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RESUMO

PASCHOAL, Ramon Gredilha. Extracdo do 6leo de Bidens pilosa L. usando fluido
supercritico: atividade bioldgica 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, 2018.

A Bidens pilosa L. (Asteraceae), mais conhecida como picdo-preto, é uma planta popularmente
usada no tratamento da maléria, inflamag6es e diversos tipos de tumores e, atualmente, se
encontra amplamente disseminada por toda a regido tropical e subtropical do mundo. Dentre 0s
diversos componentes do extrato dessa planta, destaca-se a presenca de flavonoides,
poliacetilenos e terpenos, cuja abundancia sugere que a maioria das atividades biologicas
estejam diretamente ligadas a presenca desses metabdlitos. Na busca pela extracéo e obtencéao
seletiva desses compostos, a extracdo com fluido supercritico € uma tecnologia alternativa aos
problemas encontrados nas extracdes convencionais, visto que ha um forte poder de solvatacdo
ndo necessitando da utilizacdo de solventes organicos. Diante do que foi exposto, este estudo
teve como objetivo extrair prioritariamente as substancias de alto valor agregado presentes
nessa planta, utilizando CO: supercritico, em diferentes condi¢des de pressdo e temperatura.
Para isso, 8 g de folhas de Bidens pilosa, previamente secos e moidos, foram alimentados a um
extrator de 42 mL. A unidade experimental ainda consiste de uma bomba de alta pressdo e uma
valvula micrométrica para remocdo da amostra. Foram investigadas diferentes condi¢des
operacionais (150 bar - 60 °C; 179 bar - 46 °C; 179 bar - 74 °C; 250 bar - 40 °C; 250 bar — 80
°C; 321 bar - 46 °C; 321 bar - 74 °C, 350 bar - 60 °C e 250 bar - 60 °C), de acordo com um
planejamento experimental. Observou-se que o rendimento do extrato aumentou com o
aumento da pressédo. De acordo com os resultados, a melhor condi¢do para extracgdo foi a 321
bar e 74 °C, capaz de obter um rendimento de 0,082% (6,6 mg). As analises dos 6leos extraidos
foram realizadas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) e
cromatografia gasosa (CG-EM). Nas condi¢bes de 321 bar a 74 °C e 250 bar a 40 °C foram
encontrados sinais que apresentaram espectros ultravioleta de terpenos caracteristicos de 6leos
essenciais. Os extratos analisados mostraram ser promissores inibidores nas duas linhagens de
células tumorais utilizadas, a de melanoma, SK-MEL-28 (68%) e a de leucemia, K562 (90%),
ambos em concentracdo de 150 pg/mL. Posteriormente, os dados experimentais foram
correlacionados aos modelos de Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo (1994), Zekovi¢ et
al. (2003), Sovova (1999), Brunner (1984) e Kandiah e Spiro (1999), apresentando bom
comportamento. Os modelos de Chrastil (1982), Adachi e Lu (1983), Del Valle e Aquilera
(1988) e Gordillo (1999) conseguiram representar o comportamento da solubilidade dos 6leos
com a variagao de temperatura e presséo, corroborando os dados experimentais.

Palavras-Chave: extracdo com fluido supercritico, modelagem matematica, flavonoides,
plantas medicinais, CLAE.



ABSTRACT

PASCHOAL, Ramon Gredilha. Extraction of Bidens pilosa L. oil using supercritical fluid:
biological activity and mathematical modeling. Dissertation (Master in Chemical
Engineering, Chemical Technology). Technology Institute, Chemical Engineering
Departament, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Bidens pilosa L. (Asteraceae), better known as Black Jack, is a plant popularly used in the
treatment of malaria, inflammation and various types of tumors, and is now widely
disseminated throughout the tropical and subtropical region of the world. Among the several
components present in the extract of this plant, the presence of flavonoids, polyacetylenes and
terpenes are abundant, suggesting that most biological activities are directly linked to the
presence of these metabolites. The selective extraction of these compounds with supercritical
fluid is an alternative technology to the problems found in the conventional extractions, since
there is a strong solvation power, and does not require the use of organic solvents. Therefore,
this study had as objective the extraction of the high aggregated value substances present in this
plant using supercritical CO: in different pressure and temperature conditions. For this, 8 g of
previously dried and milled Bidens pilosa leaves were fed in an extractor with 42 mL of volume.
The unity also contained a high pressure pump, and a micrometric valve for sample removal.
Different operating conditions were investigated (150 bar - 60 °C; 179 bar - 46 °C; 179 bar -
74 °C; 250 bar - 40 °C; 250 bar - 80 °C; 321 bar - 46 °C; 321 bar - 74 °C and 350 bar - 60 °C
and 250 bar - 60 °C), according to an experimental design. It was observed that the extraction
yield increased with increasing pressure. According to the results, the best extraction condition
was 321 bar and 74 °C, obtaining a yield of 0.082% (6.6 mg). The analyses of the extracted oils
were performed using high performance liquid chromatography (HPLC-DAD) and gas
chromatography (GC-MS). Under conditions of 321 bar at 74 °C and 250 bar at 40 °C, signals
were found showing ultraviolet spectra of terpenes characteristics of essential oils. The extracts
analyzed showed promising inhibition in two tumor cell lines used, melanoma, SK-MEL-28
(68%) and leukemia, K562 (90%), both at a concentration of 150 pg/mL. Subsequently, the
experimental data were modeled by the models of Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo
(1994), Zekovi¢ et al. (2003), Sovova (1999), Brunner (1984) and Kandiah e Spiro (1999),
showing good correlation. The models of Chrastil (1982), Adachi e Lu (1983), Del Valle e
Aquilera (1988) and Gordillo (1999) were able to represent the behavior of the solubility of the
oils in different conditions of temperature and pressure.

Keywords: supercritical fluid extraction, mathematical modeling, flavonoids, medicinal plants,
HPLC.
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1- INTRODUCAO

Nos dias atuais, as alternativas terapéuticas que surgem a partir do uso da fitoterapia
medicinal vém sendo mais estudadas e valorizadas devido ao alto custo dos medicamentos
sintéticos presentes no mercado. Sabe-se que 80% da populacdo mundial utiliza as plantas no
tratamento primario das enfermidades como alternativa ou medicina complementar. Por isso, 0
Ministério da Saude (MS) introduziu como politica nacional o uso da fitoterapia no Sistema
Unico de Sadde (SUS). Para esse uso, ainda s30 necessarios estudos mais precisos a respeito
desta forma de terapia e, principalmente, da comprovacao da regularidade dos extratos, fragoes
ou substancias utilizadas. Os relatos de comunidades tradicionais com relacéo a utilizacdo das
plantas, seus registros e formas terapéuticas resultam em bases de estudo e material de suporte
para diversas linhas de pesquisa. Sendo assim, a escolha da planta Bidens pilosa baseou-se na
lista de plantas medicinais de interesse para o SUS, denominado RENISUS, na qual apresenta
aproximadamente 71 espécies. Podem ser encontrados inumeros artigos etnofarmacoldgicos
apontando a mesma para diversos usos, sendo a presenca de terpenos, flavonoides e
poliacetilenos, os responsaveis diretos na maioria das atividades farmacoldgicas.

A Bidens pilosa L. é uma planta da familia Asteraceae, conhecida popularmente por
picdo-preto e carrapicho, nativa da América do Sul e, atualmente, se mostra amplamente
distribuida por todo 0 mundo. No Brasil, sua utilizagdo ocorre principalmente no tratamento da
malaria, inflamacg6es e de tumores, podendo ainda ser usada no tratamento de sintomas como
febre, dor, angina, edema, diabetes, infec¢des e inflamacGes. J& foram isolados cerca de 200
metabolitos secundarios de B. pilosa, sendo os terpenos, flavonoides e poliacetilenos as classes
mais importantes. Apesar do grande ndmero de estudos envolvendo a B. pilosa nos artigos
etnofarmacoldgicos, a comprovacao do seu potencial farmacoldgico ainda é carente em relacéo
as outras espécies botanicas. Para a obtencdo de extratos enriquecidos com estas substancias
ativas, as técnicas de extracdo e purificacdo sdo fundamentais. No entanto, as técnicas
convencionais (soxhlet, maceracdo ou infusdo) apresentam problemas como a baixa
seletividade do solvente e seu uso em altas proporcdes, riscos de degradacdo das substancias e
excesso de etapas de purificacdo. De forma a minimizar esses problemas, a extracdo com fluido
supercritico torna-se uma técnica alternativa, pois ndo necessita da utilizacdo de solventes
organicos agressivos. Por isso, tornam-se essenciais estudos sobre essa técnica, uma vez que ha
uma escassez de trabalhos cientificos que realizam a extracdo do 6leo de B. pilosa usando fluido
supercritico.

Nesse contexto, a presente dissertacdo tem como objetivo estudar a viabilidade técnica
da extracdo por fluido supercritico do 6leo na Bidens pilosa, utilizando-se dioxido de carbono
(CO2) como solvente, a fim de avaliar a composi¢gdo em relacdo aos compostos bioativos. Para
esta finalidade, alguns objetivos especificos foram realizados, tais como:

1- realizar uma comparacdo entre 0 método de extracao por fluido supercritico com os
métodos convencionais existentes na literatura;

2- verificar a influéncia das variaveis temperatura e pressdo na cinética de extracdo em
fluido supercritico;

3- caracterizar o Oleo extraido por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para monitorar a presenca
de terpenos, poliacetilenos, flavonoides e demais componentes identificaveis;

4- analisar a correlagdo entre os compostos quimicos extraidos e suas atividades
biologicas testadas em células de melanoma (SK-MEL-28) e leucemia (K562);



5- modelar matematicamente o processo de cinética de extracdo do fluido supercritico
usando os modelos de Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo (1994), Zekovié
(2003), Sovova (1994), Brunner (1984) e Kandiah e Spiro (1990);

6- correlacionar a solubilidade do 6leo usando os modelos de Chrastil (1992), Gordillo
(1999), Del Valle e Aquilera (1988) e Adachi e Lu (1983).

Para isso, essa dissertacao esta dividida em 6 capitulos. O capitulo 2 apresenta a revisdo
bibliogréafica, que aborda assuntos acerca das caracteristicas de Bidens pilosa, bem como sua
descricdo boténica, efeitos alelopéticos e as atividades bioldgicas ligadas direta e indiretamente
a espécie. Além disso, relata-se um breve estudo sobre a composicdo quimica da espécie e as
principais técnicas de extragdo convencionais e por fluido supercritico. No capitulo 3, tém-se
todos os materiais, 0s métodos, as analises quimicas e cromatograficas empregadas, os testes
experimentais para inibicao de crescimento celular que foram utilizados nesta dissertagéo, bem
como a descricdo do processo extrativo utilizado para promover a extracao das substancias de
alto valor agregado contidos em Bidens pilosa. No capitulo 4 apresentam-se todos os modelos
aplicados nesta dissertacdo, incluindo os cinéticos e os de solubilidade. No capitulo 5 séo
apresentados os resultados experimentais, as analises cromatogréaficas, os testes de inibicdo de
crescimento celular e das modelagens aplicadas nas cinéticas de extracdo. As conclusdes e
sugestBes para trabalhos futuros encontram-se no capitulo 6.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo é apresentada uma revisdo bibliografica sobre a planta utilizada nesse
trabalho, Bidens pilosa L., mostrando suas caracteristicas, composi¢do quimica e atividades
descritas na literatura, assim como as principais técnicas de extracdo de seus componentes. S0
exemplificados trabalhos que apresentam os rendimentos de extracdo utilizando técnicas
convencionais, em que s&o obtidos 0s compostos de interesse. Em seguida, é apresentada uma
revisao sobre a tecnologia de extracdo supercritica e seus fundamentos, apresentando 0s
trabalhos encontrados usando a planta de interesse.

2.1 Bidens pilosa L.
O género Bidens é muito utilizado na medicina popular, sendo considerado um dos mais
utilizados da familia Asteraceae. Foi coletado e identificado primeiramente pelo pesquisador

Carl Linnaeus, em 1753 e classificado taxonomicamente conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo taxondmica de Bidens pilosa L.

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Asterales
Familia Asteraceae
Género Bidens
Espécie Bidens pilosa

Fonte: Adaptado de Bartolome et al., 2013.

Bidens pilosa — uma das 280 espécies que compdem o género — é de crescimento anual
e originaria da América do Sul, mas esta amplamente distribuida na maioria das areas
pantropicais do mundo (XUAN e KHANH, 2016). Pode ser citada por diversos nomes
populares como: amor seco, coambi, picdo-das-horas, carrapicho, carrapicho-de-duas-pontas,
carrapicho-picdo, cuambri, cuambu, erva-picdo, fura-capa, picdo-preto, guambu, macela-do-
campo, picdo, picdo-amarelo, picdo-do-campo, pico-pico e piolho-de-padre. Dentre esses, 0s
nomes mais encontrados sao carrapicho e picdo-preto (GILBERT et al., 2013).

A planta em estudo (Figura 1) apresenta elevado poder competitivo e apresenta
caracteristicas alelopéticas, sendo também capaz de permitir um alto nivel de extracdo de
nutrientes quando comparada ao feijdo ou a soja. Como apresenta capacidade de acumular
grandes niveis de nitrogénio e fosforo, ela se mostra bastante competitiva na captacéo de agua
e nutrientes frente a espécies da cultura local (BRITO, 2016), demonstrando seu alto poder de
adaptacdo e de resisténcia — dai a espécie ser considerada como daninha ou ruderal. Plantas
daninhas tém seu crescimento aumentado em areas agricolas, em parte, devido ao uso
indiscriminado de fertilizantes (SANTOS e CURY, 2011). Como estdo amplamente
disseminadas em diversas terras, acabam causando perdas e danos significativos nas culturas
do milho, soja e, principalmente, na de algod&o, diminuindo a qualidade dos produtos e seus
rendimentos.



Figura 1: Bidens pilosa L. em ambiente espontaneo.

Originaria da América do Sul, atualmente é encontrada em quase todo territorio tropical,
localizada desde o nivel do mar até cerca de 3000 metros de altitude. A distribuicdo no Brasil
ocorre em todos os Estados, sendo que sua maior ocorréncia esta nos campos agricolas das
regides Centro-Oeste e Sul (BARTOLOME et al., 2013). Gilbert et al. (2013) citam que apenas
uma Unica planta de Bidens pode produzir de 3000 a 6000 sementes, das quais muitas
germinam, dando origem a até quatro geracfes por ano. Essa planta se dispersa por intermédio
de seus aquénios: em formato de “arame farpado”, prendem-se nas roupas e na pele de animais,
tendo um maior espalhamento nas culturas de lavoura. Devido a isso, juntamente com a
habilidade alelopatica e a facil adaptacdo ao local, sdo consideradas uma praga (LUCCHETTI
et al., 2009; XUAN e KHANH, 2016).

2.2 Descricao Botanica

A planta apresenta, normalmente, uma variacdo de altura entre 60 e 150 cm. Em campos
de soja, porém, podem ser encontradas com alturas de até 200 cm. E uma erva que possui caule
ereto e de porte herbaceo, ramificado e com superficie lisa, podendo apresentar tricomas, estrias
e até mesmo manchas avermelhadas. Apresenta pequenas flores reunidas em capitulos tubulares
e terminais (Figura 2).

Figura 2: Inflorescéncia de Bidens pilosa L.



Suas folhas sdo opostas e simples e possuem margens serrilhadas. S&o de uma Unica cor,
com base verde, tém base cuneada e sua consisténcia se assemelha a de uma membrana fina.
Sao resistentes e flexiveis, apresentando bracteas pilosas. Além disso, seus frutos, quando
maduros, sdo escuros e com formato de aquénios longos e de cor preta (Figura 3) e com ganchos
nas extremidades, aptos a foresia para facilitar sua propagacdo. Sua raiz € pivotante e de calibre
compativel com o porte da planta (ROIG E MESA, 1992; BORGES et al., 2013; SILVA et al.,
2014;).

Figura 3: Conjunto de aquénios de Bidens pilosa L.
Fonte: www.agrolink.com.br, 2017.

2.3 Alelopatia

O efeito alelopatico é definido por Ferreira e Aquila (2000), como a influéncia de cada
individuo sobre o outro, com a producdo de biomoléculas e a liberacdo no ambiente,
prejudicando assim seu crescimento ou desenvolvimento.

Santos e Cury (2011) informam que B. pilosa apresenta substancias caracteristicas da
espécie que possuem efeitos alelopaticos sobre plantas e alguns tipos de pragas e patdgenos.
Um dos principais fatores que influenciam é a presenca do fenileptatriino, o PHT, um
poliacetileno capaz de produzir radicais livres que sdo toxicos para insetos herbivoros,
bactérias, fungos, virus ou outras plantas.

Baseado na producdo de radicais livres toxicos e na elevada produgdo de sementes em
um curto periodo (SALGADO et al., 2014), Bidens torna-se uma planta que pode propagar o
crescimento de outras culturas, assim como destruir e/ou prejudicar o de outras. Por apresentar
alta variabilidade genética e alto teor de absorcdo de nutrientes, culturas de milho, soja e
algodéo tém sido fortemente prejudicadas com danos diretos e indiretos (BRITO, 2016). Em
2002, Freitas et al. ja informavam que os frutos de Bidens se prendem aos capulhos do algodéo
e, com isso, diminuem a qualidade da fibra e dificultam sua colheita. O estudo das plantas com
alto teor alelopatico ajuda no desenvolvimento da sintese de novos produtos em substituicdo
aos herbicidas (SILVA et al., 2007).

Diversos autores descrevem experimentos de alelopatia utilizando Bidens como planta
avaliada. Dentre eles, Rabélo et al. (2008) demonstraram que o0 extrato aquoso da folha foi
capaz de inibir um alto percentual de germinacgéo das sementes e influenciou até mesmo na taxa
de crescimento do nabo e da alface.

Diversos acidos organicos podem ser liberados pelas raizes de acordo com seus fatores
genéticos, onde as concentracdes de acido malico, acético, citrico e oxalico, dentre outros,
dependem do fator de estresse ao qual a planta é submetida. Estudos de Santos e Cury (2011)
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indicam que a quantidade desses &cidos em Bidens pilosa é superior a das outras plantas
estudadas. Esta quantidade superior ajuda na solubilizacéo dos nutrientes encontrados no solo,
além de servir como protecdo aos ataques de patdgenos e marcadores da simbiose com
organismos promotores de desenvolvimento e crescimento.

2.4 Atividade biologica de Bidens pilosa L.

Em 1970, a Organizacdo das Nac6es Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura (FAO)
promoveu o cultivo de Bidens pilosa na Africa, por ser espécie de facil manuseio, comestivel,
palatavel e segura (BARTOLOME et al., 2013). Seu uso etnofarmacoldgico vem sendo adotado
até os dias de hoje, principalmente na Africa e nas culturas indigenas. Devido as suas atividades
no tratamento contra inflamagdes, malaria e tumores em geral, Bidens pilosa é usada como erva
ou como ingrediente em chas medicinais (LIEN-CHAI et al., 2003). Além disso, apresentam
indicacBes para o uso antifebril, analgésico para ouvido e vias urinarias, tumores de mama,
dores de garganta e asma (LUCCHETTI et al., 2009). Outras atividades populares sdo
exemplificadas por Abrogoua et al. (2012) e Bartolome et al. (2013) que destacam seu uso para
diarreia, gastrite, infeccdo renal, febre amarela e tuberculose.

Um estudo realizado no Rio Grande do Sul descreveu o uso desta espécie no tratamento
contra inflamacdo nos ovarios, como antibiotico e para congestdo nasal (VENDRUSCULO e
MENTZ, 2006). Em Santa Catarina, o picdo-preto € utilizado como analgésico e antirreumatico
(SILVA et al., 2009).

No estudo realizado por Nadia et al. (2017), comparou-se 0s extratos metanolicos e em
acetato de etila de Bidens pilosa com relacdo a eficacia nos ensaios de inibi¢do do crescimento
das cepas de Plasmodium falciparum sensiveis a cloroquina (Pf3D7) e a prova de cloroquina
(PFINDO). Ambos os extratos apresentaram boa atividade, porém a fracdo mais eficaz foi a
obtida em acetato de etila, apresentando maior atividade antiplasmodial sem citotoxicidade.

Thien et al. (2017) analisaram a atividade inibitoria da a-glucosidase de acordo com as
fracBes utilizando hexano, cloroférmio e agua, dos extratos metandlicos de Bidens pilosa. O
extrato fracionado com cloroférmio mostrou ser 0 mais promissor e dele foram isoladas duas
substancias novas (chalconas) e 7 conhecidas, além de apresentar a maior atividade
hipoglicemiante.

Shen et al. (2018) avaliaram a eficacia da atividade anticancerigena do extrato de Bidens
pilosa obtido com éter de petroleo. Os autores constataram que foi obtido um extrato rico em
uma mistura de triterpenos e compostos alifaticos, como fitol, estigmasterol e B-sitosterol.
Assim, 0 mesmo se mostrou ser um potencial agente quimioterapéutico para cancer de pulméo
em ensaios de inibicao de crescimento.

De maneira geral, o uso medicinal popular (sem evidéncia cientifica) abrange uma série
de doencas que, possivelmente, sdo relacionadas com as propriedades antimicrobianas e outras
relatadas acima. Na maior parte dos casos, as folhas sdo empregadas frescas ou em decocgédo
(BARTOLOME et al., 2013; GILBERT et al., 2013).

Segundo o estudo do site Raintree (1996), a espécie é utilizada para diversos tratamentos
em comunidades locais. A Tabela 2 apresenta as diferentes aplicagOes por regides.

Apesar de ser utilizado por comunidades indigenas e, principalmente, na Africa para
diversas enfermidades, ainda ndo existe comprovagéo cientifica para a maioria de seus usos. A
utilizacdo desta planta de maneira desorientada apresenta um perigo para quem a consome, pois
ndo se tem informacdes suficientes para a comprovacdo de sua eficacia.



Tabela 2: Usos etnofarmacoldgicos de Bidens pilosa em algumas regiées do mundo.

Local

Aplicacdes

Africa

Floresta
AmazoOnia

Bahamas

Brasil

Haiti
México
Panamé

Peru

Outros
lugares

Hemorragias, inflamacdo, malaria, pneumonia, hemorragia pds-parto, infeccbes respiratérias, reumatismo, feridas, dores de estbmago,
tuberculose, vermes, coagulos sanguineos, queimaduras, cataratas, colite, conjuntivite, constipacao, diarreia, dor de ouvido, feridas e como
um antisseptico;

Angina, calafrios, diabetes, disenteria, edema, disturbios oculares, cefaleia, hepatite, ictericia, laringite, maldria, distirbios menstruais,
parasitas, boca dolorida, dor de garganta, dor de estdmago, dor de dente, insuficiéncia urinaria, vermes, feridas;

Cancer, febre, erupc¢éo cutanea, coceira, gases intestinais, lacerac@es, feridas na pele, retencdo de agua, feridas;

Inflamacé&o, picadas de insetos, ictericia, auxilio a lactacdo, ténico do figado, obstrucdes hepaticas, disturbios pulmonares, malaria, parasitas,
faringite, reumatismo, esclerose, escorbuto, dor de garganta, dor de dente, amigdalite, Glceras, infec¢des urinarias, insuficiéncia urinaria;

Angina, catarro, diabetes, febre aftosa, transtornos mentais, producéo de leite, chogue nervoso, estomatite, tonsilite, vomitos;

Coagulos de sangue, problemas no peito, diabetes, febre, gastroenterite, hemorroidas, inflamacao, ictericia, rim, distarbios hepaticos, bolhas
na boca, problemas nervosos, mordida de cobra, problemas estomacais e como um antisséptico e diurético;

Resfriados, dor de cabeca, distdrbios intestinais, tumores de prostata, reumatismo;

Abcessos, angina, andria, calvicie, estimulagdo biliar, parto, calafrios, conjuntivite, cistite, diabetes, disenteria, edema, febre aftosa, febre,
infeccdes fangicas, cefaleia, hemorragia, hepatite, inflamacéo, ictericia, laringite, problemas hepaticos, suporte hepatico, feridas na boca;

Abortos, sangramento, limpeza do sangue, furinculos, bronquite, queimaduras, cancer, candidiase, resfriados, cdlicas, colite, conjuntivite,
tosses, cortes, diabetes, diarreia, disenteria, problemas oculares, febre, flatuléncia, perda de cabelo, hepatite, hiperglicemia, hipertensao,
inflamacéo, infeccGes intestinais, doengas do figado, promocéo menstrual, parasitas, infec¢fes respiratorias, reumatismo, problemas de pele,
mordida de cobra, distarbios estomacais, promoc¢édo do suor, sapinhos, dores de dentes, Ulceras, colite ulcerativa, infecgdes, problemas
urinarios, vermes, feridas, antisséptico, adstringente, diurético.

