdo por fluido supercritico;

= Estudar a modelagem mateméatica do processo de extragdo quanto aos aspectos
cinéticos e de solubilidade, empregando diversos modelos e

= Analisar acorrelacdo entre 0s compostos bioativos presentes no extrato gquanto
as suas atividades biologicas, via ensaio de atividade antiproliferativa usando

diferentes linhagens tumorais.

A dissertacdo esta dividida em 6 capitulos. O Capitulo Il aborda a revisdo bibliografica
sobre a ora-pro-nébis, incluindo suas caracteristicas, descricdo botanica, potenciais bioldgicos
e composicdo quimica e técnicas de extracdo utilizadas para o preparo dos extratos de ora-pro-
nobis. No Capitulo 111, sdo descritos os materiais e métodos utilizados, desde a coleta e pré-
tratamento da planta até os métodos de extracdo empregados, analises quimicas e
cromatograficas, e ensaios de atividade. O Capitulo 1V apresenta a modelagem matemética do
processo de extracdo, abrangendo o estudo cinético, de solubilidade e simulacdo. Osresultados
e discussOes obtidos sdo apresentados no Capitulo V e as principais conclus@es e sugestfes para

trabalhos futuros estdo no Capitulo VI.



2. REVISAOBIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentada uma revisdo bibliografica acerca das plantas medicinais,
salientando a importancia de seu uso como alternativa vidvel para o combate contra diversas
doencas. A seguir, aprofunda-se a discussdo sobre a espécie Pereskia aculeata Miller, estudada
no presente trabalho, explorando suas caracteristicas, composicdo quimica, aspectos
nutricionais e atividade bioldgica. Ao final, fundamenta-se a problematica do cancer sob um
panorama mundial, sendo entdo evidenciadas as diferentes técnicas de extracdo convencionais
empregadas para obtencdo de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais.

2.1. Plantas Medicinais

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta medicinal é
toda espécie vegetal utilizada com afinalidade de tratar patologias, sendo utilizadas por diversas
comunidades enquanto remédio, cuja denominacdo mais comum € o termo medicina popular.
Caso a planta medicinal seja submetida a um processo de industrializacdo, o qual permite a
padronizacdo, evita contaminagOes e promove maior seguranga, a esse produto se atribui o
termo fitoterapico (BRASIL, 2020).

O manejo de plantas medicinais é reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) desde o inicio da década de 90, quando entre 65 e 80% dos paises subdesenvolvidos

usufruiam das mesmas como artificio de zelo primario asadde ou enquanto forma de tratamento
medicinal complementar (BRASIL, 2016).

Essa tendéncia se justifica, pois asmatrizes vegetais apresentam diferentes componentes
quimicos com diversos potenciais bioldgicos. Assim, combinado com as vantagens de elevada
disponibilidade e menos efeitos citotoxicos, o aproveitamento da acdo anticancerigena de
constituintes a base de plantas, a principio, se mostra vidvel para o controle do cancer (IJAZ et
al., 2018; MAJOLO et al., 2019).

Newman e Cragg (2016) mostraram que, no cenario do cancer, por exemplo, cerca de
49% das moléculas aprovadas como medicamentos provinham de fontes naturais e seus
derivados. Além disso, a presenca de algumas classes de compostos bioativos, como
flavonoides e terpenos, que sdo metabdlitos largamente presentes em plantas, tem se mostrado

potenciais agentes anticancerigenos. Isso elucida a importancia de estudos na éarea da



farmacognosia, devido a sua proeminente importancia para o combate ao cancer (KUMAR e
JAITAK, 2019).

No contexto brasileiro, observa-se que o pais de maior biodiversidade do mundo, com
cerca de 20% do total de espécies do globo, possui alta capacidade de obtencdo de extratos ricos
em constituintes com atividades bioldgicas a serem empregados na cura e tratamento de
inimeras doencas. Todavia, apesar das condicdes propicias para promover o desenvolvimento

da etnofarmacologia, a parcela de espécies estudadas para esse fim ainda permanece
insignificante (BRASIL, 2016; ELISABETSKY e SHANLEY, 1994).

Considerando entdo a abundante variedade genética brasileira e o know-how das
propriedades farmacoldgicas de diversas plantas, cuja heranca deve-se majoritariamente aos
costumes dos povos indigenas, o Ministério da Saude aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos por meio do Decreto n°5.813, em 22 de junho de 2006, cujo objetivo
¢ garantir 0 acesso seguro, baseado em evidéncias cientificas e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos. Além disso, a Politica visa o desenvolvimento tecnoldgico-industrial
ea inclusdo social, por meio do uso sustentavel da biodiversidade brasileira, promovendo assim
avalorizacdo e apreservacdo do conhecimento tradicional de povos indigenas (BRASIL, 2016).

Sendo assim, é necessario avaliar as razoes que motivam a demanda por solugBes
voltadas ao tratamento e cura do cancer, entendendo a problemética da doenca, tendéncias de
crescimento, as técnicas de tratamento empregadas na atualidade e quais plantas possuem

compostos com acéo anticancerigena.

2.2. Cancer no Brasil e no Mundo: Caracteristica e Estatisticas

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), o cancer € uma doenca
ocasionada pelo crescimento desordenado das células, que ocorre nos mais diferentes tecidos e
orgdos, podendo ocasionar metastase e atingir outras regides. Ele surge a partir de uma mutagao
genética que culmina num processo de carcinogénese, cuja evolucdo se da em trés estagios —
iniciacdo, promocdo e progressdo — sendo este Ultimo, de fato, a apresentacdo das células
cancerosas na forma de um tumor (INCA, 2020; INCA, 2021). Atualmente, ha mais de 600
tipos de cancer listados na Classificacdo Internacional de Doengas sendo que, dentre eles, os 10
tipos mais comuns sdo responsaveis por mais de 60% da incidéncia e mortalidade, conforme
Tabela 1 (WHO, 2020).



Tabela 1 — Os tipos de cancer mais incidentes no ano de 2018.

Tipo Incidéncia (%) Mortalidade (%)
Mama 11,6 6,6
Pulméo 11,6 18,4

Colorretal 10,2 9,2

Prostata 7,1 3,8
Estbmago 5,7 8,2

Figado 4,7 8,2

Colo do Utero 3,2 33
Esdfago 3,2 5,3
Tireoide 3,1 0,4

Bexiga 3 2,1

Outros 36,6 34,5

Fonte: Adaptado de WHO (2020).

Conforme observado da Tabela 1, atencdo especial deve ser dada aos cénceres de
pulmdo, mama, colorretal e prostata dentre os demais, que possuem os indices elevados de
incidéncia e mortalidade. Segundo dados do Ultimo relatorio da Organizacdo Mundial da Sadde
(WHO, 2020), uma em cada 6 mortes no mundo é causada pela doenca. No ano de 2018, foram
constatados 18,1 milndes de novos casos da doenca e 9,6 milhdes de mortes. A projecéo
apontada pelo estudo é que até 2040, serdo 29,4 milhGes de novos casos por ano, representando
um aumento de mais de 60% nas proximas duas décadas. Ainda segundo as estatisticas, a
doenca ¢ a causa de aproximadamente 30% das mortes prematuras entre adultos na faixa etaria
dos 30 aos 69 anos em 134 paises, 0 que representa mais de 70% do globo.

O crescimento desigual da doenca é resultado da disparidade nos recursos disponiveis
para seu combate, especialmente em paises menos desenvolvidos, que se mostram mais
wvulneraveis. AlBm dos fatores culturais e do modo de vida de diferentes sociedades, que podem
contribuir para o desenvolvimento do cancer, como o uso de tabaco, consumo de alcool, nivel
de atividade fisica e dieta, hd também elementos socioecondmicos que explicam a alta taxa de
mortalidade em regides carentes (WHO, 2020; BRAY e PINEROS, 2016).

A situacdo € agravada pelo progndstico deficiente, elevados riscos de infeccdo, falta de
acesso a tratamentos adequados, escassez de profissionais especializados e dificuldade de

acesso ao sistema de salde para populacbes em &reas remotas. Essas condi¢bes sdo
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determinantes para o alto impacto da doenca em nagBes com baixo e médio Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH). Além disso, ao analisar a tendéncia global dos padrfes de
cancer no mundo, estudos indicam que a principal causa de morte por cancer em paises
subdesenvolvidos esta relacionada aos cénceres associados a infecgdes, como o de estdmago.
Nesse contexto, torna-se essencial adotar solu¢bes paliativas para melhorar a qualidade de vida
dos pacientes, tendo em vista que o acesso atual a cuidados médicos e medicamentos para alivio
da dor é insuficiente (CAMERON et al., 2011; BRAY e PINEROS, 2016; VAN DER PLAS,
BENJAMENS e KRUWJFF, 2020).

Sabe-se ainda que, atualmente, o emprego de terapias antineoplasicas como a
quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia sdo extensamente utilizadas para o tratamento de
pacientes oncologicos. Todavia, observa-se que o uso dessas técnicas esta geralmente associado
auma série de efeitos colaterais, decorrentes da baixa seletividade dos métodos, que afetam ndo
apenas as células cancerosas, mas também os tecidos saudaveis. Desse modo, é comum que 0S
pacientes apresentem sintomas como nauseas, fadiga, vomito e estejam vulnerdveis a infeccdes.
Esses efeitos adversos ndo somente desencadeiam diversas complica¢cbes no quadro clinico dos
pacientes, como podem levar a necessidade de descontinuagdo do tratamento, dada a elevada
agressao sofrida pelo organismo (SOUZA et al., 2013; FERREIRA e FRANCO, 2017).

Nesse contexto, a OMS estabeleceu 10 ac¢des-chave para combater a progressao global
do cancer e, dentre elas, destaca-se a 9*: “otimizar a forga de trabalho e o acesso confidvel e
sustentavel a produtos medicinais e de saude”. Nesse contexto, apesquisa ¢ um elemento-chave
para melhorias no controle da doenga, pois atua como um instrumento estratégico para reduzir

o efeito global da doenca e aumentar a expectativa de vida da populacdo (WHO, 2020).

Desse modo, considerando a crescente demanda e fomento pela busca por plantas com

acdo antitumoral e, considerando a elevada biodiversidade brasileira, no préximo topico serdo
apresentadas algumas espécies utilizadas pela medicina popular para o tratamento do cancer.

2.3. Plantas brasileiras com acéo anticancerigena

O cerrado, segundo maior bioma brasileiro que corresponde acerca de 21% do territorio
nacional, concentra diversas espécies utilizadas devido as suas propriedades antitumorais.
Ribeiro et al. (2017) listaram 35 espécies vegetais, distribuidas em 21 familias botanicas, sendo
a familia Fabaceae a mais representativa, com 8 espécies. Plantas como Copaifera langsdorffii

Desf., Hymenaea stigonocarpa Hayne., Aloe vera (L.) Burm.f., Lafoensia pacari A. St.-Hil.
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Pterodon emarginatus Vogel., Croton urucurana Baill, Brosimum gaudichaudii Trécul,
Mormodica charantia L. e Curcuma longa L. sdo algumas das espécies utilizadas pela
populacdo ribeirinha do Norte Araguaia (Mato Grosso). Ainda segundo o levantamento, 0s
métodos de preparo mais utilizados sdo a maceracao, infusdo e decocgdo, sendo utilizados em
menor escala xaropes, sucos, pilulas e as plantas frescas. Quanto a parte da planta, observou-se
que as partes aéreas, folhas e latex sdo muito utilizadas, mas a casca, frutos e raizes também

sdo aproveitados.

Carvalho et al. (2019) também investigaram o potencial farmacologico de espécies
provenientes do cerrado para o tratamento de diversas patologias. As espécies Stryphnodendron
adstringens, Campomanesia adamantium, Saintpaulia velutina, Jacaranda decurrens,
Hancornia speciosa, Guazuma ulmifolia e Schinus terebinthifolius foram empregadas em
estudos contra diferentes linhagens tumorais como mama, cervical, prostata e leucemia. Acerca
dos compostos bioativos identificados nessas espécies, pode-se destacar a presenca majoritaria

de compostos fenolicos, flavonoides e terpenos, por exemplo, chalcona, rutina, kaempferol,
acido galico, procianidina, catequina, germacreno-B, limoneno, o-pineno e espatulenol.

A pesquisa conduzida por Melo et al. (2011) teve por objetivo verificar quais espécies
de plantas medicinais séo utilizadas no Brasil enquanto agentes antitumorais. Os autores
observaram que, no periodo entre 1980 e 2008, 84 espécies de plantas foram associadas a
prevencdo ou ao tratamento do cancer, em que 30,95% foram empregadas para linhagens
especificas de tumores. As plantas mais citadas foram Aloe vera (L) Burm. f., Euphorbia
tirucalli L. e Tabebuia impetiginosa (Mart. Ex DC.) Standl., sendo que espécies como
Symphytum officinale L. e Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. também foram recorrentes.
Cabe destacar que apenas 35,71% das espécies foram submetidas a estudos farmacoldgicos, em
que destes 14,28% foram ensaios in vitro, 21,43% com estudos in vivoe in vitro, contabilizando
32 moléculas isoladas, das quais 10 foram sujeitas a estudos in vivo e apenas 1 chegou a fase

de avaliagces clinicas.

Silva et al. (2016) analisaram o potencial citotoxico de 18 espécies encontradas na
Regido Nordeste do pais. Como resultados, 0s autores constataram que 8 das espécies
apresentaram efeitos citotoxicos significativos contra linhagens de melanoma, figado e
leucemia, sendo elas: Byrsonima sericea DC., Duranta repens Linn., Himatanthus bracteatus
(A. DC.), Ipomoea purga (Wender.), Ixora coccinea Linn., Mabea piriri Aubl., Ocotea
longifolia Kunth. e Psychotria capitata Ruiz & Pav.



Das espécies discutidas, apenas A. vera, C. longa, S. terebinthifolius e M. charantia
integram a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Nesse
contexto, observa-se que a bioprospeccdo de espécies vegetais brasileiras para estudos
farmacoldgicos deve ser estimulada, de modo a estender a lista de opges cientificamente
comprovadas como eficazes e seguras. Sendo assim, dentre as plantas brasileiras, optou-se por
estudar a espécie Pereskia aculeata Miller no presente trabalho, dado seu baixo custo, elevada
disponibilidade e caréncia de pesquisas na literatura com a espécie.

2.4. Pereskia acuelata Miller

De acordo com o International Cactaceae Systematics Group, a familia Cactaceae
abrange quatro subfamilias (Cactoideae, Pereskioideae, Opuntioideae e Maihuenioideae) e
possui 127 géneros, 0s quais apresentam como caracteristica comum a resisténcia a escassez
hidrica (MENEZES, TAYLOR e LOIOLA, 2013). A Pereskia, pertencente a subfamilia
Pereskioideae, é considerada a maior depositaria de caracteres primitivos da familia, agrupando
17 espécies (DUARTE e HAYASHI, 2005; PINTO e SCIO, 2014; ESTRADA-CASTILLO et

al., 2019). A Tabela 2 apresenta a classificacdo taxondmica da planta.

Tabela 2 — Classificacdo Taxondmica da Pereskia aculeata Mill.

Divisdes Classificacéo
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Filo Spermatophyta
Subfilo Angiospermae
Classe Dicotyledonae
Ordem Caryophyllales
Familia Cactaceae
Género Pereskia
Espécie Pereskia aculeata

Fonte: Adaptado de CABI (2019).

O género Pereskia Mill. é nativo do México, Indias Ocidentais, América Central e

América do Sul. Em 1753, Carl Nilsson Linnaeus, também conhecido como Carlos Lineu e
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considerado o “pai da taxonomia moderna”, associou o género Pereskia & familia dos cactos.
Posteriormente, apés a publicacdo da 42 edicdo do Gardeners’ Dictionary, no ano de 1754, por
Philip Miller, a Pereskia passou entdo a ser reconhecida enquanto um género botanico, tendo
sua nomenclatura até hoje associada ao botanico Miller (BRITTON e ROSE, 1919).

A P. aculeata é uma planta endémica dos tropicos e nativa das Américas, presente
principalmente na Ameérica do Sul. A planta foi posteriormente introduzida em regides da
Africa, como na Uganda e no Quénia e, atualmente, aespécie também se encontra na Australia,
Filipinas, Bermudas, California, Havai, Israel e india (JANICK e PAULL, 2008 apud CABI,
2019; WITT e LUKE, 2017). O mapa de distribuicdo da espécie esta representado na Figura 1.

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da P.aculeata Mill. Adaptado de CABI (2022).

A partir da Figura 1, pode-se observar a presenca da espécie ora-pro-nobis em grande
parte dos continentes. Nesse caso, destacam-se a introducdo da espécie em regiGes como
México, Quénia, Africa do Sul, China e Australia, onde a planta é comumente listada como
invasora. Ja na América do Sul, regido de origem da P. aculeata, ela se apresenta em
praticamente todo o territorio, com excecdo de algumas regides do Uruguai e Chile (CABI,
2022).



No Brasil, a Pereskia (ou Peireskia) aculeata Miller, internacionalmente conhecida pelo
nome Barbados gooseberry, possui como principal nome vernaculo o termo ora-pro-nébis, mas
também pode ser chamada de Azedinha, Espinho-de-Santo-Antonio, Lobolobd, Cipd-Santo,
Espinho-preto e Surucucu, nomes comuns especialmente na Regido Nordeste. Ela ocorre em
todas as regibes, com excecdo da Regido Norte e sua presenca € comum nos biomas da
Caatinga, Cerrado, Mata atlantica e nos Pampas. A Figura 2 mostra a distribuicdo geogréafica
da planta no Brasil (ZAPPI e TAYLOR, 2020; SiBBr, 2021).

72
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Figura 2 — Distribuicdo geografica da ora-pro-nobis no Brasil. Adaptado de SiBBr (2021).

Conforme pode ser observado na Figura 2, as ocorréncias confirmadas mostram a
existéncia da ora-pro-nobis (OPN) em todos os Estados das Regides Sul e Sudeste, em Goias,

no Centro-Oeste, e no Nordeste nos Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Sergipe, Pernambuco e
Maranhdo (ZAPPI e TAYLOR, 2020).
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2.4.1. Descricdo botanica

A ora-pro-nébis (do latim, rogai por nds) é uma das Unicas espécies da familia
Cactaceae que apresenta folha desenvolvida, visto que, em geral, os cactos apresentam folhas
reduzidas ou modificadas em espinhos para evitar a perda d’agua. A Figura 3 mostra os arbustos
da espécie, que € um cacto arbustivo ereto, perene, com caules finos e caracteristicas de
trepadeira, mas pode crescer sem a presenca de anteparo e atinge, geralmente, entre 2 e 4 m de
altura (DUARTE e HAYASHI, 2005; LABNUTRIR, 2017).

Figura 3 — Arbustos de ora-pro-no6bis. Fonte: Proprio autor.

Ela possui ramos longos, prostrados, com folhas simples, largas, suculentas com
peciolos curtos, comprimento de até 12 cm, alternas, oblanceoladas a estreito-elipticas, de
lamina plana e cor variando do verde-claro ao verde-escuro. No caule, apresenta aculeos (falsos
espinhos) curvos aos pares em ramos novos, posteriormente substituidos por espinhos
aciculados em ramos maduros. As flores, dispostas em inflorescéncias, possuem de 20 a 50 mm
de didmetro, com perigbnio branco a levemente amarelado; as infrutescéncias sdo pendentes,
em racemo ou panicula, com frutos redondos, pericarpo amarelo ou alaranjado, possuindo
espinhos quando jovem; as sementes sdo obovadas a elipticas e de cor preta. A Figura 4 mostra
as flores, frutos e folhas da P. aculeata (MENEZES, TAYLOR e LOIOLA, 2013;
LABNUTRIR, 2017; BRASIL, 2010; BOTREL etal., 2017).
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Figura 4 — Folhas e flores (a) e frutos (b) de OPN. Adaptado de Egea e Pierce (2021).

2.4.2. Perfil fitoquimico

A composi¢do quimica da planta inclui cinco principais classes de compostos bioativos,
dentre eles: compostos fenolicos, flavonoides, terpenos, carotenoides e fitosterdis. A Tabela 3
resume as principais classes e constituintes presentes no 6leo de ora-pro-nébis, destacando o

potencial bioldgico avaliado para cada grupo de metabdlitos.

Conforme apresentado na Tabela 3, 0 grupo dos compostos fendlicos €é representado por
constituintes como 0s acidos caftarico, p-cumérico, cafeico e ferllico, que sdo comumente
associados as acOes antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, dentre outras. Outra
importante classe de constituintes que apresenta esses potenciais biolégicos sdo os flavonoides
e terpenos, como rutina, kaempferol, fitol e taraxasterol. Os carotenoides, luteina, caroteno e
violaxantina, por exemplo, sdo associados aos efeitos cardioprotetor, anticancerigeno e anti-
hipertensivo, enquanto o campesterol, B-sitosterol e estigmasterol, que compdem a classe dos
fitosterois, apresentam potencial antidiabético, neuroprotetor, anti-inflamatério e antitumoral.
Sendo assim, observa-se a correlagdo de diversos constituintes presentes nos extratos de OPN
com diversos efeitos bioldgicos, dentre eles, o antitumoral.

Dessa forma, torna-se necessario avaliar tanto as técnicas de extracdo empregadas no
preparo dos extratos de OPN quanto avaliar os estudos realizados visando explorar o potencial

antitumoral da planta, conforme exposto a seguir.
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Tabela 3 — Principais classes, constituintes e potenciais biologicos dos metabdlitos isolados presentes nos extratos de ora-pro-nébis.

Classes

Principais constituintes

Potenciais bioldgicos

Ref.

Compostos

fendlicos

Flavonoides

Terpenos

Carotenoides

Fitosterdis

Acidos cis-caftarico, trans-caftarico,

cafeico, ferdlico e p-cumarico

Rutina, isoramnetina e kaempferol

Fitol, farnesilacetona, taraxasterol e

taraxerol

Luteina, o/ criptoxantina, o/ (cis/trans)
caroteno, violaxantina e neoxantina

Campesterol, B-sitosterol e estigmasterol

Antioxidante, anti-inflamatdrio, antimicrobiano, anticoagulante,

anti-hepatite B, antimutagéncio, anticancerigeno, neuroprotetor,

anticolesterol

Antioxidante, antitumoral, hepatoprotetor, anti-inflamatorio,
cardioprotetor, antidiabético e anticolinesterasico
Antinociceptivo, antimicrobiano, anti-inflamatério, ansiolitico,
anticancerigeno, antioxidante, antialérgico, antiaterosclerotico,
cardioprotetor e anticolinesterasico

Anticancerigeno, cardioprotetor, antiosteoporose, anti-hipertensivo

e anticirrdtico

Anti-inflamatorio, antidiabético, hipocolesterémico, antitumoral,
antioxidante, angiogénico, analgésico, antimutagénico, vermicida,
genotdxico, imunoregulatorio, neuroprotetor, antimicrobiano e

antiosteoartritico

(1. (2, [3l,
(41 [51. [6]

(71, [8l. [9],
[10], [11], [12]

[13], [14], [15]

[16], [17], [18]

[19]. [20],
[21]. [22],
[23], [24], [25]

[1] Tripoli et al. (2005), [2] Wang et al. (2009), [3] Chao, Hsu e Yin (2009), [4] Yamada e Tomita (1996), [5] Szwajgier (2013), [6] Ou e Kwok (2004), [7] Kumar e Pandey
(2013), [8] Raffa et al. (2017), [9] Batra e Sharma (2013), [10] Panche, Diwan e Chandra (2016), [11] Dias, Pinto e Silva (2021) e [12] Sarian et al. (2017), [13] Santos et al.
(2013), [14] Islam et al.(2018), [15] Pejin, Kojic e Bogdanovic (2014), [16] Rao e Rao (2007), [17] Nishino et al. (2009), [18] Chatterjee et al. (2012), [19] Methiev e Misharin

(2008), [20] Kaur etal. (2011), [21] Saeidnia et al. (2014),
Yusuf et al. (2018).

