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RESUMO

As propriedades benéficas da bardana tém sido aplicadas em todo o mundo em
produtos alimenticios, quimicos e farmacéuticos. Os compostos presentes nos
extratos possuem muitas propriedades que os tornam altamente valiosos. Nos
ultimos anos, a aplicacdo de fluidos supercriticos a processos de extracéo
cresceu rapidamente, contudo, ainda é necessario aprofundar os estudos nesta
area a fim de tornar viavel as aplicagdes a nivel industrial. As extragcdes das
raizes de Arctium lappa foram realizadas usando CO:2 supercritico (scCOz2) e
propano comprimido com metanol como cossolvente. Os experimentos foram
executados sob as seguintes condigbes para o scCOz2: 10, 15 e 20 MPa e 40, 60
e 80 °C variando a proporcao entre massa de metanol e massa de solidos. O
melhor rendimento de extragdo com scCOz2 (8,25 %) foi obtido a 20 Mpa, 80 °C
e proporcao de 1:1 entre metanol e sélidos. O aumento da temperatura afetou
positivamente os rendimentos de extragao, assim como o aumento da propor¢ao
em condi¢gdes intermediarias de extragao (15 MPa e 60 °C) promoveu um
aumento no rendimento. A 20 MPa e 80 °C o aumento da propor¢ado ocasionou
uma reducao no rendimento. A extragdo com propano foi realizada a 5 MPa, 60
°C e proporcgao de 2:1 entre massa de metanol e massa de sdlidos e apresentou
um resultado levemente superior ao da extracdo com scCOz2, alcangando um
rendimento de 8,41 %. Os principais compostos encontrados nos extratos de
bardana foram ftalado de disooctilo (DIOP), 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxy-6-metil-
4H-piran-4-ona (DDMP), glicerol e pentadecanal. O extrato com maior potencial
antioxidante foi obtido a 15 MPa e 60 °C (propor¢gdo massica de 4:1) usando
scCO2. O maior numero de compostos fendlicos foi encontrado no extrato obtido
a 20 MPa e 80°C (proporgao de 4:1 entre massa de metanol e massa de solidos)
com scCO2. O aumento da propor¢ao entre massa de metanol e massa de
soélidos afetou positivamente o conteudo fendlico e a atividade antioxidante dos
extratos obtidos a 20 e 15 MPa, respectivamente. Um efeito negativo do aumento
da proporcdo massica foi observado a 15 MPa para conteudo fendlico e a 20
MPa para potencial antioxidante.

Palavras-chave: Extracao supercritica, raiz de bardana, COz2, propano, metanol,
composi¢ao quimica, atividade antioxidante.



ABSTRACT

The beneficial burdock properties have been applied worldwide in food, chemical
and pharmaceutical products. The compounds of extracts have many properties
which become them highly valuable. Recently, supercritical extraction use has
grown quickly, however, it is still necessary to deep the studies in this area to
become viable the applications at industrial level. Arctium lappa roots extractions
were performed using supercritical CO2 (scCO2) and compressed propane with
methanol as co-solvent. Experiments were performed under the following
conditions to the scCO2: 10, 15 and 20 MPa and 40, 60 and 80 °C varying the
methanol to solids mass ratio. The best extraction yield with scCO2 was obtained
at 20 MPa, 80 °C and methanol to solids mass ration of 1:1 (8.25 wt%).
Temperature increase affected positively the extraction yields. Ratio increase at
intermediary extractions conditions (15 MPa and 60 °C) provided an
enhancement in the yield. At 20 MPa and 80 °C the increase of ratio provided a
yield reduction. The extraction with propane was carried out at 5 Mpa, 60 °C and
methanol to solids mass ration of 2:1 and presented a slightly better result than
extraction with scCOz2, reaching a yield of 8.41 wt%. The major compounds found
in burdock extracts were diisooctyl phthalate, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-
methyl-4H-pyran-4-one (DDMP), glycerol and pentadecanal. The extract with
higher antioxidant potential was obtained at 15 MPa and 60 °C (ratio of 4:1) using
scCOz2. Higher number of phenolic compounds was found in the extract obtained
at 20 MPa and 80 °C (methanol to solids ratio of 4:1) with scCO2. Methanol to
raw material ratio increase affected positively the phenolic content and
antioxidant activity of extracts obtained at 20 and 15 MPa, respectively. A
negative effect of this was observed at 15 MPa to phenolic content and at 20 MPa
to antioxidant potential.