Fonte:

Adaptado de Raintree, 1996.



2.5 Composigdo quimica de Bidens pilosa

A composicdo quimica da planta inclui cumarinas, fenilpropanoides, &cidos
carboxilicos, aldeidos, derivados do &cido benzdico e, principalmente, terpenos, flavonoides e
poliacetilenos, que sdo os principais responsaveis pela maioria das atividades descritas
(BARTOLOME et al., 2013). Dentre todas essas classes, ja foram isoladas cerca de 200
substancias. Diante disso, estas trés principais classes de metabolitos naturais foram detalhadas
nos proximos topicos para melhor compreensdo de suas caracteristicas.

2.5.1 Flavonoides

S&o metabolitos naturais da classe dos polifendis e seu esqueleto basico € formado por
15 atomos de carbono e apresentam subunidades Ce-C3-Cs, sendo dois anéis fenolicos,
geralmente substituidos (A e B), e um heterociclico oxigenado (C) acoplado ao anel A, como é
mostrado na Figura 4 (OLIVEIRA, 2014).

5 4
Figura 4: Estrutura geral dos flavonoides.
Fonte: Coelho, 2013.

A presenca dos flavonoides se mostra extremamente marcante nas plantas, sendo
possivel de serem encontrados em altas proporc6es. Sao distribuidos nas folhas, flores, frutos,
sementes e raizes (COUTINHO, MUZITANO e COSTA, 2009) e desempenham inGmeras
fungdes nas plantas. De maneira geral, estéo relacionados ao mecanismo de defesa da planta ou
no desempenho de atividades para seu desenvolvimento. Como exemplo, pode-se destacar as
folhas, que bloqueiam a radiagéo ultravioleta extrema, e as flores, que podem atuar como sinais
visuais para polinizadores (LOPES et al., 2003; COELHO, 2013).

Segundo Santos (2014), ja foram identificadas mais de 9000 variedades de flavonoides,
que apresentaram diversas atividades, dentre elas: antialérgica, antibacteriana, anti-
inflamatoria, antiviral, antioxidante e antimalérica (KRETTLI et al., 2001; TEWTRAKUL et
al., 2003; CHANG et al., 2007; TOBINAGA et al., 2009; NAKAMA et al., 2012; CORTES-
ROJAS et al., 2013). De modo geral, os flavonoides podem ser divididos/organizados em
subclasses (Figura 5), como flavonas, flavanonas, flavonois, chalconas e auronas, dentre outras.

Diversos artigos também atribuem a essas substancias alguma atividade antitumoral
relacionada. Ujiki et al. (2006) e Khan e Sultana (2006) descreveram em seus trabalhos que o
flavonoide apigenina apresenta acdo direta contra o cancer de mama, pancreas, prostata,
carcinoma cervical e hepatoblastoma. Modzelewska et al. (2006) apresentaram diversas
chalconas com promissora atividade contra o cancer de mama. O foco desse trabalho era
desenvolver um produto com inibidores altamente potentes, para que pudessem ser utilizados
como drogas anticancerigenas. Outro flavonoide muito estudado e com boa reputacdo de
atividade bioldgica é o kaempferol. Deng et al. (2016) o correlaciona a promissora atividade
contra células EC9706 (linhagem de células esofageais humanas cancerigenas) presentes em
seus ensaios. Ahmed et al. (2016) fizeram uma comparacao entre diferentes tipos de solventes
em sua extracdo. O extrato metandlico apresentou a maior atividade contra células HCEC
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(células endoteliais de cornea humana) e o mesmo foi justificado devido a presenca dos
flavonoides quercimeritrina, escutelareina e rutina.

Flavona

o

Rotenoide Pterocarpano

o

06 (] |

Figura 5: Exemplos de estruturas das principais subclasses de flavonoides.
Fonte: Adaptado de Santos, 2014.

2.5.2 Poliacetilenos

Os poliacetilenos (Figura 6) sdo classificados como substancias organicas com a
unidade repetida de (C2H2)n € sua estrutura consiste em uma longa cadeia de atomos de carbono
com ligacOes simples e duplas se alternando. Além disso, sdo metabdlitos derivados da via
biossintética do acetato e podem apresentar multiplas ligacdes triplas conjugadas (RAMOS,
2007).

Estes podem ser encontrados largamente em espécies da familia Asteraceae. No género
Bidens, estdo presentes principalmente nas partes aéreas e nas raizes das espécies. Esta classe,
juntamente com a dos flavonoides, sdo as que predominam em relacdo aos metabdlitos mais
isolados até o momento e as que apresentam atividades farmacoldgicas mais relevantes
(LUCCHETTI et al., 2009; SILVA, 2009).

Diversas atividades ja foram relacionadas a esses metabdlitos, como hipoglicemiante,
imunomoduladora, antimalarica, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, antifungica e
antimicrobiana (UBILLAS et al., 2000; CHIANG et al., 2007; TOBINAGA et al., 2009; LEE
et al., 2010; ZHANG et al., 2016; YOON et al., 2011; MARCETIC et al., 2012). Os estudos
mais importantes descritos na literatura sdo referentes as atividades antitumorais. Devido a isso,
Buskuhl et al. (2009) buscaram um novo poliacetileno proveniente de espécie vegetal, para que
pudesse ser utilizado como potencializador em medicamentos antitumorais. Um novo
poliacetileno [5-octa-2,4,6-triinil-furan-2(5H)-ona] foi obtido através do fracionamento com
diclorometano do extrato hidroalcodlico das folhas de Vernonia scorpioides. Com a
investigacdo do potencial do novo poliacetileno, foram encontrados resultados que sugeriram



genotoxicidade e citotoxicidade, podendo ser interessantes do ponto de vista terapéutico e
também toxicos para quem 0s consumir.
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Figura 6: Exemplos de poliacetilenos relatados na literatura de Bidens pilosa.
Fonte: Adaptado de Wang et al., 2010.

O 1-fenil-hepta-1,3,5-triino, um poliacetileno isolado do extrato de Bidens pilosa por
Kumari et al. (2009), apresentou uma potencial atividade anticancerigena. O mesmo foi isolado
a partir de um extrato em hexano, sendo de grande importancia devido as necessidades
encontradas atualmente no mercado para medicamento com atividade antitumoral. Ja Nakama
et al. (2011) demostraram o alto poder inibitdrio, contra células leucémicas, dos poliacetilenos
presentes no extrato aquoso de B. pilosa.

2.5.3 Terpenos

Os terpenos abrangem uma grande variedade das substancias de origem vegetal, e
apresentam grande importancia ecoldgica para as plantas, servindo para atrair ou afastar insetos
de acordo com a conveniéncia bioldgica (JUNIOR, 2003).

Séo derivados de unidades de isopreno (5 atomos de carbono) e sdo classificados
baseado no nimero destas unidades que apresentam: aqueles com 10 carbonos, que contém
duas unidades C5, sdo chamados de monoterpenos; os com 15 carbonos e trés unidades
isoprénicas sdo chamados sesquiterpenos; com 20 carbonos e quatro unidades isoprénicas,
diterpenos. Triterpenos tém 30 carbonos, tetraterpenos tém 40 e os politerpenos sdo formados
por 8 ou mais unidades de isopreno (GARCIA e CARRIL, 2009).

Na espécie trabalhada pode ser encontrada uma série de mono e sesquiterpenos. Dentre
eles, sdo destacados na Figura 7 os encontrados em maior concentragdo (germacreno-D, B-
cariofileno, 6xidos de cariofileno, a-copaeno e fitol).

Um dos principais compostos naturais com atividade antitumoral é o taxol. Este
diterpeno foi isolado das raizes da planta Taxus brevifolia; seu mecanismo de agdo ja esté
totalmente descrito e € indicado para canceres de mama, pulmdo, ovario e figado
(MONTEAGUDO, 2015).
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Diversos terpenos encontrados em B. pilosa apresentam alguma atividade bioldgica
atribuida. Deba et al. (2008) apresentam algumas atividades, podendo ser citada a
antibacteriana, que foi atribuida a presenca dos terpenos a-pineno, B-pineno e limoneno. Tal
efeito € exercido pela ag&o tdxica contra os microganismos estudados.

Outra atividade importante, a antifungica, € atribuida a outros componentes presentes
no 6leo de B. pilosa, como o trans-cariofileno, a-humuleno e canfeno, porém seu mecanismo
de atividade ainda é desconhecido.

Figura 7: Principais terpenos encontrados em Bidens pilosa, sendo A: 6xido de cariofileno, B:
B-cariofileno, C: a-copaeno, D: germacreno-D e E: Fitol.
Fonte: Adaptado de Deba et al., 2008.

Em 2013, Moreira realizou uma revisao sobre os diterpenos que apresentam atividade
antitumoral e que relaciona 862 estudos in vitro em células leucémicas de 27 linhagens
diferentes. Foi comprovada a eficiéncia de, aproximadamente, 84% dos diterpenos, mostrando
alguma atividade frente as células leucémicas estudadas. Os diterpenos citados foram:
asperdiol, cefalomanina, crassolido, dilofolido, enanderianin, gnidilatidina, ingenol,
muricelina, oridonina e fitol.

Santos e Pinheiro (2016) realizaram uma revisdao sobre a terapia etnofarmacoldgica
associada a atividade antitumoral. S&o destacados os estudos de validacdo do potencial
antitumoral em paralelo a medicina tradicional. A espécie Synadenium umbellatum é utilizada
no combate a cultura de células tumorais de Ehrlich. Sua atividade foi diretamente atribuida a
presenca de terpenos e flavonoides no extrato etanolico, identificados por CLAE-DAD (MOTA
etal., 2012).

Os carotenoides (tetraterpenos) sdo um grupo de moléculas que desempenham diversas
fungdes importantes em todos os organismos vivos. O B-caroteno é, dentre os carotenoides, 0
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mais estudado. Apresenta um papel importante na modulagdo da imunidade e na prevencéao de
riscos a saude para muitas espécies. Estudos demonstraram apresentar efeitos antibacterianos
contra infeccdes e revelaram que dietas ricas em (-caroteno reduzem a incidéncia de canceres
de pulmdo e mama. Além disso, tém sido relatados os efeitos sobre as subpopulacdes
linfocitarias, especialmente de linfocitos T auxiliares e killers (SANTOS et al., 1996;
MASSIMINO et al., 2003; ZAINE et al., 2014).

A atividade do dleo contendo esses compostos ou até mesmo a atividade isolada dos
mesmos sO pode ser testada e verificada apos a extracdo dos Oleos da planta. Para a extracao
seletiva desses compostos, encontram-se trés tipos de técnicas mais utilizadas.

2.6 Processos Extrativos Convencionais

Segundo Lucchetti et al. (2009) e Gilbert et al. (2013), as técnicas convencionais mais
utilizadas para a extragédo das substancias de interesse séo:

Maceracdo: é um dos processos mais utilizados pelos autores na busca de novas substancias
presentes em plantas. E um processo no qual certa quantidade de solvente entra em contato com
o material vegetal previamente pulverizado e em tamanho determinado, podendo ser com ou
sem agitacdo constante. Pode ocorrer por um periodo minimo de 7, 8 ou mais dias definidos
(ANVISA, 2011). Os recipientes utilizados para esse tipo de extracdo devem ser ambar ou com
algum tipo de material que ndo permita a passagem de luz. E um método de extracéo que néo é
seletivo para uma determinada classe de substancias e, normalmente, é escolhido quando o
objetivo é a obtencdo de principios ativos que sofrem degradacdo, quando sdo termolébeis ou
fotossensiveis (FARMACOPEIA, 1996; ANVISA, 2011). E influenciado principalmente por
um equilibrio entre o solvente e o material vegetal, porém acaba sofrendo influéncia de
variaveis como o tamanho de particula, umidade, tempo de operacéo, relacdo solvente/carga e
seletividade. Dentre as desvantagens da técnica, tem-se o tempo de operacdo, a limitacdo do
poder extrativo e a real possibilidade de contaminacdo (MELECCHI, 2005).

Soxhlet: esse método é caracterizado por Melecchi (2005) como um caso diferenciado da
lixiviacdo, sendo também de maneira continua até determinado tempo. A 5% edicdo da
Farmacopeia Brasileira preconiza o uso de 7 horas de extracdo para hidroalcodlicos (ANVISA,
2011). A proporcdo mais utilizada de carga/solvente para obtencdo de extratos ricos e com
atividade biologica promissora é de 10% em etanol P.A. 99% (POLITI, 2009). O aparelho usado
é separado em 3 partes: baldo de ebulicdo, reservatorio extrator e condensador. Segundo Simd&es
et al. (2010), o aparelho extrator de Soxhlet se torna um excelente equipamento devido aos
ciclos realizados pelo solvente, sendo possivel alcancar uma extracado eficiente com altos teores
de rendimento mediante o uso de quantidades reduzidas de solvente, em comparacdo a outras
técnicas convencionais. Outro beneficio seria a utilizacdo do calor, gerando maior rendimento
de extracdo; porém, esse calor utilizado pode causar degradacao das substancias (MELECCHI,
2005). Na extracdo, o solvente que entra em contato com o material vegetal estara sempre puro,
pois é proveniente de uma destilacdo e o extrato sempre ficard concentrado no baldo, onde
inicialmente € colocado so o solvente de extracao. Este solvente é aquecido pela manta elétrica,
chegando a ebuligdo. Apds entrar em contato com o condensador, goteja no cartucho de celulose
que contém o material vegetal, permeando-o e realizando a extracao. Este reservatorio também
tem presente um siféo, que faz com que, ao alcangar uma certa altura, o extrato retorne ao baléo,
renovando o ciclo de extracdo (COSTA et al., 2004; NASCIMENTO, 2015).

Infusdo: é umatécnica em que um certo volume de agua, aquecido acima de 90 °C, é adicionado
ao material vegetal. O mesmo é mantido em repouso e tampado ou abafado (VANONI, 2016;
ANVISA, 2011; FELITO et al. 2016). Segundo Caetano et al. (2014), é uma das técnicas mais
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utilizadas no preparo de fitoterapicos para etnofarmacologia, juntamente com a decocgéo. E um
método aconselhado para ser aplicado em partes vegetais de consisténcia menos rigida e mais
faceis de serem extraidos, como folhas, inflorescéncias, flores, sementes e frutos (REZENDE
e COCCO, 2002; SILVA 2009). Devido a alta temperatura do solvente utilizado, é possivel
obter compostos que normalmente ndo sdo extraidos a temperatura ambiente; a0 mesmo tempo,
pode ser capaz de degradar substancias termolabeis (OLIVEIRA et al., 2004; CORTES-
ROJAS, 2011; FELITO et al., 2016).

Vérios trabalhos sdo encontrados na literatura citando esses métodos aplicados a
extracdo do Oleo de Bidens pilosa. Diante disso, foi realizada uma revisdo bibliografica,
cobrindo o periodo dos dltimos 10 anos, exemplificando as condigdes operacionais utilizadas
para a obtengdo de flavonoides ou poliacetilenos, os rendimentos obtidos e as atividades
relacionadas ao extrato.

Chiang et al. (2007) realizaram uma maceracdo com as folhas frescas de B. pilosa em
metanol (1:10 p/v); em seguida, foi realizada uma particdo com ordem crescente de polaridade,
cuja fracdo em acetato de etila apresentou um rendimento de 0,96%. Foi identificada a presenca
de poliacetilenos na fracdo, que apresentou atividade hipoglicémica. Utilizando-se de
metodologia semelhante, Chang et al. (2007) realizaram a infuséo de folhas frescas (100 °C) e
uma particdo em n-butanol. Foi atribuida uma atividade imunomoduladora devido a presenca
do flavonoide centaureidina identificado na fragéo.

Ja em 2008, Kviecinsk et al. obtiveram 8,3% de uma fracdo (rica em poliacetilenos)
com atividade antitumoral obtida a partir de uma coluna cromatografica empacotada com gel
de silica, eluida com cloroférmio, utilizando o extrato etanol-4gua oriundo da maceracéo
dindmica. Tobinaga et al. (2009) também realizaram uma maceracdo das folhas secas; no
entanto, o solvente extrator utilizado foi a acetona. Partindo desse extrato, 0s autores realizaram
uma particdo em diclorometano e, com uma coluna em gel de silica e eluicdo com hexano,
obtendo uma fragdo rica em poliacetilenos que demonstrou promissora atividade antimalarica.
Uma extracao realizada por infusdo das folhas de Bidens pilosa por 15 minutos gerou um
rendimento de, aproximadamente, 5,3% e apresentou atividade antibacteriana segundo 0s
modelos experimentais realizados por Ashafa e Afolayan (2009). Uma extracdo em aparelho
de Soxhlet foi realizada por Yadav e Tangpu (2009). Os extratos metanélicos obtidos das folhas
e inflorescéncias secas apresentaram atividade antidiarreica em experimentos realizados em
ratos. Wang et al. (2010) realizaram extracdo etandlica por maceracdo durante 7 dias, com
sucessivas particbes com éter de petréleo, acetato de etila e n-butanol. A fracdo de menor
polaridade obtida foi a escolhida para isolamento em coluna com gel de silica. As fracdes
apresentaram perfis de flavonoides e poliacetilenos em anéalises cromatogréaficas posteriores.

Em 2011, Adedapo et al., Hassan et al., Cortes-Rojas e Kviecinsk et al. utilizaram a
técnica da maceracdo das folhas para obtencdo de extratos ricos em flavonoides. Cada trabalho
mostrou uma variagdo de parametros, no que diz respeito ao tempo de contato da planta com o
solvente, ou até mesmo a proporcao entre os mesmos. As caracteristicas que as diferenciam
estdo relacionadas a presenca de diferentes substancias quimicas em cada extrato, apresentando
assim, atividades diferenciadas como antioxidante, cicatrizante e hepatoprotetora. Cortes-rojas
et al. (2013) conseguiram obter um extrato rico em flavonoides utilizando outra técnica
extrativa. Com o método em aparelho de Soxhlet, a extracdo durou 35 minutos em etanol-agua
e levou a um rendimento proximo de 1,6%. A presenca dos flavonoides rutina e quercetina-3-
O-glicosideo no extrato demonstrou atividade antioxidante.

Fotso et al. (2014) e Mohamed et al. (2014) isolaram flavonoides a partir de B. pilosa
utilizando a maceragdo como técnica extrativa. Usando metanol como solvente, o trabalho de
Fotso et al. (2014) manteve um periodo de 35 minutos em contato com o material vegetal,
enquanto o segundo determinou que terminaria a extracdo somente ao alcangar o esgotamento
do material. Compostos como quercetina-3,3-dimetiléter-7-O-B-D-glucopiranosideo e a

13



isoocanina-7-O-B-D-(2, 4, 6 - triacetil)-glucopiranosideo foram isolados e ambos relacionaram
uma atividade anti-inflamatéria promissora ao extrato. Zhang et al. (2016) foram capazes de
obter um rendimento de 19% utilizando a infusdo como técnica extrativa. Foi considerado um
resultado excelente baseado na utilizagéo das folhas secas de Bidens em &gua a 100 °C, durante
20 minutos e com uma proporcdo de 1:5 de material vegetal para solvente. Uma fracao
enriquecida em flavonoides foi obtida por Falowo et al. (2016) com 0,007% de rendimento.
Inicialmente, realizando a extracdo com maceracao, o extrato apos a secagem foi submetido a
uma particdo em acetato de etila e, em seguida, esta fracdo obtida foi submetida a uma coluna
cromatografica empacotada com gel de silica (200-300 mesh) e eluida com uma mistura de éter
de petroleo e acetona (3:1). Para determinar o teor de flavonoides presentes na fragéo, foi
realizado um método de determinacéo de flavonoides totais. Uma aliquota de 0,5 mL de solucéo
2% de AICI3 em etanol foi adicionada a 0,5 mL da fracdo e a presenca dos flavonoides foi
calculada a partir da absorbancia em espectrofotometro a 420 nm. Essa fragdo apresentou
promissora atividade antimicrobiana em testes realizados em bactérias Gram-negativas.

Apesar dos inumeros trabalhos citados, Basaar et al. (2015) mencionaram inUmeras
desvantagens relacionadas a essas técnicas, como a demora em finalizar o processo, 0 uso de
solventes em altas propor¢oes, a possivel contaminagdo por metais carreados pelo solvente
utilizado, contaminagdo por sais inorganicos, fraca seletividade do solvente, alto risco de
degradacdo, riscos pelo uso de solventes toxicos e/ou inflamaveis e excesso de etapas de
purificacdo. Mais ainda, a extracdo de poliacetilenos ndo foi observada pelo método em
aparelho de Soxhlet.

Assim, diante desses fatos, torna-se necessaria a busca por técnicas extrativas mais
seletivas e que ndo impactem o meio ambiente. Existem diversas técnicas como a extracdo em
ultrassom, microextracdo em fase sélida e a extracdo com fluido supercritico. Neste trabalho,
busca-se 0 estudo da extracdo usando fluido supercritico como uma promissora técnica na
extracdo de compostos com atividade bioldgica.

2.7 Extragdo com Fluido Supercritico

A extracdo por fluido supercritico (EFSC) se destaca como principal técnica alternativa
para obtencdo de 6leos fixos, visto que um fluido em condi¢Bes supercriticas apresenta
propriedades intermediarias entre um liquido e um gas (PINTO et al., 2006; FORNARI et al.,
2012).

Devido ao fato de ser uma técnica livre de solventes organicos, buscando a reducéo de
residuos, maior seletividade e difusdo molecular, esse método de extracdo tem sido amplamente
aplicado para a obtencdo de compostos que possam ser utilizados em diversas areas como:
produtos naturais, alimentos, farmacos, agrotéxicos, analises de agua, solo e sedimentos,
combustiveis fosseis e polimeros (CARRILHO et al., 2006).

O estado supercritico é obtido elevando-se a pressao e a temperatura de um gas ou de
um liquido de forma que se altere o estado de agregacdo, modificando assim as propriedades
da substéncia de interesse (SAHENA et al., 2009; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014).

O fluido no seu estado supercritico apresenta um alto poder de solvatagdo, devido as
suas caracteristicas intermediarias como densidade e difusividade (ZOUGAGH et al., 2004).

Dentre as propriedades importantes de um fluido supercritico, destaca-se a sua alta
densidade, proximo a de um liquido, que é capaz de extrair compostos ndo volateis e de alta
massa molecular. Além disso, é possivel obter rapidas extra¢bes devido a sua alta difusividade.
A densidade do fluido supercritico é facilmente ajustada com a variacdo da temperatura ou
pressdo (PINTO et al., 2006; DUVAL et al., 2016).

Em geral, um fluido supercritico possui propriedades semelhantes as de um gas como
difusdo, viscosidade e tensdo superficial, e propriedades semelhantes as de um liquido como
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densidade e poder de solvatagdo (AZMIR et al., 2013). Outras vantagens em comparagdo as
técnicas convencionais sdo a utilizacdo de solventes conhecidos como “seguros”, menores
tempos de extracdo com maior seletividade e a possibilidade de acoplamento direto com
sistemas de técnicas cromatograficas como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia em
fluido supercritico (CFS) (HERRERO et al., 2006; SILVA et al., 2016).