[22] Wang et al. (2017), [23] Chai, Kuppusamy e Kanthimathi (2008), [24] Ghosh, Maity e Singh (2011) e [25]
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2.5. Métodos de Extracao

O primeiro passo para a obtencdo de compostos bioativos a partir de matérias-primas
vegetais € a definicio da espécie boténica a ser utilizada, sendo fundamental levar em
consideracdo os objetivos do estudo e seu perfil fitoquimico. Em seguida, seleciona-se o método
de extracdo adequado, sendo essa uma etapa fundamental para garantir a obtencdo dos
compostos de interesse. Finalmente, realiza-se a caracterizagdo e isolamento dos constituintes
presentes nos extratos (PATRA et al., 2018; ZHANG, LIN e YE, 2018).

Devido adiversidade de matrizes vegetais, estruturas e propriedades fisico-quimicas dos
compostos bioativos, a etapa de extracdo pode ser um desafio. O método de extragdo empregado
exerce forte influéncia sobre a composicdo quimica do extrato gue, por conseguinte, pode afetar
o potencial biologico. Cabe destacar que, no processo de extracdo, fatores como a origem da
planta (condi¢cbes do clima, solo e outros), tamanho de particula, tipo de solvente empregado,
viscosidade, pureza, miscibilidade em meio aquoso, toxicidade, densidade, razdo solvente-
solido, seletividade e temperatura podem interferir na difusividade e solubilidade, modificando
assim a eficiencia e o rendimento do processo (ZHANG, LIN e YE, 2018; GIACOMETTI et
al., 2018; ZITEK et al., 2020).

As técnicas de extracdo sdo comumente divididas em dois grupos: convencionais e
alternativas. O primeiro inclui métodos como a maceragdo, ultrassom, percolacdo, extracdo por
Soxhlet, infusdo e hidrodestilacdo. Ja as técnicas alternativas, muitas vezes denominadas
avancadas ou sofisticadas, englobam processos como a extragao por fluido supercritico, micro -
ondas, enzimas ou campo elétrico pulsado e extracdo com liquido pressurizado. Devido ao
elevado custo dos equipamentos e pela maior demanda tecnoldgica envolvida nos métodos
alternativos, astécnicas convencionais ainda sdo amplamente empregadas (ZHANG, LIN e YE,
2018; ZITEK et al., 2020; HANDA, 2008). As maiores vantagens sio a alta reprodutibilidade
do método e o uso de aparato experimental simples. Todavia, esses métodos possuem algumas
desvantagens evidentes, como 0 alto consumo de solventes organicos, a necessidade de
empregar etapas adicionais para purificar o extrato, as dificuldades associadas a recuperacdo do
solvente, a possibilidade de causar degradacdo térmica pelas altas temperaturas envolvidas no
processo e o alto custo envolvido na etapa de purificacdo (HANDA, 2008; HALOUI e MENIAI,
2017).

Em relacdo aos métodos ndo-convencionais, as consideradas técnicas “verdes”, em

geral, possuem maior seletividade, menor producdo de residuos, permitem o emprego de
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temperaturas mais baixas, e baixo consumo de solventes organicos. Em contrapartida, o maior
desafio envolvido no uso das técnicas alternativas reside na limitacdo do processo em larga
escala, pelo elevado custo dos equipamentos, sendo adequadas apenas para a obtencdo de
produtos de alto valor agregado (HANDA, 2008; AZMIR et al., 2013; HALOUI e MENIAI,
2017).

2.5.1. Meétodos Convencionais
Dentre as diferentes técnicas de extracdo tradicionais existentes, o presente trabalho
focard na maceragdo dindmica, ultrassom e extracdo por Soxhlet.

Melecchi (2005) e Paschoal (2018) discutiram as principais caracteristicas do processo
de maceracdo. Segundo os autores, a técnica consiste em promover o contato do material
vegetal (pulverizado) com o solvente em recipiente fechado, com ou sem agitacdo. O sistema
deve ficar em contato por um periodo de 2 fa a 2 semanas o que, geralmente, requer renovagao
do solvente. A técnica € largamente empregada para extragdo de principios ativos
termossensiveis, fotossensiveis ou volateis. O método, portanto, requer uso de temperatura
ambiente e de recipientes cor ambar ou outro que ndo permita passagem de luz. Enquanto
principais desvantagens, tem-se que a maceracdo é uma técnica ndo seletiva, com poder

extrativo limitado, chances de contaminacdo e o tempo de extracdo é elevado.

A técnica de extracdo por ultrassom, por sua vez, consiste em aplicar ondas sonoras em
um espectro gque pode variar entre 20 e 2000 kHz sobre o0 material vegetal misturado ao solvente.
As ondas aplicadas se propagam pelo solvente culminando na criagdo de microbolhas, o que
provoca uma constante alteracdo de seu volume. ApOs sucessivos aumentos e reducbes no
tamanho, aforca de compressdo gerada a partir das microbolhas leva a cavitacdo do meio e, por
consequéncia, o colapso das bolhas provoca altas tensdes de cisalhamento, resultando em um
aumento da permeabilidade das paredes celulares da matéria-prima vegetal. Apesar da técnica
se destacar pelos tempos de extracdo relativamente baixos se comparada a outros métodos e
pelo baixo impacto ambiental, a liberacdo de grande quantidade de energia decorrente da
cavitagdo pode causar a volatilizagdo de alguns compostos pelo calor gerado (HANDA et al.,
2008; OHJA et al., 2020; VERNES, VIAN e CHEMAT, 2020).

A extracdo por Soxhlet, apesar de ter sido desenvolvida com foco na extracdo de

lipideos, é largamente empregada na extracdo de produtos naturais. O método consiste em
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alocar uma pequena quantidade de matéria-prima no extrator, o qual é conectado em um baldo
de destilacdo que contém o solvente e, que na parte superior é adaptado a um condensador.
Quando se atinge o nivel do overflow, o sifio atua direcionando a solucdo para o baldo de
destilacdo, o que confere a técnica de extracdo por Soxhlet a caracteristica de ocorrer sob
refluxo, também sendo chamada de extracdo semicontinua (AZMIR et al., 2013).

Nesse caso, 0 processo de extracdo também ndo é seletivo e fatores como a temperatura
de extracdo e a natureza do solvente sdo determinantes para sua eficAicia (MELECCHI, 2005).
Enquanto caracteristica da extracdo por Soxhlet, tem-se 0 elevado tempo de extracdo e o
consumo de solventes organicos que, do ponto de vista ambiental, causa diversos problemas
pela toxicidade dos solventes (TATKE e RAJAN, 2014). Cabe ainda destacar que a extracdo
por Soxhlet é considerada como um método de referéncia, sendo usado para avaliar o éxito de

outras técnicas por comparacdo (AZMIR et al., 2013).

2.5.1.1. Uso de Técnicas Convencionais na Extracdo do Oleo de Ora-pro-ndbis

Dentre as técnicas relatas, serdo discutidos os trabalhos encontrados na literatura que
abordaram a tematica da extracdo convencional do Oleo de P. aculeata. Cabe destacar que a
revisdo incluiu ainda outras espécies do género Pereskia, como a P. bleo e P. grandifolia,

devido a escassez de informacdes sobre a extracdo da espécie estudada no presente trabalho.

Carvalho et al. (2014) realizaram o preparo de extratos hidroalcoolicos aplicando uma
turbo extragdo com 55 g de folhas de P. acuelata frescas e 100 mL de etanol (95% v/v) por
cerca de 5min. O conteldo fendlico da amostra foi determinado pelo método classico de Folin-
Ciocalteau. Para os estudos de atividade, os autores calcularam a ac&o antioxidante utilizando
0 método DPPH e avaliaram as propriedades curativas do extrato por meio de um ensaio in
vitro com células 1929 (fibroblastos de rato). Os rendimentos obtidos variaram entre 8,9 e 11%
(m/m), enquanto o contelido fendlico dos substratos como equivalentes de acido galico (GAC)
variou de 108,2a121,1 mg GAC/L. Como conclusdo, os autores observaram potencial curativo

e antioxidante para os extratos produzidos.

Souza (2014) realizou a extracdo do Oleo essencial de espécies vegetais como a P.
aculeata e a P. grandifolia. A autora realizou o procedimento em triplicata, submetendo 100 g
de folhas liofilizadas e cortadas em pequenos pedacos ao processo de destilacdo a vapor,

durante 3 horas. Em seguida, o 6leo foi dissolvido em n-hexano, sendo entdo adicionado sulfato
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de sddio anidro; o material foi fitrado e armazenado a 4°C, em recipiente com vidro ambar e
sob atmosfera de N2, até sua utilizacdo. Os rendimentos daextracdo de 6leo essencial foram de,
respectivamente, 0,03% e 0,09% para a P. aculeata e P. grandifolia. A composicdo dos
extratos, avaliada por cromatografia gasosa, permitiu a identificacdo de 30 e 15 componentes,
na ordem. Os componentes majoritarios do Oleo de P. aculeata foram fitol e o &cido
hexadecandico e, para a P. grandifolia, 6xido de manoil e fitol. Por fim, a autora observou que
todos os extratos apresentaram um bom potencial antioxidante e atividade moderada contra

bactérias patogénicas gram-positivas.

No trabalho de Martin et al. (2017), folhas de P. aculeata foram submetidas a imerséo
em etanol durante 72 h para remocdo de lipideos e pigmentos. Em seguida, o material foi
submetido a extracdo por Soxhlet com etanol e, posteriormente, o extrato foi centrifugado a fim
de remover a fracdo insolivel. Os sobrenadantes foram combinados e os polissacarideos
precipitados em dois volumes de 99% etanol e secos a 25 °C, a fim de obter a mucilagem de
ora-pro-nobis, obtendo rendimento da extracdo de 1,6% (m/m). Os autores realizaram ainda
uma analise de polissacarideos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
e por um método ndo-destrutivo, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear,
observando assim a presenca de galactose, arabinosa, ramnose, fucose e acido galacturdnico
parcialmente esterificado.

Pinto et al. (2016) estudaram folhas de P. aculeata quanto as suas propriedades
curativas. Nesse caso, as folhas foram secas em temperatura ambiente durante 15 dias. O
material vegetal (cerca de 1 kg) foi entdo pulverizado em moinho de facas e extraido por
maceracdo com metanol até a exaustdo. O extrato foi concentrado em evaporador rotativo,
obtendo extrato bruto (140 g) metanolico, com posterior fracionamento em hexano (38 g). Os
autores ndo discutiram a composicdo do Oleo, todavia, observaram que ambos 0s extratos
aceleraram a cura nas feridas de pele dos ratos, sendo o extrato da fragdo de hexano o melhor

resultado.

Johari e Khong (2019) utilizaram 926 g de folhas moidas de Pereskia bleo no estudo do
contetdo fenolico e andlise dos potenciais antioxidante e antibacteriano. Para isso, 0s autores
empregaram 0 método de extragdo a frio, com intervalos de 24 h, usando metanol como
solvente. Em seguida, o solvente foi removido por uso de um rotaevaporador a pressao
reduzida, obtendo assim 39,1371 g de extrato bruto de metanol, o posterior fracionamento com

hexano e cloroformio resultou em rendimentos de 0,334 g e 5,8916 g, na ordem. Os autores nao
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avaliaram a composicdo dos extratos, todavia, o conteudo fendlico foi avaliado pelo método de
Folin-Ciocalteau. O extrato metandlico apresentou o maior contetdo fendlico e exibiu melhor
resultado nos ensaios de atividade antioxidante e antibacteriano (Staphylococcus aureus,
Streptococccus pyogenes, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Dentre as fragdes, o

extrato produzido com cloroférmio foi o segundo melhor na atividade antibacteriana, enquanto
0 extrato hexanoico se destacou quanto a atividade antioxidante.

Conforme observado no trabalho Mohd-Salleh et al. (2020), os extratos das folhas de P.
bleo foram produzidos por maceracdo e infusdo (extrato aquoso). A maceracdo iniciou com a
secagem e moagem das folhas da planta, e 10 g do material vegetal foram imersos em 500 mL
de hexano, acetato de etila e metanol, sucessivamente, por cerca de 30 dias. A infusdo produziu
as amostras pela fervura de 10 g de folhas moidas em 450 mL de agua a 50 °C, até a reducdo
de 1/3 do volume inicial. Todos os extratos foram estocados a -20 °C e caracterizados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, ndo sendo discutidos 0s
rendimentos das extracGes. No extrato hexandico, notou-se a presenca majoritaria de esterdis
(y-sitoesterol) e compostos fenolicos (B- e y- tocoferol). Ja para o extrato de acetato de etila, a
principal classe encontrada foi de terpenoides (fitol), enquanto para os extratos metanolico e
aquoso, houve maior presenca de &cidos graxos. O extrato de acetato de etila mostrou um
potente efeito citotdxico contra linhagens de cancer cervical (HeLa) e mama (MDA-MD-231),

dados os menores 1Cso; a agdo biologica foi correlacionada ao seu perfil fitoquimico.

Massocatto et al. (2021) realizaram uma investigacdo acerca do potencial farmacolégico
das espécies P. aculeata e P. grandifolia. Para isso, os autores utilizaram duas partes da planta:
folhas frescas (250 g) e frutas frescas (400 g). O material foi lavado, seco (40 °C) e moido e foi
submetido a maceracdo durante, respectivamente, 12 e 7 dias, empregando etanol e agua
deionizada na proporgdo 1:3 para a producdo dos extratos. Todos 0s extratos foram
concentrados em evaporador rotativo e mantidos a -20 °C até o uso, ndo sendo apresentados 0S
resultados das extracdes. Apesar de ndo realizarem a determinacdo do perfil fitoquimico, o0s
autores informaram que, segundo a literatura, compostos fendlicos, carotenoides, alcaloides e
fitosterois sdo classes de compostos comuns a P.aculeata, sendo o fitol, o principal componente
do 6leo essencial. J& para a P. grandifolia, € comum a presenca de fitosterdis, ésteres, &cidos
graxos, carotenoides e alcaloides, de modo que o 0xido de manool e fitol sdo majoritariame nte

encontrados no Gleo obtido a partir de suas folhas, enquanto nas frutas hd presenca de &cido
oleandlico e saponinas.
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Cruz et al. (2021) realizaram um estudo com o objetivo de otimizar a extracdo de
componentes fendlicos a partir das folhas de P. acuelata por meio de uma mistura de solventes
(&gua, etanol e acetona). Para isso, um planejamento experimental do tipo centroide simplex foi
empregado, resultando em 10 experimentos. A extracdo foi realizada a 45 °C, sob agitacdo
constante, durante 30 min, usando uma proporcdo de massa para solvente igual a 1:20, ndo
sendo discutidos os resultados sobre o rendimento. O melhor conteddo fendlico foi extraido
para 60% agua e 40% etanol, sendo observados pela primeira vez a presenca de &cidos
chicorico, cafeoil-hexarico e cumaroil-hexarico. O extrato otimizado apresentou atividade
antioxidante, mas ndo foi observado efeito de citotoxico in vitro contra células tumorais ou
saudaveis (A-549, HepG2, Caco-2 e IMR90).

Apds a andlise das técnicas convencionais de extracdo, é pertinente ampliar a
perspectiva para outras metodologias de extracdo. Nesse contexto, tem-se a extracdo por fluido
supercritico como uma abordagem de destaque. Com isso, serdo abordados os aspectos tedricos
associados a essa técnica, juntamente com uma revisdao dos principais trabalhos da literatura
que abordam a extracdo supercritica do éleo de ora-pro-nobis.

2.5.2. Extrag¢do Supercritica

A extracdo supercritica vem sendo utilizada nos setores alimenticio, farmacéutico e
nutracéutico. No ramo da extragdo de compostos bioativos a partir de produtos naturais,
diversas matérias-primas podem ser utilizadas, como ervas moidas, frutos, sementes, folhas,
raizes, caule e flores (PEREIRA e MEIRELES, 2010; WRONA et al., 2017). Além de ser
extensamente empregada para extracdo de Oleo essencial, que é uma pequena fracdo da
composicdo da planta rica em hidrocarbonetos e compostos oxigenados, a extracdo supercritica
também ¢é utilizada para sintese de polimeros, nucleacdo de particulas, extracdo de cations de
metal ou ainda no setor de cosmeticos (POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007).

O fluido supercritico, conforme apontado por TERRON (2009) € caracterizado como
qualquer substancia que se encontre acima de suas condicdes criticas de temperatura e pressao.
A temperatura, Tc, € a maior temperatura na qual um gas pode ser transformado em liquido pelo
aumento da pressdo. Por outro lado, a presséo critica, Pc, € a maior pressdo na qual um liquido
pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura. Assim, Pce TcSd0 a maior pressdo e
a maior temperatura nas quais se observa que existe uma espécie pura em equilibrio

vapor/liquido. Dessa forma, um fluido supercritico apresenta propriedades intermediarias entre
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os liquidos e os gases (SMITH, VAN NESS e ABBOTT, 2007; HEDRICK, MULCAHEY e
TAYLOR, 1992).

Dentre as substancias empregadas na extracdo supercritica, o didxido de carbono (CO2)
é majoritariamente utilizado. Isso se justifica pois 0 CO2 é atoxico, altamente disponivel, de
baixo custo, inerte e apresenta condigdes supercriticas amenas (73,8 bar e 31 °C), o que confere
facilidade de operacdo e evita a degradacdo de compostos termolabeis. Em adicdo, o CO2 possui
alta difusividade, conferindo a substdncia um elevado poder de solvatagdo, que, associado a
facilidade de remocdo durante a etapa de descompressdo, conferem ao didxido de carbono

caracteristicas que o tornam um solvente ideal (MAUL, 1999; POURMORTAZAVI e
HAJAMIRSADEGHI, 2007; HERRERO et al., 2010).

Maul (1999), aponta que o uso datecnologia de extracdo por fluido supercritico (EFSC)
em escala industrial surgiu na Alemanha com o objetivo de realizar a remocgdo da cafeina
presente no café, no final da década de 70, todavia, Sapkale et al. (2010) indicam que um dos
fatores para o interesse na investigacdo da técnica foi devido ao uso de tolueno supercritico
objetivando o refinamento de petroleo e Oleo de xisto na mesma década.

O crescente interesse pela tecnologia nos Ultimos anos deve-se, principalmente, a
seletividade, facilidade e capacidade de separacdo, que permite solubilizar os compostos de
interesse evitando o uso de solventes organicos, que sdao prejudiciais ao meio ambiente. Como
consequéncia, torna-se viavel a obtencdo de uma diversidade de compostos que, dificilmente
seriam possiveis por métodos convencionais ou necessitariam de um robusto processo de
purificacdo, em geral, altamente custoso (BALDINO e REVERCHON, 2018; AHMAD et al.,
2019). Além disso, o fluido supercritico permite uma diversidade de aplicacbes, cobrindo areas

como extracdo de produtos naturais, alimentos, farmacéutica e outros (HERRERO et al., 2010).
Dentre 0s principais motivos para o sucesso da técnica, pode-se citar:

= Elevado poder de penetracdo nos poros da matriz vegetal sélida, potencializando
a transferéncia de massa e levando a menores tempos de extracdo (LANG e
WA, 2001);

= A passagem de fluido “fresco”, em continuo refluxo, pelo material a ser extraido,
permite extrair completamente o0s constituintes presentes na matéria-prima
(LANG e WAL, 2001; AZMIR et al., 2013);
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Evita a producéo de residuos e problemas relacionados ao descarte de solventes
organicos (CLIFFORD e WILLIAMS, 2000);

A modelagem da extracdo supercritica permite obter informacGes valiosas para
promover a otimizagdo do processo (LANG e WAI, 2001);

Uso de temperaturas relativamente baixas associado a auséncia de incidéncia
luminosa e da passagem de ar durante a extragdo previne a ocorréncia de
degradacdo dos compostos labeis, de modo que a EFSC oferece condicdes
adequadas para o processo de extracdo (TATKE e RAJAN, 2014; BRUSOTTI
et al., 2014).

A técnica é altamente seletiva, de modo que a modificacdo das condicbes de
processo (pressdo e temperatura) alteram significativamente o poder de
solvatacdo do CO2 (AZMIR et al., 2013);

Enquanto as técnicas convencionais demandam consumo de cerca de 20 a 100 g
de matéria-prima por extracdo, a extracdo supercritica € capaz de extrair mais de
100 constituintes usando apenas 1,5 g de material (LANG e WAL, 2001);

O fluido supercritico pode ser reciclado permitindo o uso datecnologia em larga
escala (LANG e WAL, 2001) e

O equipamento de extracdo supercritica apresenta a possibilidade de ser
acoplado diretamente com um cromatdgrafo, permitindo quantificar de forma
mais simples 0s compostos extraidos (LANG e WAI, 2001).

Apesar das vantagens da técnica, 0S processos supercriticos requerem investimentos

significativos devido ao uso de vasos de pressdo. Embora haja um amadurecimento em relagéo

a exploracdo da técnica para diferentes materiais, sua implementacdo em escala industrial ainda

é limitada. Além disso, os estudos de viabilidade econdmica da extragdo com CO2 supercritico

encontrados na literatura pouco discutem sobre a seletividade ou abordagens para superar as

limitacbes do processo. Enquanto a unidade supercritica demanda investimentos mais altos, as

plantas de pressdo atmosférica necessitam de etapas extras para separacdo do solvente. Assim,

a viabilidade financeira e operacional da unidade supercritica € possivel. Contudo, a principal

desvantagem reside nos extratos produzidos, que frequentemente contém excesso de compostos

devido a coextracdo de componentes indesejados e a baixa solubilidade dos compostos de
interesse no CO2 supercritico (BARDINO e REVERCHON, 2017).
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2.5.2.1. Fatores que Influenciam no Processo de Extracao

Do ponto de vista do processo, sdo diversos 0s aspectos que podem afetar a capacidade
do solvente em extrair o soluto da matriz sélida. Assim, o conhecimento de fatores como o
mecanismo de transferéncia de massa, 0s pardmetros cinéticos e a correlagdo entre as varidveis
de operacdo (T, P) com modelos tedricos para descricdo da cinética da extracdo sdo
fundamentais para compreender e avaliar a extracdo por fluido supercritico
(POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Em geral, tem-se que, além das condicbes operacionais de processo, o tamanho da
particula e o fluxo de solvente também sdo cruciais para o rendimento do processo. Observa-se
ainda que o teor de umidade, o tempo de extracéo e a adicdo de cosolventes podem influenciar
a eficacia da extragdo (PAPAMICHAIL e MAGOULAS, 2000; FERREIRA e MEIRELES,

2002; MEZZOMO, MARTINEZ e FERREIRA, 2009; NAGY e SIMANDI, 2008; MARKOM
et al., 2021).

2.5.2.2. Uso do Fluido Supercritico na Extra¢do do Oleo da Ora-pro-nébis
Arrevisdo da literatura com foco no uso do fluido supercritico com relacdo aespécie em
guestdo mostrou uma escassez de estudos. Pois isso, ampliou-se a revisdo para outras espécies

do género Pereskia, como a Pereskia bleo e Pereskia grandifolia.

Sharif et al. (2015) produziram extratos via extracdo por fluido supercritico e maceracdo
utilizando as folhas de P. bleo e, posteriormente, caracterizaram o0s extratos empregando a
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As folhas foram secas e
moidas (<1 mm) e foram entdo submetidas aos processos de extracdo. Para a maceragdo, 10 g
de folhas foram submetidas a extracdo com 300 mL de solvente apds 30 min de sonificacdo
(40 kHz e 30 °C). A maceracdo, feita com metanol e agua, ocorreu durante 24 h; em seguida, 0
extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo a vacuo sob temperatura de 40 °C. O
rendimento obtido para a maceragdo com metanol foi de 6,50 g/100g, enquanto o resultado
usando agua como solvente foi de 4,6 g/100g. No extrato metandlico foi observada a presenca
de elevadas quantidades [-sitosterol, estigmasterol e &cido palmitico; ja no extrato aquoso,

notou-se a presenca mio-inositol e a-tocoferol.