Keywords: Supercritical extraction, burdock roots, CO2, propane, methanol,
chemical composition, antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

Extratos provenientes de plantas tém sido aplicados por diferentes
propositos e, devido ao seu potencial, sdo utilizados como remédios alternativos
e conservantes de alimentos (JONES, 1996). Extratos naturais tém grande
importancia devido as suas propriedades biologicas, tais como capacidades
antioxidante e antimicrobiana. Essas caracteristicas permitem a utilizacdo dos
extratos como protetor de alimentos, biocidas, repelentes e remédios. Além
disso, os extratos naturais sdo compostos por substancias com potencial
comercial consideravel como material de partida para a sintese de quimicos
(BRANDAO et al., 2008; BASER; BUCHBAUER, 2010).

A Arctium lappa é uma erva medicinal chinesa e uma planta perene
comestivel da familia Asteraceae. As suas raizes sdo um ingrediente popular em
alimentos asiaticos, enquanto as folhas sado ingeridas como infusdes ou
aplicadas como pomada. Popularmente conhecida como bardana, essa planta
foi trazida da Asia e aclimatizada em muitos paises em todo o mundo, incluindo
o Brasil. Diferentes partes da bardana sao utilizadas de acordo com o efeito
terapéutico especifico desejado. Esta planta tem sido frequentemente aplicada
para o tratamento de varias doencas, como infecgcbes de garganta e pele,
intoxicagbes para aliviar dores reumaticas e febre (VAN WYK; WINK, 2004;
WANG et al., 2012; CARLOTTO et al., 2015; JEELANI; KHUROO, 2012).

As raizes de bardana possuem alguns efeitos terapéuticos importantes,
tais como atividades anti-inflamatdria, hepatoprotetoras e de eliminagdo de
radicais livres (LIN et al., 1996; LIN et al., 2002). Recentemente, foi confirmado
que a A. lappa € capaz de melhorar a prote¢cdo do muco no estdmago e
intestinos, além de prevenir lesbes mucosas causadas pelo alcool (WU et al.,
2010). Alguns componentes da bardana tém apresentado grande importancia no
tratamento de algumas doengas. A actigenina, por exemplo, apresentou varias
atividades farmacoldgicas, sendo as mais importantes as atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antiproliferativa e antiviral (LI et al., 2015; CHO et
al., 2002; JANG et al., 2002; JEONG et al., 2014; LIU et al., 2015).

A qualidade dos extratos esta fortemente atrelada a metodologia de

extragdo empregada, ja que a maior parte delas utiliza altas temperaturas e
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solventes organicos. Diferentes estratégias tém sido aplicadas para recuperar
compostos bioativos de plantas, como sistemas aquosos, alcool e fluidos
supercriticos (SIVASOTHY et al., 2011; KAMAZERI et al., 2012; KADER et al.,
2011; CHAN; LIM; OMAR, 2007; FORNARI et al., 2012; MESOMO et al., 2012).
As propriedades fisico-quimicas dos fluidos supercriticos (difusividade,
viscosidade, densidade e constante dielétrica) sao de interesse ja que podem
ser ajustados a partir da variacdo da pressao e temperatura, permitindo o
controle da seletividade e do poder de solvatacdo durante o processo de
extragdo (FORNARI et al., 2012). As condigdes amenas aplicadas na extragéo
supercritica podem promover algumas vantagens, tais como reduzir
significativamente os prejuizos relacionados a degradagao térmica de alguns
compostos, facilitar a recuperacdo do solvente devido a sua alta volatilidade e
um periodo mais curto de extragdo. Devido a sua alta solubilidade, seletividade
e transferéncia de massa, a extragao com fluido supercritico surge como uma
alternativa interessante para a obtengao de extratos naturais (PRONYK; MAZZA,
2009; REVERCHON; DE MARCO, 2006; ROY; GOTO; HIROSE, 1996;
BALACHANDRAN; KENTISH; MAWSON, 2006).

Recentemente, estudos apresentados na literatura testaram diferentes
meétodos para a extracdo de composto das raizes de bardana e avaliaram a
composi¢céo quimica e atividade antioxidante dos extratos obtidos (JIANG et al.,
2016; FERRACANE et al., 2010). Entretanto, estudos relacionados a obtencéo
de extratos de raiz de bardana usando CO:2 supercritico (scCO2) e propano
comprimido e suas respectivas caracterizacao quimica e avaliagdes bioldgicas
sdo uma lacuna na literatura. Neste sentido, este trabalho focou nas curvas
globais de extracdo desta matéria-prima usando scCO2 e propano comprimido
usando um cossolvente (metanol). As variaveis de processo (pressao e
temperatura) e os efeitos dos solventes sobre a composi¢ao quimica, conteudo
fendlico total e atividade antioxidante dos extratos de raizes de bardana também

foram avaliados.