A fim de se obter uma maior seletividade de extracdo, € necessario realizar um estudo
minucioso para ser possivel obter resultados promissores com a utilizagdo da técnica de fluido
supercritico. A otimizacdo da EFSC carece de conhecimento fundamental sobre dados
termodindmicos (solubilidade e seletividade), juntamente com dados cinéticos (coeficientes de
transferéncia de massa), pois a variacdo da temperatura juntamente com a pressdo pode
direcionar a um 6leo com caracteristicas quimicas particulares (KHODDAMI et al., 2013;
SILVA et al., 2016). Além disso, para amostras naturais, 0 uso de planejamento de
experimentos permite a observagdo estatistica da influéncia dos diferentes pardmetros
envolvidos (temperatura, pressdo, vazdo de COz) em fungdo de uma ou mais variaveis de
resposta (SILVA, 2004; GARCEZ, 2016). Em paralelo, a escolha do melhor solvente extrator
possui grande importancia, visto que deve apresentar baixos parametros criticos, baixo grau de
toxicidade e de inflamabilidade, ser inerte e ndo reativo. No sentido oposto as vantagens,
raramente sdo utilizadas em escalas industriais por possuirem um alto valor de investimento
restringindo assim seu uso (MARTINEZ, 2002).

2.7.1 Didéxido de carbono supercritico

Segundo Dias (2015), o fluido mais usado na pesquisa e na industria é o didxido de
carbono (CO.), devido ao fato de possuir condigdes criticas baixas, 31,2 °C e 73,8 bar,
permitindo assim obter um extrato com suas propriedades quimicas conservadas, além de ser
de baixo custo e fécil obtencg&o.

As principais vantagens descritas que podem justificar a ampla utilizacdo do CO2 como
solvente sdo:

a) temperatura critica (31,2 °C): risco minimo de degradacdo das substancias quimicas
extraidas, uma vez que as extracGes podem ocorrer em temperaturas baixas (BARROS,
2015);

b) pressdo critica (73,8 bar): ndo deixa residuos e baixo valor gasto para elevar sua pressdo
pelo compressor (BARROS, 2015);

c) inerte: ndo oferece riscos de promover reacGes secundarias na extracdo, como por
exemplo: oxidacdo, hidrélise, reducdo ou degradacdo quimica (MICHIELIN, 2002);

d) seguro: é um gas que nao sofre explosdo, ndo € poluente e nem toxico (MICHIELIN,
2002);

e) polaridade: apresenta polaridade semelhante aos solventes apolares utilizados em
extragcOes convencionais, como por exemplo, o hexano e o pentano (MICHIELIN,
2002);

f) versatilidade: a polaridade do CO, supercritico pode ser ajustada com adicdo de
pequenas quantidades de cossolventes (agua ou etanol), ou entdo, com ajustes dos
parametros de extracdo, obtendo assim, uma extracdo com carater mais polar
(MICHIELIN, 2002);

g) alta disponibilidade: é de facil obtencdo, ndo apresentando alto custo (MICHIELIN,
2002);

h) volatilidade: ndo necessita de etapas posteriores para a separacdo de solvente, com a
técnica de despressurizagao ja é possivel obter o extrato “seco” (MICHIELIN, 2002).
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Devido as suas propriedades, este solvente pode extrair facilmente compostos voléteis,
além de compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres, ésteres, cetonas e substancias
polares, como agUcares, aminoécidos, glicosideos e proteinas (MAUL, 1999). Com isso,
também € possivel extrair as substancias de maior interesse no presente trabalho, como ja foi
possivel no trabalho de Kviecinski et al. (2011) que obteve uma fracao rica em poliacetilenos,
apesar de ndo os terem identificado.

Na Tabela 3 apresentam-se os inUmeros trabalhos em que os autores obtiveram sucesso
na extracdo de flavonoides ou poliacetilenos, usando CO. supercritico, juntamente com as
variaveis utilizadas e as atividades biologicas testadas.

E possivel observar nessa tabela que diferentes matérias primas foram utilizadas na
extracdo de flavonoides e compostos fendlicos utilizando diéxido de carbono supercritico na
EFSC. Os rendimentos observados nao sdo altos e as temperaturas utilizadas, em sua maioria,
estiveram na faixa de 40 a 50 °C.

Diante de tudo o que foi exposto, observa-se que é possivel do ponto de vista técnico
extrair os compostos de interesse utilizando o CO; supercritico, porém somente 3 trabalhos
foram encontrados referentes a B. pilosa. Yang et al. (2009) utilizaram 6 g de plantas Bidens
pilosa L. var. radiata, B. pilosa L. var. pilosa e B. pilosa L. var. minor, secas e pulverizadas e
as adicionaram no extrator por 45 min nas condi¢bes de 50 °C e 400 bar com fluxo de 1,5
mL/min de CO2. Com rendimentos aproximados de 0,55% (massa extraida por massa total de
planta), ambos foram analisados por cromatografia em fase gasosa e cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

Foram identificados 3 poliacetilenos glicosilados que o0s autores citam como
“candidatos” para servirem como controle de qualidade para andlises quimicas e controle de
qualidade de diferentes lotes da planta (marcadores da espécie). Além disso, nesse extrato foi
atribuida uma atividade hipoglicémica referentes aos testes bioldgicos realizados.

Kviecinski et al. (2011) utilizaram B. pilosa coletada na Reserva Botanica Juréia em
Sdo Paulo. Um total de 15 g de partes aéreas secas e moidas foram adicionados ao extrator na
temperatura de 40 °C e 250 bar de presséo, sob um fluxo de solvente de, aproximadamente, 15
g/min por 240 minutos de extracdo. As mesmas condicdes foram repetidas até que fosse
possivel obter material suficiente para todas as analises. Uma placa de cromatografia em
camada fina foi realizada e a principal mancha foi raspada, solubilizada em metanol,
centrifugada e, em seguida, analisada em espectrofotdmetro na regido do Ultravioleta/visivel,
sendo possivel observar um perfil caracteristico de poliacetileno. As analises
espectrofotométricas confirmaram a presenca dessas substancias majoritariamente sendo 0s
picos de absorbancia maximas foram registados em comprimento de onda (nm): 208, 269, 330,
370, 445, 473 e 667. Apos esse extrato foi analisado e os autores concluiram que B. pilosa
possui constituintes antitumorais ativos contra as células MCF-7 e o carcinoma de ascite de
Ehrlich.

Por altimo, Dieamant et al. (2015) utilizaram a B. pilosa identificada no Herbario Irina
Gemtchujnicov em Sao Paulo. Suas partes aéreas foram secas em estufa com circulacdo de ar
e trituradas em liquidificador industrial. O extrato foi obtido em condicGes de 40 °C, 300 bar e
CO2 com fluxo de 5 L/min. N&o houve analise de Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a DAD para a possivel identificacdo de flavonoides ou poliacetilenos, sendo somente
realizada a cromatografia em fase gasosa, indicando a presenca de fitol, &cido palmitico, &cido
linoleico e acido linolénico. Desta forma, o autor atribui ao extrato uma atividade capaz de se
tornar um ingrediente ativo e inovador, com potenciais aplica¢fes clinicas para controlar o
envelhecimento intrinseco e extrinseco da pele humana. Assim, sendo possivel ser utilizado
para desenvolver uma preparacdo a base de plantas com atividade de reparacdo e anti-
envelhecimento da pele, gerando um produto de alto valor comercial.
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Tabela 3: Condic¢des operacionais, classes quimicas e atividade biologica de diferentes extratos obtidos com CO> supercritico.

Espécie Boténica P (Bar) T (°C) R (%) Classe Quimica Atividade Referéncias
P5|d|ur_n guajava 300 50 1,39 Compostos Fenolicos Antioxidante Castro-Vargas et al., 2010.
(Goiabeira)
Citrus sinensis L. 200 40 1.10 Fla\{o_n0|des, Acidos An_tlo_X|dar_1te, Benelli et al., 2010.
(Laranjeira) Fendlicos e Terpenos Antimicrobiana
Rosmarinus gfflcmalls 300 40 4,36 Compostos Fendlicos Antioxidante Vicente et al., 2012.
(Alecrim)
Monjordlca~charant|a 334 46 1,51 Flavonoides Antioxidante Shan et al., 2012.
(Mel&o-de-sdo-caetano)
Citrus grandis L. 390 80 2,37 Flavonoides Antioxidante He et al., 2012.
(Pomelo)
Eugenla_l uniflora L. 400 60 5,00 Flavonoides Antioxidante Garmus et al., 2014.
(Pitanga)
Cap5|_cum bacc_:_atum 200 50 2,07 Compostos fendlicos Antioxidante Dias et al., 2016.
(Pimenta aji)
Litsea japonica (Litsea) 300 60 9,50 Flavonoides Anti-inflamatoério Song et al., 2016.
Bacchan_s dracunculifolia 300 50 4,60 Flavonoides Antioxidante Cabral et al., 2016.
(Alecrim-do-campo)
Lycium europaeum 300 40 1,20 Flavonoides Antioxidante Rosa et al., 2017.
(Cambroeira)
Picea abies 200 50 2,08 Flavonoides Antioxidante Talmaciu et al., 2017.
(Abeto-falso)
Panax ginseng (Ginseng) 300 50 0,49 Poliacetilenos Adaptogénica Han et al., 2011.

R% - Rendimento padrdo (massa extraida por massa alimentada); T — Temperatura; P — Pressao.
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2.8 Consideracdes Sobre a Revisdo Bibliogréafica

Com referéncia a esses estudos, foi observada a utilizacdo de diferentes condi¢cbes
experimentais de temperatura (40 — 50 °C) e pressé@o (200 — 400 bar) e a possibilidade da nédo
utilizacdo de solventes com modificadores. Sendo assim, é possivel eliminar os principais
problemas encontrados nas técnicas convencionais citadas anteriormente. Porém, torna-se um
desafio a realizacdo da extracdo dos compostos de interesse do dleo fixo de Bidens pilosa com
CO:z supercritico, visto que ndo existem muitos trabalhos na literatura que possam auxiliar no
estudo da metodologia a ser trabalhada.

H& uma escassez de estudos comparando a extragdo com fluido supercritico as técnicas
convencionais. Com relacdo ao uso do aparelho de Soxhlet, alguns trabalhos e resultados podem
ser comparados, mas ndo se tem muitas informagOes a respeito das melhores condicdes
operacionais para a extracao dos acetilenos de modo geral.

Dessa forma, torna-se de grande importancia o estudo proposto analisando todas as
varidveis, como condi¢fes operacionais, constituintes quimicos extraidos, seletividade
alcancada, cinética de extracéo e atividade bioldgica relacionada.
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3- MATERIAL E METODOS

S&o apresentados neste capitulo todo o material e métodos utilizados para a realizacao
desse trabalho. Para tal, foi utilizada uma unidade experimental localizada no Laboratério de
Termodindmica Aplicada e Biocombustiveis (LTAB) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ) com o proposito da extracdo de metabolitos secundarios a partir de folhas
secas de Bidens pilosa, aplicando um planejamento de experimentos e modelos cinéticos de
extracdo. Foram também abordadas metodologias utilizadas nas andlises cromatogréficas,
como cromatografia em camada fina, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia
gasosa, realizadas nos Laboratorios de Produtos Naturais 4 (PN4) e Servigo de Métodos
Analiticos (SMA) do Instituto de Tecnologia em Farmacos — Farmanguinhos, localizado na
Fundacdo Oswaldo Cruz (RJ). A atividade citotoxica foi avaliada no Laboratério de
Farmacologia Molecular de Farmanguinhos.

3.1 Material vegetal

3.1.1 Cultivo e identificacdo do Espécime

A espécie de interesse foi cultivada na Plataforma Agroecoldgica de Fitomedicamentos
(FIOCRUZ), herborizada e coletada de acordo com Mori et al. (1989). Apés a coleta, foi
realizada a determinacdo do material pelo Botanico responsavel técnico Marcelo Neto Galvéo
utilizando microscdpio eletronico (modelo OPTON TIM-2T), chaves analiticas e literatura
taxonémica especializada para comparacdo. Com sua confirmacgdo estabelecida, a exsicata
(Figura 8) foi obtida e depositada no Herbario Farmécias Verdes de Farmanguinhos,
cadastradas com numero de registro 656. Em seguida, duplicatas foram enviadas para o
Herbério do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

HERBARIO FARMACIAS VERDES FFAR 656
FARMANGUINHOS - FIOCRUZ

Asteraceae

Bidens pilosa L.

Picéo,

Brasil, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Jacarepagua; CFMA

22.9402° S, 43.4027° W

Erva ca. 40 cm alt Folhas membranaceas verdes. Flores
amareladas. Frutos pretos

Col: Galvao, M.N.: 534 28 Iv 2015

Det Galvao, M.N  281V2015

Figura 8: Exsicata de Bidens pilosa depositada no Banco de dados do Herbario Farméacias
Verdes de Farmanguinhos - FIOCRUZ.
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3.1.2 Coleta

A coleta foi realizada conforme solicitacdo, sendo feita uma pré-selecdo da matéria-
prima, evitando coletar partes degradadas e contaminadas por outras espécies. Ela foi realizada
pela manha observando-se as condi¢des climaticas favoraveis, evitando periodos de chuva, solo
molhado e elevada umidade. Os instrumentos utilizados durante todo o processo foram
higienizados previamente e livres de d6leos e substancias que pudessem levar a contaminacao.
A coleta foi realizada na Plataforma Agroecoldgica de Fitomedicamentos da FIOCRUZ (PAF)
em Jacarepagud, Rio de Janeiro, com coordenadas referentes ao georreferenciamento dos
especimes, que possuem latitude e longitude 22.9404 °S / 43.4044 °0O, respectivamente. A
coleta ocorreu com o auxilio de um instrumento cortante e o material foi transportado em sacos
plasticos transparentes, pesado e armazenado em local resfriado. A limpeza foi realizada com
esponja, agua, detergente neutro e, posteriormente, alcool a 70%. O material foi seco com tecido
ndo tramado seco e limpo.

3.1.3 Selecao

Foi realizado o processo de inspecdo do material vegetal atraves da verificacao visual
de contaminacéo cruzada, avaliando a possivel presenca de outras espécies de plantas, corpos
estranhos, danos ao material, odores e contaminacdo por pragas, doencas e insetos. O material
foi pesado antes da inspecéo e foi realizado o descarte de corpos estranhos e partes deterioradas.
Tudo o que foi descartado e o material selecionado foram pesados separadamente para calcular
0 aproveitamento. O material que foi selecionado foi mantido em local refrigerado e limpo.

3.1.4 Secagem

A secagem do material foi realizada em estufa elétrica secadora com circulacdo e
renovacgdo de ar (marca Solab 102/1440). Foram verificadas as condicGes do aparelho, sendo
evitadas altas temperaturas e respeitando a capacidade da estufa sem misturar materiais de
diferentes espécies. O aparelho utilizado foi ligado e aquecido até 37 °C e, para garantir a
uniformidade do material, foi revolvido durante as primeiras 24 h de secagem. A matéria-prima
vegetal foi retirada da estufa apds 15 dias (peso constante em 3 pesagens subsequentes).

3.1.5 Moagem

Apoés a secagem, foi realizado o processo de moagem do material em sistema de
moinhos eletrénicos de facas. Os cuidados com o aparelho foram os mesmos utilizados com a
estufa. O aparelho utilizado foi da marca Marconi, que possui 6 facas fixas e 4 em rotagdo, com
tamanho da malha de 20 mesh. O equipamento foi ligado e alimentado com baixa quantidade
de material. Apds o processo, 0 material foi coletado em uma bandeja e armazenado em saco
plastico transparente.

3.2 Analise granulométrica da amostra

A escolha do tamanho da particula é essencial para a otimizagdo do processo de
extracdo. Assim, este material foi submetido a uma série de tamises (peneiras granulométricas)
da marca Bertel, com ordem crescente de tamanho de mesh (9, 16, 32 e 60), sendo a forca
manual determinante para a velocidade de rotacdo. O tamanho de particula de interesse foi
coletado no tamanho entre 32 e 60 mesh — ou particulas entre 250 e 500 um, de tal forma que
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esta medida foi selecionada de acordo com a revisao bibliogréafica realizada. Todas as extraces
foram realizadas com este material tamisado.

3.3 Solventes utilizados

Os solventes utilizados nas extracdes em aparelho de Soxhlet e maceracdo dindmica
foram o alcool etilico P.A., adquirido da Tedia Brasil com 99,5% de pureza, agua ultrapura
obtida em equipamento Milli-Q para a extracdo por infusdo e o dioxido de carbono (99,998%
de pureza, White Martins e Air Products) para a extra¢do por fluido supercritico.

Os demais solventes utilizados para as analises foram provenientes da Vetec Quimica
Fina, sendo eles: acido sulfarico P.A. 97%, acido cloridrico (0,04 N), acido férmico P.A. 98%.
e acido aceético 80%. Utilizou-se metanol grau CLAE (Merck) para as analises dos extratos,
realizadas no CLAE-DAD e CG-EM, disponibilizado pelo Laborat6rio PN4 - FIOCRUZ.

3.4 Métodos

Os procedimentos experimentais aplicados a este estudo foram desenvolvidos através
de uma série de etapas. Dois diagramas esquematicos foram criados para melhor compreenséo
desses processos, podendo ser observados nas Figuras 9 e 10.

E possivel observar na Figura 9 o fluxograma de processo inicial, no qual as folhas de
Bidens pilosa foram secas em estufa, 37 °C por 15 dias e, em seguida, trituradas e peneiradas
até a obtencdo de tamanho determinado entre 32 e 60 mesh.

Folhas de Secas em estufa Trituradas em Tamisadas
Bidens pilosa (37°C - 15 dias) moinho de facas (32-60 mesh)
Extracgdo por
Extracdo convencional Preparo dos extratos
Fluido supe1 critico

[ EBPC-MC J(EBPC-SOX]( EBPC-INF } Planej a,mento de 11 experimentos

(Triplicata) | (Triplicata) || (Triplicata) exp(gﬁlé%tos (triplicata no ponto central)

' ' ' : P ' ' '
(179 bar-46 °C] [179 bar-74 °C] (321 bar-46 °C) [321 bar-74 °C] [2501}3:—40 °Cj (250 bar-80 °C) (150 bar- 60 °C] [350 bar- 60 °C) (250 bar- 60 °C)

Figura 9: Esquema das etapas de preparo do material vegetal e extracéo.

Este material vegetal foi utilizado para as extragdes convencionais, denominadas EBPC-
SOX (extracdo de Bidens pilosa cultivada — Soxhlet), EBPC-MC (extracdo de Bidens pilosa
cultivada — maceracdo) e EBPC-INF (extracdo de Bidens pilosa cultivada — infusdo), todas
foram realizadas em triplicata. A mesma também foi utilizada para EBPC-SC (extragdo de
Bidens pilosa cultivada — supercritico), utilizando um planejamento experimental
(Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR) e uma triplicata no ponto central
(250 bar — 60 °C).

Ja na Figura 10 podem ser observados os procedimentos aos quais 0s extratos foram
submetidos, onde observa-se que os extratos obtidos pelas 4 técnicas diferentes passaram por 3
tipos de analises, sendo: Analises quimicas, analises farmacoldgicas e analise de modelagem
matematica (divididas em solubilidade e cinética).
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_..( Cromatografia em Camada Fina )

—><A11élises quimicas:)——t( Cromatografia Gasosa )
—>( Ultravioleta / Visivel )

—p(C‘romatog:raﬁa Liquida de Alta Eﬁciéncia)

[ Anilises \ ( K562 - Leucemia )

farmacologicas (SK-MELQS ] Melanoma)

—»( Chrastil (1982) )
—.( Adachi e Lu (1983) )

—..( Solubilidade )1

—»( Del Valle e Aquilera (1988) )

[EBPC-MC []EB PC-INF [EB PC-SOX

Modelagem —+( Gordilloeral. (1999) )
matematica
—r< Esquivel et al. (1999) )
) —»{ Reverchon e Osseo (1904
g Cinética de ( { O
g extracio —r( Zekovic ef al. (2003) )
=)

—h( Sovova (1994) )
—»(_ Brume(1999) )
—r( Kandiah e Spiro (1990) )

Figura 10: Esquema das etapas apds as extracfes de Bidens pilosa.
3.5 Densidade aparente do leito e porosidade do leito

A densidade aparente do leito (D) foi calculada pela relacdo entre a massa da matriz
vegetal utilizada para empacotar o leito (ma) e 0 volume do leito no extrator (), conforme
Equacéo 1.

D="2 (1)

v

J& a porosidade do leito () que é determinada pela razdo entre o volume de leito que
ndo esta ocupado com o material vegetal e o volume total do leito, foi determinada de acordo
com a Equacéo 2, que relaciona o volume de vazios pelo volume total.

— V=V
€= Vl (2)
sendo V1 0 volume ocupado pelo leito e VVso volume ocupado pelo solido.

3.6 Teor de Umidade

A umidade do material vegetal, triturado e tamisado, foi determinada através do método
gravimétrico com o auxilio de uma balanca de umidade da marca Marte (modelo ID50). Este
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método foi baseado na perda de peso do material no qual, aproximadamente, 1 g de folhas secas
de Bidens pilosa foi submetido ao aquecimento a 105 °C. O percentual de umidade é calculado
através da diferenca entre a massa da amostra inicial e apds o aquecimento, em que a massa
desidratada permanece constante em 3 medi¢des sequenciais.

3.7 Procedimento experimental aplicado na extracao convencional

A obtencéo dos extratos foi realizada de acordo com Matos (1997), onde estdo descritas
técnicas de extragdo, isolamento e identificacdo classica de toda marcha fitoquimica da espécie.
De acordo com a classe desejada, devem ser realizadas adaptacdes. Neste trabalho foram
estudados alguns métodos de extragdo convencional como: maceracdo dindmica, em aparelho
de Soxhlet e infusdo. A descri¢do dos procedimentos detalhados pode ser observada nos itens
a sequir.

3.7.1 Extracéo por Maceragao

Para a maceragdo foi utilizado etanol P.A. 99% como solvente, em proporgéo de 1:10,
sendo 10 g (pesados em balanca analitica Sartorius BP 221 S) de folhas secas e trituradas, com
mesh entre 32 e 60 para 100 mL de solvente. A extracdo ocorreu por 8 dias, de acordo com a
2% edicdo da Farmacopeia Brasileira e corroborada com as monografias presentes no 1°
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 1959; ANVISA,
2011). Apos o tempo de extracao, a mistura foi vertida em um filtro e o residuo lavado até
quantidade suficiente para obtencdo do volume inicial. Em seguida, o extrato obtido foi
concentrado em evaporador rotatorio da marca Buchi (que consiste um maédulo rotatério R215
com mddulos controlador de vacuo V850, bomba de vacuo V700 e banho de aquecimento
B491). A &gua residual presente foi retirada em liofilizador da marca Christ (modelo Beta 1-
16) e o extrato foi denominado EBPC-MC. A extracao foi realizada em triplicata.

3.7.2 Extracdo em Soxhlet

O método de extracdo em Soxhlet usou folhas secas e trituradas de Bidens pilosa, com
tamanho entre 32 e 60 mesh. Foram adicionados 10 g de folha ao cartucho de celulose Unifil e
100 mL de etanol P.A. 99% em um baldo de 250 mL. O aquecimento do mesmo foi realizado
em manta aquecedora (Fisatom 22) e conservou-se em refluxo por um tempo determinado. A
proporcdo de etanol para massa de planta foi de 10:1, o tempo de extracdo foi de 7 horas e a
extragéo foi realizada em triplicata. Os procedimentos foram determinados de acordo com a 5?
edicdo da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2011).

O extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatério da marca Blichi e, em seguida,
0 residuo de agua presente eliminado com o uso de liofilizador, conforme descrito
anteriormente. Ele foi denominado EBPC-SOX.