Para a extragdo supercritica, utilizou-se 0 CO2como solvente e 15 g de folhas moidas.

Nesse estudo, os autores utilizaram etanol como cosolvente, em quantidade apropriada para o
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extrator de volume igual a 50 mL. Apoés a coleta do extrato pela despressurizacdo do sistema,
N2 foi bombeado para remover o solvente. As condicdes de extragdo utilizadas foram:
temperatura de 40 a 60 °C, pressdo de 25 a 45 MPa, tempo de extracdo de 1a 5h, vazdo de CO>
de 1a5mL/min e volume de cosolvente de 0a 90% (vm de material seco). O rendimento mais
baixo foi observado para as condicbes de 40 °C, 25 MPa, 1 h de extracdo, vazdo de CO2 de
1 mL/min e sem adicdo de cosolvente, cujo valor foi de 0,85%. Enquanto isso, 0 maior
rendimento foi de 5,60%, na condicdo de 60 °C, 45 MPa, durante 5 h de extracdo, usando vazao
de solvente igual a 1 mL.mint e 90% de cosolvente. No que diz respeito a composicdo do
extrato, observou-se apresenca de cholest-5-en-3-ol (3p), &cidos oleico e palmitico. Quanto aos
esterdis, apenas o -sitosterol foi observado nesse extrato. Todavia, 0s autores discutiram como
a adicdo de etanol como cosolvente na EFSC pode aumentar o poder de extracdo de esteroides,

auxiliando na obtencédo de extratos ricos em antioxidantes (SHARIF etal., 2015).

Os autores realizaram ainda um estudo estatistico avaliando a influéncia dos 5 fatores
no rendimento da extracdo, com o0 objetivo de otimizar o processo empregando o estudo
experimental do tipo Box-Behnken. Sharif et al. (2015) foram capazes de otimizar 3 fatores
significantes do processo de extracdo (temperatura, pressdo e volume de cosolvente),
concluindo, apos otimizagdo, que as condicbes oOtimas daextracdo seriam 52 °C, 36 MPa e 31%
(v/m) de etanol, correspondente a adicdo de cosolvente igual a 1,5% do contetudo total de COo.

Nessa condi¢do, o rendimento foi cerca de 4,1%, proximo ao da maceragdo com agua (4,6%).

Torres et al. (2022a) empregaram trés métodos — extracdo por Soxhlet, extracdo por
liquido pressurizado e extragdo por fluido supercritico — para avaliar o efeito neuroprotetor das
folnas de Pereskia aculeata. As condicbes da EFSC foram definidas a partir de pesquisas
anteriores do grupo utilizando diferentes matérias-primas (cacau e café), sendo também
baseado no trabalho de Sharif et al. (2015). Os autores empregaram 20 g de folhas moidas e
mantiveram a pressao e a vazao do solvente (CO2) constantes durante o experimento, a 25 MPa
e 3,33 x 104 kg.s1. A temperatura foi avaliada sob as condicdes de 40, 50 e 60 °C. O tempo de
extracdo foi fixado em 120 min, condicdo apontada a partir de um estudo cinético prévio

realizado a 50 °C e mesmas condicdes de pressao e vazao de solvente.

Naextracdo por Soxhlet, Torres et al. (2022a) utilizaram 150 mL de hexano com 5 g de
folhas moidas durante 6 h. J& na extragdo por liquido pressurizado (ELP), etanol e agua
destilada foram usadas como solventes. Os ensaios foram conduzidos a 10 MPa, com vazdo de

solvente igual a4 mL.min! e temperaturas de 50, 80 e 110 °C. O estudo cinético foi realizado
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para a condicdo de temperatura de 80 °C, contabilizando 36 min de extracdo, ao passo que para
as demais extracdes, o tempo foi fixado em 15 min, tempo aproximado para obtencdo de cerca

de 90% do extrato. Na ELP, os autores usaram 8 g de material vegetal e 60 g de pérolas de vidro
para formar o leito de extracéo.

A extracdo por Soxhlet apresentou rendimento de 4,66% e 15,08% com hexano e etanol,
respectivamente, indicando a presenca de grande quantidade de compostos polares na espécie.
No caso daextracdo por fluido supercritico, as extracfes realizadas durante 120 min, 25 MPa e
temperaturas de 40, 50 e 60 °C apresentaram rendimentos de, respectivamente, 1,78, 1,69 e
1,68%. Ja& a extracdo por liquido pressurizado teve como melhor resultado o rendimento de
13,09%, na condicdo de 10 MPa, 110 °C, empregando etanol como solvente durante 15 min de
extracdo. Para a identificacdo dos componentes presentes nos diferentes extratos, a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi empregada. Os extratos obtidos
por Soxhlet com hexano e FSC foram avaliados, apresentando majoritariamente o y-sitosterol.
Cabe destacar que, para os extratos produzidos via extracdo supercritica, em geral, observou-se
que 0 aumento da temperatura favoreceu a extracdo da maioria dos metabdlitos (TORRES et
al., 2022a).

Em outro trabalho do grupo de Torres et al. (2022b), aplicaram uma série de técnicas
verdes para realizar a extracdo das folhas de ora-pro-nobis. O processo, que consistiu em 2 ou
3 passos, combinou as técnicas de extragdo com Soxhlet, extracdo por liquido pressurizado e
extracdo com CO2 supercritico, com o objetivo de propor uma alternativa ao fracionamento de
compostos de alto valor obtidos das folhas de ora-pro-nébis. No primeiro passo, observou-se
que a extracdo com solvente de maior polaridade, ELP com etanol — realizada a 80 °C, 10 MPa
e vazdo de solvente de 4 mL.minl durante 15 min — produziu o maior rendimento, de
13% (m/m). Todavia, apesar de, na primeira etapa a ELP com etanol ter apresentado a melhor
performance, a combinacdo das técnicas de EFSC, ELP com etanol e ELP com agua forneceu

0 maior rendimento acumulado, igual a 18,82%. Quanto a caracterizacdo das amostras,
observou-se a presenca majoritaria de flavonoides e acidos organicos.

Torres et al. (2022c) avaliaram ainda uma sequéncia de extracGes utilizando fluido
comprimidos verdes em ordem crescente de polaridade para o fracionamento de compostos
bioativos de P. aculeata. Nesse caso, a extragdo com CO:z supercritico foi a primeira técnica a
ser utilizada. Os autores empregaram 80 g de folhas secas e moidas com esferas de vidro em

um extrator de 300 mL. O experimento foi conduzido a 250 bar e 40 °C e a vazdo de CO:foi
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de 5 L/min. As amostras foram coletadas a cada 10 min durante a primeira hora, a cada 15 min
até 0s 210 min e, finalmente foram empregues coletas a cada 30 min até atingir os 270 min de
extracdo. O residuo desse passo foi submetido a extracdes subsequentes com outras técnicas,
como extracdo por liquido pressurizado, extracdo com liquido pressurizado (ELP) e em éagua
subcritica (EAS). O rendimento da extracdo supercritica foi de 1,87% e, segundo o esquema do
processamento downstream sugerido pelos autores, atécnica de EFSC é utilizada para obtencéo
de terpenoides, enquanto a ELP com etanol fornece carotenoides e compostos fendlicos e, por

fim, EAS permite o enriquecimento do contelido de proteinas e carboidratos.

2.6. Potencial Antitumoral dos Extratos de Ora-pro-nébis

De posse das informacgdes sobre o potencial farmacoldgico dos metabdlitos presentes na
ora-pro-nobis e das técnicas de extracdo comumente utilizadas para producdo dos extratos,
serdo apresentados os estudos disponiveis na literatura que tenham sido realizados com o
objetivo de avaliar o efeito anticancerigeno da espécie. Cabe destacar que, devido aescassez de

estudos com a Pereskia aculeata, serdo também inclusas na revisdo as espéecies Pereskia bleo
e Pereskia grandifolia.

De acordo com o estudo de Valente et al. (2007), o efeito anticancerigeno dos extratos
de Pereskia aculeata, produzidos com CH2Ck/metanol 1:1 e H20O a 60 °C, foram investigados
na concentracdo de 250 pg/mL, utilizando as linhagens celulares murinas SP2/0 (mieloma),
Neuro-2A (neuroblastoma), J774 (sarcoma), Ehrlich, BW (linfoma) e P3653 (mieloma). O
extrato aquoso inibiu o crescimento de 4 das 6 células tumorais utilizadas (J774, SP2/0, P3653
e BW), sendo o melhor resultado observado para inibicdo de BW, igual a72,4%. Enquanto isso,
0 extrato organico so foi eficaz contra o carcinoma de Ehrlich, cuja inibicdo foi de 46,2%, ndo
sendo avaliado para a linhagem Neuro-2A. Os autores ndo discutiram a composicdo nem o
rendimento dos extratos.

Malek et al. (2008) investigaram a atividade citotoxica da Pereskia bleo contra as
células tumorais humanas KB (nasofaringe), CasKi (cervical), HCT-116 (c6lon) e MCF-7
(mama), sendo a linhagem celular normal MRC-5 (fibroblasto) também empregada. Nesse
estudo, os extratos foram produzidos por maceracdo com metanol a temperatura ambiente por
3 dias, apds etapas de secagem e moagem das folhas (752,92 g) de P. bleo. O excesso de
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida em rotaevaporador, resultando no extrato bruto,

cujo rendimento foi de 10,6%. Esse extrato foi posteriormente fracionado em hexano, de modo
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que a fracdo insoluvel foi submetida novamente ao fracionamento com acetato de etila e dgua
(1:1). Os rendimentos obtidos nas etapas de fracionamento com hexano, acetato de etila e agua
foram de, respectivamente, 6,52%, 2,95% e 54,02%. Os autores identificaram a presenca de 4
compostos nos extratos da espécie, sendo eles: fitol, B-sitosterol, 2,4-di-terc-butilfenol e
vitamina E, os quais foram isolados. Quanto ao efeito antitumoral, o extrato metandlico
apresentou citotoxicidade para todas as linhagens tumorais, com destaque para o melhor
resultado com a linhagem KB (6,5 pg/mL). As fragbes com hexano e acetato de etila foram
eficazes contra as linhagens MCF-7 e KB, respectivamente, com atividades de 25 pug/mL e
4,5 ng/mlL, sendo que o extrato aquoso nao foi capaz de mibir o crescimento das células

tumorais. Em todos os casos, a linhagem saudavel nédo foi danificada, mostrando que a acao
antitumoral foi seletiva.

Outro estudo que avaliou o potencial anticancerigeno da Pereskia bleo foi o de Wahab
et al. (2009), em que os extratos foram produzidos via extracdo com Soxhlet, utilizando
diversos solventes, dentre eles hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, cujos
rendimentos foram de 3,42%, 1,54%, 1,87% e 7,61%, sucessivamente. O ensaio de atividade
(MTT) foi realizado com duas linhagens tumorais, MCF-7 (mama) e HT-29 (c6lon), sendo que,
em divergéncia com os resultados obtidos anteriormente, nenhum dos extratos apresentou efeito
antitumoral para as células utilizadas, tendo em vista que o0 ICsp foi superior a 30 ug/mL. Em
decorréncia de ndo ter sido observada a acdo anticancerigena do extrato, 0s autores sugeriram
gue o mesmo possui diferentes constituintes quimicos, impactando assim no potencial

biologico, todavia, ndo realizaram a identificacdo do perfil fitoquimico.

Pinto et al. (2012) investigaram o efeito citotoxico dos extratos das folhas de Pereskia
aculeata contra células tumorais MCF-7 (mama) e HL-60 (leucemia) por MTT. Os extratos
foram obtidos pela técnica de maceracdo com metanol até a exaustdo, obtendo o extrato bruto
que, posteriormente, foi fracionado com hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol; os
autores ndo apresentaram o rendimento do processo. O conteudo fenolico foi determinado pelo
método de Folin-Denis, enquanto a caracterizagdo fitoquimica do extrato metandlico e suas
fracbes foi realizada por cromatografia em camada fina. Como resultado, observou-se a
presenca majoritaria de fendis, além de outros compostos como triterpenos e esteroides. Dentre
0s extratos, a fracdo de diclorometano apresentou maior contelido de fenois e flavonoides. Por
fim, todas as amostras exibiram efeitos citotoxicos moderados contra as células leucémicas, ao
passo que apenas as fracbes de hexano, diclorometano, acetato de etila e o precipitado

mostraram acdo contra as células de cancer de mama. Dessa forma, foi possivel associar a
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presenca de compostos fendlicos com a reducéo de estresse oxidativo, que normalmente esta
associado ao desenvolvimento de cancer e outras doencas, de modo que esses constituintes

podem estar associados ao potencial antitumoral. Em adi¢do, nenhum efeito foi observado para
as células ndo tumorais, comprovando a acao seletiva dos extratos.

Massocatto et al. (2021) avaliaram diferentes potenciais bioldgicos para os extratos
produzidos através da maceracdo hidroalcéolica das folhas e frutos de P. aculeata e P.
grandifolia, dentre elas, a acdo anticancerigena. Todavia, 0s autores ndo avaliaram o perfil
fitoquimico dos extratos. Os autores estabeleceram segundo o Instituto Nacional de Cancer dos
Estados Unidos, em que um extrato com uma média de log Glso maior do que 1,5 é considerado
inativo. Adicionalmente, os pesquisadores empregaram o critério de Fouche et al. (2008), que
considera a concentracdo necessaria para inibir completamente a proliferacdo celular, e o
dividiram em quatro categorias: mativa (TGI > 50 pg/ml), atividade fraca (15 pg/ml < TGl <
50 pg/ml), atividade moderada (6,25 pg/ml < TGI < 15 pg/ml) e atividade potente (TGI < 6,25
pug/ml). Osextratos receberam nomenclaturas segundo as espécies estudadas, Pereskia aculeata
e Pereskia grandifolial, PA e PG, respectivamente, seguidos das letras L ou F, indicando

extratos produzidos a partir das folhas (leaves) ou frutos.

Pelo primeiro critério, de todos os extratos, somente PGF mostrou atividade moderada
para inibir a proliferacdo das células de leucemia (K562), além de um efeito fraco contra todas
as demais linhagens, exceto melanoma (UACC-62). Ja considerando o critério de Fouche et al.
(2008), todos os extratos foram ativos contra leucemia, com os extratos PAL, PGL e PGF
exibindo atividade potente e PAF com atividade fraca (MASSOCATTO et al., 2021).

Apesar de haver indicagdes do potencial antitumoral de espécies do género Pereskia,
nota-se a baixa quantidade de trabalhos que tratem, especificamente, da Pereskia aculeata. Em
todas as pesquisas reportadas, os extratos foram produzidos a partir de técnicas convencionais

de extracdo, baseadas no uso de solventes, sendo necessarias investigagdes empregando
também técnicas alternativas de extracdo, como € o caso da extragdo por fluido supercritico.

2.7. Consideragdes
A partir da revisdo da literatura englobando aspectos como as diversas técnicas de
extracdo empregadas para obtencdo dos extratos de ora-pro-nébis, o perfil fitoquimico,

rendimento e potencial biologico, foi possivel observar alguns pontos, como:
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= As classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos de OPN estdo
associados a diversos potenciais biologicos, dentre eles, a agdo anticancerigena;

= O uso de técnicas baseadas no uso de solventes, como a maceracdo e o Soxhlet,
ainda sdo extensamente utilizadas para o preparo de extratos de espécies do
género Pereskia,

= A técnica de extracdo, bem como o solvente empregado, afeta o perfil
fitoquimico do extrato e, por consequéncia, seu potencial biologico;

= O metanol é um solvente extensamente utilizado na producdo de extratos das
folhas de ora-pro-ndbis;

» Ha indicios do potencial anticancerigeno dos extratos de ora-pro-nobis
produzidos a partir de técnicas convencionais, principalmente contra linhagens
de cancer de mama e leucemia;

= A extragdo com FSC, em geral, leva a obtengdo de um extrato rico em
componentes de baixa polaridade;

= O uso de etanol como cosolvente nos processos de extracdo supercritica auxilia
na obtencdo dos constituintes de fracbes mais polares;

= Na&o foram encontrados trabalhos na literatura correlacionando o potencial
antitumoral com extratos de Pereskia aculeata obtidos a partir de extracdo com
fluido supercritico;

= Ostrabalhos realizados com fluido supercritico ndo avaliaram o estudo cinético
da extracgdo;

= Pouco se discute sobre a modelagem do processo de extracdo das folhas de ora-
pro-nobis e

= Até 0o momento, apenas o grupo de trabalho de Torres et al. (2022) estudou a

extracdo supercritica da Pereskia aculeata.

Isso mostra que mais estudos no campo da quimica verde e uso de técnicas limpas de
extracdo sdo necessarias. Alem disso, nota-se também a necessidade de trabalhos que invistam
na avaliacdo do potencial anticancerigeno da espécie, bem como a realizagdo da modelagem

matematica do processo.
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3. MATERIAISE METODOS

Neste capitulo, serdo apresentados os materiais utilizados nos experimentos para a
extracdo do 6leo de ora-pro-ndbis. Serdo abordados desde o pré-tratamento e coleta das folhas
até o processo de extracdo, com destaque para a unidade disponivel no Laboratério de
Termodinamica Aplicada e Biocombustiveis (LTAB) e as analises cromatograficas, realizadas

em colaboracdo com a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.1. Materiais

3.1.1. Material vegetal

As folhas de Pereskia aculeata foram coletadas em Juiz de Fora (Minas Gerais, Brasil),
em agosto de 2021, na regido de Terras do Comendador, coordenadas geograficas
21°66°7775”S e 43°29°5569”W, durante o periodo da manhd. Uma amostra da espécie (No.
57539) foi identificada e depositada no Herbario Leopoldo Krieger, da Universidade Federal

de Juiz de Fora, para evidéncia futura.

3.1.2. Solventes

O dibxido de carbono empregado na extracdo supercritica foi adquirido da White
Martins (RJ), com pureza minima 99,998%. O hexano P.A (mistura de isdmeros) foi fornecido
pela JT Baker (lote EO7W72 — Avantor Sciences, Xalostoc, México) e alcool etilico P.A.
(pureza de 99,8%) foi adquirido CAS Quimica (RJ).

3.2. Métodos

3.2.1. Pré-tratamento das Folhas de Ora-pro-nébis

Aproximadamente 7 kg de folhas de ora-pro-nébis foram secas, primeiramente, em local
ventilado a temperatura ambiente (cerca de 25 °C) durante 15 dias. Devido a existéncia de
folhas nos diversos estagios de desenvolvimento e, com isso, com teores de umidade distintos,

apos a etapa inicial de secagem, as folhas foram levadas para estufa (Estufa Digital Timer SSD
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7Lab) a 40 °C por 8 h, visando atingir um teor de umidade na faixa de 4 a 14%, conforme
discutido por Pereira e Meireles (2010).

O teor de umidade da amostra foi aferido em uma balanca de umidade (Marte, modelo
ID50), em que 1 g das folhas secas e moidas foram alimentadas a balanca que, apds 30 min,
atingiu 106 °C, resultando na massa seca do material. A umidade €, portanto, calculada
conforme Equacdo 1, dado pela razdo entre a massa seca (Mseca) pela massa alimentada na

balanca (Mumica). A metodologia aplicada foi realizada em triplicata.

Umidade(%) =1—£MJ Equacdo 1

Umida

Em seguida, as folhas secas foram moidas em um liquidificador doméstico, visando
atingir o tamanho ideal de particula, para posterior extragdo. A transformacdo das folhas in
natura até a obtencdo do material moido esta representada na Figura 5. Finalizadas as etapas de
secagem e moagem, cerca de 1 kg do material foi submetido a analise granulométrica,
utilizando peneiras de #10 a #65 Mesh, para determinacdo do didametro de Sauter, indicando o

tamanho da amostra contendo as folhas.

M-

Figura 5 — Folhas de ora-pro-nobis in natura, secas e moidas. Fonte: Prdprio autor.

3.2.2. Determinacéo da densidade aparente e porosidade do leito
A densidade da amostra foi determinada por picnometria utilizando agua (24 °C),
conforme EquagBes 2 e 3. J& a porosidade do leito, foi calculada pela Equacdo 4 que, por

definicdo, determina 0s espacgos vazios do meio em que se da a extracao.
30



Mps =My

Peq = Equacédo 2
“ (mp+l _mp)_(mp+s+l _mp+s)
Peq = Pssico Equacdo 3
P agua
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- v quacao

extrator

Em que as massas do picnbmetro vazio, do picnémetro com o material vegetal, do
picndmetro com material vegetal e agua e, por fim, apenas do picndmetro com agua sdo dadas
por Mp, Mp+s, Mp+s+ € M4, respectivamente. A densidade real do solido € dada por p, enquanto
a densidade equivalente é dada pela razio entre a densidade do sélido e da agua a 24 °C (0,977
g/cm?), que sdo representadas por psolido € Pagua, A porosidade do leito e o volume séo

representados por g e V.

3.2.3. Extracdo com Soxhlet

Naextracdo utilizando o método de Soxhlet, foram adicionados 20 g do material vegetal
(balanca Metler Toledo PM200) previamente moido e seco a um cartucho no extrator Soxhlet,
0 qual foi conectado a um condensador. Um baldo contendo 500 mL de hexano P.A foi
conectado ao extrator e posicionado sobre uma placa de aquecimento e o processo de extracao
ocorreu ao longo de 6 h. Ao final do processo, o solvente foi recuperado, possibilitando a coleta
do Oleo extraido para posterior determinacdo da massa. A amostra resultante foi identificada
como OPN-SO.

3.2.4. Maceracgao

A extracdo por maceracdo dindmica foi conduzida utilizando 20 g daplanta previamente
triturada e seca, pesada em balanca Mettler Toledo PM200. A massa, foram adicionados 200
mL de hexano P.A., eao longo de uma semana foi realizada arenovacao diaria do solvente para
maximizar o rendimento da extracdo. Durante todo o processo, uma agitacdo constante foi

mantida a uma velocidade de 150 rpm. Apos a conclusdo do periodo de maceracdo, os volumes
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resultantes foram coletados e a mistura obtida foi vertida em um filtro para separar o residuo
solido. Em seguida, o residuo foi submetido a uma etapa de secagem sob pressdo reduzida em

um evaporador rotatorio e o extrato obtido por maceracdo foi denominado OPN-MD.

3.2.5. Extracao por Ultrassom

Para a extracdo pelo método de ultrassom, inicialmente, utilizou-se 20 g das folhas secas
e moidas de ora-pro-nobis (balanca Metler Toledo PM200) e 200 mL de hexano P.A. O
processo de extracdo foi realizado sem replicas em dois ciclos, empregando banho ultrassénico
Branson (3510R-MTHz 50 — 60 Hz) e shaker IKA-Werker (KS501), cada um com a duracao
de uma hora. A solucdo resultante foi coletada e submetida a secagem para a remocdo do

solvente remanescente, sendo a amostra produzida via ultrassom intitulada OPN-US.

3.2.6. Extracdo com Fluido Supercritico

Para a extracdo com fluido supercritico, foi empregado o aparato experimental presente
no LTAB, conforme ja mencionado em outras publicacdes do grupo de pesquisa, como Sartori
et al. (2017), Paschoal (2018) e Bessa et al. (2020).

3.2.6.1. Aparato Experimental

A unidade experimental, representada na Figura 6, foi empregada para a realizacdo dos
ensaios para aextracdo supercritica das folhas de ora-pro-nobis. Inicialmente, o material vegetal
moido foi adicionado ao extrator de aco inoxidavel 316S de 42 mL, onde foram utilizadas duas
vedacdes nas extremidades do diametro interno do extrator, visando evitar o carreamento do
material vegetal moido. O extrator foi conectado a linha de COz2, pressurizada pela agido de uma
bomba de alta pressdo (modelo Palm G100) e ao banho de circulagdo (Thermo HAAKE K10,
adaptado com um controlador digital com precisdo de +0,02 °C, com o proposito de manter
constante a temperatura durante o experimento. A coleta das amostras foi realizada pela
abertura da valvula micrometrica (Whitney, modelo SS-31RS4), sem haver queda de pressdo

no extrator, sob uma vazdo de aproximadamente 6,04 mL/min.