15

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este trabalho tem como propdsito a obtencdo de extratos da raiz de

Arctium lappa através da extragao com fluido pressurizado com a finalidade de

caracteriza-los quanto a sua composi¢gao quimica e avaliar seu potencial

antioxidante.

2.2 ESPECIFICOS

Definir o intervalo de operagao (presséo e temperatura) da extragdo com
CO:z2 supercritico;

Determinar os rendimentos de extragcdo da raiz de bardana pelos
diferentes meétodos utilizados: com solvente organico e com COz2
supercritico adicionado do cossolvente;

Definir o cossolvente a ser utilizado na extragcdo com CO:2 supercritico;
Definir as condicbes de pressao e temperatura que maximizam o
rendimento da extragao supercritica;

Testar o comportamento da extragdo usando propano comprimido
adicionado de um cossolvente sob uma condi¢cao especifica de pressao e
temperatura;

Avaliar o efeito da variacdo da proporcao entre massa de cossolvente e
massa de solidos sobre a performance da extracao;

Determinar as curvas cinéticas de extracao supercritica;

Comparar a composi¢cao quimica dos extratos obtido na extracdo com
fluido supercritico;

Determinar a atividade antioxidante e conteudo fendlico total dos extratos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Arctium lappa

A Arctium lappa (Figura 1) é uma planta medicinal pertencente a familia
Asteraceae que, no Brasil, possui diversas denominacdes populares, como
bardana, gobd, orelha grande ou erva dos tinhosos (FONT QUER, 1993), sendo
a primeira a mais difundida. Originaria da Asia e Europa, a bardana esta
adaptada ao clima brasileiro, crescendo de forma espontdnea em variados
locais, sendo frequentemente considerada uma planta invasora (LORENZI;
MATOS, 2002).

A bardana é uma planta bienal e sua altura pode variar entre 1 € 3,5 m na
fase adulta. Suas folhas sédo alternadas e grandes, sendo as maiores mais
préximas a base do caule. A coloragao das folhas varia de verde mais escuro a
verde esbranquicado, com as escuras posicionadas, geralmente, no topo da
planta. As flores podem assumir as cores rosa, lavanda, roxa ou branca e sao
espinhosas, podendo alcangar um diametro de 1,9 cm (LYM; TRAVNICEK,
2015). A bardana tem como base uma raiz principal que tem em média 2,6 cm
de diametro e comprimento superior a 30 cm. A raiz da bardana possui coloragao
acinzentada em seu exterior e bege no interior (SOKULSKI; OLIPHANT, 2009).

FIGURA 1 - (a) VISTA GERAL DA PLANTA DE Arctium lappa; (b) FLORES DE Arctium lappa;
(c) RAIZES DE Arctium lappa.
FONTE: SOKULSKI; OLIPHANT (2009); NIKKO (2016).
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As raizes da bardana apresentam em sua estrutura alta quantidade de
inulina (27 a 45%) e grande porcéo de proteinas (10,6 a 12%) (SOKULSKI;
OLIPHANT, 2009). Existem também alguns compostos lipidicos, dos quais pode-
se destacar os acidos oleico, linoleico, linolénico e miristico (BURLANDO et al.,
2010). Na Tabela 1, podem ser visualizados os principais minerais presentes na

raiz de bardana associados as suas respectivas quantidades.

TABELA 1 - PRINCIPAIS MINERAIS CONTIDOS NA RAIZ DE BARDANA E SUAS
RESPECTIVAS QUANTIDADES.

Componente Quantidade (mg.100 g™)
Cromo 2
Ferro 5,1 - 147
Magnésio 537
Cobalto 12
Fésforo 247 — 437
Potassio 755 - 1680
Sadio 127 — 152
Zinco 2,2
Aluminio 23
Calcio 212 -733

FONTE: SOKULSKI; OLIPHANT (2009).