3.7.3 Extracéo por Infuséo

Na producdo do extrato por infusdo, 10 g de folhas de Bidens pilosa (previamente secas
em estufa a 37 °C) foram trituradas e tamisadas até tamanho de particula entre 32 e 60 mesh.
Posteriormente, foram submetidas a infusdo com agua ultrapura em placa de aquecimento
(Corning Stirrer) até temperatura de ebuligdo e deixadas em contato por, aproximadamente, 30
min até que a temperatura ambiente fosse atingida. Foi definida uma proporcéo de 10% p/v, de
acordo com as referéncias estudadas (BRANDAO, 2007; CARDOSO, 2013). O extrato foi
filtrado com papel de filtro qualitativo, sendo feita a lavagem até atingir o volume inicial (100
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mL). Em seguida, congelado, liofilizado, conforme descrito anteriormente, e denominado
EBPC-INF. Esta extracdo foi realizada em triplicata.

No final de cada experimento, apds os rendimentos massicos terem sido calculados, 3
mg de cada amostra foram pesados e diluido para 1 mL com metanol, para que a analise por
cromatografia gasosa juntamente com a mistura de hidrocarbonetos lineares fosse realizada. O
mesmo extrato diluido também foi enviado para analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

3.7.4 Extracdo por Fluido supercritico

3.7.4.1 Procedimento Experimental

As extracbes com fluido supercritico foram realizadas no Laboratorio de
Termodindmica Aplicada e Biocombustiveis (LTAB) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). Primeiramente, o CO2 (99,998%, White Martins) foi bombeado por uma
bomba de alta pressdo (Palm modelo G100) a uma vazdo de, aproximadamente, 6,04 mL/min,
para um extrator de aco inoxidavel com um volume de 42 ml. Nesse extrator foram adicionadas
telas de 260 mesh no topo e na parte inferior para que ndo ocorresse a passagem de material
vegetal para a bomba ou para a valvula micrométrica, que controla o fluxo e também € usada
para o recolhimento dos extratos, ndo havendo perda de pressdo no extrator. Para o controle da
temperatura do processo, foi utilizado um banho termostatico (modelo Fisatom) e manémetros
para medir a pressdo durante todo o experimento, localizados na bomba e no topo do extrator e
um rotametro foi usado para medir a vazdo de gas. Todos os equipamentos foram previamente
calibrados.

Foram adicionadas 8 g de folhas secas e trituradas (mesh 32 — 60) de Bidens pilosa ao
extrator. Para uma melhor transferéncia de massa, foram adicionadas pérolas de vidro junto ao
material vegetal, para que assim ndo ocorresse 0 empacotamento e a formacdo de caminhos
preferenciais do solvente.

Apos isso, foi seguido um protocolo, onde primeiramente foi acionada a bomba externa
de ar comprimido (pressdo mantida entre 100 e 150 bar), seguida da ligacdo do banho de
aquecimento, para que 0 mesmo atingisse a temperatura requerida. Nesse momento, o CO- foi
alimentado ao extrator com o auxilio de uma bomba de alta presséo.

Com os parametros programados alcangados, foi preconizado um tempo de 20 minutos
de interacdo entre a planta e o solvente para que houvesse uma expansdo uniforme do CO:
dentro do extrator. A extracéo foi realizada, de maneira cinética, com intervalos de coleta de 20
minutos. As coletas das fracdes de Oleo foram realizadas através da abertura da vélvula
micrométrica por meio da técnica de despressurizacao.

A coleta ocorreu em um tubo de centrifuga de polipropileno, com tampa, previamente
pesado, e a remocdo do CO2 da amostra final ocorreu por despressurizacdo. Em seguida, o
frasco foi mantido em banho de gelo para que ndo ocorresse a perda de compostos mais volateis.
Os ensaios foram realizados seguindo um planejamento de experimentos, variando o tempo
maximo de extracdo obtido de acordo com a saturacdo da matéria prima. O esquema da unidade
de extracdo por fluido supercritico montada no Laboratorio de Termodinamica aplicada e
Biocombustiveis pode ser visualizado na Figura 11.

O 6leo obtido na extragdo com CO. supercritico foi pesado, e uma parte da amostra foi
diluida em metanol, com uma concentracdo de 1 mg/mL para analise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e cromatografia gasosa.
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Figura 11: Esquema da unidade de extracdo supercritica montada no Laboratério de
Termodindmica aplicada e Biocombustiveis (LTAB), sendo: A: Cilindro de CO., B: Bomba
de alta pressdo, C: Banho termostatico, D: Extrator, E: Valvula micrométrica, F: Coletor de

amostra, G: Medidor de vazao.
Fonte: Adaptado de Sartori et al., 2017.

Apos a realizagdo de todo o planejamento experimental, uma nova extracéo foi realizada
com a adicdo de um cossolvente. A mesma foi realizada com a finalidade de comparar os
resultados obtidos usando somente CO; e usando o CO, com etanol como cossolvente. A
condicdo utilizada para essa extracdo baseou-se no melhor resultado obtido, em rendimento
massico, dentre todas as condi¢Bes experimentais investigadas. Para isso, 8 g de folhas de
Bidens pilosa foram umedecidos em 4 mL de etanol PA 99%. Esse volume de solvente foi
utilizado por ser uma quantidade capaz de manter o material vegetal umedecido, sem estar em
excesso. Em seguida, todo o procedimento foi realizado baseado na descricédo no item 4.6.4.1,
ndo sendo realizado o estudo cinético, realizando-se a amostragem apds 330 min de extracéo.

3.7.4.2 Planejamento experimental aplicado a extragdo usando CO: como fluido
supercritico

Foi aplicado um planejamento fatorial composto rotacional (DCCR), utilizando dois
fatores: temperatura e pressdo para trés niveis, onde foi formada uma tabela de niveis reais
codificados (Tabela 4).

Tabela 4: Tabela de fatores e niveis correspondentes ao experimento.

Variaveis -a, -1 0 1 o
Temperatura 40 46 60 74 80
Pressao 150 179 250 321 350

Com isso, foi criada uma matriz fatorial para as analises, descrita na Tabela 5. Os
experimentos realizados para a extracdo dos ativos das folhas de Bidens pilosa basearam-se em
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um planejamento experimental, utilizando um delineamento composto central rotacional 22,
incluindo ainda mais 4 ensaios nas condicdes axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando
assim 11 ensaios (Tabela 5).

Tabela 5: Matriz de Planejamento Fatorial Composto Rotacional aplicada a extragao
supercritica de Bidens pilosa.

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis Independentes
Temperatura (°C) Presséo (bar) Temperatura (°C) Presséo (bar)
1 -1 -1 46 179
2 1 -1 74 179
3 -1 1 46 321
4 1 1 74 321
5 -1,4142 0 40 250
6 1,4142 0 80 250
7 0 -1,4142 60 150
8 0 1,4142 60 350
9 0 0 60 250
10 0 0 60 250
11 0 0 60 250

Os valores das variaveis, temperatura e pressao, foram escolhidos baseados nos estudos
apresentados na Tabela 3, de forma que o planejamento DCCR apresente valores inteiros.

As pressdes de 150, 250 e 350 bar foram escolhidas para determinar a faixa em que é
possivel obter uma extracdo mais seletiva. De acordo com a revisdo bibliogréfica, sob baixas
pressdes, existe a possibilidade da extracdo de substancias como poliacetilenos e flavonoides,
que apresentam alto grau de atividade farmacoldgica, ja que em pressdes mais altas, o perfil das
substancias extraidas ¢ de maior polaridade (PINTO et al., 2006). De acordo com a Tabela 3,
pode-se observar que as temperaturas utilizadas em trabalhos encontrados na revisdo variam de
40 até 80 °C, usando diferentes plantas. Devido a isso, escolheu-se também trabalhar com as
temperaturas de 40, 60 e 80 °C.

3.8 Métodos Analiticos

As andlises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais 4 e no Servicos de Métodos Analiticos de Farmanguinhos - FIOCRUZ.

3.8.1 Cromatografia em camada fina

Os extratos obtidos da extracdo por fluido supercritico somados aos 3 extratos obtidos
por maceragdo, em Sohxlet e infusdo foram solubilizados na concentragdo de 1 mg/mL em
metanol (MeOH).

Primeiramente, foram realizadas cromatografias em camada fina (CCF) em fase
estacionaria de gel de silica 60 RP-18, eluida por fase mével composta apenas por MeOH.
Foram aplicados 10 pL de cada amostra na placa em uma altura de 1 cm e front de corrida em
9 cm (chegada do solvente), sendo a amostra aplicada em spot em formato de bandas (ponto de
aplicagdo da amostra), em comprimento de 0,5 cm. Todas as placas foram previamente lavadas
com o solvente de eluicdo e, em seguida, secas e ativadas em estufa a 100 °C. A revelagéo
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quimica dos compostos presentes nas bandas encontradas nas CCFs ocorreu com solugdes de
anisaldeido sulfurico, vanilina sulfurica e NP-PEG. Todas as cromatoplacas foram fotografadas
com camera de 8 megapixel.

O preparo das solucdes para revelacdo quimica ocorreu da seguinte maneira:

I. Anisaldeido sulfarico: 0,5 mL de anisaldeido (Aldrich, 98%) foi misturado com 10 mL de
acido acético glacial (Vetec, 80%). Apos, foram adicionados 85 mL de metanol (Merck,
99,8%) e 5 mL de acido sulfarico concentrado (Vetec, 97%), nesta ordem. A placa foi
borrifada com 10 mL e aquecida a 100 °C por 10 minutos.

Il. Vanilina sulfurica: 1 g de vanilina (Vetec, 99,5%) foi misturada com 100 mL de acido
sulfdrico 10% (Vetec, 97%). A placa foi borrifada com 10 mL e aquecida a 100 °C por 10
minutos.

[1l. NP-PEG: 1 g de 2-aminoetil-difenil-borinato (Aldrich, 99%) foi misturado com 100 mL de

metanol (Merck, 99,8%), em seguida, 5 g de polietilenoglicol (PEG) foi solubilizado em 100

mL de etanol (Tedia, 99,5%). A placa foi borrifada inicialmente com a solucéo de 2-aminoetil-

difenil-borinato, e apds 2 minutos, foi borrifada com a solucdo de PEG. Foi observada a

florescéncia sob luz ultravioleta a 365 nm.

O célculo do Rs foi realizado utilizando uma razdo entre a distancia que cada amostra
percorreu (Ca) pelo total de eluicdo da fase movel (Cfm) na placa cromatografica, ambos em
centimetros. O esquema ilustrativo pode ser visualizado na Figura 12.

Fase movel: Metanol
Fase estacionaria: RP-18

) D) ) ‘ Chegada da Fase movel

(- () - -
Cfn
iy O O O O O O O O
( Ca |
o & @

| Ponto de aplicacdo da amostra |

Figura 12: Esquema ilustrativo de uma placa cromatogréafica (CCF).
Fonte: Adaptado de Wagner et al., 1984.

3.8.2 Analise na regido do ultravioleta/visivel

Cada extrato foi previamente pesado e solubilizado em solu¢do de 0,2 mg/mL em
metanol. Foram utilizadas cubetas de quartzo com volume de 1 mL, e a amostra passou por
uma faixa de comprimento de onda de 200 — 700 nm. Esse experimento foi realizado com o
objetivo de encontrar os perfis caracteristicos da amostra, sendo observado na Figura 13 um
esquema ilustrativo de um espectrofotdmetro na regido do ultravioleta-visivel.
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Fonte de luz Maonocromador Cubeta Detector

Figura 13: Esquema basico ilustrativo de um espectrofotdmetro com detec¢éo na regido do
ultravioleta/visivel.
Fonte: Adaptado de Silverstein, Bassler e Morril, 1994,

O perfil reproduzido no espectro na regido do ultravioleta/visivel depende da estrutura
eletronica da molécula, de tal maneira que grupos caracteristicos podem ser identificados
mesmo que presentes em moléculas com complexidade variavel. Isso ocorre através da
passagem dos elétrons de orbitais no estado fundamental para o estado excitado, orbital de
maior energia (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL, 1994). O espectro obtido corresponde
a um grafico de comprimento de onda em razdo da intensidade de absor¢éo, sendo o seu perfil
desenhado devido a presenca dos cromoforos (C = C e C = O, por exemplo) juntamente com 0s
deslocamentos provocados pelos efeitos de substituicdo da molécula ou presenca de solvente.

O perfil dos poliacetilenos (Figura 14 — B) esta relacionado com a presenca dos alcenos
e alcinos, cujos elétrons pi —que sofrem transicéo « - ©* — apresentam bandas de alta intensidade
e com estrutura fina. Ja para os flavonoides (Figura 14 — A), sua identificacdo na regido do
ultravioleta é diferenciada, pois apresenta anéis aromaticos nas estruturas e, com isso, se
diferencia da maioria das demais classes de metabdlitos presentes na espécie em estudo. As
bandas de absorcéo dos flavonoides estéo diretamente ligadas as transi¢des sigmap - p (ocorrem
nos anéis aromaticos), exibindo assim duas bandas largas, uma de intensidade mais fraca e outra
mais intensa (GRANATO e NUNES, 2016).

Flavonoide Poliacetileno
) 200 B)
44 '.' ‘1 "
100 AWER
o4 e N ——
] ]
: . 200 250 300

Figura 14: Exemplos genéricos de espectros na regido do ultravioleta de flavonoides (A) e
poliacetilenos (B).
Fonte: Adaptado de Scott, 1964; Mabry et al., 1970.
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3.8.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD)

Inicialmente, todas os extratos foram solubilizados em concentracbes de 1 mg/mL em
metanol 99,9% (Merck), sofrendo uma leve agitagdo em agitador vortex e, em seguida,
deixados por 2 minutos em banho ultrassénico. Apos estarem totalmente solUveis, as amostras
foram submetidas a filtragdo em membrana de celulose regenerada - PVDF de 0,22 mm, das
quais 0 volume de injecdo no aparelho foi de 10 pL.

Foi realizado um desenvolvimento de método cromatografico para as analises em
cromatografia liquida de alta eficiéncia pelo Servico de Métodos Analiticos (SMA), tendo como
condicBes cromatograficas iniciais: gradiente crescente de metanol (fase B) em agua acidificada
com acido formico pH 2,5 (0,01%) (fase A) — que pode ser observado na Tabela 6 — sendo
injetados em fluxo de 0,5 mL/min. O aparelho utilizado é composto por um cromatografo
Shimadzu com duas bombas LC-20ADXR, acopladas ao detector de arranjo de diodo (SPD-
M20A). Utilizou-se uma coluna kinetex C18 100A 2,6 um (100 x 2,1 mm) e acondicionada a
30 °C em forno CTO-20AC.

Tabela 6: Gradiente de eluicdo da fase movel desenvolvido para a técnica de Cromatografia
liguida de alta eficiéncia.

Tempo (min) Modulo Comando Valor (%)
0,01 Bomba Fase B 10
0,01 Bomba Fluxo total 0,5
4,00 Bomba Fase B 10
8,00 Bomba Fase B 40
13,00 Bomba Fase B 40
19,00 Bomba Fase B 80
25,00 Bomba Fase B 80
31,00 Bomba Fase B 10
35,00 Bomba Fase B 10

As analises foram monitoradas em comprimento de onda de 210, 220, 235 e 280 nm.
Seus respectivos espectros na regido do ultravioleta provenientes dos sinais cromatograficos
foram comparados com os encontrados em artigos cientificos e livros de referéncia para, assim,
determinar as classes presentes nos extratos.

3.8.4 Cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises cromatograficas foram realizadas em equipamento Hewlett-Packard 6890
acoplado a um detector de massas Agilent 5973 Network, com injetor tipo split/splitless (270
°C) com divisdo de vazéo de 1:5, utilizando uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um de espessura do filme), empregando-se hélio como gas de arraste com vazdo de 1
mL/min e com fluxo constante. A programacdo do forno iniciou em 50 °C, seguida de
aquecimento, a uma taxa de aquecimento de 20 °C/min até 250 °C, com isoterma final de 15
minutos (NAKAMURA, 2016; SIANI et al., 2016). O volume de injecéo foi 1,0 pL.

Para a identificacdo dos constituintes, estabeleceu-se o0s seguintes pardmetros de
integracdo: area inicial rejeitada = zero; largura inicial do pico = 0,20; detec¢do de ombro =
desligado; limite de detec¢do = 17 a 19. Os indices de retencdo (1) foram calculados com

29



referéncia a uma sequéncia linear de n-alcanos C8-C36 (ADAMS, 2007). Os componentes
individuais dos 6leos fixos foram caracterizados por comparacdo dos espectros de massa na
biblioteca do aparelho (Wiley Library Software 7N) e também por comparagdo com espectros
de massas disponiveis na literatura (GROMBONE-GUARATINI et al., 2005; DEBA et al.,
2008; SILVA et al., 2011; BARTOLOME et al., 2013). A quantificacdo foi realizada pela
concentracdo relativa obtida por integracdo eletrbnica pelo método de normalizacdo da
Farmacopeia Brasileira (2011).

3.9 Ensaios de viabilidade celular

O efeito dos extratos de Bidens pilosa (com e sem etanol) sobre a proliferacdo das
células de linhagens de melanoma SK-MEL-28 e de leucemia mieldide cronica K562 foram
conduzidos conforme Procedimento Operacional Padrdo do Laboratério de Farmacologia
Molecular (FARMOLO03 versao 01; Farmanguinhos — FIOCRUZ). Primeiramente, 0s extratos
foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO; SIGMA) e armazenados na temperatura
de - 20 °C. As células foram cultivadas em DMEM (SK-MEL-28) ou RPMI 1640 (K562),
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 p/L de penicilina, 0,1 mg/mL de
estreptomicina e 0,0omg/mL de gentamicina, e mantidas em fase exponencial (log) de
crescimento. Vinte e quatro horas antes do tratamento com as amostras, 100 pL da suspenséo
celular (5x10* células/mL) foram adicionadas as placas de 96 pocos e mantidas em estufa com
atmosfera 5% CO> a 37 °C.

O tratamento com os extratos foi realizado nas concentracdes de 0,015; 0,15; 1,5; 15;
150 pg/ml, em triplicata. Staurosporina (SIGMA, 5 uM) foi utilizada como controle de inibig&o
da proliferacdo. Apos 48 h, foi adicionado o azul de tiazolil ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide])-MTT (2,5 mg/mL) e as placas foram mantidas em estufa de CO>
por mais 4h. O MTT é convertido em formazan (produto de cor roxa) pelos transportadores
mitocondriais de elétrons da cadeia respiratoria, € sua presenca no meio reacional é um
indicador de viabilidade celular (MOODLEY et al., 2014). Finalizado o tempo de incubacéo, o
sobrenadante foi aspirado e os cristais de formazan solubilizados com DMSO. Apdés
solubilizacdo, a densidade Optica foi determinada em leitor de microplacas a 540 nm (Victor
X5; Perkin Elmer, USA). Foi utilizada a equacdo 3 para o calculo da viabilidade celular,
utilizando ODamostra para a densidade 6tica da amostra e ODcontrole para a densidade ética do
controle utilizado. O IC50 foi calculado utilizando o software Graph Pad Prism (Versao 5.01).
Este procedimento foi realizado no Laboratdrio de Farmacologia Molecular, com supervisdo
do Dr. André Sampaio.

CVC % = 229MmTa 4 109 3)

OD controle
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4- MODELAGEM MATEMATICA

As curvas cinéticas de extracdo, que relacionam massa extraida ou rendimento em
funcdo do tempo, sdo caracteristicas do processo de extracdo, mas variam de acordo com a
matéria-prima estudada. Por isso, é importante que se encontre modelos matematicos que
representem o comportamento da extracdo de qualquer planta ou material solido. Diante disso,
as curvas experimentais foram representadas pelos modelos matematicos mais estudados na
literatura, além dos modelos de solubilidade que ajudam a otimizar as condi¢cdes de temperatura
e pressao.

4.1 Cinética de extracéo

Diversos modelos estdo presentes na literatura e sdo baseados nas formas das curvas
experimentais de extracdo. As mesmas, geralmente sdo expressas pela massa do extrato obtidos
em funcdo do tempo de extracio ou a massa de solvente utilizado (MARTINEZ, 2005;
SARTORI et al., 2017). Essas curvas experimentais podem ser utilizadas para determinar
diversos parametros, como: tempo total de extragdo, caracterizagcdo das diferentes etapas da
extracdo (Figura 15), rendimento global de extracdo, determinacdo da solubilidade
experimental e modelagem da transferéncia de massa do sistema (SILVA, 2004; CAMPOS,
2005).

TEC
-
8
g -
[
T O W
c -
]
«<
1
F
¥
CO;
.- Particula da Matriz e bren Tempo (min) 5

Figura 15: Trés periodos distintos da cinética de extracdo com fluido supercritico.
Fonte: Adaptado de Silva et al., 2016.

As etapas de extracdo sao divididas em trés periodos, sendo eles: etapa de taxa constante
de extragdo (TEC), sendo a primeira etapa, onde a superficie externa das particulas esta
completamente coberta de 6leo e a transferéncia de massa é controlada pela convecgéo, estando
sua resisténcia na fase solvente; a segunda etapa ocorre o periodo decrescente de extragédo
(PDE), onde aparecem falhas na camada superficial de soluto nas particulas. Nesta etapa, ambos
0s mecanismos de transferéncia de massa por conveccdo e difusdo competem, sendo
caracterizada por determinar a velocidade da extra¢do; o dltimo periodo é chamado de etapa
difusional (TEB/DC — Taxa de extracdo baixa/Difusdo controlada), controlado pela resisténcia
a transferéncia de massa na fase solida. Nesta etapa, a transferéncia de massa ocorre somente
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pela difusdo do soluto e dentro da particula solida devido ao esgotamento de 6leo da superficie.
Nesse momento, 0 processo de extracao termina.

Foram selecionados alguns modelos na literatura que tentam representar essas trés fases
do processo de extracdo. O modelo empirico de Esquivel et al. (1999), os modelos de
Reverchon e Osseo (1994) e de Zekovi¢ (2003), que fazem analogia a transferéncia de calor, e
0 modelo de Sovova (1994), que se fundamenta nos fen6menos da transferéncia de massa. Além
disso, também foram selecionados para esse trabalho os modelos de Brunner (1984) e Kandiah
e Spiro (1990). Essas escolhas ocorreram devido aos resultados positivos alcancados por
trabalhos do grupo de pesquisa e, devido a isso, foram aplicados na dissertagdo presente por
apresentar similaridade com as anteriores (PEREIRA, 2009; SOUZA, 2015; SARTORI et al.,
2017).

4.2 Modelos Matematicos

4.2.1 Modelo de Esquivel et al. (1999)

Esse modelo empirico é baseado na equacdo da cinética de crescimento microbiano de
Monod e foi utilizada por Esquivel et al. (1999) para descrever curvas globais de extracdo do
o0leo de casca de oliveira. Este modelo ndo considera as interacdes entre soluto e a matriz sélida
e, com isso, apresenta aplicacao restrita em termo de aumento de escala (BARROS et al., 2014).

€ = €lim (#) (4)

Este modelo apresenta a forma geral expressa pela Equacdo 4, que representa o
rendimento da extracao “e” (calculado pela razdo entre a massa de 6leo recuperada em funcéo
do tempo e a massa inicial (M) de carga livre de soluto) em funcéo do tempo (t) em minutos.
Possui apenas dois parametros de ajuste: eiim (rendimento apos um tempo infinito de extragao)
e b (par@metro ajustavel dependente da vazdo massica, temperatura e pressdo) e nao possui
significado fisico.

4.2.2 Modelo de Reverchon e Osseo (1994) e Modelo de Zekovi¢ et al. (2003)

Os estudos de extracdo por fluido supercritico podem ser divididos em trés partes,
segundo Reverchon e Osseo (1994): a caracterizacdo quimica dos extratos, a avaliacdo da
influéncia dos parametros de processo e a modelagem matematica. A melhor compreenséo da
extracdo, interpolacdo ou extrapolacdo das condigdes experimentais pode ser entendida pela
modelagem matematica que realiza uma analise detalhada do processo e uma previsdo do
comportamento da extracdo, ambos dentro das condi¢des experimentais trabalhadas.