Desse modo, no inicio do processo, 10 g de material moido foram alimentados ao
extrator com esferas de vidro, a fim de promover maior homogeneizacdo do meio e evitar a

formacgdo de “caminhos preferenciais” durante a extracdo. Em seguida, o extrator foi acoplado
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a linha pressurizada pela bomba de alta pressdo e mantido sob temperatura constante pela acédo
de um banho termostatico, nas condicGes previstas de acordo com o planejamento de
experimentos. O CO:z entra em contato com o material vegetal por um movimento ascendente,
promovendo a extracdo do material. O Oleo foi coletado em tubo Falcon (polipropileno) em
intervalos de 10 minutos, sendo pesado apds cada coleta em balanca analitica (marca BEL,
modelo M214Ai, e=1mg ed=0,1mg). O experimento foi realizado até a saturacdo da amostra,
observada pela obtencdo de 3 pontos consecutivos com mesma massa, aferindo-se desse modo

amassa de 6leo extraida acumulada para cada condicdo experimental.

Valvula
Manometro Micrométrica
2
'
Extrator Tubo Falcon

HC
@ Banho Termostatico

Cilindro Bomba de
de CO, Alta Pressao

Figura 6 — Esquema representativo da unidade de extracdo supercritica. Fonte: Proprio autor.

3.2.6.2. Planejamento de Experimentos
O Planejamento de Experimentos do tipo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) de 22 ordem foi empregado para definir as condicdes experimentais estudadas. A
escolha por esse tipo de planejamento teve por objetivo otimizar a quantidade de experimentos
realizados e permitir a construcdo de uma superficie de resposta, visando avaliar a influéncia
da modificacdo dos parametros de processo, pressao (P) e temperatura (T), na investigacdo da
condicdo experimental 6tima. A partir da revisdo da literatura, optou-se por trabalhar com a
pressao na faixa de 200 a 500 bar e a temperatura de 40 a 80 °C. A matriz do planejamento de
experimentos é apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Planejamento de experimentos com condi¢fes operacionais (pressao e

temperatura) expressas em variaveis codificadas e independentes.

Variaveis independentes

Experimento

Variaveis codificadas

T [°C] P [bar] T P
1 46 244 -1 -1
2 46 456 -1 +1
3 74 244 +1 -1
4 74 456 +1 +1
3) 40 350 -1,414 0
6 60 200 0 -1,414
7 80 350 +1,414 0
8 60 500 0 +1,414
9 60 350 0 0
10 60 350 0 0
11 60 350 0 0

Conforme pode ser observado na Tabela 4, sdo no total 11 experimentos, sendo 9

distintos e 3 referentes a uma triplicata no ponto central. Visando esclarecer as correspondéncias

entre as variaveis codificadas e independentes para P e T, a Tabela 5 exibe a correlagdo entre

0s 5 niveis trabalhados, sendo 0 o ponto central, 1 e -1 0s pontos cubicos e 1,4142 e -1,4142 0s

pontos axiais. Cabe destacar que o ponto axial (o) possui o valor de 1,4142 em fungdo do

nimero de variaveis independentes (k =2), dado que o valor de o é comumente calculado

segundo a Equacdo 5, visando conferir ortogonalidade e particularizando o DCCR, de modo a

minimizar os desvios da superficie de resposta ndo-quadratica ou conferir ao delineamento a
propriedade rotacional (MATEUS, BARBIN e CONAGIN, 2001).

o =+42K

Equacdo 5
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Da Tabela 5 é possivel observar que, por exemplo, o ponto central € composto pelo par
60 °C e 350 bar. Além disso, as condicBes minimas e maximas avaliadas para a temperatura e
a pressdo sao alocadas nos pontos axiais, ++/2 . Por fim, T e P sdo variaveis independentes e as

variaveis de resposta estudadas abrangem o rendimento das extracdes e a solubilidade.

Tabela 5 — Correlagdo entre variaveis independentes e codificadas.

Variaveis independentes
Variavel codificada

T [°C] P [bar]
1,4142 80 500
1 74 456
0 60 350
-1 46 244
-1,4142 40 200

3.2.7. Rendimentos

Para a determinacdo do rendimento da extracdo, diferentes célculos podem ser
empregados. Desse modo, serdo apresentados os métodos de calculo para determinacdo dos
rendimentos R, eeY. Orendimento R, é dado pela razdo entre a massa de 6leo extraida em um

tempo (Moe) € a massa total alimentada ao extrator (Ma), de acordo com a Equacéo 6.

R=—% Equacio 6

J& o rendimento e, determinado pela Equacdo 7, é o rendimento em base livre de soluto,
obtido por uma relacdo entre a massa extraida em um tempo pela massa total alimentada em

base livre de soluto, calculado pela Equagcdo 8. A massa em base livre de soluto depende da
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guantidade de Oleo presente nas folhas. Essa massa de Oleo foi calculada levando-se em

consideracdo a extragdo com Soxhlet, visto que é um método exaustivo de extracao.

100M,,
p=——=

M Equacéo 7

abls

1-M, )
M abls = (Wj RSothet EqanaO 8

Por fim, Y é rendimento normalizado, determinado a partir de uma razdo entre a massa

extraida em um tempo (Moe) € a massa total extraida (Mt extraida), conforme Equacdo 9.

M, )
Y =—*— Equacdo 9

M t,extraida

4.2.8. Solubilidade
A solubilidade experimental, calculada pela Equacdo 10, permite estabelecer uma
relacdo entre a massa de 6leo ou de um determinado constituinte presente no soluto extraido

com a quantidade de solvente empregada na extracéo.

m
S= ot Equacdo 10
T,P

Em que S é a solubilidade do 6leo na condicdo experimental, m é a quantidade de massa

extraida em um tempo te V; é a vazdo do CO2-SC, determinada pela Equacéo 11.

Co,
Qrp= —Qatmgjtm Equacéo 11
Prp
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Desse modo, observa-se que avazdo do CO2em determinada condicdo T e P (Qt.,p), €
calculada pela razio entre o produto da vazao volumétrica do CO2 (Qatm)e sua massa especifica

nas condicBes ambientes (p5-:) pela massa especifica na condicdo da extracdo (o5 ).

3.2.9. Métodos de Analise dos Extratos

3.2.9.1. Cromatografia gasosaacoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando um cromatografo Agilent
modelo 6890N, acoplado a um detector de massas Agilent modelo 5973. Foram empregadas
duas configuracGes distintas para as andlises, utilizando um injetor tipo split com diferentes
divisbes de vazles. A coluna utilizada foi uma SUPELCO 28471, modelo 58092-04A, do tipo

SLB-5MS, com dimensdes de 33 m x 250 pm x 0,25 um. O gas de arraste utilizado foi o hélio
auma vazdo constante. O sistema de auto injecdo PAL GC Sampler 120 foi empregado.

Na primeira analise, utilizou-se uma divisdo de vazdo do injetor split de 50:1, com vazao
de 50 mL/min e gas carreador com uma vazdo de 1 mL/min. Foi injetado um volume de 1 pL,
e a programacdo do forno teve inicio a 40 °C. A andlise foi realizada ao longo de 45,5 minutos,
utilizando um perfil de aquecimento em duas etapas. A primeira etapa foi realizada a uma taxa

de 3 °C/min, alcancando 145 °C. A segunda etapa foi conduzida a uma taxa de 10 °C/min,
atingindo uma temperatura final de 250 °C.

Na segunda anélise, a divisdo de vazdo do split foi de 10:1, a uma vazdo de 8 mL/min,
mantendo o volume de injecdo. Nesse caso, a temperatura inicial do forno foi ajustada para

60 °C. O tempo total de andlise foi de 26,5 minutos, com uma taxa constante de aquecime nto
de 10 °C/min, alcancando uma temperatura final de 325 °C.

3.2.9.2. Ensaios de viabilidade celular
O efeito dos extratos de ora-pro-ndbis sobre a proliferagdo de linhagens de céncer de
pulmido (A549), leucemia humana (K562) e cancer de mama (MCF7) foram conduzidos

conforme Procedimento Operacional Padrdo do Laboratério de Farmacologia Molecular
POP.FAR.RPT11M.201.0011.
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As células tumorais foram cultivadas em meio de cultura DMEM completo, e mantidas
em fase log de crescimento. Vinte e quatro horas antes do tratamento com as amostras, 100 uL

da suspensdo celular (5x10* células/mL) foram adicionados a pocos de placas de 96 pocos e
mantidas em estufa com atmosfera 5% CO2a 37 °C.

As amostras OPN-1, OPN-2, OPN-3 e OPN-4, fornecidas pelo Laboratério TECBio de
Farmanguinhos, foram recebidas e solubilizadas em DMSO (40 mM no caso de substancia pura
e 60 mg/mL no caos de fracdo ou extrato). As amostras foram conservadas a -20 °C até o dia
do experimento quando foram diluidas, imediatamente antes do uso, em meio de cultivo celular

DMEM, suplementado com 10% soro bovino fetal e acrescido de 100 U/L penicilina, 0,1 mg/L
estreptomicina e 110 mg/L de piruvato de sodio.

O tratamento com as amostras recebidas foi realizado em mdltiplas concentracfes
(0,015 pg/mL, 0,015 pg/mL, 1,5 pg/mL, 15 pg/mL e 150 ug/mL), em triplicata. Staurosporina
(SIGMA, cddigo S4400; 0,467 ug/mL = 1uM) foi utilizada como controle positivo de inibi¢éo.

Decorridas 48 h de exposicdo ao tratamento, foi adicionado o azul de tiazolil (MTT,;
SIGMA cddigo M5655) e a placa mantida em estufa de CO2 por 4 h. Finalizado o tempo de
incubacdo, o sobrenadante foi descartado e os cristais de farmazan, formados pela atividade
celular, foram solubilizados com DMSO (SIGMA, cddigo D4540). Apo6s completa

solubilizacdo, foi realizada a determinacdo da densidade dptica em leitor de microplacas a
570 nm (Synergy H1MF; BioTek).
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4. MODELAGEM MATEMATICADO PROCESSO DE EXTRACAO

O presente trabalho abrange duas modelagens relacionadas ao processo de extracéo,
conforme sera visto adiante: a modelagem cinética das curvas de extragdo e o estudo de
solubilidade. Em ambos os casos, diversos modelos sdo utilizados para descrever as curvas de
extracdo nas diferentes condicdes experimentais e predizer os dados de solubilidade.

4.1. Modelagem cinética

O comportamento da extracdo com fluido supercritico € observado a partir de um estudo
cinético, dado pela representacdo grafica da massa acumulada extraida pelo tempo. Nesse
contexto, diversos sdo os fatores que podem afetar essas curvas cinéticas, como o fluxo de
solvente, a polaridade do solvente, o tamanho do leito de particulas, as condi¢bes da extracdo
(pressdo e temperatura) e a matéria-prima vegetal utilizada. Todavia, em geral, as curvas
cinéticas apresentam um comportamento bem definido, onde podem ser identificadas trés
regides distintas, conforme representado na Figura 7 (SILVA et al., 2016).

Rendimento
% (m/m)

£ COz

.— Particulada  typc trEQ Teml;o
matriz (min)

Figura 7 — Etapas do processo de extracdo supercritica. Adaptado de SILVA et al. (2016).
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Assim, observa-se na Figura 7 a mudanca na disponibilidade das particulas na matriz
vegetal com a evolugdo da extracdo, marcada pelos periodos TEC, TEQ e TEB, conforme
descritos a sequir.

» TEC - Taxa de Extracdo Constante: a conveccdo controla a transferéncia de
massa e 0 soluto estd facilmente acessivel, uma vez que a etapa de moagem
expde o Oleo, o qual passa a se localizar na superficie do material vegetal;

» TEQ - Taxa de Extracdo em Queda: periodo em que se observa a competicao
entre os fenbmenos de difusdo e conveccdo, cuja extracdo ocorre tanto a partir
do 6leo remanescente na superficie do material vegetal, quanto do dleo contido
dentro da particula solida e

= TEB — Taxa de Extracdo Baixa: a extracdo é controlada pela difusdo dentro das

particulas sélidas e se torna mais dificil acessar o soluto.

As diferencas de comportamento nas diferentes partes da curva de extracdo se justificam
pois, inicialmente, o soluto estd mais disponivel na matriz vegetal e, posteriormente, localiza-
se em regides intracelulares, de mais dificil acesso para o solvente. A fim de contornar essa
dificuldade decorrente da localizacdo do soluto na matriz vegetal, torna-se necessario promover
a reducdo da resisténcia a transferéncia de massa (TM) realizando um pré-tratamento do

material vegetal, sendo a moagem muito utilizada visando melhorar a eficicia da extragdo
(PEREIRA e MEIRELES, 2010).

Segundo a literatura, diversos autores se dedicaram ao desenvolvimento de modelos
para descrever a cinética da extracdo com fluido supercritico para diferentes matérias-primas.
Assim, considerando trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (SARTORI et al., 2017; BESSA
et al., 2020; PASCHOAL, 2018), optou-se por utilizar os seguintes modelos: Brunner (1984),
Sovova (1994), Reverchon e Osseo (1994), Zekovi¢ et al. (2003) e Esquivel et al. (1999). Dessa

forma, o grupo de pesquisa podera comparar o comportamento frente as diferentes matérias-
primas.

4.1.1. Brunner (1984)
O modelo de Brunner (1984) foi desenvolvido, originalmente, para a modelagem
cinética da extracdo com fluido supercritico de sementes de colza e descafeinacdo de gréos de

café. De acordo com o autor, o processo de extracdo, que ocorre em um leito fixo de esferas, se
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da em duas etapas: transporte das substancias do material sélido para a interface sélido-gas e
transicdo e transporte das substancias no gas. Para isso, considerou-se que a transferéncia de

massa € instavel e a principal forca motriz do processo € a concentracdo, cuja variacdo depende
da transferéncia de massa e tempo, ponderando ainda sobre a influéncia da vazdo do gas.

A Equacdo 12 exibe uma simplificacdo para a equacdo proposta ao modelo, que é
originado a partir de equacOes diferenciais, sendo aproximado pelo primeiro termo da série de
Fourier.

R=x,[1-e™] Equacdo 12

Assim, o rendimento (R), calculado pela Equacdo 12, é funcdo da taxa constante de
extracdo (k) e do tempo (t).

4.1.2. Sovova (1994)
O modelo de Sovova, proposto em 1994, foi concebido para a modelagem de curvas

cinéticas de extracdo supercritica de vegetais moidos, baseado nas seguintes premissas:

= o solvente flui axialmente com velocidade superficial sobre o leito de plantas
moidas em um extrator cilindrico;

= osolvente é livre de soluto na entrada do extrator (L = 0);

» T e P sdoconstantes durante 0 processo;

» 0 leito sélido é homogéneo, tanto em relacdo ao tamanho de particulas quanto a
distribuicdo inicial de soluto;

= parte do soluto fica diretamente exposta ao solvente devido ao rompimento das
celulas vegetais durante a moagem, configurando a etapa rapida de extracdo e

» hd uma etapa mais lenta de extracdo, dado que parte do material é de dificil

acesso ao solvente (soluto contido dentro das células ndo rompidas).

Nesse contexto, o autor propde trés equacdes, visando representar os diferentes periodos

de extracdo, conforme Figura 7, previamente apresentada. Com isso, as Equagdes 13 a 15

representam a modelagem dos trés estagios da extracdo, cujo limite de cada periodo € dado por
Om € Qn, calculados conforme EquacOes 16 e 17.
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e=qy,[1-e7 |.q<q, Equacio 13

. Equacdo 14
e=y,[q-q,e""|,q,<q<q,
wke Equacdo 15
e—xo—Lln{l{e Yo —1}e‘“"“fnq’ﬁ},q>qn s
W X,
_ X=X Equacédo 16
m yrZ
wXe .
X, + (X, —Xx)e Equacgdo 17
=q, +—In
0y = 0n W »

Em que e é o rendimento em base livre de soluto (Equacdes 13 a 15), € € a porosidade
do leito, g é a vazio de solvente, p € a densidade do solvente, y, é a solubilidade, X, é a
quantidade inicial de soluto na amostra, Xk € a quantidade de soluto facilmente acessivel e Z e
W sdo, respectivamente, os parametros do periodo de extragdo rapida e lenta. Todavia, é
possivel observar que, para o calculo de gm € 05, limites de intervalo entre as diferentes etapas
de extracdo, torna-se necessario determinar outros termos, o0s quais sdo obtidos pela resolugao

das Equacdes auxiliares Equacdo 18 a Equacdo 21.

W(q_qm)
Zy, Y, In{xoe —xk}

= Equacao 18
Z WX, X, — X,
LY Equacéo 19
q (1 - g)ps
_ ka, Equacédo 20
q(1-¢)
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Equacdo 21

_Q
TN

Em que ks e ks sdo, na ordem, os coeficientes de transferéncia de massa das fases fluida
e solida, ps é a densidade do solido, Q é a massa de solvente, N é a massa da fase solida livre
de soluto, ¢ é a taxa de fluxo de massa do solvente relacionada a N e Zy é Z na coordenada do
limite entre a extracdo rapida e lenta. Cabe destacar que K esta relacionado a etapa rapida da
extracdo, enquanto o Ks estd atrelado a fase lenta e, com isso, por definicdo, tem-se que ks é
maior que Ks.

4.1.3. Reverchon e Osseo (1994) e Zekovié¢ et al. (2003)

Reverchon e Osseo (1994) estabeleceram um modelo cinético considerando a
contribuicdo dos fendmenos da transferéncia de massa por conveccao e difusdo para a extracao
supercritica do Oleo de manjericdo. Para isso, 0s autores adotaram enquanto hipdteses que a
particula esférica e porosa é formada por uma matriz insolivel e um soluto uniformemente
distribuido. Além disso, o processo de extracdo ocorre em 3 estigios consecutivos. No primeiro,
ocorre a difusdo de CO2 no filme ao redor da particula, seguido da penetracdo e difusdo na
particula. Em seguida, h& a solubilizagdo dos compostos no solvente supercritico e, por fim, a

difusdo através da particula.

Nesse contexto, é realizado um balanco material em coordenadas esféricas para uma
particula. Todavia, uma vez que todas as particulas no interior do leito apresentam a mesma
forma, tamanho e comportamento, o modelo pode ser estendido a todo o extrator. Através do
emprego da primeira lei de Fick e da transformada de Fourier para a resolucdo analitica do
sistema de equacdes, obtém-se a Equacdo 22.

Kt
(1_‘9)\/:0 +k
w

Y =100|1—-exp Equacao 22

pti

Conforme indicado pelos autores, considera-se que o tempo de extracdo (ti) € muito

maior que o tempo de residéncia (Vpe/W), o que leva a versdo final do modelo (Equacéo 23).
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_t
Y =100[1—e A} Equacdo 23

Em que Y é o rendimento normalizado (Equacdo 23), € é a porosidade do leito, p € a
densidade do fluido, V é o volume do extrator, W é avazdo do solvente, téotempo daextracédo,
ti € o tempo de difusdo interna e kp € o coeficiente de particdo volumétrica do extrato entre as

fases sélida e fluida no equilibrio.

Zekovi¢ et al. (2003), ao estudarem a modelagem cinética da extracdo com fluido
supercritico do Oleo de tomilho, sugeriram uma modificacdo ao modelo inicialmente
desenvolvido por Reverchon e Osseo (1994). Nesse caso, 0s autores consideraram que 0 termo
tj poderia ser aproximado por uma constante, originando um novo modelo, conforme Equacéo
24. Nesse caso, a é uma constante que representa o tempo de difusdo interna e, b, é o parametro

de correcéo.

Y =100[1-e™"* ] Equagdo 24

4.1.4. Esquivel etal. (1999)

A modelagem cinética do processo de extracdo supercritica do Oleo da casca de oliva
foi realizada por Esquivel et al. (1999). Enquanto hipdteses, os autores consideraram 0 uso de
uma equacdo empirica simples para representar o rendimento versus o tempo de extracdo, de
modo que a variagdo do rendimento com o tempo predito por esse modelo € similar a variagao
de massa adsorvida com a pressao do adsorvato dado pela isoterma de Langmuir. Nesse caso,

0 modelo ndo € capaz de considerar as interacBes entre o soluto e matriz sélida ou o
fracionamento do Oleo durante o processo. A Equacdo 25 representa 0 modelo proposto.

t

€=Cin b+t

Equacdo 25

Em que e é o rendimento em base livre de soluto, eim € 0 rendimento maximo para um
tempo de extracdo infinito e b é o pardmetro relacionado & vazio massica, pressdo e
temperatura.
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4.2. Solubilidade

A solubilidade de substancias em um sistema € influenciada por diversos fatores,
incluindo as condicdes de temperatura (T) e pressdo (P). Alem disso, caracteristicas como
polaridade, massa molecular (MM) e pressdo de vapor (Pvap) dos componentes também
desempenham um papel significativo nesse processo. Um aspecto notavel é o impacto
complexo da temperatura, visto que o aumento de T tende a reduzir a solubilidade, todavia,
aumenta a Pvap dos componentes, o que melhora a solubilidade do FSC (PEREIRA e
MEIRELES, 2010).

Em paralelo a aplicacdo de modelos cinéticos para prever o comportamento da extracao
ao longo do tempo, a investigacdo da solubilidade assume um papel crucial. A compreensdo do
equilibrio de fases e das caracteristicas de solubilidade é fundamental para o planejamento de
processos de separacdo eficazes. Com isso, a seguir serdo discutidas a metodologia para o
calculo da solubilidade experimental bem como os modelos empregados para previsdo dos
dados.

5.2.1. Solubilidade Experimental

A solubilidade experimental (S) é calculada através da razdo entre a massa de dleo
extraida (m) em determinada condicdo operacional e o volume de solvente, que por sua vez é
calculado pelo produto da vazéo de solvente (V) e o tempo da extragéo (t), conforme Equacéo
26.

S=—— Equacéo 26

4.2.2. Modelos de solubilidade

Os modelos de solubilidade sdo empregados a fim de predizer dados a partir de distintas
condicbes operacionais. Dentre 0s modelos utilizados pelo grupo de trabalho, conforme
apontado por Bessa (2018), destacam-se: Chrastil (1982), Adachi e Lu (1983), del Valle e
Aguilera (1988) e Gordillo et al. (1999).

45



4.2.2.1. Chrastil (1982)

Chrastil (1982) tinha por objetivo determinar a solubilidade de liquidos e sélidos, como
os acidos oleico e esterarico, colesterol e a-tocoferol em didxido de carbono supercritico a
diferentes condicbes de temperatura e presséo. Isso se justifica pois o perfil de solubilidade dos

componentes muda significativamente de acordo com as condicdes operacionais do sistema.

O desenvolvimento do modelo proposto pelo autor teve como base associagcdes entre
leis de entropia, visando correlacionar a solubilidade diretamente com a densidade do gas, de
modo a evitar 0 emprego de equacOes de estado que, além de complexas, resultam em elevados

desvios dos dados experimentais. Assim, 0s principais passos para o desenvolvimento do
modelo de Chrastil (1982), foram:

= Calcular a concentracdo de equilibrio Kz[A—Bk]k entre um soluto A,
(LAI[B])
associado a k moléculas de um gas B, que forma uma molécula de complexo

solvato ABy;

= Aproximar [A] pela equacdo de Clausius-Clapeyron In[A]=%+qv, em

que AH_,, ¢é o calor de solvatagdo e (, é uma constante e

= Considerar que [A] << [ABk], uma vez que a maior fracdo de A estd na forma

do complexo ABk.