Diversos outros compostos desta planta ja foram identificados, tais como
acidos fendlicos, sendo os acidos clorogénico, caféico e ainda a cinarina
(FERRACANE et al., 2010); metabdlitos secundarios como os poliacetilenos:
arctinal, arctinona e arctinol (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003); acidos
hidroxicinamoilquimicos contidos na raiz (LIN et al., 2008; DA SILVA et al., 2013),
alguns terpendides: arctiol, sesquiterpenos, fuquinona e B-eudesmol; fitosterois:
estigmaterol e B-sitosterol (BURLANDO et al., 2010); lignanas: arctigenina,
arctiina e lapaois (LIU; CHEN; SCHLIEMAN, 2005; FERRACANE et al., 2010),
diarctigenina e isopaol C (PARK et al., 2007); arctignana D (TEZUKA et al.,
2013), arctignana E e matairesinol; flavonoides: rutina, luteolina, quercetina,
baicalina e quercitrina (FERRACANE et al., 2010). Ainda pode-se mencionar as
resinas e taninos (BURLANDO et al., 2010).

A utilizacao de plantas para fins terapéuticos € uma pratica comum entre
0s povos de todo o mundo ha muito tempo (SEVIGNANI; JACOMASSI, 2003).
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No Brasil, a aplicagao de plantas no combate de doengas é largamente difundida,
sendo influenciada pelas contribuigbes culturais de indios, negros e europeus
(LIMA; MAIA; MATOS, 2009).

A raiz de A. lappa é aplicada para o tratamento de doencas como
diabetes, sendo utilizada como agente hipoglicemiante desde a antiguidade
(CORREA; BATISTA; QUINTAS, 1999, LORENZI; MATOS, 2002). No entanto,
esta planta possui muitas outras indicacbes terapéuticas, como controle de
célica nefritica, artrite, dores de origem traumatica, constipagao intestinal, gripes
e até insuficiéncia cardiaca, além de auxiliar no tratamento de doencgas de pele
e queda de cabelo (MORGAN, 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio da
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC n°222 de 28 de dezembro de 2006),
definiu orientagdes para a aplicagdo da raiz de bardana como um medicamento.
Deve ser realizada uma decocgao de 2,5 g de raiz de bardana em 150 mL de
agua. Para disturbios digestivos e dores articulares, € indicado a administracao
via oral, sendo uma xicara de cha de duas a trés vezes ao dia. Ja para doencas
de pele, indica-se o tratamento topico por meio de compressas ao menos trés
vezes ao dia (BRASIL, 2006)

Nos ultimos anos, em diversos paises, a bardana tem sido recomendada
em ocorréncias de doengas cancerosas e por esse motivo vem adquirindo maior
popularidade entre os chas medicinais (MARTINS et al, 2000; GENTIL et al,
2006). O potencial anticancerigeno da A. lappa foi comprovado em estudo
realizado por Ming et al. (2004), utilizando o extrato de suas sementes no
tratamento de células do cancer de prostata. Wang et al. (2004) demonstraram
que a lignana arctiina possui efeito antitumoral. A arctiina pode trazer, ainda,
outros beneficios. De acordo com Wu et al. (2010), esse composto possui uma
forte capacidade anti-inflamatdria e, por isso, pode melhorar a funcéo renal e
proteger contra lesdes glomerulares. Ma et al. (2013), sugeriram, a partir de

estudos com ratos, que a arctiina pode ser benéfica para a nefropatia diabética.

Nas ultimas décadas, pesquisadores vém aprofundando seus estudos
sobre a capacidade da bardana em combater o virus da imunodeficiéncia

humana (HIV). Alguns compostos extraidos da planta, como a arctigenina,
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conseguem atuar bloqueando a replicagao do virus (VLIETINCK et al., 1998;
KITAMURA et al.,, 1998; CHO; JANG; KIM, 2004). Tal capacidade é
potencializada quando ha a associagdo de zinco a esses compostos, fazendo
com que a entrada do HIV nas células hospedeiras seja limitada (WANG et al.,
2004).

Os acidos clorogénicos também ja foram descritos na literatura como
compostos de potente atividade contra virus, principalmente aqueles extraidos
da folha da planta (CHIANG et al., 2002). Esses compostos possuem, também,
um consideravel efeito terapéutico sob problemas relacionados ao diabetes, pois
€ responsavel pelo efeito anti-glicagdo, que promove a inibigdo dos produtos
finais da glicagao (GUGLIUCCI et al., 2009).

Além de estar presente em grande quantidade na raiz de bardana, a
inulina possui alguns beneficios importantes. Este oligossacarideo n&o digestivel
€ capaz de estimular o crescimento da bifidobacteria, promovendo efeitos
positivos a saude. A inulina pode ainda prevenir cancer, influenciar o
metabolismo lipidico e auxiliar no tratamento de diabetes (ROBERFROID;
GIBSON; DELZENE, 1993; FLAMM et al., 2001).