Em 1996, Reverchon desenvolveu um modelo para a extracdo de 6leos essenciais
proveniente das folhas da Salvia. Seu modelo matematico foi fundamentado em duas equacdes
diferenciais de balanco de massa ao longo do leito e uma equacdo linear. Os parametros
importantes na modelagem sdo: a geometria e a proporc¢do entre a superficie da particula e seu
volume, e a difusividade do soluto no solido é o Unico pardmetro ajustavel para extracdo de
6leo utilizando CO2-SC (SARTOR, 2009).

O autor garante que a fracdo de oleo livre disponivel na superficie ndo € significativa,
sugerindo que a resisténcia a transferéncia de massa gerada pela fase sélida é maior que a da
fase fluida, sendo entdo o fendmeno controlado pela transferéncia na fase sélida (FILIPPIS,
2001).

As curvas de rendimento em funcdo do tempo séo representadas, pelo modelo
apresentado pela equagéo 5.
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Y = 100 [1 — exp ti] (5)

sendo Y o rendimento normalizado da extracdo (%), obtido pela relacdo entre o rendimento de
extracdo pelo rendimento maximo de extracdo, multiplicado por 100; ti: o tempo de difuséo
interna (s), sendo o parametro de estimacdo do modelo; e t 0 tempo de extracéo (s).

Ja Zekovic et al. (2003), como pode ser visto na equagéo 6, propos uma forma modificada
do modelo de Reverchon e Osseo. O mesmo considera o tempo de difusdo interna (ti) como
uma constante, para certos sistemas de extracdo, evitando a avaliacdo dessa variavel no modelo.

Y =100 [1 — exp(at + b)] (6)
4.2.3 Modelo de Sovova (1994)

Sovové (1994) desenvolveu um modelo baseando-se na extracdo por fluido supercritico
do 6leo de sementes moidas, onde 0 mesmo € baseado em balangcos de massa que consideram
0 escoamento do solvente através de um leito fixo de secdo transversal cilindrica (ROSSO,
2009).

O leito é considerado homogéneo no que diz respeito ao tamanho das particulas e a
distribuicdo inicial de soluto. O soluto é encontrado nas células do sélido e protegido pela
parede das células. Portanto, partes das paredes sdo quebradas pelo processo de moagem,
deixando uma parcela de massa do soluto livre e exposto ao solvente extrator. Deste modo, 0
soluto é caracterizado por duas fragfes, no qual a primeira esté referida as células quebradas,
classificadas como o soluto facilmente acessivel (xp), que esta localizado na superficie da
particula e é a primeira fracdo extraida. Ja a segunda refere-se as células intactas — designadas
como soluto (xx) e esta localizado dentro da particula sélida (FERREIRA e MEIRELES, 2002;
ROSSO, 2009; SARTORI, 2017).

Um modelo relativamente simples é utilizado atualmente por diversos autores devido a
capacidade de empregar o coeficiente de transferéncia de massa da fase fluida para descrever o
periodo de taxa de extracdo constante, e o coeficiente de transferéncia da fase solida para a
etapa na qual prevalece a difusdo. A curva de extracdo é dividida em trés regides distintas,
sendo: a primeira etapa considera que o soluto de facil acesso (xp) esta disponivel na superficie
das particulas s6lidas e vai se esgotando ao longo do leito; na segunda etapa, o soluto de fécil
acesso vai se esgotando e comeca a ocorrer a extracdo de soluto de dificil acesso (TEB), onde
tres € o final da etapa de taxa de extracdo decrescente (s); j& na terceira etapa, sdo extraidos os
solutos de dificil acesso (xk) presentes no interior das particulas sélidas, sendo esta denominada
de etapa difusional.

A curva de extracao obtida pelo modelo de Sovova (1994) é representada pelas equacgdes
7, 8,9 e 10, relacionada a massa total de extrato, na saida do extrator, em fungéo do tempo:

qy-[1 —exp(=2z),seq < g,
e= Yrlq = qmexp(zm = 2)]. ¢ G < 4 < g (7
r X
xo =22 In{1+ [exp(w ) — 1]exp[w(qm — )] xe/ %o}, 5€ 2

Gm = (X0 — xk)/)’rz (8)

X+ (Xo—Xg)exp(Wxo/Yr) (9)

Gn = qm + wlin
Xo
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Zw _ Yr 1, X0 eXpW(@—qm)l Xk (10)

z WX Xo—X[k

sendo x, a quantidade méaxima possivel de solido extraido; g a quantidade especifica de
solvente; yr a solubilidade; Z o parametro do periodo de extracdo rapida e W o parametro do
periodo de extracdo lenta.

4.2.4 Modelo de Brunner (1984)

O modelo proposto por Brunner (1984) foi desenvolvido baseando-se na taxa de
extracdo com fluido supercritico dos 0Oleos de gréos de café e de sementes de colza. Para a
extracdo da cafeina do café, foi abordada uma solucdo aproximada para as equacées diferenciais
e uma de estado estacionario aplicaveis a longo prazo do processo de extracdo. Ja no caso das
sementes trituradas prevalece a transferéncia de massa no estado estacionario. O processo de
extracdo em solidos é dividido em duas grandes etapas, sendo elas: o transporte das substancias
dentro do material s6lido para a interface sdlido-gas e a transi¢do das substancias para o gas e
0 transporte com a maior parte do gas de extracao.

Para a extragdo, foi considerado um leito fixo, onde a transferéncia de massa é instavel
e vai diminuindo desde o inicio da extracdo até terminar. A equacdo 11 foi desenvolvida com
base em um conjunto acoplado de equagdes diferenciais que levam em consideracdo a
concentracdo dependente do tempo, uma forca motriz dependente do tempo, um coeficiente de
transporte médio e a influéncia do fluxo do gés.

Y = xo [1—e7*] (11)

sendo Ye o rendimento de extragéo, k a taxa constante, e t 0 tempo em que a extragdo do soluto
presente no interior do solido inicia.

4.2.5 Modelo de Kandiah e Spiro (1990)

Em 1990, Kandiah e Spiro avaliaram as taxas de extracdo do [6]-gingerol provenientes
do rizoma de gengibre jamaicano, secos ao sol, em diéxido de carbono supercritico. Foi
observado que, aproximadamente, 80% do composto de interesse foi extraido na primeira secdo
linear (etapa de extracdo rapida), enquanto que os outros 20% foram extraidos nas etapas
subsequentes.

Spiro e Kandiah (1989) mostraram que a variacdo de concentracdo com o tempo pode
ser representada por equacbes de primeira ordem, sendo que Spiro e Selwood (1984)
predisseram uma taxa de extracdo através de um coeficiente de difusdo utilizando uma equacéo
no estado estacionario. A cinética de extracdo com didxido de carbono supercritico € muito
complexa, e ao ser representada em funcéo do tempo, gera duas retas que se cruzam, tendo a
primeira uma inclinacéo relativamente ingreme e a segunda uma relativamente baixa.

Diante disso, os autores propuseram um modelo que caracteriza um estagio de difuséo
rapida e um posterior estagio de difusdo mais lenta, sendo kj e k2 as constantes para estes dois
estagios de difusdo (equacdo 12).

Ye = x0{1 — [fiexp (—kit) + frexp (— k,0)]} (12)

sendo f1 e f2 as fracBes do soluto extraido com as taxas de extracao ki e ko, respectivamente.
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4.3 Modelos de Solubilidade

Com o propdsito de relacionar a quantidade em que um composto possa ser extraido,
com uma determinada condicdo experimental (pressdao e temperatura), os modelos de
solubilidade surgem como uma grande e importante ferramenta de correlagéo.

O modelo de Chrastil (1982) foi desenvolvido com o objetivo de corrigir a limitagdo em
que os métodos utilizados para a determinacdo do equilibrio de fases possuem em descrever a
solubilidade dos compostos extraidos com fluidos supercriticos (DANIELSKI, 2002). Diante
disso, em 1982, Chrastil propds uma equacdo empirica que correlaciona a densidade e a
temperatura com a solubilidade das substancias que sdo extraidas. Para tal feito, o autor utilizou
modelos que representem um equilibrio entre as moléculas da particula sélida e as do solvente
(PEREIRA, 2009; SILVA, 2013).

Uma equagéo simples, que apresenta a necessidade do ajuste de trés parametros aos
dados de solubilidade e os valores de temperatura e densidade experimental, foi validada a partir
da extracdo de compostos como colesterol, &cido oleico, &cido esteérico, tributirina, trioleina,
entre outras, em didxido de carbono supercritico, tendo uma Otima correlacdo entre 0s
parametros da equacéo e os dados experimentais, em todos 0s casos.

Este modelo vem sendo utilizado em diversos trabalhos para prever a solubilidade de
diversos metabdlitos em CO2-SC, uma vez que ndo apresenta grande complexidade. Sua
equacao proposta relaciona a solubilidade S (g soluto/L de solucdo) com a densidade p (g/L) do
fluido e a temperatura T (K) do sistema, de acordo com a Equagéo 13.

S = pkexp (% + a3) (13)

sendo k, a; e az 0s parametros da equacéo.

Diferentes equac@es para correlacdo matematica e predicdo de dados de solubilidade em
C0,-SC, como equacgdes semi-empiricas baseadas em densidade foram desenvolvidos uma vez
que a determinacdo da solubilidade pelo procedimento experimental é demorada e dispendiosa.

Em 1983, Adachi e Lu propuseram outra equacao empirica que pode ser simplificada
na seguinte forma, onde k é expresso como uma funcao linear da densidade:

S = p(a1+azp+a392) exp (a4 + %) (14)

sendo ai, az, as, a4 € as 0s parametros da equacao.

Em 1988, Del Valle e Aquilera modificaram a equagéo na seguinte forma:

S =pkexp (az 4+ =24 E) (15)

T T2

sendo k, az, az e as parametros da equacao.

Outro modelo empirico de solubilidade bastante utilizado é o de Gordillo et al. (1999).
Inicialmente desenvolvido para correlacionar o comportamento de solubilidade do 6leo de soja
e cinco acidos graxos, seu modelo pode ser definido como:

InS = ¢y + ¢, P+ P2+ ¢3PT + ¢4, + c5T? (16)

sendo Co, C1, C2, C3, C4 € Cs parametros da equacéo.
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A variacdo dos dados experimentais e preditos pelos modelos foi feita através do desvio
relativo médio (DRM %), calculado através da Equacdo abaixo, sendo Nexp o nimero de
pontos experimentais utilizados.

( (eexperimemal )_ (ecalculado)J

e

A7)

DRM%= I:tloo z

exp

experimental
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5- RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos nas extragdes convencionais e na
extracdo supercritica das folhas de Bidens pilosa, em relagéo aos rendimentos de 6leo obtidos,
assim como os rendimentos por analise gravimétrica baseados na carga livre de soluto referente
ao extrato. Sao apresentadas as analises cromatograficas para cada condicdo operacional e 0s
testes de atividade antitumoral realizados para as condi¢des de maior rendimento e sua repeticdo
utilizando cossolvente. O comportamento dos modelos cinéticos e de solubilidade séo
discutidos e avaliados para a extracdo do 6leo de Bidens pilosa.

5.1 Tratamento do material vegetal

Primeiramente, realizou-se a caracterizagdo do material vegetal, observados nos itens
3.4 e 3.6, medindo-se sua umidade, densidade aparente e porosidade do leito formado pelo
mesmo.

Na Tabela 7 séo apresentados os resultados obtidos das analises de porosidade do leito,
assim como a densidade aparente. Todas foram realizadas em triplicata e os resultados sdo a
média, junto ao desvio padréo (DP).

Tabela 7: Densidade aparente do leito e porosidade do leito.
Porosidade do leito Densidade aparente do leito (g/mL)

0,0476 (+ 0,0) 0,2580 (+ 0,0)

O teor de umidade encontrado foi de 8,57%. Esse valor € importante, visto que a
presenca de umidade no material vegetal, em altas proporcdes, diminui o rendimento, pois pode
ocorrer uma competicdo da agua com o soluto em detrimento do solvente (SOUZA, 2015). De
acordo com a ANVISA (2013), o valor aceito de umidade para uma droga vegetal é abaixo de
12%.

5.2 Extracao Convencional

Todas as extracOes foram realizadas em triplicata e o rendimento (R%) referente ao
extrato foi calculado como a razdo da massa extraida em funcdo da massa total alimentada
(equacdo 18). Na Tabela 8 s&o apresentados os valores dos rendimentos obtidos nas extragoes
convencionais.

RY% = Massa extraida x 100 (18)

Massa total alimentada

sendo massa extraida a massa de 6leo extraida com os métodos convencionais e massa total
alimentada a massa de folha de Bidens pilosa adicionada ao extrator.

Foi observado que nas trés técnicas de extracdo utilizadas, a técnica de infusdo
apresentou maior rendimento (20%) do que a maceragéo (4,21%) e por Soxhlet (15,13%). As
amostras submetidas a infusdo e extraidas em Soxhlet apresentaram um rendimento maior do
que por maceracdo, devido ao aquecimento do processo. Em geral, o uso de altas temperaturas
na extracdo auxilia na diminuicdo da viscosidade do fluido, aumentando sua permeabilidade.

A viscosidade do solvente influencia na extracdo, de modo que os fluidos com menor
viscosidade tém a capacidade de penetrar mais facilmente nos poros existentes nos sélidos,
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aumentando sua taxa de difusdo, desta forma com o aumento da temperatura, é obtido um
aumento da solubilizacdo das substancias (ZACHI, 2007).

Tabela 8: Rendimentos obtidos nas extracdes em aparelho de Soxhlet, maceracéao e infuséo
das folhas de Bidens pilosa.

Soxhlet Maceracéo Infusdo

Experimento
Massa (9) R% Massa () R% Massa (g) R%

1 1,1385 11,38 0,4214 4,20 1,9640 19,58
2 1,5931 15,93 0,4218 4,21 2,1601 21,58
3 1,8086 18,08 0,4340 4,23 2,0339 20,30
Média 1,5134 15,13 0,4257 4,21 2,0526 20,49

Desvio padrao (x0,32) (x3,42) (= 0,00) (x0,01) (= 0,00) (x1,01)
R% - rendimento padrdo (Mextraida * 100 / Miotar)

No sentido oposto, a utilizacdo de altas temperaturas durante a extragdo pode ocasionar
a degradacdo de algumas classes de substancias podendo causar, por exemplo, oxidaces em
carotenoides ou degradacdo parcial (quebra de ligaches) das cadeias de poliacetilenos
(OLIVEIRA, 2015; PARAGINSKI et al., 2015). Assim, as analises cromatograficas devem ser
realizadas com intuito de verificar a qualidade do extrato obtido.

A guantidade méaxima de éleo presente na planta foi considerada tendo como base o
valor de rendimento encontrado no Soxhlet (15,13%), mesmo apresentando um rendimento
inferior a técnica de infusdo. Essa escolha esta de acordo com os diversos trabalhos encontrados
na literatura que fazem comparacdo entre a técnica de extracao por fluido supercritico com uma
técnica convencional. A extracdo em Soxhlet apresenta uma maior diversidade de classes
quimicas extraida devido a realizacdo de ciclos extrativos e 0 uso do etanol como solvente
extrator (CARDOSO, 2013).

5.3 Extragdo com COz supercritico

A extracdo com CO»-SC foi realizada em diferentes condi¢des de pressdo e temperatura,
sendo o rendimento em carga livre de soluto calculado de acordo com a equagéo 19.

eY% = Massa extraida x 100 (19)

Massa de carga livre de soluto

sendo a massa extraida a massa de 6leo extraida com fluido supercritico e massa de carga livre
de soluto a massa de folha de Bidens pilosa sem a presenca desse extrato, que foi previamente
calculado pelo método convencional de Soxhlet.

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores de massa nas diferentes condigdes de
temperatura e pressao utilizadas, assim como 0s seus respectivos rendimentos de extracao (R%
e e%), os valores da densidade do CO- de cada ensaio (ANGUS et al., 1976), seguindo o
planejamento experimental.

De acordo com a média dos rendimentos obtidos na extragcdo com CO2, e como mostrado
na Tabela 9, é possivel constatar que os melhores resultados da extracdo aconteceram nas
pressdes mais altas. O melhor rendimento, 0,082%, foi obtido na condigcdo de temperatura de
74 °C e pressao de 321 bar.
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Tabela 9: Experimentos, massas e rendimentos obtidos da extragédo de B. pilosa com CO»-SC.

Densidade

Ensaio P (bar) T (°C) Massa (mg) (kg/m?) R (%) e (%)
1 179 46 2,5 774,7653 0,029 0,035
2 179 74 2,7 553,3886 0,033 0,040
3 321 46 4,0 898,1649 0,049 0,059
4 321 74 6,6 787,5997 0,082 0,097
5 250 40 4,6 879,4600 0,057 0,068
6 250 80 2,7 686,1241 0,033 0,040
7 150 60 1,7 601,6347 0,021 0,025
8 350 60 3,6 863,2806 0,044 0,053
9 250 60 33 786,3368 0,041 0,048

10 250 60 3,5 786,3368 0,043 0,051
11 250 60 35 786,3368 0,044 0,051

sendo: R (%) — rendimento padrdo (Mextraida * 100 / Miotal);
e (%) — rendimento por carga livre de soluto (Mextraida * 100 / Mcarga livre);
MCarga livre (Mtotal - (Mtotal * Rsohxlet) / 100.

Em ambos os experimentos obtidos com CO>-SC, os melhores rendimentos foram
obtidos com o0 aumento da presséo; todavia, 0 comportamento da extragcdo variou de acordo
com as condi¢Oes experimentais utilizadas, conforme visto na Figura 16.
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Figura 16: Curvas de extracdo para todas as condi¢des experimentais presentes no
planejamento realizado.
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As Figuras 17, 18 e 19 apresentam as curvas cinéticas de extracdo para as diferentes
pressdes e temperaturas investigadas, sendo mostradas as comparacGes entre pressdes
semelhantes, para melhor visualizagdo dos fendmenos ocorridos. As curvas relacionam
rendimento (R%) em funcao do tempo (minutos) da extracéo e o tempo final de extracéo variou
conforme as diferentes condigdes utilizadas no ensaio.

Com relacéo a variacdo de temperatura (40, 60 e 80 °C) na presséo de 250 bar, observou-
se que, com 0 aumento da temperatura de 40 a 60 °C, a massa extraida diminuiu 24%, e o
mesmo comportamento ocorreu de 60 a 80 °C, com uma diminuicao de 23%. Este resultado foi
esperado devido a diminuigdo da densidade do CO2 quando a temperatura aumentou.
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Figura 17: Curvas das extracdes para as condi¢oes de 250 bar - 40 °C, 250 bar - 60 °C e 250

bar - 80 °C.
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Figura 18: Curvas das extracdes para as condicGes de 150 bar - 60 °C, 179 bar - 46 °C e 179
bar - 74 °C.

40



A 250 bar observa-se um crossover entre as curvas de 60 °C e 80 °C mostrando os efeitos
de competicao entre a densidade e a presséo de vapor do soluto, na eficiéncia de extracdo. Pode
ser observado que até 250 min, na condi¢éo de 80 °C, é possivel obter um rendimento superior
a de 60 °C, sendo o rendimento invertido ap0ds esse periodo de tempo.

Comparando os experimentos realizados a 179 bar com 46 °C e 74 °C, o aumento da
temperatura ndo influenciou tanto no aumento do rendimento, o que significa que a pressdo de
vapor dos componentes ndo se alterou significativamente, apresentando apenas um aumento no
rendimento de 7,4%. Ja para os experimentos realizados em 179 e 321 bar (ambos em 46 e 74
°C), observou-se um aumento do rendimento (66% a 46 °C e 144% a 74 °C) com o0 aumento da
pressdo. Isso é causado pelo aumento da densidade de CO2, que aumenta quando a pressao
também aumenta, mesmo com o aumento da temperatura. Isso ocorreu devido a influéncia da
pressdo ser maior do que a temperatura.
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Figura 19: Curvas das extracdes para as condi¢oes de 321 bar - 46 °C, 321 bar - 74 °C e 350
bar - 60 °C.

Para os resultados obtidos a temperatura constante de 60 °C, observa-se um aumento no
rendimento quando a pressdo aumentou de 150 bar para 250 bar (de 0,021% para 0,041%) e de
250 bar para 350 bar (de 0,041% para 0,044%), evidenciando que o aumento da densidade do
diéxido de carbono supercritico promove uma maior solubilizacdo dos compostos, aumentando
assim o rendimento da extracdo. Os resultados obtidos a pressées maiores, 321 e 350 bar,
mostraram que 0 aumento da pressdo provoca um aumento no rendimento da extracéo.

Diante dos resultados obtidos na extracdo por fluido supercritico, as variaveis
temperatura e pressao (independentes) foram investigadas estatisticamente utilizando 95% de
nivel de confianga (p-valor < 0,05). Para tal, foram calculados os coeficientes de regresséo das
variaveis estudadas e as suas interacdes, erro padrdo e o p-valor, sendo todos listados na Tabela
10.

Os valores obtidos de coeficiente de regressdo e p-valor, apresentados na Tabela 10,
sugerem que o fator linear da pressao, a interacdo entre a pressao e a temperatura e a temperatura
quadratica foram os parametros considerados estatisticamente significativos. Foi possivel
observar que o p-valor estava de acordo com o nivel de confianca estabelecido (p < 0,05).
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Tabela 10: Coeficientes de regresséo, erro padrdo e p-valor, obtidos para o rendimento da
extragdo com CO; supercritico.

Fatores Coeficiente de Regressao Erro padrao p-valor

(1) Presséo (L) 0,135479 0,019331 0,019758
(1) Presséo (Q) 0,000009 0,000079 0,917002
(2) Temperatura (L) 0,000001 0,000000 0,053035
(2) Temperatura (Q) -0,003902 0,000434 0,012148
(1) por (2) 0,000007 0,000001 0,010917

Tal comportamento pode ser corroborado com a analise realizada pelo grafico de Pareto,
mostrado na Figura 20. As alturas das barras estdo situadas de maneira decrescente e 0s
resultados representam os efeitos das variaveis (t-valor). E observado novamente que o fator
linear da pressao é o parametro mais significativo, seguido pela interacdo pressédo / temperatura
(L) e a temperatura quadratica (Q).

9.492478

(1)Presséo(L) 23.5161

1Lby2L -
Temperatura(Q) §

Pressao(Q) §

Figura 20: Grafico de Pareto para a analise do rendimento obtido com CO; supercritico.

(2)Temperatura(L) _62505451

Este resultado corrobora os resultados apresentados anteriormente na Tabela 9, em que
as melhores condicGes de extracdo do 6leo de Bidens pilosa foram em condicGes de pressdes e
temperaturas mais elevadas. Tendo em vista a avaliacdo da qualidade do ajuste do modelo, uma
analise de variancia (ANOVA) foi realizada com intervalo de confianca de 95%. A Tabela 11
apresenta os valores de F-calculado e F-tabelado, a soma quadratica, média quadratica, graus
de liberdade e o p-valor.

Tabela 11: Analise de Variancia para o rendimento dos extratos obtidos com CO; supercritico.

Fonte de Soma Graus de Média

o . . ” F-cal F-tab  P-valor
variagdo  quadratica liberdade quadrética
Regressao 0,00260 4 6,4918E 04 93,9955 45336 1,53E%
Residuo 0,00004 6 6,9065E°

Total 0,00264 10
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Através do teste F, encontra-se a razdo entre 0 modelo e seu erro, sendo capaz de
confirmar a hipdtese de que as amostras tém a mesma média (sdo iguais) e rejeita a que ndo
existe interacdo entre os 2 fatores (temperatura e pressdo). Foi observado que a andlise de
regressao é significativa, sendo o valor do F-calculado maior que o de F-tabelado (93,9955 >
4,5336). O coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,6276, indicando assim que o modelo é
viavel para explicar 62,76% da variacéo total dos parametros experimentais observados. Assim,
0 modelo ¢ valido e apropriado para representar as relaces entre os parametros selecionados,
sendo semelhante aos modelos realizados em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa
(SOUZA, 2015; SARTORI et al., 2017).