Por fim, o modelo proposto por Chrastil (1982) esta representado na Equacdo 27, em
que S é a solubilidade calculada pelo modelo, p a densidade do CO: supercritico, T a
temperatura e Kk, a e b sdo os parametros a serem estimados.

a
S=p" exp[?+ b) Equacdo 27

4.2.2.2. Adachi e Lu (1983)
Apos apublicacdo daabordagem desenvolvida por Chrastil (1982) e o sucesso do autor

em correlacionar os dados modelados com resultados experimentais, Adachi e Lu (1983)
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propuseram uma modificacdo para o modelo original. O objetivo de Adachi e Lu (1983) era
correlacionar a solubilidade de sélidos e liquidos em CO2 supercritico e etileno em 37 sistemas
distintos. Para alcancar esse objetivo, eles consideraram o parametro k como dependente da
densidade, conforme a Equacdo 35. Com a aplicacdo dessa mudanga na Equacdo 28, obtém-se

0 modelo de Adachi e Lu (1983), representado pela Equacdo 29, em que €1, €2, €3 ae b sdo os
parametros do modelo.

k=¢e +e,p+e,0° Equagio 28

S = p(el+92p+93p3) exp [$+b) Equagéo 29

Cabe destacar que, no presente trabalho, a equacdo de Adachi e Lu (1983) é truncada
no termo ez, de modo que es vale zero. Os autores notaram uma significativa melhora nos
desvios obtidos entre a equacdo original de Chrastil (1982) e sua modificagdo por Adachi e Lu
(1983). Por exemplo, no sistema CO:2-difenilamina, foi constatada uma reducdo no desvio de
mais de 50%.

4.2.2.3. del Valle e Aguilera (1988)

O modelo proposto por Chrastil (1982) serviu de base para o estudo de del Valle e
Aguilera (1988), que buscavam prever a solubilidade de 6leos vegetais em dioxido de carbono
supercritico como funcdo datemperatura e da densidade. Para isso, 0s autores propuseram uma
modificacdo no modelo original, incluindo um termo adicional na exponencial, conforme

apresentado na Equacdo 30, cujos parametros a serem estimados séo k, ai, ap e b.

a
S=p" exp[%+.r—22+bj Equacio 30

Os autores validaram o modelo proposto para uma ampla faixa de temperaturas
(293 — 353 K) e pressdes (150 — 880 atm) para os Oleos vegetais de soja, girassol e algodao.

Desse modo, os autores concluiram que o modelo era adequado para representar a solubilidade
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de dleos vegetais em didxido de carbono supercritico e obtiveram boa concordancia entre 0s

valores previstos e os valores experimentais medidos.

4.2.2.4. Gordillo etal. (1999)

Gordillo etal. (1999) trataram duas abordagens normalmente utilizadas para a predicao
de dados de solubilidade: os modelos empiricos e semiempiricos. No presente trabalho, a
primeira abordagem seré discutida, uma vez gque os modelos semiempiricos possuem elevada
complexidade, como uso de equacOes de estados, um elevado esforco computacional e

propriedades fisicas de dificil obtenc&o.

Em seu trabalho, Gordillo et al. (1999) discutiram a aplicacdo dos modelos empiricos
desenvolvidos por Chrastil (1982), del Valle e Aguilera (1988) e Yu et al. (1994) para modelar
a solubilidade da penicilina G (antibiotico) em CO2supercritico em condi¢cbes de temperatura
variando de 313,15 a 333,15 K e pressdes entre 100 e 350 bar. Todavia, 0s autores observaram
que todos os modelos apresentaram elevados desvios; os modelos Chrastil e del Valle e
Aguilera, apresentaram 0s maiores desvios, ambos de 32,4%, enquanto o melhor resultado foi
obtido pelo modelo de Yu et al., cujo desvio foi de 22,9%.

Tendo em vista a necessidade de obter uma melhor correlacdo para modelar os dados
de solubilidade da penicilina G em CO2-SC, Gordillo et al. (1999) propuseram uma
modificacdo ao modelo de Yu et al. (1994), visando reduzir os desvios entre os valores
experimentais e preditos. As Equacbes 31 e 32 mostram o modelo original de Yu et al. (1994)

e a mudanga proposta por Gordillo et al. (1999).

S=c,+cP+c,P?+c,PTA-S)+c,T +c.T? Equago 31

InS =c,+¢,P+c,P?+C,PT +c,T +C.T? Equacdo 32

Gordillo et al. (1999) usaram a Equacdo 32 e observaram que o modelo modificado
apresentou uma correlacdo satisfatoria entre os dados preditos e experimentais. Os autores
conseguiram reduzir significativamente o desvio apresentado pelo modelo original de Yu et al.

(1994) em mais de 37%, alcangcando um desvio de apenas 14,4%.
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4.3. Desvio Relativo Médio (DRM %)

A variacdo entre dados preditos e calculados pelos diferentes modelos foi realizada a

partir do desvio relativo médio, denominado DRM%, conforme Equacdo 33, em que Nexp €0
nimero de pontos experimentais.

DRM 9 100 Z‘((Experlmental)—(Calculado)j Equacio 33

(Experimental)

exp

4.4. Simulacao

A simulacdo da separacdo em condi¢des supercriticas dos componentes observados nos
extratos de ora-pro-ndbis foi realizada empregando o software DWSIM, com o pacote de
propriedades Soave-Redlich-Kwong. O objetivo dessa simulagdo foi de permitir 0 mapeamento

prévio das melhores condicdes de processo visando a extracdo dos compostos de interesse,
conforme fluxograma apresentado na Figura 8.

—
Entrada
—-
Fluxo de Energia COZ2 Pressunzado ’
-157,00 kW 1 Saida (Topo)
)
Cco2
.
)]
Bomba
Flash
—

! Saida (Fundo)
Energia Bomba

0.00 KW

Figura 8 — Fluxograma simplificado do processo de extracdo e separagdo supercritica do
software DWSIM.

Conforme mostrado na Figura 8, de forma concisa, 0 CO2 € pressurizado pela acao de
uma bomba e a corrente de entrada alimentada ao Flash. Do Flash, sdo originadas as correntes
de saida do sistema, ou seja, as correntes de topo de fundo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados experimentais para as diferentes
técnicas de extracdo empregadas, como rendimento e composicdo. Além disso, serdo abordadas
a analise estatistica da extracdo com fluido supercritico, modelagem matematica das curvas
cinéticas de extracdo e a predicdo da solubilidade.

5.1. Caracterizacdo da matéria-prima

Tendo em vista a necessidade de utilizacdo de algumas caracteristicas do material
vegetal para o estudo de modelagem e, considerando que fatores como tamanho de particula,
teor de umidade e porosidade do leito influenciam no processo de extracdo supercritica, a

Tabela 6 resume as principais caracteristicas da matéria-prima vegetal.

Tabela 6 — Caracteristicas da matéria-prima vegetal.

Densidade do solido  Teor de umidade ) Diametro de
Porosidade
(g/cmd) (%) Sauter (mm)
0,556 5,84 £ 0,15 0,571 0,604

Da analise dos dados apresentados na Tabela 6, observa-se que a matéria-prima
apresentou teor de umidade de 5,84% e diametro de particula medindo 0,604 mm. E importante
ressaltar que a presenca de umidade exerce uma influéncia negativa sobre o processo de
extracdo, podendo comprometer a vida Util do extrato. Durante a etapa de extracdo supercritica,
a umidade pode ainda potencializar o risco de ocorréncia de reagdes de hidrolise e/ou ionizagao
dos constituintes. Isso é devido a possivel formacdo de gelo causada pelo fenbmeno do Efeito
Joule-Thompson durante a despressurizagdo. Ja no que diz respeito ao tamanho de particulas, a
literatura recomenda que sejam utilizados materiais entre 0,25 e 1,8 mm. Esta faixa € indicada
pois apesar de a cominuicdo do material aumentar a &rea superficial soluto-solvente, também
pode ocasionar 0 empacotamento do leito, o que reduz a velocidade do leito fluidizado e o
rendimento do processo (PEREIRA e MEIRELES, 2010). Quanto a densidade do solido e
porosidade do leito, ndo ha uma recomendacdo expressa sobre quais faixas adotar.

E importante destacar que a literatura disponivel aborda pouco sobre as caracteristicas

da matéria-prima vegetal. Porexemplo, Silva (2022) utilizou folhas secas e moidas de Pereskia
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aculeata, com um didmetro médio de 500 um, porosidade de 0,8199 ¢ densidade do sélido de
1,4737 g/lcmd, obtidas através da técnica de picnometria a gas. No entanto, no estudo de Torres
et al. (2022a; 2022b), ndo foi realizada uma avaliacdo da caracterizacdo do material vegetal.
Além disso, nos demais trabalhos que empregaram a ora-pro-nébis como matéria-prima e

utilizaram técnicas convencionais de extracdo, ndo foram encontrados dados sobre a
caracterizagdo do material.

5.2. Extragdes convencionais

A Tabela 7 resume os rendimentos obtidos em cada método empregado.

Tabela 7 — Rendimento das extragdes por maceragdo dinamica, ultrassom e Soxhlet.

Rendimento
Método
M extraida (Q) R (%)
Maceragéo dinamica 1,7052 + 0,0001 8,5000 £ 0,0002
Ultrassom 0,4795 + 0,0001 2,4000 + 0,0002
Soxhlet 1,4945 + 0,0001 7,4700 + 0,0002

Com base nos dados fornecidos na Tabela 7, pode-se observar que, entre as técnicas
convencionais, a maceracdo dindmica demonstrou o maior rendimento (8,5%), seguida do
método Soxhlet (7,47%) e ultrassom (2,4%). Embora apresentem rendimentos elevados, é
importante ressaltar que, tanto a técnica de maceracdo quanto a extracdo por Soxhlet, ndo séo
seletivas. Pelo contréario, essas técnicas sdo consideradas exaustivas, ja que resultam na

obtencdo de extratos brutos. Alem disso, ndo se pode garantir para nenhuma das técnicas
convencionais aremocgao completa do solvente.

Observa-se ainda que o rendimento da extracdo por Soxhlet levou a obtencdo de uma
massa de 6leo de 1,4945 g, correspondendo a um rendimento de 7,47%. Esse rendimento €
frequentemente adotado como um padrédo para determinar a quantidade de massa livre de soluto
em modelagens. Essa escolha ¢ justificada pelo fato de que a extracdo por Soxhlet seja capaz
de extrair todo o dleo presente na matéria-prima, permitindo considerar que 0s 7,47%
correspondem a presenca de Oleo nas folhas de ora-pro-nobis.
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Ao comparar 0s resultados experimentais com os dados da literatura relacionados ao
uso de hexano como solvente, observa-se que a extracdo por ultrassom (2,4%) estd em
concordancia com os resultados de Silva (2022) para a extracdo por ultrassom com hexano,
cujo rendimento foi de 2,47%. Além disso, os rendimentos da extracdo por maceracdo (8,5%)
estdo dentro da faixa dos valores observados por Torres et al. (2022b) e Wahab et al. (2009),
cujos rendimentos foram, respectivamente, 11,04% e 3,42%. Por outro lado, a extragdo por
Soxhlet (7,74%) apresentou um rendimento maior do que os resultados reportados na literatura,

ultrapassando o0s 4,66% obtidos por Torres et al. (2022a).

As discrepancias nos rendimentos entre o presente trabalho e os estudos da literatura
podem ser justificadas pelas variagdes nas condicdes abidticas (como incidéncia solar, tipo de
solo e fase de crescimento da planta) e pelas caracteristicas da matéria-prima, tais como
porosidade, densidade e tamanho de particula. A influéncia desses fatores no rendimento da
extracdo ja € bem conhecida, conforme reportado por Morais (2009).

Vale ressaltar, de acordo com os resultados encontrados na literatura, que o aumento da
polaridade do solvente tem um efeito positivo sobre o rendimento da extracdo, devido a
presenca de compostos polares na matriz vegetal. 1sso € evidenciado pelo fato de que os extratos
produzidos com metanol apresentaram rendimentos mais elevados em comparacdo com aqueles

obtidos com hexano.

5.3. Extragdo com CO; Supercritico

Ao todo, foram realizadas 11 extra¢cbes com COz2 supercritico, sendo que a triplicata no
ponto central é apresentada como a média dos valores observados. Os resultados s&o
apresentados na Tabela 8, que resume as condicdes operacionais, densidade do CO2, massa de

6leo extraida, tempos de extracdo e os rendimentos, R% e e%.

A partir dos dados expostos na Tabela 8, é possivel constatar que, em geral, os melhores
resultados da extracdo foram observados para as pressdes mais altas. O maior rendimento, igual
a 0,23% foi obtido na condic&o de 456 bar e 74°C, para um tempo de extracdo de 250 min. Em
contrapartida, acondicdo a 200 bare 60 °C foi a de menor rendimento, de 0,033% ap6s 190 min
de extracdo. Isso se justifica devido ao aumento da densidade do CO2provocado pelo aumento
da pressao, cuja consequéncia € um efeito positivo sobre a solubilidade do solvente, levando

aos maiores rendimentos.
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Tabela 8 — Condicdes operacionais, densidade do solvente, massa de 6leo extraida,
rendimentos e tempos de extracdo para a extracdo de OPN com CO2 supercritico.

Ensaio .- i Moeeo R g pCO ¢
(C)  (ban) 9) (%) (%) (kg/m?) _ (min)
1 60 200  0,00330 0,0330 0,0357 720,10 190
2 74 456  0,02300 0,2300 0,2486 873,50 250
3 80 350 0,00730 0,0730 0,0789 789,79 200

4 46 456  0,01300 0,1260 0,1362 959,00 270
5 46 244 0,00990 0,0990 0,1070 847,01 250

6 40 350 0,00300 0,0300 0,0324 93594 180

7 74 244 0,00590 0,0590 0,0638 706,90 330
8 60 500 0,01100 0,1100 0,1189 934,15 310
9 60 350 0,00650 0,0650 0,0702 862,86 240

10 60 350 0,00690 0,0690 0,0746 862,86 240

11 60 350 0,00600 0,0600 0,0648 862,86 240

A Figura 9 ilustra as curvas cinéticas de extracdo variando pressdo e temperatura em
diferentes condicdes do experimento. Nessa figura, as barras de erros foram suprimidas para
facilitar a visualizagdo dos dados. Ela destaca a condicdo de melhor rendimento obtida a 456

bar e 74 °C, e apresenta os comportamentos das demais condicGes experimentais.

Contudo, devido ao grande nimero de experimentos, houve sobreposicdo dos dados,
dificultando a visualizacdo dos comportamentos individuais. Para solucionar essa questdo, as

Figuras 10 a 12 ilustram as curvas cinéticas agrupadas por temperatura similares, enquanto nas
Figuras 13 a 15 a pressdo € mantida constante.
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Figura 9 — Curvas cinéticas para todas as condicdes experimentais.
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Figura 10 — Curvas cinéticas de extracdo para as condicdes de 200, 350 e 500 bar a 60°C.
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Figura 11 — Curvas cinéticas de extracdo para as condi¢ces de 456 e 244 bar a 46°C.
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Figura 12 — Curvas cinéticas de extracdo para as condices de 46 e 244 bar a 74°C.

As Figura 10 e Figura 12 evidenciam que o0 aumento da pressdo esta diretamente
relacionado ao aumento do rendimento. Ja na Figura 11, observa-se que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados obtidos a 244 bar e 46 °C, e a 456 bar e 46 °C, até que se atinja
0s 200 min de extracdo, momento em que a condicdo de maior pressdo demonstra um
rendimento superior. Esse comportamento pode ser justificado pelo fato de que o aumento da
pressdo também resulta em maior densidade do COq, conferindo ao solvente um maior poder

de solvatagdo (BENITO-ROMAN et al., 2018).
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Figura 13 — Curvas cinéticas de extracdo para as condi¢des de 74 e 46 °C a 456 bar.

De forma similar ao que foi observado na Figura 11, a Figura 13 também mostra uma
regido onde ndo hd diferenca estatistica significativa no efeito da temperatura sobre o
rendimento obtido na extracdo. Todavia, a partir dos 80 min a curva cinética obtida a 74 °C

comega a se “descolar” daquela a 46 °C, indicando que a maior temperatura favoreceu o maior

rendimento.
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Figura 14 — Curvas cinéticas de extracdo para as condicGes de 46 e 74 °C a 244 bar.
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O mesmo comportamento € percebido na Figura 15, onde a condicdo de 80 °C superou
as condicbes de 60 °C e 40 °C, respectivamente. Portanto, pode-se concluir que, para 0S
cenarios de pressdes mais elevadas (350 e 456 bar), o aumento da temperatura tem um efeito
positivo no rendimento. Em contrapartida, na Figura 14, a condicdo de 244 bar e 46 °C ¢
superior a de 244 bar e 74 °C. Isso mostra que, para a pressdo mais baixa a menor temperatura
favorece a extragéo.
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Figura 15— Curvas cinéticas de extracdo para as condicdes de 40, 60 e 80 °C a 350 bar.

O comportamento da variacdo do rendimento com a temperatura pode ser justificado
visto que, em condices isobaricas, o0 aumento da temperatura leva a diminuicdo da densidade
do COg, exercendo um efeito negativo sobre o rendimento. Ao mesmo tempo, o aumento da
temperatura provoca o0 aumento da pressdo de vapor dos componentes presentes no 6leo, o que
favorece a extracdo. Logo, o fator dominante no rendimento dependera das condicbes de

temperatura e presséo, podendo ser a densidade do CO2 ou a pressao de vapor dos componentes.
(GUCLU e TEMELLI, 2000).

Comparando o resultado experimental com outros estudos da literatura, Silva (2022)
avaliou o rendimento da extracdo de Pereskia aculeata com CO2 supercritico nas condicGes de
110 bar e 40 °C, 140 bar e 50 °C e 170 bar e 60 °C, obtendo rendimentos de 0,122%, 0,363% e
0,83%, respectivamente. Ambos 0s estudos mostraram que o aumento da presséo e temperatura
favoreceu a obtencdo de rendimentos mais altos. No entanto, € importante ressaltar que as
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diferencas na origem da matéria-prima, sua caracterizacdo, bem como aquelas relacionadas ao
equipamento e condigOes operacionais utilizadas podem justificar as variagbes quantitativas dos

resultados. Além disso, afaixa de investigacdo para pressdo e temperatura também foi diferente,
impossibilitando uma comparagdo quantitativa direta com o resultado do autor.

Torres et al. (2022a) estabeleceram a pressdo em 250 bar, o tempo de extracdo em 120
min e a vazdo de solvente em 1,2 kg/h, avaliando o rendimento da extracdo nas temperaturas
de 40, 50 e 60 °C. O melhor resultado foi obtido a 40 °C, com rendimento de 1,78%, porém,
com pouca diferenca significativa em relacdo as condices de 50 °C e 60 °C, que obtiveram
rendimentos de 1,69% e 1,68%, respectivamente. O presente trabalho registrou rendimentos
inferiores aos reportados por Torres et al. (2022a), contrariando as expectativas de desempenho
da extracdo. E relevante mencionar que, além das diferencas nas configuragdes das unidades

experimentais e condicdes de operacdo, como vazdo do solvente (22 — 26 mL/min), produtos
naturais também possuem perfis fitoquimicos distintos devido as condicBes do ambiente.

5.4. Caracterizacdo dos Extratos

Através de andlises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, empreendeu-se uma tentativa de identificar os compostos presentes em diferentes
extratos da planta ora-pro-nobis. Os extratos foram obtidos por meio da extracdo supercritica
sob diversas condicdes: 244 bar e 74 °C, 350 bar e 60 °C, 350 bar e 80 °C, e 500 bar e 60 °C.

Adicionalmente, foram avaliados os extratos produzidos pelas técnicas de Soxhlet (OPN-SO),
ultrassom (OPN-US) e maceragdo dindmica (OPN-MD).

A Tabela com os componentes, tempo de retencdo (tr) e quantificacdo esta presente no
Anexo 1. Observa-se que o perfil fitoquimico foi diverso considerando os diferentes extratos,
com a presenca de uma grande quantidade de hidrocarbonetos, sendo essa a classe majoritaria
presente nos extratos. Contudo, também houve presenca de terpenos, flavonoides, fitosterdis e

ésteres de acidos graxos, em menor quantidade.

A partir das diferentes amostras investigadas, foi possivel observar nenhum extrato
produzido por técnicas convencionais apresentou acido palmitico, composto que foi
identificado para as condi¢des de 60 °C e 80 °C a 350 bar. Alem disso, na mesma condicdo se
observou a presenca de esteres de acidos graxos derivados dos acidos palmitico, estearico,

linoleico e oleico, como o etil oleato, que ndo foram identificados nos extratos OPN-SO, OPN-
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US e UPN-MD. No extrato OPN-SO, ndo se observou a presenca de compostos fenolicos ou
fitosterOis e, dentre os terpenos, foi possivel identificar apenas o fitol e o esqualeno. Os extratos
OPN-US e OPN-MD apresentaram perfis fitoquimicos similares, sendo observada a presenca
de fitol, lupeol, y-sitosterol e esqualeno. Apenas OPN-US apresentou ainda taraxerol e lup-

20(29-en-3-one. Ja nos extratos produzidos com CO2-SC, foi possivel identificar todos esses
constituintes e, de modo geral, observou-se uma variedade maior de estruturas nessas amostras.

Avaliando o perfil fitoquimico da Pereskia aculeata a partir de estudos disponiveis na
literatura, foi possivel observar que o presente trabalho ndo obteve o conteddo de flavonoides
e compostos fenolicos conforme trabalho de Garcia et al. (2019). Nesse caso, 0s autores
produziram extratos hidroetandlicos, que devido a maior polaridade do solvente, apresentaram

maior eficiéncia para a extracdo de compostos como rutina, isoramnetina e &cidos caftérico.

J& no estudo de Pinto et al. (2015), os extratos foram obtidos empregando macera¢ao
com hexano. Comparando os resultados de OPN-MD com os da literatura, em ambos ha

presenca de decano, fitol e sitosterol. Além disso, 0 extrato produzido por maceracdo dindmica
(OPN-MD) apresentou ainda esqualeno e lupeol, compostos que ndo haviam sido mencionados.

Avaliando o trabalho de Torres et al. (2022a), é possivel estabelecer comparacdo para
os resultados observados com os extratos supercriticos e Soxhlet. Segundo os autores, no
extrato de Soxhlet com hexano, o0s constituintes majoritarios foram y-sitosterol (6,98%),
vitamina E (4,37%) e lupeol (3,09%). Contudo, no extrato OPN-SO ndo foi possivel identificar
sitosterol e lupeol, sendo que 0s compostos principais presentes nessa amostra foram
hentriacontano (40,77%), nonacosano (7,64%) e 1,2,4-trimetilbenzeno (5,85%). As diferencas
percebidas entre os dois estudos podem ser justificadas pelas diferentes origens das matérias-
primas, bem como diferentes condicbes de crescimento, fatores que influenciam na composicao
dos extratos. Pode-se mencionar ainda que o perfil fitoquimico obtido no presente trabalho esta
de acordo com o proposto por Torres et al. (2022c), visto que, dentre 0s compostos bioativos
observados, os terpenoides foram obtidos quantidade significativa se comparado aos demais.

Destacam-se diterpenos como fitol e lupeol e triterpenos, como esqualeno e taraxerol.

Para os ensaios com FSC, Torres et al. (2022a) observaram um aumento da quantidade
de y-sitosterol, esqualeno e lupeol com o aumento da temperatura, passando de,
respectivamente 16,84%, 2,92% e 3,09% a 40 °C para 25,85%, 5,27% e 9,92% para 60 °C. Para
o fitol e 2,4-di-tercbutiifenol, ndo houve alteracdo significativa na presenca dos compostos

devido as diferentes condicdes de temperatura. Vale destacar que nos experimentos realizados
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pelos autores, os ensaios foram avaliados em condi¢do isobarica, mantendo a pressdo a 250 bar.

Assim, ndo se pode discutir o impacto da modificacdo da pressdo na andlise fitoquimica.