Dentre os compostos da bardana, o B-sitosterol, presente no fruto e raiz
da planta, possui grande interesse no meio cientifico devido a sua atividade
hipoglicemiante (DA SILVA, 2014). Este composto consegue inibir
eficientemente a atividade de enzimas envolvidas na glicogendlise (a-
glicosidases). Por isso, esse composto possui um efeito consideravel no
tratamento de doengcas como obesidade e diabetes (MITSUO; NOBUO;
KATSUYA, 2005).

Lima et al. (2006) demonstraram que os extratos provenientes das folhas
de A. lappa possuem atividade antioxidante, atuando por meio da redugao de
radicais livres e inibicdo da peroxidacao lipidica. Tal comportamento pode
auxiliar a prevengao ou, pelo menos, redugcao de doengas associadas ao

estresse oxidativo.

Alguns dos compostos oriundos dos frutos secos da bardana séo capazes

de promover a inibigcdo da enzima conversora da angiotensina (ECA) e, por isso,
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sdo considerados opgdes terapéuticas eficazes no tratamento da hipertensao
arterial (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

Embora o consumo de Arctium lappa traga diversos beneficios a saude,
é essencial considerar seus efeitos colaterais. A planta pode ocasionar algumas
doencas alérgicas ou inflamatorias, como a dermatite de contato (CHAN et al.,
2011). Sasaki et al. (2003) relataram um caso de desenvolvimento de anafilaxia
somada a urticaria, dificuldades de respiragcéo e pressao sanguinea menor ao

considerado normal apds o consumo de bardana.

3.2 OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS

3.2.1 Oleos essenciais

A existéncia dos Oleos essenciais € conhecida desde alguns séculos
antes da era crista. As referéncias histéricas relacionadas a obtencgao e aplicacéo
dos Oleos essenciais estdo ligadas aos paises orientais, sendo os principais
Egito, Pérsia, Japao, China e india (VITTI; BRITO, 2003).

Os oleos essenciais sao metabdlitos secundarios que podem ser
extraidos de diversas partes das plantas. Sao caracterizados por sua
composi¢cao quimica complexa e por garantir vantagens adaptativas as plantas
no meio onde estdo inseridas (OUSSALAH et al., 2007). A constituicdo dos 6leos
essenciais esta baseada em derivados terpénicos, tais como os mono e
sesquiterpenos e, ainda, os fenilpropanoides (SOLORZANO-SANTOS;
MIRANDA-NOVALES, 2012).

No Brasil, a Anvisa, através do decreto n° 50.040 de 24 de janeiro de
1961, definiu dleo essencial como o produto volatil, aromatico, sapido, sob a
forma oleosa e extraido de matrizes vegetais (BRASIL, 1961). Ainda segundo a
Anvisa, Oleos essenciais podem ser definidos como produtos volateis de origem
vegetal obtidos a partir de processos fisicos, tais como destilagdo por arraste
com vapor de agua, destilacdo a pressdo reduzida ou algum outro método
adequado. Os Oleos essenciais podem se apresentar de forma isolada ou

misturada entre si, retificados (produtos submetidos ao processo de destilagao
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fracionada com o objetivo de concentrar determinados constituintes),
desterpenados (produtos submetidos ao processo de desterpenagédo) ou

concentrados (produtos parcialmente desterpenados) (BRASIL, 1999).

De acordo com a ISO (International Standard Organization) 9235.2, 6leo
essencial € o produto obtido da planta em estado in natura por meio de destilagcao
a vapor ou destilagdo com agua; ou o produto obtido do pericarpo de frutas
citricas, por processos mecanicos ou destilagdo a seco (BASER; BUCHBAUER,
2010).

3.2.2 Extratos

Os extratos sao definidos como os produtos obtidos por esgotamento a
quente ou a frio de produtos de origem animal ou vegetal com a utilizagao de
solventes permitidos, podendo ser eliminados posteriormente ou n&o. Os
extratos devem possuir em suas composi¢des os principios sapidos aromaticos
fixos e volateis correspondentes ao respectivo produto em sua forma natural. Os
extratos podem ser apresentados de duas formas: extratos liquidos (obtidos sem
eliminacdo ou eliminagdo parcial de solvente) e extratos secos (obtidos com
eliminacao total de solvente) (BRASIL, 1999).