Levando em consideracdo as variaveis significativas apontadas pelo ANOVA, foi
possivel gerar um modelo (Equacdo 20) que descreve as superficies de resposta para o
rendimento de extracdo, em funcdo da temperatura e pressdo. O modelo é valido, visto que Fcal
foi maior que Fb € 0 p-valor < 0,05 é altamente significativo.

y =0,1354 + 9,3567E° P + 1,7523E° T 2 + 7,2937E° PT (20)

sendo y o rendimento da extracdo, T temperatura experimental e P pressdo experimental.

Pode ser observado na Figura 21, a superficie de resposta obtida do rendimento da
extragdo com CO,-SC, em funcédo da temperatura e da presséo.

Os resultados propostos pela anélise do gréafico de superficie gerado ndo podem ser
comparados com outros trabalhos, visto que ndo foram encontradas referéncias utilizando um

planejamento experimental na extracdo de Bidens pilosa, utilizando diéxido de carbono
supercritico.

S
-
L=

e
®

Rendimento (R%)

Figura 21: Superficie de resposta relacionando o rendimento da extracdo em funcdo da
temperatura e da pressao.
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As respostas apresentadas no grafico de superficie definem as melhores condic6es para
obtencdo de um elevado rendimento. Apds andlise, foi observado que a regido otimizada é
localizada em temperaturas e pressfes mais elevadas. O gréfico indica que, com a elevacédo da
pressdo, o rendimento do extrato aumenta. J& a temperatura é dependente da presséo, sendo
possivel com o aumento da temperatura obter altos rendimentos em pressdes elevadas e sob
pressdes baixas, rendimentos menores. A interacao da pressdo com a temperatura em condi¢coes
elevadas favorece a extracao.

5.4 Extragéo utilizando CO2 Supercritico com Cossolvente

O quarto experimento, cujo resultado estd presente na Tabela 9, apresentou a maior
massa extraida e, por isso, foi escolhido para ser repetido, com uso de etanol PA 99% como
cossolvente. Na Tabela 12, podem ser observadas as massas e o0s rendimentos obtidos.

Tabela 12: Comparacao entre as massas e rendimentos das extracdes com e sem cossolvente.

Ensaio T (°C) P (bar) Etanol(mL) Massa(mg) Rendimento (%)

1 74 321 0 9,20 0,1148
2 74 321 4 61,20 0,7649

As duas extracOes foram realizadas, sem estudo cinético, mantendo o método estatico
por 330 min e a despressuriza¢do ocorreu apos esse tempo. Foi observado um rendimento,
aproximadamente, 6,6 vezes maior na extragdo utilizando etanol como cossolvente. Tal
resultado era esperado, visto que a utilizacdo do etanol junto ao CO, — SC modifica a polaridade
do meio, auxiliando na solubilizacdo de compostos com caracteristicas mais polares, que ndo
sd0 possiveis de serem extraidos nos ensaios com CO. — SC puro (BENELLI et al., 2010;
TOSS, 2010).

5.5 Andlises Cromatogréficas

Todos os extratos das folhas de Bidens pilosa, por CO2 supercritico, maceracdo, em
aparelho de Soxhlet e infusdo foram analisados pelas cromatografias em camada fina, liquida
de alta eficiéncia e gasosa. Os resultados sdo detalhados a seguir.

5.5.1 Cromatografia em Camada Fina (CCF)

A avaliagdo da composicao quimica por CCF foi realizada com os extratos obtidos nos
experimentos realizados com fluido supercritico. As cromatoplacas reveladas quimicamente
por vanilina/acido sulfirico e NP-PEG (a 365nm) podem ser vistas nas Figuras 22 e 23. Os
naumeros apresentados nas placas representam 1 (179 bar - 46 °C), 2 (179 bar - 74 °C), 3 (321
bar - 46 °C), 4 (321 bar - 74 °C), 5 (150 bar — 60 °C), 6 (350 bar - 60 °C), 7 (250 bar - 40 °C), 8
(250 bar - 80 °C) e 9 (250 bar - 60 °C).

Pode ser visto, na Figura 22, bandas caracteristicas de terpenos em todos 0s ensaios. A
coloracdo violeta estd presente nas bandas com Rf aproximadamente 0,4 em todos o0s
experimentos, apresentando uma coloragdo mais intensa nos ensaios 3, 4 e 6. O mesmo pode
ser observado em R¢ 0,53, com concentracdo elevada nos ensaios 1, 3, 5, 7 e 9. Essa coloragéo
¢ caracteristica da classe, ap0s revelacdo com vanilina/acido sulfarico (AIYAKOOL e
VAJRODAYA, 2014).
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' /1-179bar-46°C;\

2-179 bar - 74 °C;
3-321 bar-46 °C;
4 - 321 bar - 74 °C;
5-150 bar - 60 °C;
6 - 350 bar - 60 °C;
7 - 250 bar - 40 °C;
8 - 250 bar - 80 °C;
\9-250bar-60 °C./

Figura 22: Resultado da cromatografia em camada fina, com revelacdo por vanilina/acido
sulfurico, dos extratos obtidos no planejamento experimental da extracao por fluido
supercritico.

K1-179bar-46°C;\

2 - 179 bar - 74 °C;
3 -321 bar - 46 °C;
4 - 321 bar - 74 °C;
5 - 150 bar — 60 °C:
6 - 350 bar - 60 °C;
7 - 250 bar - 40 °C;
8 - 250 bar - 80 °C;

K9-250bar-60 °C./

Figura 23: Resultados da cromatografia em camada fina, com revelacéo por NP-PEG e
inspecdo sob luz ultravioleta a 365 nm, dos extratos obtidos no planejamento experimental da
extracdo por fluido supercritico.

Na Figura 23 foi aplicada uma solugdo de NP-PEG em uma placa de CCF. Tal
procedimento € realizado para a identificacdo da presenca de flavonoides, cumarinas e acidos
fenolicos nos extratos obtidos (WAGNER et al., 1984). A principio, ndo foram observadas
bandas caracteristicas para classe de flavonoides, geralmente de colora¢do amarela ou laranja.
A auséncia dos flavonoides somente podera ser confirmada apds as analises pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, por apresentar maior sensibilidade na identificagéo das
substancias. Em paralelo, bandas com coloracao azul foram observadas em todos os ensaios. O

45



aparecimento dessa coloracdo € indicativo da presenca de compostos fenolicos (&cidos
fenolicos ou derivados cindmicos) existentes no extrato (CRETU et al., 2013). Da mesma forma
foram observadas bandas de coloracéo vermelha, indicando a presenca de clorofila nos extratos.
Na&o é possivel afirmar qual substancia esta presente, pois esse experimento apenas sugere a
presenca das classes no extrato analisado.

Foi realizada uma comparacdo entre o ensaio de 321 bar e 74 °C, com e sem cossolvente,
com 0s extratos obtidos pelos métodos convencionais utilizados. As placas foram reveladas
utilizando anisaldeido sulfarico (Figura 24) e 3 padrdes foram aplicados para comparagdo com
0s ensaios. Pode ser observado um perfil bastante complexo nos experimentos convencionais
(maceracdo e em Soxhlet), apresentando diversas bandas de coloracdes variadas, que
corroboram com os artigos da reviséo, apontando-as como néo seletivas. Na infusdo, ndo foram
observadas muitas bandas — isso ocorreu devido a interagdo entre 0s compostos extraidos e a
fase utilizada. Assim, do que foi extraido por essa técnica, as substancias foram todas carreadas
ao front de corrida (carater polar — interacdo forte com a fase movel). Quando comparados 0s
perfis das extracfes convencionais com a extracdo por fluido supercritico, é possivel observar
uma similaridade na presenca de algumas substancias, porém a EFSC apresentou um perfil mais
simples.

~

MC - extracdo por Maceracdo
SOX - extracdo por Soxhlet
INF - extracdo por Infusao
SC-ET - extracdo supercritica
com etanol (321 bar— 74 °C)
SC - extracdo supercritica sem
etanol (321 bar—74°C)
Cario — Padrdo de Cariofileno
Lin —Padrao de Linalol
Rut — Padrdo de Rutina

p.

Figura 24: Resultados da cromatografia em camada fina, com revelacdo por anisaldeido
sulfarico, dos extratos obtidos por maceracéo, em aparelho de Soxhlet, infusdo e com fluido
supercritico nas condicdes de 321 bar e 74 °C, com e sem etanol.

O padrdo de rutina aplicado na cromatografia em camada fina ndo foi observado nos
experimentos por fluido supercritico, apresentando o oposto do que foi observado nas extraces
convencionais. Uma banda com coloracdo amarelo-laranja e com Rt de 0,9, aproximadamente,
é caracteristico desse flavonoide, utilizando as condi¢des da fase mével aplicadas, e com isso,
é possivel sugerir a presenca ou auséncia do mesmo para cada experimento. Apés o resultado
obtido, tal fato deve ser confirmado com as analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
realizadas seguindo o protocolo detalhado no item 3.8.2.

Os padrdes de terpenos, B-cariofileno, 6xido de cariofileno e linalol, foram observados
em todas as extragdes. Os cariofilenos apresentaram Rt de 0,42 (6xido de cariofileno) e 0,57
(B—cariofileno), assim como uma coloracdo arroxeada, caracteristico da revelacdo com
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anisaldeido sulfdrico (PEREIRA, 2017). J& 0 padrdo de linalol, de R¢ 0,75, apresentou coloragéo
marrom, sendo novamente caracteristico do revelador utilizado (WAGNER et al., 1984). A fim
de corroborar a presenca dos terpenos visualizados na cromatografia em camada fina, todos os
experimentos foram encaminhados para analise por cromatografia em fase gasosa, seguindo o
protocolo detalhado no item 3.8.3.

5.5.2 Anélise na regido do ultravioleta/visivel

Uma anélise prévia em espectrofotdmetro na regido do ultravioleta/visivel foi realizada
com o intuito de obter informacéo sobre a absor¢cdo de uma amostra mediante a sua exposi¢do
a uma faixa de comprimentos de onda. Foi realizada uma analise comparativa dos extratos
convencionais de Bidens pilosa comparando maceracao, em aparelho de Soxhlet e infuséo, ndo
tendo sido observada uma grande diferenca entre os perfis poliacetilénicos e flavonoidicos. Essa
comparacdo pode ser observada na Figura 25.
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I BPC-SOX
B BPC-MC

0,0000 ' ‘ !
250,0 300,0 350,0 400,0 450,0

Figura 25: Comparacdo entre os espectros na regido do ultravioleta das extracoes
convencionais realizadas.

As técnicas de extracdo convencionais apresentaram curvas espectrofotométricas
semelhantes quando comparadas entre si e, em paralelo, demostraram similaridades as
substancias visualizadas na Figura 14-B. Segundo as referéncias, a presenga de um perfil
apresentando picos finos sequenciais € caracteristico de poliacetilenos, sendo entdo sugerida
sua presenca nos extratos. Esse fato é visualizado nos espectros acima, com picos nos
comprimentos de onda de 263, 269, 289, 308 e 329 nm.

No extrato obtido por maceracao, foi observado um perfil de maior absorbancia quando
comparado aos outros métodos, sugerindo uma concentracdo mais elevada desses metabolitos
e, além disso, sugeriu também um perfil caracteristico de flavonoides, visto que apresentou uma
banda de alta intensidade na faixa de comprimento de onda ente 370 e 430 nn (400 nm). Esta
classe é sugerida quando o extrato apresenta um perfil tipico de morros, apresentando duas
bandas, sendo uma com elevacdo mais intensa e outra de menor intensidade.

Foi realizada uma comparacéo entre as curvas espectrofotométricas dos extratos obtidos
no planejamento de experimentos com CO> supercritico. E possivel observar essa comparagao
na Figura 26.
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Figura 26: Comparagao entre 0s espectros na regido do ultravioleta/visivel das extracdes com
CO2 supercritico.

Foi realizada uma analise referente aos teores das substancias que apresentaram
absorbancia em comprimento de onda de 270 nm. A comparagdo entre as curvas
espectrofotométricas no UV/vis dos extratos obtidos por fluido supercritico apresentou perfis
de absorcdo semelhantes entre eles, porém com maiores intensidades para os experimentos de
150 bar - 60 °C e 250 bar — 60 °C. O extrato que apresentou 0 menor teor quantitativo das
substancias presentes foi o experimento de 179 bar e 74 °C. Na pressdao de 250 bar e com 0
aumento da temperatura de 40 para 60 °C e de 60 para 80 °C, observa-se uma reducéo do teor
das substancias extraidas. Tal fato também pode ser observado nas pressbes de 179 e 321 bar,
onde com o0 aumento da temperatura (46 para 74 °C) e a consequente reducao da densidade do
CO: supercritico, tem-se a diminuicdo do teor das substancias que absorvem nesse
comprimento especifico. Kviecinski et al. (2011) identificaram a presenca de poliacetilenos no
extrato obtido por fluido supercritico. Na condicdo de 250 bar de pressdo e 40 °C de
temperatura, os autores alcancaram um extrato, apds sucessivas extragoes, que apresentou um
perfil caracteristico de poliacetilenos, quando analisados em espectrofotdmetro na regido do
ultravioleta/visivel. Tal fato ndo foi observado neste trabalho, conforme mostrado na Figura 26,
na qual ndo apresentou perfis caracteristicos de flavonoides e poliacetilenos nos espectros
obtidos da extragdo com CO> supercritico, de maneira oposta do que foi observado nos perfis
das extragdes convencionais.

5.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

Analisando os extratos convencionais (Soxhlet, maceragéo e infusdo) por CLAE-DAD,
foi possivel observar sinais que apresentaram perfis caracteristicos de flavonoides e
poliacetilenos em seus espectros na regido do ultravioleta. De acordo com o método
desenvolvido pelo Servico de Métodos Analiticos de Farmanguinhos (FIOCRUZ), observou-
se uma separacdo no cromatograma formado por grupos de compostos flavonoidicos e 0s
poliacetilenos. Foi constatado que os flavonoides apresentaram sinais nos tempos de retencéo
de 8 até 14 min (sinais 1 a 7 para Soxhlet, 1 a 3 para maceracdo e 1 a 5 para infusdo); ja os
grupos formados com compostos poliacetilénicos apresentaram sinais nos tempos de retencao
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entre 0s minutos 16,9 até 23 (sinais 8 a 19 para Soxhlet, 4 a 19 para maceragdo e 6 a 14 para
infusdo). S@o apresentados, nas Figuras 27, 28 e 29, os cromatogramas das extracdes
convencionais (Soxhlet, maceracdo e infuséo, respectivamente).
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Figura 27: Cromatograma obtido por CLAE-DAD (280 nm) do extrato realizado por Soxhlet.
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Figura 28: Cromatograma obtido por CLAE-DAD (280 nm) do extrato realizado por
maceracao.
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Figura 29: Cromatograma obtido por CLAE-DAD (280 nm) do extrato realizado por infus&o.

Deste modo, é possivel realizar técnicas especificas de separacdo, de forma a alcancar
extratos ricos de flavonoides e poliacetilenos separadamente. A técnica de extragdo por Soxhlet
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ndo é utilizada convencionalmente para extracdo de poliacetilenos, pois a utilizacdo excessiva
do calor pode propiciar a degradacdo dos mesmos (CARDOSO, 2013). Apesar disso, neste
trabalho, foi possivel identificar a presenca de poliacetilenos no extrato realizado por Soxhlet.

Quando realizada uma comparacdo entre 0s cromatogramas das extracOes
convencionais, foram notadas diferencas nos perfis de flavonoides e poliacetilenos. Os maiores
teores de flavonoides foram alcancados na extracdo por infusdo, devido a maior polaridade do
solvente utilizado e a alta temperatura aplicada nesta técnica. Quando analisado pela presenca
dos poliacetilenos, a extracdo por maceracdo apresentou 0s maiores teores, uma vez que é uma
tecnica extrativa que usa solvente de polaridade media, que n&o utiliza calor durante o processo,
diminuindo assim o risco de degradacéo dessas substancias.

A extracdo por Soxhlet apresentou teores de extracdo medios entre essas classes de
substancias, exibindo maiores teores de poliacetilenos quando comparadas a infusdo e maiores
teores de flavonoides quando comparados a maceragdo. Ao mesmo tempo que o calor utilizado
e a realizagdo de ciclos com o solvente extrator ajudam na extracéo dos flavonoides, os mesmos
agem de maneira oposta na extracdo dos poliacetilenos.

A identificacdo das classes presentes nos extratos foram realizadas utilizando os
espectros na regido do ultravioleta gerados pelo aparelho, correspondentes a cada sinal
cromatografico apresentado nas Figuras 27, 28 e 29. Na Figura 30 sdo apresentados exemplos
de espectros no ultravioleta dos sinais que apresentaram perfis caracteristicos de flavonoides e
poliacetilenos.
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Figura 30: Espectros na regido do ultravioleta de sinais obtidos por CLAE-DAD dos extratos
convencionais, sendo A e B: representativos de flavonoides e C e D: de poliacetilenos.

Os espectros foram interpretados baseados em referéncia especifica (MABRY et al.,
1970), em conjunto com o protocolo descrito no item 3.8.2. Além disso, a comparacdo dos
resultados foi possivel de ser concluida visto que, este protocolo de comparagéo é utilizado em
diversos artigos cientificos que utilizam a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Desta forma, muitos estudos utilizam
esta técnica e descrevem a ocorréncia de diversos flavonoides e poliacetilenos em extratos
realizados com as folhas de Bidens pilosa. Mohamed et al. (2014) e Falowo et al. (2016)
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obtiveram resultados semelhantes para a extracdo de flavonoides de Bidens pilosa utilizando a
técnica de maceragdo, sendo identificados pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O mesmo foi observado por Hsu et al. (2009) e Zhang et al. (2016) para a técnica de
infusdo das folhas de Bidens pilosa. Os resultados da infusdo também foram similares aos
encontrados por Gbhashi et al. (2017): os autores identificaram 28 flavonoides em extratos de
Bidens pilosa, utilizando folhas secas e extracdo por agua quente pressurizada. Da mesma
forma, Chand et al. (2018) realizaram um trabalho para identificar as propriedades
antioxidantes em treze plantas medicinais usadas em doenca de Alzheimer, dentre elas Bidens
pilosa. Neste estudo, realizou-se extracdo em aparelho de Soxhlet, de tal forma que possibilitou
a identificacdo de um extrato rico em compostos fenolicos, flavonoides, alcaloides e
poliacetilenos.

As condicdes de cada metodo de extracdo desempenham um papel fundamental na
andlise de fitoquimicos em materiais vegetais. Com o proposito da identificacdo das substancias
presentes nos extratos realizados com fluido supercritico, as analises por cromatografia liquida
de alta eficiéncia foram feitas de acordo com o procedimento detalhado no item 3.8.3. Portanto,
cada extrato foi analisado em relacéo ao seu perfil cromatogréafico e, a partir disso, 0s espectros
no ultravioleta foram gerados para cada sinal. Os resultados podem ser semelhantes as classes
encontradas nas extracGes convencionais ou os dados podem indicar a presenca de novas
estruturas. Assim, apds 35 minutos de separacao pelo método de CLAE-DAD utilizado, foram
obtidos os cromatogramas dos extratos realizados com CO2 supercritico das folhas de Bidens
pilosa.

Posteriormente, pode ser comprovado, através das analises realizadas, que o método
desenvolvido apresentou um bom desempenho para os diferentes tipos de extracdes realizadas.
Observou-se também uma separacao no cromatograma, obtido em 235 nm, mostrando grupos
de sinais de alta e baixa intensidade. Além disso, pode-se notar que 0s picos de maior
intensidade apresentaram sinais nos tempos de retencéo de 20 até 24 min; ja o grupo formado
com picos de baixa intensidade apresentaram sinais nos tempos de retencdo entre os minutos 9
até 16.

Os resultados dos cromatogramas obtidos no comprimento de onda a 235 nm ainda que
apresentando boa resolucdo, ndo puderam ser analisados, visto que ndo apresentaram perfis
caracteristicos de flavonoides ou poliacetilenos. Do mesmo modo, ndo foi possivel identificar
quais substéncias estdo presentes nos espectros correspondentes aos sinais de maiores
concentracgdes, visto que ndo apresentaram perfis de boa resolucéo.

Dessa maneira, os sinais mostrando a abundancia relativa dos compostos para cada
extracao realizada por fluido supercritico sdo visualizados nas Figuras 31, 32 e 33, com base
no planejamento experimental e estando relacionados ao comprimento de onda de 235 nm.

¥ PDA Multt 3 235nm. 4nm

I
179 bar — 46 °C
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Figura 31: Cromatogramas referentes ao comprimento de onda de 235 nm do extrato 179 bar
e 46 °C obtido por fluido supercritico.
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Figura 32: Cromatogramas referentes ao comprimento de onda de 235 nm dos extratos 179-

74, 321-46, 321-74, 250-40 e 250-80 (bar - °C) obtidos por fluido supercritico.
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Figura 33: Cromatogramas referentes ao comprimento de onda de 235 nm dos extratos 150-
60, 350-60 e 250-60 (bar - °C) obtidos por fluido supercritico.

No presente estudo, a extracdo por fluido supercritico foi utilizada para extrair um amplo
espectro de metabdlitos que podem ser encontrados em Bidens pilosa, tendo um foco maior em
flavonoides e poliacetilenos. Com base nas condicdes de pressao e temperatura utilizadas, isto
é, 40, 46, 60, 74 e 80° C e 150, 179, 250, 321 e 350 bar, € possivel extrair os metabolitos acima
mencionados de outras espécies vegetais. Em seguida, seguiu-se a abordagem convencional
utilizada em aparelho de CLAE-DAD para a identificacdo e caracterizagdo das substancias de
interesse nos extratos supercriticos. No entanto, a identificacdo dos compostos nédo foi efetiva
usando o método para este comprimento de onda analisado. Os espectros dos sinais de maior
concentragdo obtidos nos extratos com CO> supercritico no ultravioleta podem ser observados

na Figura 34.
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Figura 34: Espectros no ultravioleta dos sinais de maior concentragéo obtidos nos extratos

com CO- supercritico.
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A partir dos resultados apresentados, decidiu-se por avaliar outros comprimentos de
onda, a fim de identificar as substancias presentes nos extratos supercriticos. A presenca de
compostos fendlicos ja foi descrita em diversos trabalhos utilizando o material vegetal
estudado; assim, com base nos espectros no ultravioleta utilizados como referéncia, os sinais
caracteristicos foram positivamente identificados em dois experimentos. Nas condi¢cdes de
321 bar — 74 °C e 250 bar - 60 °C foram encontrados sinais cromatograficos caracteristicos de
flavonoides. Podem ser observados, nas Figuras 35, 36 e 37, os cromatogramas das condicgdes
321 bar e 74 °C, 250 bar e 60 °C e o0s espectros no ultravioleta dos sinais com suas respectivas
estruturas quimicas correspondentes (SILVA, 2006).
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Figura 35: Cromatograma referente ao comprimento de onda de 280 nm do extrato
supercritico na condicéo de 321 bar e 74 °C.
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Figura 36: Cromatograma referente ao comprimento de onda de 280 nm do extrato
supercritico na condicdo de 250 bar e 40 °C.
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Figura 37: Espectros correspondentes aos sinais caracteristicos das substancias de interesse.
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Com base nesses dados, identificou-se perfis de absor¢do de compostos caracteristicos
de dleos essenciais entre 0s tempos de retencdo de 22 e 23 min. Esses perfis apresentados na
figura 37 séo representativos de substancias como terpenos com anéis aroméaticos. O mesmo
pode ser confirmado com as analises por CG-EM. Esses resultados também mostram que, a
principio, ndo foi possivel realizar um estudo a fim de priorizar a extracdo de flavonoides, tendo
em vista que ndo sdo encontrados trabalhos cientificos que identificam essa classe de
substancias em extratos supercriticos. Os trabalhos de Yang et al. (2009), Kviecinski et al.
(2011) e Dieamant et al. (2015) nao identificaram a presenca de flavonoides em extratos de
Bidens pilosa utilizando CO> supercritico como solvente. Entretanto, em condices especificas,
foram encontrados neste trabalho sinais caracteristicos dessas classes. Tal fato so foi alcancado
apos o ajuste dos limites de deteccdo do perfil no ultravioleta obtido pela cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em razdo da minima concentracdo dos mesmos, dificultando assim sua
identificacéo.