No presente trabalho, foi possivel observar que o aumento da pressdo favoreceu a
extracdo de fitol e esqualeno, em que os constituintes aumentaram de 3,8% e 1,4%,
respectivamente, a 244 bar para 7,3% e 3,3% a 500 bar. Assim como observado por Torres et
al. (2022a), ndo houve diferenca significativa na quantidade do fitol em funcdo da variacdo da
temperatura. Todavia, foi possivel observar que a reducdo da pressdo favoreceu a extracdo de
compostos como o lupeol, vy-sitosterol, taraxerol e lup-20(29)-en-3-ona, dado que na condicdo
a 244 bar foram observados os melhores rendimentos para esses constituintes, de 10,5%, 8,4%,
3,3% e 3,4%, na ordem. Diferente do que foi observado por Torres et al. (2022a), o 2,4-di-
tercbutilfenol se mostrou dependente da temperatura de extracdo, pois a 350 bar e 60 °C o

resultado foi superior ao obtido para 350 bar e 80 °C, sendo igual a 7,2% e 0,8%, na ordem.

Silva (2022) identificou no extrato de Soxhlet produzido com hexano o palmitato de
etila e, embora 0o composto ndo tenha sido identificado para OPN-SO, ha indicios de sua
presenca no extrato supercritico. Ja para os extratos produzidos via ultrassom com hexano, foi
observada a presenca de 1,3-dietibenzeno, nonacosano e palmitato de etila, por exemplo.
Apesar da composicdo ndo ser idéntica a encontrada para OPN-US, no presente trabalho foram
identificados 1,2,3-trimetilbenzeno, heptacosano, nonacosano, triacontano e hentriacontano, o
que indica a similaridade de estruturas obtidas. Além disso, compostos como esqualeno e fitol
foram obtidos apenas para 0 ensaio de ulrassom com etanol, enquanto no presente trabalho
esses constituintes, além de outros como, y-sitosterol, taraxerol e lupeol foram obtidos para
ultrassom com hexano, apesar da menor polaridade do solvente.

Apesar de ter sido observada a presenca de 2,4-ditercbutilfenol nos extratos de ora-pro-
nobis, a presenca desse composto em plantas ndo pode ser explicada por aspectos naturais. De
fato, a explicacdo mais provavel para a observacdo desse composto em makiplas espécies
vegetais em diferentes locais € que as plantas o acumulem a partir do solo onde cresceram
(MALEK et al., 2009).

5.5. Andlise Estatistica do Rendimento

A partir dos resultados apresentados na segdo anterior, foram realizadas as analises

estatisticas baseadas no planejamento de experimentos. Paraisso, foi empregado um modelo de
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regressdo (Equacdo 34) afim de ajustar as contribuicbes de cada fator para a variavel resposta,
levando em consideracéo as contribuicdes dos termos lineares e quadraticos da P e T, bem como

a interacdo entre eles.

N N
Y =Byt 28X+ D ByXs D D X Equagdo 34
i-1 =1 i<j

i<j

Em que Y é a variavel de resposta, fo € o coeficiente linear, B;ié o i-ésimo parametro de
primeira ordem, Bj; € 0 j-ésimo parametro de segunda ordem, Bij € o parametro de combinacéo
para a interacdo j em relagdo a variavel de resposta i e x; € a i-ésima variavel independente.

Para a avaliagdo do modelo, foi realizada a analise ANOVA, via gréfico de Pareto,
superficie de resposta e significAncia paramétrica, a qual foi avaliada com o teste t-Student e
calculo do p-valor, admitindo 95% de confianga. Os pardmetros do modelo foram estimados
considerando o método de regressdo multilinear simples, sendo a funcdo objetivo a ser

minimizada a fungdo de minimos quadrados.

A Tabela 9 e a Figura 16 apresentam os resultados de significdncia para os termos do
modelo apresentado na Equacdo 40. A partir dos resultados do ANOVA, observa-se que todos
os termos do modelo de regressdo proposto possuem significancia estatistica uma vez que o p-

valor € menor que 0,5.

Tabela 9 — Resultados do teste ANOVA para o rendimento.

Fator SR F p-valor
Temperatura (L) 0,001947 95,7437 0,010284
Temperatura (Q) 0,000583 28,6953 0,033127

Pressédo (L) 0,011773 579,0012 0,001723
Presséo (Q) 0,002297 112,9559 0,008737
Termo de interacéo 0,005184 254,9508 0,003899
Bo 0,009972 163,4824 0,006086

SR — Somatério dos residuos; F — F de Fischer; L —termo linear; Q — termo quadratico.
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Os resultados encontrados na andlise do ANOVA séo corroborados pelo grafico de
Pareto (Figura 16). Esse ainda indica a ordem de significAncia e contribuicdo de cada termo
para a variavel de resposta (rendimento), considerando o modelo proposto. Pode-se observar
que o termo linear da pressdo é o que mais contribui para a determinacdo do rendimento da
extracdo, sequido pelo termo de interacdo P — T e pelo termo quadratico da pressdo. Ostermos
referentes a temperatura, apesar de significativos, sdo os que menos influenciam no célculo do
rendimento, indicando que a pressao € a variavel mais importante para a extracdo supercritica

de ora-pro-nobis, dentro da faixa experimental analisada.

Pressio (L) 2406244
Intzragio 1596718
Prazzio () 1062807
Temperatura (L) G 734865
Temperatura () 3336799
I:FI: 03

Figura 16 — Gréfico de Pareto para a analise dos fatores do modelo de regressdo (rendimento)
obtidos pelo planejamento DCCR, considerando 95% de confianca.

A Tabela 10 apresenta os resultados da estimacdo de parametros para o modelo de
regressdo. Observa-se que todos os pardmetros possuem significAncia estatistica uma vez que a
incerteza paramétrica obtida apresenta uma ordem de grandeza abaixo do valor médio estimado
do pardmetro e o p-valor calculado estd menor que o nivel de significancia arbitrado (5%). Esses
resultados estdo de acordo com aqueles discutidos anteriormente na analise ANOVA e gréafico

de Pareto.
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Tabela 10 — Parametros

estimados para o modelo de regressdo (rendimento).

Fator Valor Estimado p-valor
Temperatura (L) (0,79 £ 0,05) °C* 0,005
Temperatura (Q) (- 0,014 £ 0,001) °C*2 0,009

Pressdo (L) (0,00005 + 0,00001) bar? 0,033
Pressdo (Q) (- 0,0024 £ 0,0002) bar-2 0,004
Termo de interacéo (0,000002 + 0,000001) °Ctbart 0,009
Bo 0,000024 + 0,000002 0,004

As Figuras 17 e 18 ilustram a curva de nivel e a superficie de resposta do modelo de

regressdo proposto para correlacionar as variaveis pressdo e temperatura com o rendimento da
extracdo supercritica.
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Figura 17 — Curva de nivel do modelo de regressdo proposto para correlacionar pressédo,
temperatura e o rendimento da extracdo.
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Figura 18 — Superficie de resposta do modelo de regressdo proposto para correlacionar

pressao, temperatura e o rendimento da extracéo.

Com base nas informacbes apresentadas na Figura 17, observa-se que na faixa de
temperatura de 35 a 65 °C, a pressdo ndo exerce um efeito significativo no rendimento. No
entanto, para valores acima dessa faixa, a pressdo passa a ter um efeito mais significativo no

processo. Essa observacdo é estendida para a superficie de resposta da Figura 18, onde se
observa um maximo na dire¢cdo de maior temperatura e pressao.

Ao avaliar os pontos estacionarios do sistema, verifica-se que 0 ponto critico estd na
condicdo de 37,9 °C e 398,6 bar, valor cuja temperatura estd fora da faixa experimental
considerada no presente trabalho. Isso é refletido na determinacdo dos autovalores e autovetores
(0,000055 e -0,000001) do sistema, o0s quais indicam a existéncia de um ponto de sela na
superficie de resposta. Como consequéncia dessa observacao, é recomendado para trabalhos
futuros a extensdo da faixa de temperaturas avaliada, a fim de que a condicdo de 37,9 °C seja
contemplada.
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5.6. Teste de Atividade

A fim de investigar o potencial farmacoldgico dos extratos de P. aculeata, foi realizado
um ensaio in vitro de citotoxicidade contra diferentes linhagens tumorais. Esses experimentos
foram conduzidos em parceria com o Laboratério de Farmacologia Molecular de
Farmanguinhos (FIOCRUZ).

Para isso, foram avaliados alguns extratos supercriticos obtidos nas condicdes de 500
bar e 60 °C (RPT11M_25989), 456 bar e 46 °C (RPT11M_25990), 350 bar e 60 °C
(RPT11M_25991) e 244 bar e 46 °C (RPT11M_25992). As amostras foram testadas nas
concentragdes de 0,015ug/mL, 0,15pug/mL, 1,5ug/ml, 15pugmlL e 150pg/mL, em triplicata. As
Figuras 19 a 21 representam os ensaios de inibicdo do crescimento para as linhagens tumorais
de cancer de pulmdo (A549), leucemia humana (K562) e cancer de mama (MCF7).

Nenhum dos ensaios apresentou uma inibicdo minima de 30% na proliferacdo das
linhagens estudadas, independentemente daconcentracdo utilizada. No entanto, notou-se que a
resposta mais significativa foi obtida para a leucemia entre as linhagens tumorais investigadas.
Especificamente, as amostras RPT11M_25992 e RPT11M_25990, sob as condicdes de 244 bar

e 46 °C e 456 bar e 46 °C, respectivamente, apresentaram a melhor resposta na maior
concentracdo igual a 150 ug/mL.
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Figura 19 — Ensaio de inibicdo do crescimento para a linhagem A549 (cancer de pulmdo).
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Figura 20 — Ensaio de inibicdo do crescimento para a linhagem K562 (leucemia).
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Figura 21 — Ensaio de inibicdo do crescimento para a linhagem MCF7 (cancer de mama).

Até o momento, ndo foi reportado na literatura a correlacdo de atividade antitumoral

para 0 Gleo das folhas de ora-pro-ndbis obtido via extracdo supercritica. Por isso, a discussdo

serd ampliada para aproveitar os dados disponiveis na literatura. Desse modo, técnicas

convencionais e outras espécies do género Pereskia também serdo abordadas.
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No estudo conduzido por Pinto et al. (2012), foi constatada atividade citotoxica das
fracdes HEF (hexano), DCF (diclorometano), EAF (etil acetato) e PPT (precipitado), obtidas
por maceracdo das folhas de P. aculeata, contra células MCF-7 (adenocarcinoma de mama).
Adicionalmente, todas as amostras exibiram atividade citotoxica contra células HL60
(leucemia). No entanto, as taxas de inibicdo da proliferacdo celular para asamostras HEF, DCF,
EAF e PPT, contra a linhagem MCF-7, variaram de 25% a 30% no estudo de Pinto et al. (2012),

abaixo do limiar ideal de 30% adotado neste estudo para classificar efeitos anticancerigenos.

A andlise quimica dos extratos revelou apresenca predominante de fendis e flavonoides
em todas as amostras, bem como alcaloides em todas, exceto no precipitado, e a auséncia de
triterpenos. Esteroides foram identificados nas amostras ME, HEF, DCF e EAF. A presenca de
compostos fendlicos foi associada a efeitos antioxidantes devido a sua capacidade de reduzir o
estresse oxidativo, que pode estar ligado ao desenvolvimento de cancer e outras doencas
(PINTO et al., 2012).

Na avaliacdo das propriedades antitumorais, o0s extratos que foram obtidos sob
condicbes de 350 bar e 60 °C e 500 bar e 60 °C exibiram a presenca de terpenos, incluindo fitol,
lupeol e esqualeno. Entretanto, é relevante destacar que somente o extrato obtido sob a condigdo
de 350 bar e 60 °C apresentou a presenca de composto fendlico, como o 2,4-di-tercbutilfenol.
Contudo, esses compostos foram identificados em propor¢des limitadas no 6leo resultante.
Pinto et al. (2012) discutiram que a presenca de compostos fendlicos e outros compostos

bioativos foram responsaveis pela atividade citotoxica observada.

Varios fatores, como discrepancias nas técnicas de extracdo, composicdo dos extratos e
interacGes sinérgicas entre os componentes do Oleo, podem explicar a discrepancia na agédo
anticancerigena observada somente no estudo de Pinto et al. (2012), que também examinou
células MCF-7. Alem disso, devido a utilizacdo de diferentes linhagens celulares na avaliacéo

da acdo contra leucemia, técnicas distintas para avaliacdo da atividade e extratos produzidos
por métodos diferentes, ndo é viavel estabelecer uma comparacdo direta dos resultados.

Massocatto et al. (2021) observaram que todos os extratos produzidos a partir da
maceracao hidroalcodlica das folhas e frutos de P. aculeata e P. grandifolia apresentaram agéo
contra leucemia (K562). Todavia, por um outro critério, apenas o extrato PGF apresentou
atividade moderada contra K562 e agdo fraca contra todas as demais linhagens avaliadas, com
excecdo de UACC-62.
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A partir das observagdes dos estudos de Pinto et al. (2012) e Massocatto et al. (2021),
tem-se que as diferengas nos métodos de andlise da acdo biologica e dos critérios de atividade
podem levar a conclusbes distintas. Por exemplo, foi mencionado que no estudo de Pinto et al.
(2012) amostras com atividade abaixo de 30% foram consideradas ativas, enquanto para o
presente trabalho foi adotado que seria necessaria uma inibicdo maior que 30% para constatacéo
da atividade. AlEm disso, caso Massocatto et al. (2021) tivessem empregado apenas um critério
de avaliacdo, apenas um dos extratos teria demonstrado efeito anticancerigeno. 1sso mostra que
ndo se pode descartar a possibilidade de que os extratos supercriticos apresentem acdo
antitumoral, tendo em vista a existéncia de maltiplas abordagens paraessa investigacdo e, dadas
as opgoes ainda ndo exploradas no presente trabalho, como diferentes condicOes de presséo e
temperatura, diferente teor de umidade e/ou tamanho de particula e a utilizacdo de cosolventes.

Malek et al. (2008) estudaram o efeito citotoxico de extratos de P. bleo contra diferentes
linhagens tumorais e observaram que o extrato bruto metandlico e a fracdo de acetato de etila
apresentaram notavel efeito contra células KB (carcinoma epidermoide nasofaringeo humano),
com ICso de 6,5 e 4,5 ug/m, na ordem. Da fracdo com acetato de etila, foram identificados 4
compostos que nunca haviam sido reportados para a planta: fitol, p-sitosterol, 2,4-
ditercbutilfenol e vitamina E (o-tocoferol).

Em seguida, o grupo de pesquisa avaliou o efeito citotoxico de componentes isolados
dos extratos de P. bleo, dentre eles: mistura de esterdis (estigmasterol, campesterol e [-
sitosterol), fitol, 2,4-ditercbutilfenol e a-tocoferol. Dentre eles, o 2,4-ditercbutilfenol exibiu
notavel performance contra células KB, com ICsode 0,81 pg/mL O fitol apresentou forte
atividade contra KB, com ICsode 7,1 pg/mL. Por outro lado, B-sitosterol e a mistura de esterdis
ndo apresentou efeitos antiproliferativos. A auséncia de efeito para os esterdis foi justificada
pelos autores pois, em outros estudos, j& havia sido reportado que os fitosterdis sdo capazes de
estimular linhagens tumorais dependentes de estrogénio. Contudo, a célula MCF7 utilizada no

estudo foi comprada da ATCC ndo é afetada por estrogénio ou antiestrogénio, 0 que explica a
auséncia de inibicdo celular para esse caso (MALEK et al., 2009).

Malek et al. (2009) citaram que 0 sinergismo entre 0S componentes presentes Nos
extratos de plantas influencia o potencial bioldgico. Esse efeito depende ndo somente das
concentragdes dos constituintes, mas também das estruturas e interagGes entre componentes.
Como consequéncia, aatividade entre o extrato bruto e os compostos isolados contra as mesmas

linhagens tumorais tende a exibir diferentes resultados.
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Pode-se notar que, apesar de ter sido observada a presenca de fitol, p-sitosterol e 2,4-
ditercbutilfenol para alguns dos extratos investigados, deve-se considerar também o efeito
sinérgico com os demais constituintes do Oleo. Assim como Malek et al. (2009) ndo
conseguiram observar o efeito contra MCF7, no presente trabalho também ndo foi verificada

tal atividade. Esse fato pode estar relacionado a presenca dos compostos com atividade
anticancerigena em quantidades insuficientes ou devido a efeitos sinérgicos entre componentes.

Segundo o estudo de Wahab et al. (2009), os autores aplicaram um ensaio MTT para
avaliar a acdo anticancerigenas dos extratos de P. bleo produzidas por Sohxlet em diferentes
solventes. Os autores observaram que nenhuma das amostras exibiu efeito contra as células
MCF-7 (mama), HT-29 (cancer de colon) e CEM-ss (linhagem linfoblastoide). Os autores nao
apresentaram a composicdo do Gleo, o que dificulta a comparacdo dos resultados.

Apesar de Wahab et al. (2009) apontarem que os resultados contrariam o que foi
apontado por Tan et al. (2004), linhagens diferentes de cancer de mama foram empregadas nos

dois estudos, o que pode justificar o fato de que Tan et al. (2004) terem observado o efeito
anticancerigeno dos extratos metanolicos da P. bleo contra cancer de mama (T47-D).

Cruz et al. (2021) observaram que 0s extrato produzido apés otimizagdo dacomposicao
do solvente (60% agua e 40% etanol) ndo exibiu toxicidade in vitro contra células A549,
HepG2, Caco-2 e IMR90 (células saudaveis). Os autores justificaram essa observacdo devido
a presenca de uma grande quantidade de rutina, que ja foi correlacionada ao efeito citoprotetor.
Todavia, 0 extrato apresentou atividade antioxidante no meio intracelular, o que foi
correlacionado com o elevado contelido de compostos fendlicos, em especial pela presenca de
isoramnetina, conforme relatado por trabalhos anteriores. No presente trabalho, todavia, ndo
foram observados compostos como rutina e isoramnetina, possivelmente, devido a
caracteristica mais apolar do CO2 supercritico. Assim, para obter tais compostos de interesse,
pode-se considerar como necessario aumentar a polaridade do solvente, facilitando a extracdo
dos componentes fendlicos.

Mohd-Salleh et al. (2020), avaliam os efeitos citotoxicos dos extratos das folhas de
Pereskia bleo, realizando ainda uma andlise fitoquimica dessas amostras. O fitol foi o composto
majoritario (16,09%) obtido dos extratos produzidos com acetato de etila, que demonstraram
um potente efeito citotdxico contra células HeLa e MDA-MB-231. Osautores discorrem sobre
resultados similares, em que o fitol é considerado um agente anticancerigeno e ja demonstrou

ativar a apoptose para canceres de pulmdo, figado e nasofaringe. Esse resultado pode indicar
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que, apesar do fitol ter sido identificado para as condicdes de 350 bar e 60 °C e 500 bar e 60 °C,
as quantidades obtidas de, respectivamente, 3,32% e 7,32%, podem estar abaixo do valor ideal

para ocorréncia do efeito anticancerigeno.

Para os trabalhos ja mencionados, alem da investigacdo da acdo antitumoral, extratos do
Oleo de espécies do género Pereskia também demonstraram potencial para outros efeitos.
Dentre eles, pode-se citar a acdo antioxidante, agente moluscicida, inibicdo de
acetilcolinesterase e antibacteriana.

A partir do exposto, nota-se que, apesar de no presente trabalho ndo ter sido possivel
observar inibicdo da proliferacdo celular acima de 30% para as amostras estudadas, ha diversos
indicios na literatura que corroboram os efeitos citotdxicos contra linhagens cancerigenas para

extratos produzidos a partir de técnicas convencionais.

Desse modo, deve-se considerar para trabalhos futuros a investigacdo de outras
linhagens tumorais e a modificagcdo das condicOes de operagdo para otimizar o rendimento dos
compostos de interesse, em especial, 0os compostos fenolicos. Para isso, pode-se realizar a
utilizacdo de outras faixas de temperatura e pressdo, modificar o teor de umidade e tamanho de
particula. Outra possibilidade é adotar o uso de cosolventes, visto que esses modificadores
permitem mitigar a baixa polaridade do COq, facilitando a extracdo de compostos de maior
polaridade. Desse modo, ao aumentar a polaridade do CO: adicionando pequenas quantidades
de etanol ou metanol, por exemplo, pode favorecer a extracdo de compostos como fendlicos
(HERRERO et al., 2010; BRUSOTTI et al., 2014).

Além disso, pode-se expandir as investigacbes para cobrir também a investigacdo de
outros potenciais bioldgicos. No que diz respeito ao 2,4-di-tercbutilfenol, estudos apontam que
0 composto apresenta potencial como agente inseticida, antiviral e antifingico, dentre outros
(NAIR et al., 2020; ZHAO et al., 2020). Ja para os esterdis, ha indicacdo do efeito ansiolitico
e antidiabético de compostos como o [-sitosterol (PANAYOTIS et al.,, 2021; BABU e
JAYARAMAN, 2020).

5.7. Modelagem Cinética
Os resultados para a modelagem das curvas cinéticas de extracdo pelo emprego dos
modelos de Brunner (1984), Sovova (1994), Reverchon e Osseo (1994), Esquivel et al. (1999)

e Zekovic et al. (2003) estdo apresentados nas Tabelas 11 a 15. Nessas tabelas, foram
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apresentadas as condicbes de temperatura e pressdo utilizadas em cada ensaio, alkm da

estimacdo dos parametros de cada modelo, bem como 0 DRM%.

A Tabela 11 exibe os resultados obtidos para o modelo de Sovova, cujos parametros sao

Kfa0, Ksa0 € X«.

Tabela 11 — Condi¢Oes operacionais, densidade do CO2-SC, parametros estimados para o
modelo de Sovova (1994) e DRM%.

P(ar) T(C) pCO2 (kg/n¥) Ktao Ksao Xk DRM (%)
350 40 935 100 0,000127 0,7253 3,03
200 60 723 12,25 0,000132 0,7555 3,64
456 74 873 100 0,000553 0,7479 12,74
350 80 789 100 0,000076 0,8023 8,61
350 60 863 100 0,000076 0,9371 8,32
456 46 959 100 0,685000 0,9478 8,67
500 60 934 100 0,000053 0,9261 8,48
244 74 705 100 0,000038 0,8001 9,33
244 46 847 8,77 0,000061 0,8994 8,32

Conforme Tabela 11, observa-se que em todas as condicdes avaliadas o parametro Krzo
é maior do que Kksao. Essa observacdo é coerente, pois o0 pardmetro Krao representa a primeira
etapa da extracdo, caracterizada por uma rapida transferéncia do soluto. Por sua vez, Kso
corresponde & etapa mais lenta da extracdo, resultando em um valor menor, como esperado.
Resultados analogos foram obtidos por Bessa (2018), Paschoal (2018) e Sartori (2017).

Alem disso, é possivel observar que os valores estimados para o pardmetro kfao em
diversas condicGes experimentais foram iguais. Todavia, esse fenémeno pode ser justificado
devido a similaridade da etapa rapida de extracdo entre os diferentes experimentos. Conforme
Figura 9, constata-se que, apesar das diferentes condicdes de temperatura e pressdo, o

comportamento dos dados durante a etapa TEC é analogo. Dessa forma, o limite do intervalo
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entre as etapas TEC e TEQ sdo muito proximos, resultando em um valor de Krao proximo ou

igual para os diferentes conjuntos de dados.

Weinhold et al. (2008) fundamentam que o valor de Ksao € inferior a kfao devido ao fato
de que o soluto presente no interior da matriz vegetal requer mais tempo para alcancar a
interface  sélido-fluido, em comparagdo com o soluto disponivel na parte externa da matriz,
exposto durante aetapa de moagem. Isso leva a constatagdo de que o mecanismo de convecgéo,
que é mais proeminente na fase inicial da extracdo, apresenta uma taxa mais elevada em relagéo
ao mecanismo de difusdo, que é caracteristico da fase mais lenta.