Qualquer produto que seja obtido por métodos de extragéo, incluindo a
extragao supercritica e com fluido pressurizado, que nao sejam os descritos pela
norma ISO 9235.2 é declarado produto em nao conformidade e, por esta razao,
nao pode ser denominado 6leo essencial. Os produtos obtidos nestas condicoes
sdo comumente conhecidos como extratos (BASER; BUCHBAUER, 2010).

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Todo organismo exposto aos efeitos de um ambiente oxigenado sofre
estresse oxidativo e, por isso, cada um deles desenvolveu algum sistema de
defesa antioxidante, buscando se proteger da oxidagdo. Os compostos
antioxidantes estdo contidos no grupo de metabdlitos secundarios das plantas
(NASS, 2007) e podem ser de origem natural ou sintética (DORMAN et al., 2003).

Os compostos utilizados para aumentar a estabilidade oxidativa dos alimentos
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funcionam, basicamente, de trés formas: controle de radicais livres, de
intermediarios da oxidagcdo e de pro-oxidantes (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Os antioxidantes possuem papel determinante na prevencao e
retardamento de doengas degenerativas devido a sua capacidade de controlar
radicais livres. Os radicais livres sao moléculas capazes de se associar com
outros atomos de maneira rapida, desencadeando uma reagcdo quimica capaz
de transferir energia para células de tecidos do corpo humano, ocasionando
danos (YEPES et al., 2002).

A importancia dos antioxidantes naturais vem sendo comprovada por
estudos cientificos. O consumo de alimentos ricos em antioxidantes é traduzido
em beneficios a saude, embora os compostos sintéticos sejam de qualidade
homogénea, mais baratos e de facil obtencdo (DORMAN et al., 2003).
Entretanto, a aplicagdo de antioxidantes sintéticos aos alimentos possui
restricoes em diversos paises, devido aos possiveis efeitos colaterais. Tal fato
torna ainda maior o interesse na obtencao e utilizacdo de antioxidantes naturais
(HRAS et al., 2000).

Os antioxidantes sdo compostos caracterizados por conterem diversos
grupos quimicos e possuirem estruturas e propriedades variadas (CORTESI et
al., 1999). Minerais, vitaminas, pigmentos, proteinas (de soja, principalmente),
carotenoides e compostos fendlicos sdo as principais classes provenientes de
vegetais capazes de agir como antioxidantes (VAN ACKER et al., 1996;
KAHKONEN et al., 1999; SOARES, 2002).

O potencial antioxidante de grande parte das plantas esta associado aos
compostos fendlicos, tais como acidos fendlicos, flavonoides, diterpenos
fendlicos (MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004), isoflavonoides,
xantonas, lignanas, taninos, entre outros (RAZAVI et al, 2008; SACCHETTI et
al., 2005).

Os compostos fendlicos sdo gerados no metabolismo secundario das
plantas e sado fundamentais para sua reprodugdo e crescimento, além de
atuarem como agentes antipatogénicos e contribuirem para sua pigmentacao.

Esses compostos sdo formados quando a planta € submetida a situagoes de
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estresse, como infecgdes, ferimentos, exposi¢cado a radiagao UV, etc. (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Os compostos fendlicos sdo muito frequentes nas plantas,
sendo detectados sob mais de 8000 formas (SILVA et al., 2010), e séo, ainda,
um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados da tirosina e fenilalanina
(NACZK; SHAHIDI, 2004). As propriedades redutoras dos compostos fendlicos
sdo0 as responsaveis pelo seu alto poder antioxidante, pois permitem que atuem
como doadores de hidrogénio, agentes redutores e quelantes de oxigénio
(BRUM, 2010).

Os antioxidantes possuem grande importancia na industria alimenticia,
pois podem minimizar a rancidez e retardar a formagéo de produtos toxicos
gerados pela oxidagao, preservando as qualidades fisico-quimica e sensorial e,
consequentemente, aumentando a vida util dos produtos (FUKUMOTO; MAZZA,
2000).