Da mesma forma, ndo foram observados perfis de poliacetilenos nos cromatogramas
dos extratos obtidos por fluido supercritico. De modo geral, pode-se afirmar que, utilizando as
folhas de Bidens pilosa e com os devidos pré-tratamentos, é possivel obter outros compostos
de alto valor agregado utilizando essa nova tecnologia de extracdo usando CO> supercritico e
sem adicédo de cossolventes.

5.5.4 Cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de massas

Apbs as andlises por CG-EM, foram identificadas 30 substancias em todos os extratos
analisados, incluindo os extratos obtidos por fluido supercritico e com as técnicas
convencionais. A Tabela 13 apresenta as substancias identificadas, seus Kls tabelados, os IRs
calculados, o tempo de retencdo e uma comparacdo da concentracdo de cada substancia
identificada em relacdo a cada experimento realizado.

Tomczykowa et al. (2017) mencionaram que a variacdo na composicdo dos 0Oleos
derivados de plantas de diferentes origens — como Bidens pilosa, por exemplo —, é fenémeno
comum e pode ser justificada pelas condi¢des climaticas variadas das regides, bem como ao
método de secagem e armazenamento da matéria-prima e do tempo de extracdo. Os resultados
obtidos pela cromatografia em fase gasosa mostraram que foi possivel extrair diversas
substancias ja encontradas na literatura utilizando o método de extracdo com fluido supercritico.
Diversos trabalhos utilizando técnicas convencionais citam sua presenca em abundancia de
terpenos nos extratos de Bidens pilosa, sendo tal fato alcancado somente utilizando CO:>
supercritico. Os outros compostos identificados no éleo estdo em acordo com os dados
publicados em diversos artigos cientificos. Dentre as substancias analisadas, a presenca de f3-
cariofileno, 6xido de cariofileno, a-pineno, limoneno, isocineol, 1,8-cineol, neofitadieno e fitol
foi constante em todos os experimentos realizados. Dieamant et al. (2015) citam que 0s
melhores rendimentos foram encontrados na presenca dos acidos palmitico, oleico, linoleico e
linolénico, respectivamente, no extrato de Bidens pilosa obtido com CO; supercritico.

Deba et al. (2008) identificaram a presenca de a-pineno, B-pineno, limoneno e
espatulenol, dentre outros. Tais substancias também foram encontradas nas extragdes realizadas
neste trabalho, corroborando para a identificacdo das substancias presentes no 6leo fixo. Ja
Silva et al. (2011) reuniram em um artigo os metabolitos secundarios de Bidens pilosa L.
identificados até o ano dessa publicacdo; nela, informam a presenca de B-cariofileno, a-
humuleno, B-amirina e esqualeno, sendo estes também encontrados nos extratos trabalhados.
Além disso, detectou-se nos cromatogramas a presenga majoritaria das substancias, tais como
L-limoneno, 1,8-cineol, B-cariofileno, acido palmitico e acido linolénico, corroborando os
resultados publicados na monografia da espécie do Ministério da Saide (ANVISA, 2015).
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Tabela 13: Componentes identificados no 6leo, Kls tabelados, IRs calculados, tempos de retencdo e teores de cada um em relacdo a cada
experimento.

Fluido supercritico (%)

Convencional (%)

Componentes Kl IR trmin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mc Sox Inf
a-pineno 932 935 419 411 348 147 159 059 382 248 231 - 257 0,77 2,05
sabineno 969 975 472 240 234 11 101 043 216 161 152 - 1,7 0,44 -
B-pineno 974 982 481 2,73 2,3 1,12 101 044 25 1,79 153 - 1,7 0,48 -
isocineol 1012 1018 532 968 685 923 293 266 764 866 68 206 656 181 1265
1,4-diclorobenzeno 1011 1023 5,38 1,52 - 1,16 048 0,39 - 1,21 0,97 - - - -
p-cimeno 1020 1028 546 394 291 258 129 086 323 306 259 - 26 0,73 33
L-limoneno 1024 1032 552 2094 16,55 989 7,32 3,7 18,11 1435 1226 142 133 3,86 11,18
1,8-cineol 1026 1037 559 1548 10,94 1511 4,74 431 12,26 1394 11,22 6,65 11,52 3,15 23,24
a-tujona 1112 1113 6,69 0,84 - 0,88 - 0,23 - 0,81 0,74 - - - 13,58
Cénfora 1136 1156 7,31 - - 0,81 - - - - - 0,7 - - -
a-copaeno 1374 1383 10,46 - - 1,11 0,32 0,26 - 092 0,85 - - -
B-cariofileno 1417 1430 11,06 11,08 7,11 1346 349 264 826 11,75 109 5,13 7,7 187 174
a-bergamoteno 1432 1438 11,16 - - 1,08 - - - 091 08 - - -
a-humuleno 1452 1466 1152 - - 1,05 - - - 0,89 087 059 - 0,27 -
espatulenol 1577 1589 13,03 - - - 043 054 - - - 1,02 - - -
oOxido de cariofileno 1582 1595 13,10 - 233 114 119 173 - 159 11 254 - - -
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Loliolido 1784
Neofitadieno 1834
acetato de fitila 1876
acido palmitico 1955 1959
fitol 2109

acido linoleico 2132 2133
acido linolénico 2139
acido estearico 2158 2161
Linolenato de etila 2166
B-amirina 2451
a-amirina 2625
acetato de p-amirina 2692
esqualeno 3005
a-tocoferol 4851

15,23
15,76
16,20
17,03
18,44
18,66
18,72
18,92
18,96
21,38
22,90
23,88
24,08
26,94

2,87

1,46

3,11

3,24

2,10

2,86
1,51
8,87
1,81
1,05
12,73

6,84

2,07
1,12
6,81
1,44
1,36
11,2

2,15

0,85 0,67
2,35 2,52
1,27 1,29
15,77 16,45
2,17 281
36,06 38,84
2,76 3,93
1,07 1,06
332 4,71

- 0,25

1,77

5,2

1,26
10,55

6,96
2,88
5,19

2,47
1,26
5,29
1,56
1,03
8,62

0,69 2,03
2,48 481
1,3 2,4
8,95 11,57
138 23
2,42 2,08
16,83 21,58
- 3,21
- 6,06
25 483

1,23
0,54
2,29

4,39
0,56
1,18
23,39
47,7

0,46

KI — Indice de Kovats (ADAMS, 2007)

IR — Indice de retencéo calculado

trmin — Tempo de retencdo em minutos
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Em primeiro lugar, pode-se observar que os rendimentos com a extracdo por fluido
supercritico sdo inferiores aos obtidos utilizando as técnicas convencionais. Isto era esperado
porque as diferentes condigOes de temperatura e pressdo permitem uma extragdo seletiva.

Os maiores rendimentos obtidos para o L-limoneno e 1,8-cineol foram alcancados nos
experimentos de mais baixas temperaturas. Tal comportamento também pode ser comparado
com 0s experimentos 6, 7 e 8, nos quais extraiu-se quase a mesma porcentagem das substancias,
nas condigcOes de temperatura e pressdo mais elevadas. Neste caso, 0 aumento da pressdo néo
traduziu um aumento significativo na massa.

Da mesma forma, o B-cariofileno foi obtido em maior concentragdo em pressoes
intermedidrias e temperaturas mais baixas. 1sso mostra que 0s componentes que estdo sendo
extraidos tm uma menor pressdo de vapor. Uma temperatura mais alta poderia ocasionar a
degradacdo da substancia. As extracfes do acido palmitico e acido linolénico apresentaram
quase 0 mesmo comportamento em relacdo a massa extraida. Como observado, a temperatura
de 40 °C é, na maioria das vezes, melhor para a qualidade dos 6leos fixos. Assim, a 250 bar e
na condicdo de 321 bar e 74 °C (maior rendimento massico), estas substancias apresentaram
suas maiores concentragdes.

Além do mais, observou-se que quando comparadas as substancias majoritérias
presentes no extrato, a extracao por fluido supercritico foi capaz de obter um teor superior a
extracao por aparelho de Soxhlet.

5.6 Atividade Antitumoral

Com o objetivo de avaliar a atividade farmacoldgica dos extratos de Bidens pilosa, foi
realizado um ensaio de avaliacdo in vitro da citotoxicidade destes em células de linhagens
tumorais. O experimento foi realizado no Laboratério de Farmacologia Molecular de
Farmanguinhos, FIOCRUZ.

Foram utilizados os extratos EBPC-MC, EBPC-SOX, EPBC-SC (321 bar — 74 °C),
EBPC-SC-ET (321 bar — 74 °C com etanol) nas concentragdes de 0,015; 0,15, 1,5; 15; 50 a 150
pug/mL; no entanto, o extrato EBPC-INF ndo pode ser analisado por razdes de solubilidade. O
ensaio de inibicdo do crescimento pode ser observado na Figura 38 para a linhagem celular
tumoral de melanoma, SK-MEL-28.
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Figura 38: Ensaio de inibi¢éo do crescimento da linhagem celular SK-MEL-28.

A Figura 38 mostra a avaliacao da atividade antitumoral dos diferentes extratos na
linhagem celular SK-MEL-28. E possivel observar que os extratos EBPC-SC-ET e EBPC-SC
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apresentaram, na menor concentracdo utilizada, uma pequena atividade. Com o aumento da
concentracdo de EBPC-SC, a atividade decresceu. O mesmo ocorreu para todos os extratos com
excecdo do extrato de supercritico com etanol, o qual apresentou um aumento ndo muito
significante da atividade pelo aumento da concentracdo. Em 50 pg/mL, todos os extratos
apresentaram diminuicdo na atividade. Ja para a concentracdo de 150 pg/mL (maior
concentracdo analisada), os extratos EBPC-MC, EBPC-SC-ET e EBPC-SC apresentaram
atividade antitumoral significativa com porcentagens de inibicdo do crescimento de
aproximadamente 69%, 68% e 65%, respectivamente. Em relacdo ao extrato EBPC-SOX, 0
resultado foi negativo, o que significa que o extrato causou o aumento da proliferacdo celular e
ndo sua inibicdo. N&o é possivel afirmar que as substancias presentes nos extratos foram
capazes de inviabilizar essa linhagem celular visto que apenas na maior concentragdo o
resultado foi maior que 30%, a partir do qual seria considerado significativo, e que nao houve
uma relagédo de dose-resposta entre 0 aumento da concentracdo das amostras e a atividade de
inibicdo. O que pode ter ocorrido é que a maior concentracdo de cada extrato resultou em
toxicidade para as células, resultando em sua morte.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que relacionassem a atividade antitumoral
de Bidens pilosa a esta linhagem celular. Mas é de conhecimento que os flavonoides séo
responsaveis por atuar em diferentes fases do processo de desenvolvimento tumoral. Rodriguez
etal. (2002) avaliaram efeitos de varios flavonoides sobre o crescimento das linhagens celulares
de melanoma B16F10 e SK-MEL. De acordo com os dados dos ensaios, o flavonoide
tangeretina inibiu de forma significativa (77%) as culturas de SK-MEL em concentragdes de
10 uM. Da mesma forma, Cardenas et al. (2006) avaliaram a atividade antitumoral de alguns
flavonoides naturais em linhagem celular SK-MEL-28. Os autores examinaram a atividade de
32 flavonoides, de tal forma que a apigenina, flavanona e os derivados do acido cafeico
apresentaram as atividades antiproliferativas mais potentes e seletivas contra a linhagem de
celulas tumoral estudada.

Da mesma forma, Drag et al. (2009) demonstrou uma reducdo acentuada na atividade
contra linhagem celular SK-Mel 28, resultando na inatividade total das células com um valor
de IC50 superior a 250 uM. Além disso, segundo Krol et al. (2015), a classe dos terpenos
também apresenta boa atividade frente linhagens celulares tumorais. O terpeno Betulina foi
testado com resultados promissores em relacéo a sua citotoxicidade e atividade inibitdria contra
a linhagem celular de melanoma (SK-MEL 28). Os valores de IC50 em células SK-MEL-28
foram de grande potencial, sendo no valor de 16,2 uM.

O ensaio de inibicdo do crescimento para a linhagem celular tumoral de leucemia, K562,
pode ser observado na Figura 39.
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Figura 39: Ensaio de inibi¢do do crescimento da linhagem celular K562.
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Em relacéo a atividade dos extratos contra linhagem celular de leucemia (K562), que
pode ser observada na Figura 39, EBPC-SOX, EBPC-SC, EBPC-SC-ET apresentaram uma
pequena atividade na menor concentragéo utilizada. Todos os extratos, com exce¢do do EBPC-
SC, apresentam leves aumentos na atividade de acordo com o aumento da concentracédo, o que
é mais significativo principalmente para o extrato obtido por maceracéo e através de Sohxlet.
EBPC-MC ja na concentracdo de 50 pg/mL apresenta atividade maior que 30%, o que ja é
considerado um bom resultado e significante, de acordo com o laboratério responsavel pela
analise. Esta atividade aumenta até 92% na maior concentracdo utilizada. As demais amostras
também apresentaram Gtima atividade na maior concentracdo utilizada no ensaio, resultando
em 88% de inibi¢do EBPC-SOX, 91% EBPC-SC-ET e 92% EBPC-SC.

Em relacdo a esta linhagem, é possivel sugerir que apenas os extratos EBPC-MC e
EBPC-SOX podem apresentar componentes responsaveis pela morte celular, ja que estes
apresentam uma relacdo de dose-resposta. O extrato obtido por maceracéo, neste caso, foi 0
mais promissor, visto que apresentou aumento da atividade de inibi¢do do crescimento com o
aumento da sua concentracao e também apresentou na concentracdo de 15 pg/mL atividade de
aproximadamente 31%. Para avaliar melhor estes dois extratos quanto a capacidade de inibir o
crescimento deste tipo celular, é necessario que o ensaio fosse repetido, adicionando a ele novas
concentracdes que estivessem no intervalo entre 1,5 e 150 pg/mL, podendo haver uma melhor
relacdo de dose-resposta e sugerindo de forma melhor que a atividade é atribuida a presenca
das diferentes substancias.

Chang et al., em 2001, analisaram a atividade do extrato de Bidens contra diferentes
linhagens celulares de leucemia, entre elas a K562. Foi observado que, na concentracéo de 100
pg/mL, houve inibicdo do crescimento em mais de 30%. Utilizando maiores concentracfes
obtiveram-se melhores resultados, de tal forma que a 500 pug/mL apresentou, aproximadamente,
80% de inibicdo. Tal fato pode ser atribuido a presenca dos flavonoides presentes no extrato.
Isso pode ser corroborado por Chen et al. (2015), que estudaram o extrato de Memecylon
polyanthum, que foi fracionado e levou ao isolamento do flavonoide fustina. O produto isolado
foi testado contra a linha celular K562 e mostrou valores de 1C50 de 30,5 mg/mL. Dessa mesma
forma, Wang et al. (2017) realizaram uma analise referente a toxicidade de 18 flavonoides em
relacdo a linhagem celular K562. Dentre eles, a presenca de chalconas e flavonas apresentaram
forte atividade citotoxica contra as linhas celulares mencionadas anteriomente, com valores de
IC50de 1,5, 0u 5,0 pg/mL. O artigo de revisdo de Raffa et al. (2017) reuniu descobertas recentes
sobre flavonoides anticancerigenos. Os autores citam que flavonoides como quercetina,
miricetina, apigenina e chalconas mostraram atividade citotoxica contra linhagem celular K562,
com um IC50 de 1,45 mM.

Da mesma forma, Doll-Boscardin et al. (2012) demonstraram que os 6leos essenciais
de Eucalyptus benthamii também apresentam bom potencial citotéxico frente a linhagem
tumoral K562 (IC50= 56,51 ug/mL). Além disso, os autores relataram que a composi¢do desse
o0leo essencial consistia em uma mistura de mono e sesquiterpenos, podendo destacar a presenca
de a-pineno (36,92%), globulol (20,22%), aromadendeno (12,40%) e y-terpineno (4,38%).

Ja em 2017, Garcia et al. relataram o efeito antiproliferativo em linhagem célular de
leucemia K562, com diferentes métodos de extragédo de 0leos essenciais de Lippia alba. Foram
realizadas extragdes de 76 0leos essenciais com variagdes na estagdo de crescimento da planta,
parte colhida da planta, condi¢des do material de preservacéo e destilacdo. No geral, os extratos
apresentaram diferencas significativas em seus componentes primarios, rendimento de 6leo e
atividade citotoxica.

Ao final do estudo, concluiu-se que as diferencas na atividade contra linhagem tumoral
K562 foram significativamente correlacionadas com variagcdes na concentracdo de oxido de
cariofileno, com uma atividade nas células tumorais variando de 54 a 95% e IC50 de 13 a 38,8
g/mL.

60



5.7 Modelagem matematica

Devido aos promissores resultados encontrados nos extratos obtidos com CO
supercritico, resolveu-se estudar os modelos de maneira a prever o comportamento da extracdo
usando o projeto e “scale-up” de unidades de maior volume.

5.7.1 Modelos cinéticos

Neste topico sdo apresentados os resultados dos modelos matematicos empregados para
a analise do rendimento de extrato obtido com fluido supercritico. A estimativa dos parametros
dos modelos de Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo (1994), Zekovi¢ et al. (2003), Sovova
(1994), Brunner (1984) e Kandiah e Spiro (1990) foi realizada.

Para andlise do modelo de Esquivel et al. (1999), foi utilizado o calculo de carga livre
de soluto, considerando a quantidade maxima de extrato obtido em Soxhlet (15,13%), e 0
rendimento (e%) foi calculado de acordo com a equagdo 4. Os valores dos rendimentos
calculados, parametros estimados e seus respectivos desvios podem ser vistos na Tabela 14.

Tabela 14: Rendimento calculado, parametros e desvio relativo obtido para o modelo de
Esquivel et al. (1999) nas diferentes condicdes de pressao e temperatura.

Ensaio P (bar) T (°C) €exp elim b DRM (%)
1 179 46 0,035 0,051 81,877 5,12
2 179 74 0,040 0,698 4103,934 5,49
3 321 46 0,059 0,201 1263,613 5,32
4 321 74 0,097 0,406 2070,937 14,90
5 250 40 0,068 0,312 1650,302 6,65
6 250 80 0,040 0,576 4097,781 6,15
7 150 60 0,025 0,729 8189,020 6,30
8 350 60 0,053 0,184 922,326 5,04
9 250 60 0,051 0,637 4104,289 9,69

Para melhor compreensdo do céalculo no modelo de Esquivel et al. (1999), deve-se
avaliar os dados obtidos para 0 parametro ejim, visto que é definido como o maximo de 6leo que
pode ser extraido de uma matriz em uma determinada condi¢do de temperatura e pressao para
um tempo infinito de extracdo. Pode-se observar facilmente que este parametro apresentou
valores coerentes, sendo perto do valor maximo de rendimento obtido experimentalmente.
Outro parametro importante que deve ser avaliado é o desvio relativo médio, visto que ele
representa, em porcentagem, a variagdo do rendimento experimental em relacéo ao rendimento
calculado.

O modelo de Esquivel et al. (1999), quando aplicado a esses experimentos, foi capaz de
representar as curvas de extracdo, apresentando desvios que variaram de 5,04% a 14,90%, o
que pode ser visualizado nas Figuras 40, 41 e 42.
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Figura 40: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Esquivel et al. (1999), a
150 - 60 °C, 179 bar — 46 °C e 179 bar — 74 °C.
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Figura 41: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Esquivel et al. (1999), a
250 — 40 °C, 250 bar — 60 °C e 250 bar — 80 °C.
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Figura 42: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Esquivel et al. (1999), a
321 - 46 °C, 321 bar — 74 °C e 350 bar — 60 °C.

De acordo com as figuras apresentadas anteriormente, observou-se que o modelo
aplicado foi capaz de descrever adequadamente o processo da extracdo por fluido supercritico,
uma vez que apresentou bom ajuste para todos os dados experimentais. As condicdes
experimentais de 179 bar — 46 °C e 350 bar e 60 °C apresentaram o melhor ajuste e DRM de
5,04 e 5,12, respectivamente. No entanto, ao observar as condi¢bes experimentais de 321 bar —
74 °C (Figura 42) e de 250 bar — 60 °C (Figura 41), verifica-se que o modelo somente foi capaz
de ajustar bem a terceira etapa do processo extrativo para a condi¢do de 74 °C, apresentando
um DRM de 14,90% e, para a temperatura de 60 °C, o0 modelo conseguiu representar apenas a
etapa inicial do processo; apesar disso, teve um DRM igual a 9,69%.

Tais resultados foram similares aos obtidos por Jesus et al. (2010), no qual realizaram a
recuperagdo de y-oryzanol, a partir do subproduto de 6leo de farelo de arroz usando fluido
supercritico. Sob 200 bar, e temperaturas de 40 e 50 °C, os autores obtiveram altos teores de
extracdo e a modelagem matematica utilizando Esquivel et al. (1999) apresentou um bom ajuste
aos dados experimentais, com erro quadrado médio de 0,0015, aproximadamente. Ja Vladi¢ et
al. (2016) também apresentaram uma modelagem bem sucedida do extrato de segurelha
(Satureja montana L.) utilizando fluido supercritico. Os autores concluiram, da mesma forma,
que todos os modelos utilizados apresentaram devios proximos aos dados experimentais, sendo
0 modelo de Esquivel et al. (1999) o que expressou melhor correlacao.

Lima et al. (2018) avaliaram o modelo de Esquivel et al. (1999) para representar 0s
dados obtidos pela extracdo com fluido supercritico das cascas de cenoura. Segundo 0s autores,
0 modelo empregado foi capaz de descrever o processo com confianga, devido aos elevados
valores de R?(0,926) e os baixos erros apresentados (1,39%).

A estimacao dos parametros dos modelos de Reverchon e Osseo (1994) e Zekovié et al.
(2003), foi realizado e os desvios relativos médios (DRM %) e os rendimentos normalizados
foram calculados e os valores dos rendimentos e dos respectivos desvios dos modelos podem
ser vistos nas Tabelas 15 e 16.
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Tabela 15: Dados calculados e desvio relativo obtido para o modelo de Reverchon e Osseo
(1994) nas diferentes condicGes de pressdo e temperatura.

Ensaio P (bar) T (°C) RNcalculado (%0) ti DRM (%)
1 179 46 93,403 3531,165 8,11
2 179 74 63,665 10667,790 8,77
3 321 46 84,678 15992,140 8,61
4 321 74 30,066 28521,660 512
5 250 40 64,156 17543,820 11,28
6 250 80 87,298 9304,884 8,77
7 150 60 44,222 16443,880 7,45
8 350 60 85,029 11374,080 8,34
9 250 60 46,435 24989,020 15,73

Tabela 16: Dados calculados e desvio relativo obtido para o modelo de Zekovi¢ et al. (2003)
nas diferentes condicOes de pressdo e temperatura.