A partir dos dados apresentados na Tabela 11, observa-se ainda que, em geral, os desvios
relativos médios sdo menores que 10%, o que esta alinhado com outros trabalhos disponiveis
na literatura, como o de Bessa (2018) e Huang et al. (2011). Todavia, para a condicdo de 456
bar e 74 °C foi observado um desvio um pouco acima do esperado, igual a 12,74%.

Os melhores ajustes foram observados para a condicdes de 350 bar e 40 °C e 200 bar e
60 °C. A Figura 22 destaca os melhores ajustes, enquanto as demais curvas cineticas s&o

apresentadas no Anexo II.
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Figura 22 — Ajuste do modelo de Sovova (1994) para as condicfes de 350 bar e 40 °C e
200 bar e 60 °C.
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Da Figura 22, tem-se que, alem de se ajustar bem aos dados experimentais, o modelo
conseguiu representar toda a curva cinética de extracdo. A curva ajustada pelo modelo é bem

definida para os 3 estagios (TEC, TEQ e TEB), o que justifica o baixo desvio relativo médio,
de 3,03% para a condicdo de 350 bar e 40 °C e 3,64% para 200 bar e 60 °C.

Para a condicdo de 456 bar e 74 °C, a modelagem sugeriu um tempo operacional maior
associado a etapa de extracdo constante no inicio do processo. Esse padrdo difere do
comportamento tipicamente observado para o modelo de Sovov4, no qual a fase inicial da
extracdo costuma ocorrer em um intervalo mais curto do que as subsequentes, conforme
indicado por Bensebia et al. (2016). No entanto, para este caso especifico, parece que o modelo
encontra dificuldade em representar adequadamente o segundo estagio, caracterizado por uma
diminuicdo na taxa de extracdo, passando do estdgio TEC para o TEB. Em outras palavras, a

456 bar e 74 °C o modelo possui dificuldade para representar a competicdo entre os fendbmenos
de convecgdo e difusdo.

Aléem disso, para algumas condicbes operacionais, como 500 bar e 60 °C e 244 bar e
46 °C, apesar dos desvios abaixo de 10%, o modelo subestima os rendimentos, sendo inferiores
aos observados experimentalmente. Com isso, ha uma superestimacdo da resisténcia a
transferéncia de massa, implicando que o modelo de Sovova necessita de um tempo de extracdo
maior do que o observado experimentalmente para atingir o mesmo rendimento. Como
consequéncia, ao realizar a extrapolacdo dos dados, € possivel notar que o modelo permite

alcancar o rendimento similar ao obtido no experimento.

Enquanto isso, a Tabela 12 exibe os resultados observados pelo modelo de Esquivel,
com os resultados dos parametros estimados e 0 DRM%.

Da Tabela 12, observa-se que o parametro eiim apresenta valores da mesma ordem de
grandeza do rendimento €%, 0 que mostra uma boa correlacdo do modelo com os resultados
experimentais, uma vez que 0 parametro ejim corresponde ao rendimento maximo para um
tempo de extracdo infinito. Para o parametro b, tem-se que, em geral, seu valor aumenta com o

aumento da pressao, enquanto para condicGes isobéaricas, o aumento da temperatura tende a
levar a uma redugdo no valor do parametro.

Paraa condicdo de 456 bar e 74 °C, novamente se observou uma discrepancia em relacao
as outras condicBes operacionais, onde tanto o parametro eiim quanto o parametro b estdo fora

da faixa de valores esperados. Ao realizar o ajuste dos dados experimentais, percebeu-se que o
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modelo se assemelha mais a uma reta, mesmo que a funcdo do modelo seja exponencial. 1sso
indica que o modelo ndo é capaz de descrever adequadamente a curva cinética da extracdo em
fluido supercritico para essa condicdo. Isso se deve ao fato de que o dado experimental tem um
comportamento  distinto da curva tipica de extracdo, onde 0s aumentos consecutivos no

rendimento exibem um formato de degrau, dificultando assim a modelagem matematica do
processo.

Tabela 12 — CondicGes operacionais, densidade do CO2-SC, parametros estimados
para 0 modelo de Esquivel etal. (1999) e DRM%.

P(ar) T(°C)  pCO; (kg/mP) elim b DRM (%)
350 40 935 0,0408 52,11 3,94
200 60 723 0,0498 76,61 3,22
456 74 873 95,5700 100000 9,95
350 80 789 0,1110 111,79 10,03
350 60 863 0,1503 283,14 6,29
456 46 959 03322 437,32 8,14
500 60 934 02346 312,97 5,61
244 74 705 0,0822 161,68 9,33
244 46 847 0,1936 238,80 8,30

O comportamento apresentado sugere que, para essa condicdo experimental, o modelo
ndo e capaz de considerar a influéncia da resisténcia a transferéncia de massa, indicando uma
extracdo constante e independente do tempo. Isso mostra que, apesar de conseguir descrever a
etapa inicial da extracdo, para a condicdo de 456 bar e 74 °C, 0 modelo néo é capaz de descrever

os demais comportamentos existentes em uma tipica curva cinética de extracdo por fluido
supercritico.

Devido ao bom ajuste observado para as condicdes de 200 bar e 60 °C e 350 bar e 40 °C,
a Figura 23 exibe a comparagéo entre os valores observados e preditos pelo modelo de Esquivel

et al. (1999). As demais curvas sdo exibidas no Anexo II.
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Figura 23 — Ajuste do modelo de Esquivel et al. (1999) para as condi¢bes de 350 bar e 40 °C
e 200 bar e 60 °C.

A Figura 23 mostra que, diferente do modelo de Sovova (1994), que em seu melhor
ajuste conseguiu representar bem as 3 etapas da extracdo, o modelo de Esquivel et al. (1999)
possuiu um melhor ajuste para representar as etapas iniciais da curva cinética. Com isso, nota-
se que 0 modelo possui alguma dificuldade em representar a etapa correspondente a taxa de

extracdo baixa, pois ndo mostra evidéncia de saturacdo ao atingir o tempo final da extracao.

Essa diferenca de comportamento pode ser explicada pelas abordagens distintas
adotadas pelos modelos. Enquanto Sovova (1994) utiliza equacOes separadas para representar
cada estagio daextracdo, o modelo de Esquivel et al. (1999) emprega apenas uma equacgao para
modelar toda a curva. Essa diferenca metodologica torna mais dificil para o modelo de Esquivel

et al. (1999) representar com precisdo as diferentes etapas da extracao.

Apesar do modelo de Sovova (1994) ser mais bem sucedido para indicar a saturagdo da
extracdo, em geral, os comportamentos das curvas cinéticas e resultados obtidos por ambos os
modelos s&o similares. No que diz respeito aos desvios relativos médios, o modelo de Esquivel

et al. (1999) apresenta 0s menores desvios entre os valores observados e preditos.

Para o modelo de Brunner (1984), os resultados obtidos para a estimacdo dos parametros
sdo mostrados na Tabela 13, juntos ao desvio relativo médio.
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Tabela 13 — Condi¢Oes operacionais, parametros estimados para o modelo de Brunner (1984)

e DRM%.
P(ar) T(°C) pCO; (kg/m?) Kk (10°)  DRM (%)
350 40 935 0,02608 25,26
200 60 723 0,02677 20,96
456 74 873 0,11949 11,24
350 80 789 0,05151 13,19
350 60 863 0,03810 12,11
456 46 959 0,06179 10,80
500 60 934 0,05065 14,81
244 74 705 0,02489 15,32
244 46 847 0,05440 11,70

A Tabela 13 mostra que para o0 modelo de Brunner (1984), para todas as condicdes

experimentais avaliadas, ndo foi possivel obter um bom ajuste aos dados experimentais. 1sso se

comprova pelos altos desvios, que variaram entre 10,80% e 25,26%. A Figura 24 representa a

condicdo de melhor ajuste, correspondente a 456 bar e 46 °C.
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Figura 24 — Ajuste do modelo de Brunner (1984) para a condicdo de 456 bar e 46 °C.
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A partir da Figura 24, nota-se que o modelo de Brunner (1984) exibe o comportamento
de uma reta. Isso mostra que, para o conjunto de dados experimentais modelado, o modelo de

Brunner ndo é capaz de representar a resisténcia a transferéncia de massa, sendo capaz de
representar apenas a etapa rapida da extracéo.

Bessa (2018) observou um comportamento semelhante ao analisar as curvas cinéticas
da extracdo de Gleo de Hevea brasiliensis usando o modelo de Brunner (1984). Nesse estudo,
0 modelo mostrou desvios significativos, sendo representado como uma reta. O autor concluiu
que, embora 0 modelo fosse capaz de ajustar a fase inicial da extracdo, ele ndo conseguia
capturar os fendmenos de transferéncia de massa envolvidos. Apesar de indicar que o modelo
poderia se adaptar melhor a matérias-primas como folhas, devido a menor resisténcia a

transferéncia de massa em comparacdo com as sementes de seringueira, este trabalho também
ndo conseguiu obter um ajuste satisfatorio dos dados.

Foram avaliados ainda os modelos de Reverchon e Osseo (1994) e Zekovi¢ etal. (2003).
As Tabelas 14 e 15 mostram os parametros estimados e DRM% para cada modelo. As curvas

dos melhores resultados sé&o apresentadas nas Figuras 25 e 26, enquanto as demais curvas estéo
inclusas no Anexo II.

Tabela 14 — CondigOes operacionais, parametros estimados para o modelo de Reverchon e
Osseo (1994) e DRM%.

P (bar) T(C) pCO, (kg/m?) ti DRM (%)
350 40 935 52,63 5,04
200 60 723 60,7 4,67
465 74 873 1444 26,52
350 80 789 87,6 10,92
350 60 863 109,6 11,08
456 46 959 146,7 11,98
500 60 934 137,9 10,33
244 74 705 152,1 10,67
244 46 847 1215 10,72
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Tabela 15 — Condigdes operacionais, parametros estimados para o modelo de Zekovi¢c et al.
(2003) DRM%.

P(ar) T(C) pCO; (kg/mF) a b DRM (%)
350 40 935 -0,9890  -0,1165 3,97
200 60 723 -0,9622  -0,0071 4,56
456 74 873 -0,4863  0,1656 21,75
350 80 789 -0,6630  -0,0241 10,59
350 60 863 -0,6047  0,1004 11,26
456 46 959 -0,4662  0,1026 14,33
500 60 934 -0,4638  0,0644 9,60
244 74 705 -0,3661  -0,0750 10,94
244 46 847 -0,5190  0,0503 11,32

A partir dos resultados observados nas Tabelas 14 e 15, constata-se que os modelos de
Reverchon e Osseo (1994) e Zekovi¢ et al. (2003) mostraram baixos desvios para alguns
ensaios, mas ambos os modelos apresentaram desvios relativos médios superiores aos obtidos
para a modelagem por Sovova (1994) e Esquivel et al. (1999). Sendo assim, conclui-se que,
dentre os modelos utilizados, o modelo de Brunner (1984) foi o que menos se ajustou aos dados

experimentais.

No que diz respeito aos parametros do modelo de e Zekovi¢ et al. (2003), pode-se
concluir que estdo em concordancia com trabalhos da literatura, em que o pardmetro a é
negativo, enquanto b pode adotar tantos valores positivos quanto negativos (SARTORI et al,
2017; BESSA, 2018).

A partir das Figuras 25 e 26, nota-se que 0s modelos de Reverchon e Osseo (1994) e
Zekovi¢ et al. (2003) mostraram ajustes satisfatorios para algumas das condicdes experimentais
estudadas. Em ambos 0s casos, € possivel observar o comportamento caracteristico de cada
etapa daextracdo, da etapa lenta até a etapa rapida. Todavia, esse bom ajuste se limita apenas a
algumas condicOes operacionais, enquanto, para as demais, 0os modelos demonstram dificuldade
para ajustar os dados experimentais correspondentes a etapa lenta de extracdo, o que justifica

0s DRM% mais elevados para alguns experimentos.
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Figura 25— Ajuste do modelo de Reverchon e Osseo (1994) para a condicdo de 200 bar

e 60 °C.
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Figura 26 — Ajuste do modelo de Zekovi¢ et al. (2003) para a condicdo de 200 bar e 60 °C.

De modo geral, os modelos de Sovova (1994) e Esquivel et al. (1999) apresentaram
performance similar, sendo que o Ultimo apresentou os menores desvios. Por outro lado, o
modelo de Brunner (1984) ndo mostrou um ajuste satisfatorio dos dados, representando apenas
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a etapa rapida da extracdo, sem conseguir capturar a resisténcia a transferéncia de massa. Essa
conclusdo é corroborada pelos elevados desvios relativos médios observados para esse modelo,

que, em comparacdo aos demais, Sao 0s maiores desvios obtidos.

5.8. Solubilidade Experimental

A andlise da solubilidade é fundamental para a compreensdo do comportamento da
interacdo entre o solvente (CO2 supercritico) e o soluto (compostos presentes no 6leo). Além
disso, dados de solubilidade também sdo essenciais para determinar a viabilidade da separacdo
supercritica do composto de interesse e estabelecer as condicbes operacionais adequadas. Nesse
contexto, a Tabela 16 apresenta os resultados da solubilidade do éleo para cada uma das

condicOes experimentais investigadas.

A analise dos dados apresentados na Tabela 16 revela que, de modo geral, asolubilidade
do 6leo de ora-pro-ndbis em CO2 supercritico tem comportamento analogo aos observados para
os rendimentos. Pode-se observar que os maiores valores de solubilidade foram obtidos para as

maiores condicOes de temperatura e presséo.

Tabela 16 — Dados de solubilidade para cada condicdo experimental.

Ensaio (‘I:) (bzr) g asrﬁ:)l;?rg(/j; OIcgoz)
1 60 200 0,00288
2 74 456 0,01523
3 80 350 0,00604
4 46 456 0,00797
5 46 244 0,00656
6 40 350 0,00276
7 74 244 0,00296
8 60 500 0,00587
9 60 350 0,00448
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A fim de facilitar a visualizacdo dos dados e comparacdo do comportamento da

solubilidade de acordo com a modificacdo dos parametros de processo, pressao e temperatura,

a Figura 27 ilustra a solubilidade experimental do Gleo de ora-pro-n6bis para cada uma das

condi¢Oes investigadas.
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Figura 27 — Solubilidade experimental do dleo de ora-pro-nébis em CO2-SC para todas as

condicbes experimentais.

Avaliando tanto os resultados expostos na Tabela 16 quanto na Figura 27, pode-se

perceber que o maior valor de solubilidade foi exibido para a condicdo de 456 bar e 74 °C.

Além disso, ao fixar a temperatura em 60 °C, nota-se que o0 aumento da pressao favorece o

aumento da solubilidade. De forma analoga, para os experimentos conduzidos a 46 °C, é

possivel perceber que o aumento da pressao teve um efeito positivo na solubilidade.

Por outro lado, os experimentos realizados em condi¢fes isobaricas, tanto a 350 quanto

a 456 bar, mostram que 0 aumento da temperatura também levou aos maiores valores de

solubilidade. Em contrapartida, para os ensaios em menor pressdo, de 244 bar, a condicdo de

menor temperatura teve um efeito positivo sobre a solubilidade.

Observa-se ainda que a solubilidade experimental para a condicdo de 500 bar e 60 °C é

inferior a outros experimentos conduzidos em menores pressdes, 0 que, a principio, difere do
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comportamento esperado. Todavia, Aziz et al. (2022) ja haviam observado comportamento
semelhante, em que para alguns casos, 0 aumento da pressdo pode provocar a reducdo da
solubilidade. Segundo os autores, essa variagdo pode ser explicada pelo fato de que o aumento
da pressdo geralmente aumenta a densidade do CO: supercritico, melhorando seu poder de
solvatacdo e, consequentemente, aumentando 0 processo de extracdo e a solubilidade. No
entanto, 0 aumento da pressdo também diminui a difusividade, uma vez que a viscosidade
aumenta, dificultando a penetracdo do solvente no soluto e sua dispersdo nos poros da matriz
vegetal. Além disso, 0 aumento da pressdo pode reduzir a fragdo de vazios, diminuindo a
eficiéncia da extracéo.

Até 0 momento, ndo foram publicados estudos sobre a solubilidade do 6leo de Pereskia
aculeata em CO2-SC. Por isso, diferentes sistemas com CO2 supercritico foram investigados a

fim de melhor compreender as tendéncias de comportamento da solubilidade em funcdo das
diferentes condicbes de temperatura e pressao.

Bessa (2018) notou que, para 0 Gleo da H. brasiliensis em CO2-SC, o aumento da
pressdao em condicdes isotérmicas resultou em maior solubilidade. Em condi¢bes isobéricas, o
aumento da temperatura levou a uma reducdo da solubilidade. No entanto, ele observou que,
nos ensaios realizados a 350 bar, o aumento da temperatura teve um efeito positivo na
solubilidade. 1sso ocorreu porque a pressao de vapor dos componentes foi superior a densidade
do solvente, facilitando a evaporacdo dos constituintes extraidos a 350 bar e sendo solvatados

pelo CO2 supercritico.

Paschoal (2018) também concluiu que o aumento da pressdo e da temperatura
contribuiram para o aumento da solubilidade do 6leo de Bidens pilosa em dioxido de carbono
supercritico. Lee et al. (2018) também constatou que as condicbes de maior pressao e menor
temperatura favoreceram o aumento da solubilidade do 6leo de palma em CO2-SC. Isso foi

justificado a partir da densidade, em que incrementos na densidade do CO2 permite solubilizar
mais 6leo.

No que diz respeito a influéncia da temperatura, o aumento da temperatura enfraquece
estruturas mais robustas e facilita a liberagdo dos constituintes ligados a matriz da planta. Além
disso, 0 aumento da temperatura aumenta a taxa de difusdo do soluto para fora dos poros da
matriz vegetal para o fluixo do solvente. No entanto, assim como a pressdo, a temperatura
também tem efeitos contraditérios, pois ao mesmo tempo em que reduz a densidade do CO:>

supercritico, aumenta a pressao de vapor dos constituintes presentes no 6leo. Como resultado,
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pode haver uma competicdo entre esses efeitos, levando a variacdes na solubilidade do soluto
em COz2 supercritico (AZIZ et al., 2022).

Com base nos resultados obtidos, a andlise aponta que 0 aumento da pressdo esta
associado a uma maior solubilidade, enquanto a influéncia da temperatura ndo segue uma
tendéncia Unica. A resposta da solubilidade ao aumento oureducdo datemperatura depende das
caracteristicas da matéria-prima, 0 que pode ser justificado devido ao Oleo apresentar

compostos polifuncionais que sdo muito distintos entre si em relagdo as caracteristicas fisico -
quimicas.

Correlacionando ainda o estudo de solubilidade com os compostos identificados nos
extratos supercriticos, tem-se que o aumento da pressdo favoreceu a solubilizagdo do fitol e
esqualeno, mostrando que o aumento da densidade do CO2 se mostra influente para obtencdo
desse composto. Em condigdes isobéaricas, constata-se que o aumento da temperatura favorece
a extracao de [B-sitosterol e 2,4-ditercbutilfenol, indicando que o aumento da pressdo de vapor
desses constituintes favorece sua extragéo.

Em geral, o presente trabalho indica que tanto o aumento da pressdéo como da
temperatura exerceu um efeito positivo sobre a solubilidade, estando de acordo com os

trabalhos disponiveis na literatura.

5.9. Analise Estatistica da Solubilidade

Conforme mencionado anteriormente na andlise estatistica do rendimento da extracdo
supercritica de ora-pro-ndbis, também foram conduzidas avaliagbes semelhantes para analisar
0 comportamento da solubilidade. Com isso, serdo apresentados o ajuste do modelo de
regressdo (Equacdo 34), analise ANOVA e grafico de Pareto, além da apresentacdo da
superficie de resposta e curva de nivel. Todas as andlises foram conduzidas considerando 95%
de confianga.

A Tabela 17 e a Figura 28 mostram os resultados do teste ANOVA, visando avaliar a
significancia dos termos linear e quadratico para a pressao e temperatura, bem como a interacao

entre os termos lineares. Segundo o0s resultados apresentados, todos os termos do modelo de
regressao apresentam significancia estatistica (p-valor < 0,5).
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Tabela 17 — Resultados do teste ANOVA para a solubilidade.

Fator SR F p-valor
Temperatura (L) 0,000009 8932343 0,011022
Temperatura (Q) 0,000004 46,2646 0,020938

Presséo (L) 0,000040 414,9386 0,002401
Pressdo (Q) 0,000005 47,1094 0,020574
Termo de interacéo 0,000029 304,3497 0,003270
Bo 0,000040 138,8561 0,007159

SR — Somatorio dos residuos; F — F de Fischer; L —termo linear; Q — termo quadratico.

.”‘m

Interagio
Temperatura (L) 9448388
Fressdc (&) &.8823528
Temperatura {1 8201808

= o8

Figura 28 — Gréfico de Pareto para a andlise dos fatores do modelo de regressao

(solubilidade) obtidos pelo planejamento DCCR, considerando 95% de confianca.

A Figura 28 confirma os dados ja apontados pela andlise ANOVA, em que todos os
termos sdo significativos e contribuem para a variavel de resposta, que € a solubilidade. Pode-

se concluir ainda que os resultados foram muito similares aos obtidos para a analise estatistica
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do rendimento, todavia com uma inversdo entre o nivel de significancia entre otermo linear da
temperatura e o termo quadratico da pressdo. Assim, tem-se que tanto a pressdo quanto a

temperatura foram determinantes para os resultados obtidos.

Na Tabela 18 sdo apresentados os resultados da estimacdo de parametros para o modelo
de regressdo proposto. Cabe destacar que as incertezas paramétricas estdo uma ordem de
grandeza abaixo do valor estimado do pardmetro e, o p-valor é menor que o nivel de
significAncia arbitrado, ou seja, inferior a 5%. Os resultados apresentados, portanto, estdo de
acordo com os dados previamente apresentados na analise ANOVA e grafico de Pareto.

Tabela 18 — Parametros estimados para 0 modelo de regressao (solubilidade).

Fator Valor Estimado p-valor
Temperatura (L) (-0,00110 + 0,00009) °C* 0,006
Temperatura (Q) (0,000004 + 0,000001) °C-2 0,021

Presséo (L) (-0,00014 + 0,00001) bart 0,005
Presséo (Q) (0,00000008 + 0,00000001) bar? 0,021
Termo de interacdo (0,0000020 + 0,0000001) °Ctbar? 0,003
Bo 0,057 £+ 0,004 0,004

As Figura 29 e 30 mostram a curva de nivel a superficie de resposta do modelo de

regressdo a fim de ilustrar como a solubilidade varia de acordo com as diferentes de pressao e
temperatura.

A curva de nivel, Figura 29, aponta que o aumento da pressao e da temperatura levam
aos maiores resultados da solubilidade, comportamento que é confirmado pela Figura 30, onde

se tem um maximo no sentido das maiores condices dessas varidveis. Esse comportamento
também foi verificado no estudo estatistico do rendimento.

Conforme Figura 29, nota-se ainda que para baixos valores de temperatura e presséo, a
solubilidade fica na faixa de 0,014 g amostra/ g CO2. Entre 45 °C e 55 °C avariagdo da pressao

ndo exerce um efeito significativo na solubilidade, enquanto para as temperaturas mais altas, o
aumento da pressdo maximiza o resultado da solubilidade.
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Figura 29 — Curva de nivel do modelo de regressdo proposto para correlacionar pressao,

temperatura e a solubilidade.
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Figura 30 — Superficie de resposta do modelo de regressdo proposto para correlacionar
pressao, temperatura e a solubilidade.
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Para o estudo de solubilidade, os autovalores e autovetores (5E-6 e -1,2E-7) indicam a
existéncia de um ponto de sela na superficie de resposta, ilustrada na Figura 30. Além disso, a
analise dos pontos estacionarios do sistema mostra que o ponto critico foi obtido para a
condicdo de 47 °C e 373,3 bar, valor que se encontra dentro da faixa de temperatura e pressao

utilizada.