3.3.1 Métodos de avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante € mensurada indiretamente pela sua capacidade
em controlar o grau de oxidacdo (ANTOLOVICH et al., 2002). Existem diversos
métodos utilizados para estimar tanto a atividade antioxidante quanto o conteudo
de compostos fendlicos totais em uma substancia, tais como métodos de
fluorescéncia, de espectrofotometria de absorcao visivel, eletroquimicos, de
quimioluminéncia e de determinagao de potencial redox dos antioxidantes (HU;
SKIBSTED, 2002)

Estudos tém demonstrado que a atividade antioxidante é
significativamente influenciada pelo método de determinacéao, tornando dificil a
comparacgao entre os dados da literatura. Por esse motivo, deve-se avaliar qual
o melhor método de avaliacdo da atividade antioxidante apropriado para caso
em particular (RUBERTO; BARATTA, 2000; DORMAN; DEANS, 2000; EL-
GHORAB; MANSOUR; EL-MASSRY., 2004; MESOMO, 2013; LEE;
SHIBAMOTO, 2001; LEE; SHIBAMOTO, 2002). Segundo Antolovich et al.
(2002), o conteudo de compostos antioxidantes pode ser influenciado pela

estrutura quimica, método de extragao utilizado, método de analise, selecao de
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padrées, presenca de interferentes (gorduras, clorofilas e terpenos), tamanho

das particulas da amostra, tempo e condigcdes de armazenamento.

Varios fatores podem determinar a solubilidade dos polifenois, como tipo
de solvente (polaridade), interacdo de fendlicos com outros componentes, grau
de polimerizagao dos fendlicos e formacao de complexos insoluveis. Dentre os
solventes mais comumente utilizados na extracdo de compostos fendlicos estao
o metanol, etanol, acetato de etila, propanol, dimetilformamida, acetona e agua,
além de suas combinagdes (ANTOLOVICH et al., 2002).

3.3.1.1 Método de sequestro de radical livre DPPH

O método mais antigo utilizado para determinar a atividade antioxidante
de substancias naturais é o teste DPPH (2,2-diphenil-1-picrilhidrazil). Trata-se de
um ensaio espectrofotométrico que considera a capacidade de reagao entre os
radicais livres DPPH e compostos antioxidantes (ROGINSKI; LISSI, 2005).

O DPPH é um radical livre estavel devido a deslocalizacao do elétron
desemparelhado por toda a molécula, conferindo-lhe uma cor violeta,
caracterizada por uma banda de absor¢édo em etanol em aproximadamente 520
nm (MOLYNEUX, 2004). Basicamente, o método busca mensurar a capacidade
antioxidante de uma substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a
hidrazina. Quando se adiciona uma substancia que age como doador de atomos
de hidrogénio a uma solugcédo de DPPH, a producao de hidrazina é sinalizada

pela mudancga de coloracgéao, de violeta a amarelo palido (ALVES et al., 2010).

A atividade antioxidante (%AA), em percentual, corresponde a quantidade
de DPPH consumida pela amostra. A quantidade de amostra necessaria para
causar uma reducdo de 50 % na concentragéao inicial de DPPH é denominada
concentragéao eficiente (ECso). Portanto, quanto maior o consumo de DPPH por
determinada amostra, menor sera a ECso e, por consequéncia, maior sera a sua
atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).
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3.3.1.2 Método de redugao do complexo fosfomolibdénio

O método de reducdo do complexo fosfomolibdénio esta baseado na
redugéo de Mo*® para Mo*®, em meio acido, pelo analito da amostra seguida da
formagao do composto fosfato Mo*®, caracterizado pela cor verde. Os resultados
sao determinados a partir da leitura espectrofotométrica, no comprimento de
onda de 695 nm. A solucao teste no inicio possui coloracdo amarela, porém, a
medida que a solucao de fosfato de molibdénio se reduz, ela se torna verde. Este
método foi aperfeicoado e caracterizado em relacéo ao intervalo de linearidade,
repetitividade, reprodutibilidade e coeficientes de absor¢gdo molar para a
quantificacédo de diversos antioxidantes (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

3.3.1.3 Métodos para determinacao de compostos fendlicos

Os métodos utilizados para avaliar a quantidade de compostos fendlicos
totais e seu potencial antioxidante estdo baseados na sua capacidade em agirem
como agentes redutores e fornecedores de hidrogénio ou elétrons (HUANG,;
PRIOR, 2005). Existem varios métodos para essa determinagéo, sendo os mais
comumente utilizados o de Folin-Denis e o de Folin-Ciocalteau (SALUNKHE;
CHAVAN; KADAM, 1989). Em segundo plano, pode-se citar métodos como o de
ferricianeto, descrito por Price e Butler em 1977, e o que faz uso de 4-
aminoantipirina, fundamentado por Schoonen e Sales (2002).