Ensaio P (bar) T (°C) RNcalculado (%) a B DRM (%)
1 179 46 96,433 -1,383 0,355 5,68
2 179 74 72,218 -0,419 0,118 5,75
3 321 46 77,809 -0,221 0,045 4,93
4 321 74 93,838 -0,497 2,358 5,83
5 250 40 90,656 -0,365 0,434 9,82
6 250 80 89,055 -0,470 0,297 8,18
7 150 60 90,055 -0,674 0,839 8,68
8 350 60 90,233 -0,408 0,262 6,22
9 250 60 61,887 -0,250 0,285 10,46

Conforme os resultados exibidos nas Tabelas 15 e 16, foi possivel perceber que para 0s
dois modelos empiricos, os DRM foram satisfatdrios e variaram, para o modelo de Reverchon
e Osseo (1994), de 5,12% (321 bar e 74 °C) a 15,73% (250 bar e 60 °C), e para 0 modelo de
Zekovi¢ et al. (2003), de 4,93% (456 bar e 46 °C) a 10,46% (250 bar e 60 °C).

Os trabalhos de Souza (2015) e Sartori et al. (2017) estudaram a extracdo do 6leo de
microalgas Desmodesmus sp. e a extracdo de agrotoxicos presentes na banana vitdria (Musa
spp), ambos wusando CO: supercritico, respectivamente. Os resultados obtidos
experimentalmente foram comparados com os modelos de Reverchon e Osseo (1994) e Zekovié
et al. (2003), e os autores relataram que os altos valores dos coeficientes de correlagédo
mostraram que ambos 0s modelos séo capazes de se ajustar com o resultado experimental. Foi
constatado que o experimento realizado a 250 bar e 60 °C apresentou 0 maior desvio para ambos
0s modelos estudos. Nas Figuras 43, 44 e 45 pode-se visualizar o ajuste do modelo de
Reverchon e Osseo (1994) e nas Figuras 46, 47 e 48, o ajuste do modelo de Zekovi¢ et al.
(2003) em relagéo aos resultados experimentais obtidos na extracdo por fluido supercritico.
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Figura 43: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Reverchon e Osseo
(1994), a 179 bar — 46 °C, 179 bar — 74 °C e 150 bar — 60 °C.
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Figura 44: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Reverchon e Osseo
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Figura 46: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Zekovic et al. (2003), a
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Figura 48: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Zekovic et al. (2003), a

321 bar - 46 °C, 321 bar - 74 °C e 350 bhar - 60 °C.

Tendo em conta os altos valores dos coeficientes de correlacdo dos modelos Reverchon
e Osseo (1994) e Zekovic¢ et al. (2003) na maioria dos experimentos obtidos, comprova-se que
ambos os modelos sdo capazes de representar pelo menos alguma etapa da cinética de extragéo.
Considerou-se que, para ambos os modelos, os mesmos alcancaram um bom ajuste em
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praticamente toda a curva nas condic¢des de 179 bar a 46 °C e 350 bar a 60 °C. Entretanto, para
os dados experimentais obtidos nas condic¢des de 150 bar a 60 °C, 179 bar a 74 °C, 321 bar a 46
°C e 321 bar a 74 °C, os modelos somente representaram a etapa rapida da extragdo (primeira
etapa). Além disso, na pressdo de 250 bar e temperaturas de 40, 60 e 80 °C, 0 modelo néao se
ajustou bem.

Alguns parametros inerentes ao estudo da extracao supercritica Sa0 necessarios para a
realizacdo dos célculos da modelagem das curvas de extracdo pelo modelo de Sovova (1994).
Os parametros indispensaveis sao a densidade do fluido, vazdo volumétrica, vazao massica,
quantidade maxima possivel de soluto extraido, carga livre de soluto, solubilidade do 6leo (xo),
densidade do soluto e porosidade. Os resultados da porosidade e densidade foram mostrados na
Tabela 7. Na tabela 17 sdo apresentados 0s parametros estimados para cada extracdo realizada
com fluido supercritico, juntamente com cada desvio relativo obtido.

Tabela 17: Parametros do modelo e desvios relativos para cada condi¢do de operagédo para o
modelo de Sovova (1994).

Parametros do Modelo

Ensaio P (bar) T (°C) Kem Koo (10°) ~ DRM (%)
1 179 46 75,317 2,986 0,6905 3,14
2 179 74 1,137 1,417 0,9466 8,75
3 321 46 3,069 1,1049 0,9450 6,14
4 321 74 0,104 126,000 0,9000 18,72
5 250 40 0,354 2,5185 0,9564 1,31
6 250 80 0,626 1,7189 0,9775 6,50
7 150 60 3,552 1,2381 0,9358 9,75
8 350 60 0,465 1,0988 0,9586 4,03
9 250 60 0,104 1,855 0,9976 3,38

Diante dos resultados mostrados na Tabela 17, observou-se que o modelo apresentou o
melhor ajuste para os dados experimentais na condicao de 250 bar e 40 °C, com desvio relativo
de 1,31%. Foi possivel relacionar que o valor da constante de transferéncia de massa da fase
solida (Ksa) foi inferior aos valores obtidos da constante da fase fluida (Kr). Tal fato é
possivel, visto que o soluto localizado na superficie da particula solida (fase fluida) leva menos
tempo para ser extraido, em comparacdo com o soluto localizado no interior da particula, da
etapa difusional (LOPEZ-PADILLA et al., 2017; SARTORI et al., 2017).

Assim, os valores de Ksao € Krao representados pelo modelo Sovovéa para a curva de
extracdo, representam as transferéncias de massa interna e externa, indicando que o pardmetro
difusional € menos representativo quando comparado com a etapa de convecgdo na extracao
por fluido supercritico do 6leo de Bidens pilosa (KITZBERGER et al., 2009; PIVA et al.,
2018). A predicao das curvas de extracdo por fluido supercritico pelo modelo Sovova (1994)
sdo apresentadas nas Figuras 49, 50 e 51.

Diante das curvas de extracdo apresentadas, pode-se constatar que os dados
experimentais obtidos na condi¢do de 250 bar e 60 °C, com desvios relativos de 3,38%,
apresentaram o melhor ajuste para 0 modelo de Sovova (1994), mesmo que este ndo tenha tido
0 menor desvio. Nesta condi¢do experimental, o0 modelo foi capaz de representar as trés fases
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da cinética de extracdo, explicadas no item 4.1. Ja na condicdo de 250 bar e 80 °C, apresentando
desvio relativo de 6,50%, o comportamento do modelo Sovova (1994) apresentou melhor ajuste
apenas no periodo de extragdo constante (etapa rapida).
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Figura 49: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Sovova (1994), a 150
bar - 60 °C, 179 bar - 46 °C e 179 bar - 74 °C.
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Figura 50: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Sovova (1994), a 250
bar - 40 °C, 250 bar - 60 °C e 250 bar - 80 °C.
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Figura 51: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Sovova (1994), a 321
bar - 46 °C, 321 bar - 74 °C e 350 bar - 60 °C.

Para as condi¢des experimentais de 179 bar em 46 e 74 °C, o modelo de Sovova (1994)
também apresentou boa concordancia com os dados experimentais, apresentando desvio
relativo de 3,14 e 8,76%, respectivamente. Assim, esses resultados expressaram um satisfatorio
ajuste nos periodos de extracdo constante e decrescente.

Da mesma forma ocorreu para as condicOes de 321 e 46 °C, 321 e 74 °C e 350 e 60 °C,
nas quais o modelo de Sovova (1994) somente apresentou bom ajuste com o0s dados
experimentais no periodo de extracdo constante, apesar do DRM ser 6,14, 18,72 e 4,03%,
respectivamente.

Em geral, 0 modelo de Sovova representou satisfatoriamente os dados experimentais.
Favareto et al. (2017) estudaram a extracdo de 6leo de sucupira utilizando fluido supercritico.
Os autores observaram que este modelo apresentou excelente ajuste na curva de extragéo,
representando praticamente todos o0s dados experimentais, gerando resultados mais
representativos em comparagao com os demais modelos analisados.

Outro modelo estudado, o de Brunner (1984), foi avaliado, e os valores para 0s
parametros do modelo ajustavel (taxa constante de extracdo) e seus desvios relativos médios
sdo apresentados em Tabela 18.

Diante dos resultados apresentados na Tabela 18, foi observado que os desvios relativos
médios foram satisfatdrios e variaram de 2,73% (179 bar e 74 °C) a 29,70% (321 bar e 74 °C).
Diante disso, as Figuras 52, 53 e 54 apresentam as curvas cinéticas experimentais e as preditas pelo
modelo de Brunner (1984) para as condig¢Oes operacionais estudadas.

Diante das curvas de extracdo, observou-se que a condicdo de 179 bar e 74 °C retratou
um desvio relativo de 2,73%, de tal forma que o modelo de Brunner (1984) apresentou o melhor
ajuste para os dados experimentais.
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Tabela 18: Parametros do modelo e desvios relativos para cada condigcéo de operagédo para o
modelo de Brunner (1984).

Ensaio P (bar) T (°C) K (h™) (103) DRM (%)
1 179 46 1,320 13,48
2 179 74 0,829 2,73
3 321 46 0,665 6,78
4 321 74 0,837 29,70
5 250 40 0,882 7,61
6 250 80 0,687 4,98
7 150 60 0,422 8,65
8 350 60 0,793 6,23
9 250 60 0,701 5,50

Apds analise da condicdo experimental de 179 bar — 46 °C, pode-se verificar que o
modelo de Brunner (1984) ndo apresentou bom ajuste com os dados experimentais, mesmo que
este tenha conseguido obter um desvio relativo médio de 13,48%. Ja a 150 bar e 60 °C, observa-
se que 0 modelo mostrou um bom ajuste, representando principalmente os dados finais, gerando
um desvio relativo médio de 8,65%.
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Figura 52: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Brunner (1984), a 150
bar - 60 °C, 179 bar - 46 °C e 179 bar - 74 °C.
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Figura 53: Curvas de extracao experimental e predita pelo modelo de Brunner (1984), a 250
bar - 40 °C, 250 bar - 60 °C e 250 bar - 80 °C.
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Figura 54: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Brunner (1984), a 321
bar - 46 °C, 321 bar - 74 °C e 350 bar - 60 °C.
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Da mesma forma ocorreu para condicdo de 250 bar e 40 °C, na qual observou-se que o
modelo conseguiu um bom ajuste aos dados finais da curva de extracdo, com 7,61% de desvio
relativo médio. Nas condigdes de 250 bar a 60 e 80 °C os modelos somente representaram a etapa
inicial da extracdo, apesar do DRM néo ser muito significativo dentre as condicdes investigadas
(5,50 e 4,98%).

Para as condicdes apresentadas na Figura 54, o0 modelo de Brunner (1984) foi capaz de
alcancar um bom ajuste a etapa inicial da extragdo para 350 bar e 60 °C, apresentando DRM de
6,23%. Ja a 321 bar a 46 °C o modelo refletiu em um ajuste no periodo final de extracdo, com
DRM de 6,78%. Mais uma vez, a modelagem para condicéo de 321 bar e 74 °C ndo apresentou
bom ajuste com a curva de extracdo, apresentando um desvio médio de 29,70%.

Zekovic et al. (2014) perceberam um comportamento semelhante para sua modelagem,
em que o0 modelo de Brunner ndo apresentou os melhores ajustes para extracao do majericéo.

O modelo de Kandiah e Spiro (1990) para os intervalos de temperatura e pressao,
determinados no item 3.7.4.2, foi investigado. Na Tabela 19 sdo apresentados os valores para
os parametros do modelo f; e f> (fracBes do soluto extraido), ki e ko (taxas de extragdo) e seus
desvios relativos medios.

Tabela 19: Parametros do modelo e desvios relativos para cada condi¢do de operacao para o
modelo de Kandiah e Spiro (1990).

Ensaio P(bar) T(C) fi  Ki(h)(10% f  Ko(h?l)(10%) DRM (%)

1 179 46 0,490 1,150 0,490 1,150 8,87
2 179 74 0,499 0,821 0,499 0,821 2,34
3 321 46 0,496 0,085 0,497 1,372 4,30
4 321 74 0,521 0,942 0,521 0,941 20,37
5 250 40 0,504 0,916 0,504 0,916 5,64
6 250 80 0,500 0,693 0,500 0,693 4,53
7 150 60 0,501 0,441 0,501 0,441 0,05
8 350 60 0,495 0,761 0,495 0,761 4,50
9 250 60 0,501 0,717 0,501 0,717 6,03

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 19, pode-se notar que para esse
modelo, os DRM foram satisfatorios e variaram de 0,05% (150 bar e 60 °C) a 20,37% (321 bar
e 74 °C). Resultados semelhantes foram obtidos pelos autores Zekovic et al. (2014), que
estudaram o modelo de Kandiah e Spiro (1990) para representar os dados experimentais da
extracdo supercritica provenientes do 6leo do manjericdo. De acordo com esses autores, 0
modelo proposto foi capaz de representar o processo de extracdo, mesmo adquirindo altos
desvios, e os parametros fi e f, apresentaram valores estatisticamente iguais, assim como 0s
parametros ki e ko.

Diante da similaridade entre os desvios dos modelos, acredita-se que 0 comportamento
dos ajustes dos modelos também foi semelhante. Nas Figuras 55, 56 e 57 pode-se observar o
ajuste para o modelo de Kandiah e Spiro (1990) diante dos resultados obtidos
experimentalmente.
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Figura 55: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Kandiah e Spiro (1990),
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Figura 57: Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Kandiah e Spiro (1990),
a 321 bar - 46 °C, 321 bar - 74 °C e 350 bar - 60 °C.

A condicdo de 150 bar e 60 °C apresentou 0 melhor ajuste para os dados experimentais,
com desvios relativos de 0,05%. Apesar do estudo desse modelo apresentar somente 4 pontos,
0 modelo foi capaz de representa-lo. Para a condig&o operacional de 179 bar — 46 °C, o modelo
de Kandiah e Spiro (1990) ndo apresentou bom ajuste com os dados experimentais, apesar de
apresentar um desvio relativo médio de 8,87%. J& para a mesma pressao a 74 °C, observa-se
gue o modelo mostrou um bom ajuste, representando todos os dados experimentais, gerando
um desvio relativo médio de 2,34%. O modelo conseguiu um bom ajuste em praticamente todas
as curvas das condicdes de 250 bar a 40 °C, 60 °C e 80 °C. Entretanto, para os dados
experimentais obtidos nas temperaturas de 60 e 80 °C, os modelos somente representaram a
etapa inicial da extracdo e a 40 °C, os modelos somente representaram a etapa final da extracéo.

Para a condicdo de 350 bar e 60 °C, o modelo teve um bom ajuste na etapa inicial da
extracdo, apresentando DRM de 4,50%. Ja a 321 bar em 46 e 74 °C, o modelo representou
melhor o periodo final de extracdo, com DRM de 4,30 e 20,37%, respectivamente. Além disso,
um comportamento semelhante foi discutido por Rubio-Rodriguez et al. (2008), ao investigarem 0s
ajustes dos parametros do modelo para a extragdo supercritica do 6leo dos subprodutos de
Merluccius capensis. Foi observado que o processo poderia ser controlado pela solubilidade do 6leo
em SC-CO; nos primeiros estagios da extracdo. Assim, seria possivel estimar os dados de
solubilidade do 6leo das curvas de extragdo em tempo zero.

Dessa forma, diante de tudo o que foi abordado e analisado até aqui, a Tabela 20 exibe
todas as informagdes referentes aos desvios relativos médio dos modelos de Esquivel et al.
(1999), Reverchon e Osseo (1994), Zekovi¢ et al. (2003), Sovova (1994), Brunner (1984) e
Kandiah e Spiro (1990) para todas as condi¢des experimentais.

Pode ser visto que em geral, a condi¢do que apresentou 0 maior desvio foi a 321 bar e
74 °C, devido a primeira etapa de extracao ter sido muito evidente e a que apresentou 0 menor
desvio foi na condi¢éo de 150 bar e 60 °C.
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Tabela 20: Desvios relativos para os modelos matematicos aplicados as curvas de extracao.

P T  DResquivek DRzekovic DRReverchoneosseo  DRsovova  DRBrunner I_:)R _
(bar) (°C) (%) (%) (%) ) ) ™"
179 46 5,12 5,68 8,11 3,14 13,48 8,87
179 74 5,49 5,75 8,77 8,75 2,73 2,34
321 46 5,32 4,93 8,61 6,14 6,78 4,30
321 74 14,90 5,83 5,12 18,72 29,70 20,37
250 40 6,65 9,82 11,28 1,31 7,61 5,64
250 80 6,15 8,18 8,77 6,50 4,98 4,53
150 60 6,30 8,68 7,45 9,75 8,65 0,05
350 60 5,04 6,22 8,34 4,03 6,23 4,50
250 60 9,69 10,46 15,73 3,38 5,50 6,03

Por fim, observou-se que o menor desvio relativo médio obtido pelo modelo de Esquivel
et al. (1999) foi na condicéo de 350 bar e 60 °C (5,04%), para o modelo de Zekovi¢ et al. (2003)
foi na condicdo de 179 bar e 46 °C (5,68%), para 0 modelo de Reverchon e Osseo (1994) foi
na condicdo de 321 bar e 74 °C (5,12%), para 0 modelo de Sovovéa (1994) foi na condi¢do de
250 bar e 40 °C (1,31%), para 0 modelo de Brunner (1984) foi na condicdo de 179 bar e 74 °C
(2,73%) e para 0 modelo de Kandiah e Spiro (1990) foi na condicéo de 150 bar e 60 °C (0,05%).

5.7.2 Modelos de solubilidade

A predicéo da solubilidade das substancias presentes em Bidens pilosa, aplicados na
extracao por fluido supercritico é de grande importancia, visto que € necessaria para o melhor
entendimento do comportamento da interagdo soluto — solvente nas condigdes experimentais
realizadas. Para tal, foi necessario determinar algumas variaveis, dentre elas: a densidade do
fluido p (mg/L), o tempo de extragdo (min) para cada condi¢do, o volume de solvente utilizado
(L), a vazdo do COz (L/min) e a solubilidade do s6lido (mg do soluto/L de solugdo). Assim, 0s
dados de solubilidade dos experimentos foram correlacionados pelos modelos de Chrastil
(1982), Adachi e Lu (1983), Del Valle e Aquilera (1988) e Gordillo (1999). Na Tabela 21,
podem ser observados os resultados experimentais da solubilidade das substancias extraidas
com CO2-SC, seus respectivos desvios e as solubilidades calculadas para cada modelo utilizado.

Os resultados mostraram que a solubilidade experimental variou de 0,0007 g/L a
0,0033 g/L (g 6leo/L COy), dependendo das condicdes utilizadas. E possivel perceber também
uma relacdo entre a solubilidade e a quantidade de 6leo obtida, a partir das condicdes de
temperatura e pressao. A quantidade maxima extraida (0,0023 g) ocorreu na condicdo de 321
bar e 74 °C, assim como a maior solubilidade experimental (0,0033 g/L). J& a menor
solubilidade ocorreu a 179 bar e 74 °C (0,0007 g/L) e a menor quantidade de 6leo extraido
(0,0008 g), a 150 bar e 60 °C. Portanto, conclui-se que o aumento da pressao e da temperatura
implica também em um aumento da solubilidade. Observou-se também que, com a estimagéo
dos parametros para cada modelo, o menor desvio médio relativo foi para 0 modelo de Gordillo
(1999), apresentando 5,04%. Ja os modelos de Chrastil (1982), Adaqui e Lu (1983) e Del Valle
e Aquilera (1988) apresentaram DRM de 10,07, 8,42 e 9,83%, respectivamente. Tal fato
corrobora com o trabalho de Zekovic et al. (2014), de tal forma que os resultados obtidos para
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a solubilidade do cadineno e linalool nos experimentos realizados por CO2-SC, o0 modelo de
Gordillo (1999) forneceu o melhor ajuste com os dados experimentais.

Tabela 21: Parametros dos modelos de solubilidade utilizados e seus desvios médios relativos.

Modelos Chrastil Del Valle Adachi e Lu Gordillo
(1982) (1988) (1983) (1999)
T (OC) p (bar) Sexp (g/L) Scal (g/L)

46 179 0,0020 0,0012 0,0012 0,0012 0,0018
74 179 0,0017 0,0010 0,0010 0,0010 0,0007
46 321 0,0012 0,0014 0,0014 0,0014 0,0011
74 321 0,0033 0,0015 0,0015 0,0015 0,0023
40 250 0,0015 0,0013 0,0014 0,0013 0,0016
80 250 0,0011 0,0013 0,0013 0,0013 0,0013
60 150 0,0008 0,0010 0,0010 0,0010 0,0009
60 350 0,0014 0,0015 0,0015 0,0015 0,0016
60 250 0,0014 0,0013 0,0013 0,0013 0,0013
60 250 0,0013 0,0013 0,0013 0,0013 0,0013
60 250 0,0013 0,0013 0,0013 0,0013 0,0013

DRM (%) 10,07 9,83 8,42 5,04

A estimacdo dos parametros usando as equacGes de Chrastil (1982) e Gordillo (1999),

representaram bem todos os dados. Os valores dos pardmetros estimados estdo na mesma ordem
de grandeza que os observados nos trabalhos de Hojjati et al. (2009) e Dwi et al. (2016). Os
desvios foram baixos, e 0os pardmetros também correlacionaram as solubilidades da acetofenona

e do letrozol, anastrozol e o exemestano de esteroides em didxido de carbono supercritico.
Zuknik et al. (2016) também correlacionaram as solubilidades do 6leo de coco em CO»-

SC, por meio do modelo de Del Valle e Aguilera (1988). O modelo mostrou um bom ajuste
com os dados experimentais, gerando um desvio relativo médio abaixo de 10%. Apesar da
proximidade com os resultados apresentados na Tabela 21, seus parametros calculados pelo
modelo ndo se encontram similares a este trabalho.
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6 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A extracdo com fluido supercritico foi capaz de extrair as substancias das folhas secas
de Bidens pilosa L. em condi¢bes mais brandas, sem utilizar solvente e conservando a
integridade das mesmas. Diante disso, constatou-se que a melhor condigédo de extracdo ocorreu
a 321 bare74°C.

Os métodos convencionais de extracdo usando o Soxhlet, maceracéo e infusdo extrairam
flavonoides e poliacetilenos de maneira seletiva, apresentando diferentes teores de acordo com
o tipo de extracdo. J& na extracdo com CO»-SC, foram alcangadas duas condigdes promissoras
a extracdo de substancias que apresentaram espectros ultravioleta caracteristicos de terpenos
encontrados em dleo essencial (321 bar a 74 °C e 250 bar a 40 °C). Além disso, a partir do
fluido supercritico, foram obtidos extratos com altos teores de terpenos, entre eles o L-
limoneno, o 1,8-cineol, o B-cariofileno, o acido palmitico, o acido linolénico e o fitol, indicando
ser uma técnica viavel para esse fim.

Os extratos analisados EBPC-SC-ET e EBPC-MC apresentaram promissores teores de
inibicdo de crescimento nas duas linhagens de células tumorais utilizadas, visto que se trata de
uma anélise de um extrato bruto, apresentando 68 % para melanoma (SK-MEL-28) e 91% para
leucemia (K562), respectivamente, sendo ambos em concentracdo de 150 pg/mL.

Os modelos cinéticos foram aptos a representar a extracdo do dleo de Bidens pilosa,
apresentando desvio maximo de 29,70% na condicdo de 321 bar e 74 °C para o modelo de
Brunner (1984) e minimo de 0,05% na condicao de 150 bar e 40 °C, para 0 modelo de Kandiah
e Spiro (1990). O bom comportamento dos modelos de solubilidade pode ajudar na predicéo de
novos dados em diferentes condigcOes de temperatura e presséo.

Como perspectivas para trabalhos futuros, sugere-se:
- variar a vazao de CO> e implantar o uso de cossolventes para a melhora do rendimento da
extragéo;
- fazer testes de extracdo somente com as raizes, caules e inflorescéncias, de modo a verificar
o perfil desses extratos com CO2-SC;
- desenvolver uma metodologia especifica para cromatografia preparativa visando a separacdo
direta dos flavonoides e poliacetilenos dos extratos convencionais;
- realizar um novo teste de inibigdo do crescimento adicionando novas concentragdes no
intervalo entre 1,5 e 150 pg/mL.
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