5.10. Modelos de Solubilidade

A modelagem da solubilidade permite realizar a correlagédo e predicdo de dados de
solubilidade em CO2-SC. Neste contexto, equagdes semiempiricas baseadas na densidade do
solvente —modelos de solubilidade de Chrastil (1982), Adachi e Lu (1982), del Valle e Aguilera
(1988) e Gordillo et al. (1999) —foram utilizados para analisar a capacidade de ajustar e predizer
os dados de solubilidade do 6leo em didxido de carbono supercritico e identificar as melhores

condicOes experimentais para o rendimento global ou de componentes especificos.

A Tabela 19 exibe os resultados da solubilidade experimental (Sexp) para todas as

condicOes experimentais avaliadas, mostrando ainda a solubilidade calculada (Scaic) obtida para
cada um dos modelos com seus respectivos desvios ponto a ponto. A

Tabela 20 resume o0s parametros estimados, para cada um dos modelos de solubilidade,
e seus respectivos desvios relativos médios (DRM).

Analisando a Tabela 19, € possivel observar que o modelo de Chrastil (1982) apresentou
boa correlacdo com os dados de solubilidade experimental para as condi¢cbes de 350 bar e 80
°C e 350 bar e 60 °C, com desvios de 4,78% e 10,98%, respectivamente. No entanto, para as
condicOes de 456 bar e 46 °C, 456 bar e 74 °C e 244 bar e 46 °C, 0 modelo ndo ajustou bem os

dados experimentais, exibindo desvios entre 40,3% e 55,67%.

O modelo de Adachi e Lu (1983) obteve resultados satisfatorios para as condicdes de
244 bar e 74 °C, 350 bar e 80 °C e 200 bar e 60 °C, com desvios na faixa de 0,8% a 8,6%.
Porém, ndo se ajustou bem aos dados para as condi¢cbes de 456 bar a46 °C e 74 °C, com desvios
de 54,74% e 58,65%.

Para 0 modelo de del Valle e Aguilera (1999), o melhor ajuste ocorreu para 350 bar e
80 °C, onde o desvio foi de 4,26%. Contudo, esse modelo ndo se mostrou adequado para as
condicOes de 456 bar a 46 °C e 74 °C e 244 bar e 46 °C, com desvios variando entre 40,02% e

55,43%.
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Tabela 19 — Solubilidade experimental e calculada pelos modelos de Chrastil (1982), del Valle e Aguilera (1988), Adachi e Lu (1983) e Gordillo

et al. (1999) para todas as condicGes experimentais e seus desvios relativos.

Scalc (g amostra/g CO2) Desvio (%)
Chrastil Adachi e delValle Gordillo Chrastil Adachi e DelValle Gordillo
(1982) Lu (1983) (1988) (1999) (1982) Lu (1983) (1988) (1999)

T P Sexp
(°C)  (bar) (g amostra/g COy)

60 200 0,0029 0,0025 0,0031 0,0025 0,0032 14,60% 8,60% 14,27% 12,16%
74 456 0,0152 0,0080 0,0063 0,0080 0,0131 47,63% 58,65% 47,77% 14,16%
80 350 0,0060 0,0063 0,0058 0,0063 0,0065 4,78% 3,67% 4,26% 7,55%
46 456 0,0080 0,0048 0,0036 0,0048 0,0028 40,30% 54,74% 40,02% 64,84%
46 244 0,0066 0,0029 0,0049 0,0029 0,0048 55,67% 24,72% 55,43% 26,83%
40 350 0,0028 0,0035 0,0038 0,0035 0,0033 26,24% 39,39% 26,85% 19,30%
74 244 0,0030 0,0034 0,0029 0,0034 0,0027 15,08% 0,80% 14,93% 9,98%
60 500 0,0059 0,0068 0,0047 0,0068 0,0068 15,94% 20,26% 16,21% 15,66%
60 350 0,0045 0,0050 0,0056 0,0050 0,0045 10,98% 25,46% 11,30% 0,67%

Tabela 20 — Parametros estimados para cada um dos modelos de solubilidade e seus respectivos desvios relativos médios.

Modelos Parametros DRM (%)
Chrastil (1982) k a b 25,692%
3,0938 -21,734 -3520,5
. a b el e2

0,
Adachi e Lu (1983) 23828 -1000 40,153 -0,0061 26,255%

. K b al a2 0
del Valle e Aguilera (1988) 3.9879 1100000  -22.69  -2887.9 25,671%
Gordillo (1999) c ¢l c2 c3 c4 €5 19,017%

36,824 -0,118 1,62E-06 3,58E-04 -0,1492 6,11E-05
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O modelo de Gordillo et al. (1999) se destacou ao ajustar bem os ensaios realizados a
350 bar e 60 °C, 350 bar e 80 °C e 244 bar e 74 °C, com desvios de 0,67%, 7,55% e 9,98%,

respectivamente. Exceto para a condicdo de 456 bar e 46 °C, que apresentou elevado desvio de
64,84%, as demais condicOes estudadas tiveram desvios inferiores a 27%.

Devido & escassez de informagBes na literatura sobre a modelagem da solubilidade do
Oleo de ora-pro-nobis em CO2-SC, outros sistemas serdo avaliados comparar 0S

comportamentos observados no presente trabalho com outros estudos.

Lee et al. (2018), empregaram o0s modelos de Chrastil, del Valle e Aguilera e Adachi e
Lu para modelar os dados de solubilidade de 6leo de palma vermelho em dioxido de carbono
supercritico e obtiveram desvios relativos médios de 41,61% utilizando Chrastil (1982),
40,65% para del Valle e Aguilera (1999) e 13,57% para Adachi e Lu (1983).

A partir do exposto e, observando os desvios relativos médios apresentados na Tabela

24 (Anexo 1), o modelo de Gordillo et al. (1999) demonstrou o melhor ajuste ao conjunto de
dados experimentais.

5.11. Simulagéo

Um fluxograma para a separacdo dos componentes presentes nos extratos de ora-pro-
nobis foi proposto a partir da realizacdo de simulagdes no software DWSIM. A Figura 31 ilustra
0 processo, destacando as condicdes de operacdo em cada flash, bem como as correntes de topo

e fundo com suas composicoes.

Conforme apresentado na Figura 31, uma corrente com CO2 éalimentada com a mistura
sintética caracterizando o Oleo de ora-pro-ndbis. Essas correntes sdo submetidas a um flash nas
condicdes de 150 bar e 80 °C. A corrente de topo resultante € entdo submetida a uma nova
operacao, dessa vez na condicdo de 600 bar e 40°C, culminando na obtencdo de 99,21% de
estigmasterol na corrente de fundo. Enquanto isso, a corrente de fundo do primeiro flash é
submetida as condi¢des de 80 bar e 40 °C, permitindo assim a obtencdo de 71,92% de 2,4-

ditercbutilfenol e 27,12% de &cido palmitico na corrente de topo.

As Tabelas 21 a 23 resumem as condicdes de alimentacdo bem como as correntes de

topo e fundo para cada condicdo estudada.
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Figura 31 — Fluxograma simplificado para a separacdo de constituintes do Oleo de ora-pro-

nobis. Fonte: Préprio autor.

Tabela 21 — Composicdo da corrente de alimentacdo, correntes de topo e fundo para o flash 1
(150 bar e 80 °C).

Componente Alimentacéo Topo Fundo
Fitol 0,17 3,31E-05 0,0286

CO2 0,00 0,99900904 0,8668
[3-Sitosterol 0,17 1,73E-05 0,0294
Estigmasterol 0,17 6,14E-04 0,0003
2,4-Ditercbutilfenol 0,17 1,69E-04 0,0220
Taraxerol 0,17 7,90E-06 0,0299
Acido Palmitico 0,17 1,50E-04 0,0223
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Tabela 22 — Composicdo da corrente de alimentacdo, correntes de topo e fundo para o flash 2
(600 bar e 40 °C).

Componente Alimentagéo Topo Fundo
Fitol 0,033 3,30E-04 4,14E-05

CO2 0,000 0,99613631 0,9286
[3-Sitosterol 0,017 1,67E-04 5,17E-05

Estigmasterol 0,620 7,63E-05 0,0709

2,4-Ditercbutilfenol 0,171 1,71E-03 0,0002
Taraxerol 0,008 7,95E-05 1,50E-05

Acido Palmitico 0,151 1,50E-03 0,0002

Tabela 23 — Composicdo da corrente de alimentagdo, correntes de topo e fundo para o flash 3

(80 bar e 40 °C).

Componente Alimentacao Topo Fundo
Fitol 0,215 3,31E-08 7,68E-02

CO2 0,000 0,99999355 0,6439
[3-Sitosterol 0,221 1,10E-09 7,89E-02
Estigmasterol 0,002 2,72E-08 7,11E-04

2,4-Ditercbutilfenol 0,165 4,64E-06 0,0584
Taraxerol 0,224 3,13E-10 8,00E-02

Acido Palmitico 0,172 1,75E-06 0,0612

Pode-se observar na Tabela 21 que a condicdo de 150 bar e 80 °C é favoravel para
promover uma primeira separacdo dos compostos, havendo um enriquecimento da fragdo de
estigmasterol na corrente de topo. Todavia, nessa etapa, ainda ndo é possivel separar totalmente

algum dos compostos presentes, seja na corrente de topo ou fundo. Vale destacar ainda que,
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devido ao fato da fragdo de CO2 ser muito superior as demais, realiza-se o célculo da fracéo

normalizada para as correntes de topo e fundo, desconsiderando assim a fragdo de COo.

Com isso, a corrente de topo resultante do flash 1 é entdo utilizada como composi¢cdo
de entrada para a condicdo de 600 bar e 40 °C, onde finalmente pode-se observar a separacdo
do estigmasterol na corrente de fundo, conforme Tabela 22 e Figura 31, dado que o composto
atinge a fracdo molar de 99,21%. Por outro lado, a corrente de fundo desse mesmo flash é
alimentada ao proximo flash do circuito, na condicdo de 80 bar e 40 °C, permitindo a obtencéo
de 71,92% de 2,4-ditercbutilfenol e 27,12% &cido palmitico.

Isso mostra que as condicbes de temperatura e pressdo sdo essenciais para a
determinagdo das condigdes ideais para o fracionamento de compostos presentes nos extratos
produzidos pela técnica de extracdo com dioxido de carbono supercritico. Além disso, a partir
das observagOes feitas, pode-se avaliar a ampliacdo do estudo visando a identificacdo e

isolamento dos constituintes de interesse visando seu potencial farmacologico.

Para os compostos isolados segundo asimulacdo, os principais usos para o estigmasteroll
podem estar relacionados a investigacGes de sua acdo antimicrobiana, antitumoral, antidiabética
e ansiolitica (Mailafiya et al., 2018; Gosh, Maity e Singh, 2011; Wang et al, 2017; Wu et al.,
2022). Enquanto isso, os usos do 2,4-ditercbutilfenol podem abranger aplicagdes como
inseticida e similares (NAIR et al., 2020; ZHAO et al., 2020).

Os resultados das simulagcbes se mostraram promissores e, recomenda-se que em
pesquisas futuras, sejam expandidas as condicOes avaliadas no presente trabalho, como
guantidade de compostos, composicdo e condicbes de operacdo. Desse modo, é possivel
empregar 0 mapeamento da separacdo de constituintes do 6leo de P. aculeata para otimizar a
eficiéncia econdmica e energética associada aos procedimentos experimentais, visto que, obtido
o perfil de separacdo da mistura mediante variagbes nas condicbes de operacdo, pode-se
maximizar a precisdo do processo e melhorar a assertividade na escolha das condicbes de

pressdo e temperatura.

92



6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que, dentre as técnicas convencionais, a
maceracdo dindmica apresentou os melhores resultados (8,5%), seguida das técnicas de
extracdo com Soxhlet (7,5%) e ultrassom (2,5%). Enquanto isso, para a técnica de extragao
supercritica foi a condicdo de 456 bar e 74 °C que levou ao maior rendimento, igual a 0,23%.
Nesse caso, 0 estudo estatistico tanto do rendimento quanto da solubilidade indicou que os
termos lineares e quadraticos da pressao e temperatura, além do termo linear de interacdo, foram
significativos para as variaveis de resposta estudadas. 1sso mostra que, para os extratos de P.
aculeata, ambas as condicGes influenciam na eficacia da operacéo.

A avaliacdo dos extratos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
permitiu a identificacdo de um grande conteldo de hidrocarbonetos, alem da existéncia de
compostos como terpenoides, fitosterdis e ésteres derivados de acidos graxos, por exemplo. De
forma geral, observou-se que 0s extratos produzidos com CO2-SC apresentaram maior
variedade de estruturas quando comparados aos compostos obtidos pelas técnicas
convencionais. Além disso, constatou-se que compostos como fitol e esqualeno foram

favorecidos pelo aumento da pressdo, enquanto taraxerol, lupeol e y-sitosterol foram obtidos

em maior quantidade nos extratos obtidos em menores pressoes.

No ensaio de acdo anticancerigena, foi possivel observar que em nenhuma das condices
estudadas (500 bar e 60 °C, 456 bar e 46 °C, 350 bar e 60 °C e 244 bar e 46 °C) foi possivel
observar a inibicdo de crescimento celular minima de 30%. Apesar disso, dentre as linhagens
tumorais avaliadas, o resultado mais promissor foi para a linhagem de leucemia (K562), para
as condigdes de 456 bare 46 °C e 244 bar e 46 °C na concentragdo de 100 pg/mL. Esse resultado

pode estar associado a extracdo de alguns constituintes na condicdo de menor temperatura (46
°C), 0 que favoreceu uma inibicdo proxima ao valor minimo adotado.

Avaliando a solubilidade experimental, foi possivel constatar que a condicdo de 456 bar
e 74 °C, assim como para o rendimento, também foi a que apresentou o maior valor de
solubilidade, de 0,01523 g amostra/g CO2. Dos comportamentos apresentados, concluiu-se que
novamente tanto a pressdo quanto a temperatura foram influentes no processo e o estudo
estatistico mostrou que todos os fatores do modelo de regressao proposto foram significativos.

Quanto a modelagem, observou-se que o modelo de Sovova (1994) foi o que melhor

representou a curva cinética da extragdo por fluido supercritico. J& o modelo de Brunner (1984)
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ndo se mostrou adequado para a modelagem da extracdo supercritica do 6leo de P. aculeata,
dado que o modelo ndo foi capaz de levar em consideragdo os efeitos da resisténcia a
transferéncia de massa caracteristicos das etapas de extracdo em queda e baixa. Assim, 0
modelo so6 foi capaz de representar a etapa rapida da extracdo. Ja para o estudo de solubilidade
foi 0 modelo de Gordillo et al. (1999) que apresentou o melhor ajuste para a descricdo da
solubilidade, todavia, desvios em condi¢des especificas levaram a um desvio relativo medio

superior a 10% para todos os modelos avaliados.

De modo geral, tem-se com o presente trabalho a primeira correlagdo entre a
investigacdo da atividade anticancerigena para células A549 (pulmdo), leucemia (K562) e
mama (MCF7). Cabe ainda destacar que, até o momento, também ndo foram encontrados
trabalhos na literatura que abordassem a modelagem matematica da extracdo supercritica do

Oleo de ora-pro-ndbis quanto a seus aspectos cinéticos e de solubilidade.
Diante do exposto e, com a perspectiva de trabalhos futuros, sugere-se:

= Auvaliar outras faixas de temperatura e pressao, de modo a otimizar o rendimento
da extracgdo;

» Investigar o efeito da adicdo de cossolvente na extracdo supercritica, de modo a
aumentar a polaridade do CO: e facilitar a extracdo de compostos polares de
interesse, como flavonoides e compostos fendlicos;

= Ampliar ainvestigagdo do perfil fitoquimico a fim de aumentar a compreensdo
dos efeitos da P e T na extracdo de determinados compostos;

= Estender a investigagdo de agéo antiproliferativa para outras linhagens tumorais
e para outros potenciais biologicos dada a constatacdo da presenca de
constituintes como fitol (antioxidante), fitosterois (efeito ansiolitico) e 2,4-
ditercbutilfenol (inseticida) e

= Investigar a utilizacdo de outros modelos de solubilidade que sejam capazes de
promover melhor ajuste aos resultados experimentais.
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Tabela 24 — Tentativa de identificacdo dos componentes presentes em diferentes extratos de ora-pro-ndbis com seus respectivos tempos de

ANEXO I

retencdo (tr) e quantificacdo (&rea %).

. . Técnicas
Componentes t_r Fluido Supercritico Convencionais
(min) P244 P350 P350 P350 P500 OPN- OPN- OPN-
T74 T60 T60 T80 T60 SO uUs MD
Decane 5,420 - - - - - 39% 26% 1,6%
Benzene, 1,2,4-trimethyl- 5,464 - - - - - 5,9% - -
Decane, 4-methyl- 5714 - - - - - 1,7% 1,1% 0,7%
Benzene, 1,2,3-trimethyl- 5,856 - - - - - - 1,9% -
Benzene, 1,2-diethyl- 6,298 - - - - - - - 0,8%
Undecane 6,802 - 0,7% - - - 1,8% 1,2% -
Dodecane 8,222 - 0,8% - - - - - -
2,4-Di-tert-butylphenol 12,380 - 7,2% - 0,8% - - - -
9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 15,596 - 0,7% - - - - - -
7,9-D|-tert-butyl-1-(;>’<g?gil;(;é4,5)deca-6,9-d|ene- 16,864 i 0.9% i ) i i ) )
n-Hexadecanoic acid 17,289 - 1,4% 2,8% 2,0% - - - -
Hexadecanoic acid, ethyl ester 17,565 - - 0,7% 1,5% - - - -
9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, methyl ester 18,543 - 0,9% - - - - - -
Phytol 18,705 3,8% 23% 33% 23% 73% 33% 18% 3,8%
9,17-Octadecadienal, (Z)- 18,992 - - 112% 6,2% - - - -
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Tabela 24 (Continuacéo) — Tentativa de identificacdo dos componentes presentes em diferentes extratos de ora-pro-ndbis com

seus respectivos tempos de retencdo (tr) e quantificacdo (&rea %).

Fluido Supercritico Técnl(j,as .
Componentes t_r Convencionais

(min) P244 P350 P350 P350 P500 OPN- OPN- OPN-

T74 T60 T60 T80 T60 SO uUsS MD
Linoleic acid ethyl ester 19,139 - - - 4,2% - - - -
9,12-Octadecadienoic acid, ethyl ester 19,140 - - 2,7% - - - - -
Ethyl Oleate 19,189 - - - 112% - - - -
(E)-9-Octadecenoic acid ethyl ester 19,195 - - 4,4% - - - - -
Octadecanoic acid, ethyl ester 19,404 - - 1,1% 1,2% - - - -
3-Methylhe xacosane 20,357 - - - - 11,0% - - -
4,8,12,16- Tetramethylheptadecan-4-olide 20,825 - - 0,5% - - - - -

y-Sitosterol 21,791 84% 68% - - 3,2% - 8,0% 4,5%
Stigmasterol 21,833 - - - 1,7% - - - -

Pentacosane 21,923 - - 0,7% - - - - 0,8%

Heneicosane, 11-decyl- 22,075 - - - 8,1% - - 13,4% 8,4%
Octacosane, 2-methyl- 22,079  9,5% - - - - - - -
3-Methylheptacosane 22,079 - 12,0% - - - - - -
6,6'-Methylenebis(2,4-di-tert-butylphenol) 22,495 - 0,8% - - - - - -
B-Sitosterol 23,255 - - 2,5% 7,2% - - - -

Heptacosane 23,413  2,0% - 21% 1,0% 1,3% - 1,1% 1,5%
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Tabela 24 (Continuacdo) — Tentativa de identificacdo dos componentes presentes em diferentes extratos de ora-pro-nébis com

seus respectivos tempos de retencdo (tr) e quantificacdo (area %).

Fluido Supercritico Técni(_:as i
Componentes t_r Convencionais
(min) P244 P350 P350 P350 P500 OPN- OPN- OPN-
T74 T60 T60 T80 T60 SO Us MD
D-Friedoolean-14-en-3-ol 23,818 33% 15% 0,7% 1,7% - - 3,1% -
Lupeol 23,998 10,5% 6,7% 2,6% 58% 4,7% - 56% 1,5%
Eicosane 24,116 - - 1,2% - 2,2% 1,0%
Squalene 24,272 1,4% - 22% 1,7% 33% 31% 18% 3,3%
Lup-20(29)-en-3-one 24,337  3,4% 3,0% 0,9% - - - 1,4% -
Nonacosane 24,803 13,7% 6,4% 11,4% 6,6% 155% 11,4% 7,6% 11,3%
Heptadecane, 9-octyl- 25,456 - - - - 2,4% - - -
Triacontane 25,457 2,6% 1,9% - - - 2,6% 2,1% -
Eicosane, 9-octyl- 25,457 - - 2,2% - - - - -
Eicosane, 9-octyl- 25,458 - - - - - - - 2,8%
Octacosane, 2-methyl- 26,101 - - - 315% - - - -
Hentriacontane 26,111  38,4% 36,2% 359% - - 59,7% 40,8% -
Octacosane 26,112 - - - - 45,5% - - -
Docosane, 2,21-dimethyl- 26,137 - - - - - - - 52,1%
1-Hexacosene 26,197 - - - - - - - 1,6%
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ANEXO 11
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Figura 32 — Ajuste do Modelo de Sovova (1994) para as condi¢cGes de 200 bar e 60 °C, 244
bare 74 °C e 244 bar e 46 °C.
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Figura 33 — Ajuste do Modelo de Esquivel et al. (1999) para as condi¢des de 200 bar e 60 °C,
244 bar e 74 °C e 244 bar e 46 °C.
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Figura 34 — Ajuste do Modelo de Zekovi¢ et al. (2003) para as condicdes de 200 bar e 60 °C,
244 bar e 74 °C e 244 bar e 46 °C.
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Figura 35 — Ajuste do Modelo de Reverchon e Osseo (1994) para as condicdes de 200 bar e
60 °C, 244 bar e 74 °C e 244 bar e 46 °C.
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Figura 36 — Ajuste do Modelo de Brunner (1984) para as condi¢fes de 200 bar e 60 °C, 244
bare 74 °C e 244 bar e 46 °C.
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Figura 37 — Ajuste do Modelo de Sovova (1994) para as condicbes de 500 bar e 60 °C, 456
bare 74 °C e 456 bar e 46 °C.
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Figura 38 — Ajuste do Modelo de Esquivel et al. (1999) para as condi¢des de 500 bar e 60 °C,
456 bar e 74 °C e 456 bar e 46 °C.
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Figura 39 — Ajuste do Modelo de Zekovi¢ et al. (2003) para as condicdes de 500 bar e 60 °C,
456 bar e 74 °C e 456 bar e 46 °C.
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Figura 40 — Ajuste do Modelo de Reverchon e Osseo (1994) para as condi¢cdes de 500 bar e
60 °C, 456 bar e 74 °C e 456 bar e 46 °C.
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Figura 41 — Ajuste do Modelo de Brunner (1984) para as condi¢cbes de 500 bar e 60 °C, 456

bar e 74 °C e 456 bar e 46 °C.
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Figura 42 — Ajuste do Modelo de Sovova (1994) para as condi¢cbes de 350 bar a 40, 60 e

80 °C.
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Figura 43 — Ajuste do Modelo de Esquivel et al. (1999) para as condi¢cbes de 350 bar a 40, 60
e 80 °C.
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Figura 44 — Ajuste do Modelo de Zekovi¢ et al. (2003) para as condicdes de 350 bar a 40, 60
e 80 °C.
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Figura 45 — Ajuste do Modelo de Reverchon e Osseo (1994) para as condi¢cbes de 350 bar a
40, 60 e 80 °C.
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Figura 46 — Ajuste do Modelo de Brunner (1984) para as condi¢des de 350 bar a 40, 60 e
80 °C.
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