Embora tenha-se algumas possibilidades, o método Folin-Ciocalteau € o
método mais relevante e utilizado na determinagdo de compostos fendlicos
presentes em extratos oriundos de plantas e sucos (STRATIL; KLEJDUS;
KUBAN, 2007). Este método foi desenvolvido em 1927 por Folin e Ciocalteau e
posteriormente modificado por Singleton e Rossi no ano de 1999. A mudanca
aconteceu para transformar um método que, originalmente, era aplicado para
analise de proteinas, em um que pudesse ser utilizado para determinar o
conteudo de fendlicos em vinhos (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

O método é relativamente simples, sensivel e preciso. Esta baseado em
uma reagdao onde os compostos fendlicos sdo oxidados em meio basico,
formando um radical superdxido (O2~). Este radical reage com o molibdato,

formando o o6xido de molibdénio (MoO#"), caracterizado pela cor azul
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(ROGINSKY; LISSI, 2005; HUANG; OU; PRIOR, 2005), cuja absorbancia deve
ser lida em 760 nm (STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2007).

3.4 METODOS DE EXTRACAO

Os extratos e o6leos essenciais de plantas sao produtos de alto valor
agregado, compostos de uma mistura complexa de substancias que, em grande
parte, sdo termodegradaveis. Sendo assim, a metodologia pode interferir de
maneira negativa em aspectos como qualidade e composicdo dos extratos
(SIMOES et al., 1999).

Existem diversos métodos para extragdo de compostos de vegetais. Os
mais tradicionais sao a destilagao a vapor, destilagado a vacuo, hidrodestilacédo e
com solventes organicos. No entanto, esses métodos possuem alguns pontos
negativos, como alto consumo energético, grande volume de residuos no extrato
e degradagédo de substancias termicamente sensiveis, devido a aplicagédo de
altas temperaturas de extracéo e pela separagdo da mistura soluto-solvente
(WANG et al., 2004).

Como alternativa aos métodos tradicionais, surge a extragdo utilizando
fluido supercritico. O estado supercritico de um fluido empregado a extracéo
(geralmente COz2) é alcangado através de mudangas na pressao e temperatura
em que é submetido (LEAL et al., 2003; REHMAN; HABIB; SHAH, 2004).

3.4.1 Extragao por destilagao por vapor d’agua

Para a extracdo de Oleos essenciais, 0 método mais utilizado € a
destilacao por vapor d’agua. A destilagcao € um processo que esta fundamentado
na evaporagao seguida da condensagdo de um determinado liquido. Isso
acontece devido aos movimentos moleculares induzidos termicamente no
interior do liquido em questéao, resultando na ejecado de algumas moléculas para
seu exterior, tornando possivel o fluxo de vapor agir como transportador dessas
moléculas. A liberagdo do 6leo essencial contido em uma planta ocorre devido a
ruptura da parede celular, provocada pelo aumento da presséo induzida pelo
calor (BASER; BUCHBAUER, 2010).
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Existem trés variagdes da extragao via destilagcdo por vapor d’agua. A
diferenciacao é feita pela maneira como ocorre o contato entre a agua, esteja
em estado liquido ou de vapor, e a amostra. A primeira € denominada de
hidrodestilacao, método onde a amostra permanece imersa na agua de um
recipiente; a segunda acontece pela agao do vapor da agua colocada em
ebulicdo e separada por uma tela; e a terceira ocorre por injecao direta de vapor
no material contido em um cesto metalico (WILLIANS, 1996).

Dentre as trés variagdes possiveis para este método, a mais simples € a
hidrodestilagdo. Neste, o material vegetal absorve agua durante o processo de
ebulicdo e o dleo localizado nas células atravessa a parede celular por osmose.
Em um segundo momento, o dleo é vaporizado e carregado pela corrente de
vapor. A volatilidade dos componentes do 6leo néo sofre influéncia da taxa de
vaporizagao, e sim do seu grau de solubilidade em agua. Com isso, 0s
componentes essenciais mais soluveis em agua sao recuperados mais
facilmente (BASER; BUCHBAUER, 2010).

3.4.2 Extragdo com solvente orgéanico

A extracao utilizando solventes foi desenvolvida para permitir um maior
percentual de extracdo com a aplicagdo de temperaturas mais baixas. Em
extragdes deste tipo, o solvente atravessa um leito espesso de particulas
dispostas de modo a facilitar o seu escoamento. Os compostos sdo separados
pela sua transferéncia entre fases (solido-liquido, liquido-liquido), a partir das
diferengcas em interagbes intermoleculares na fase liquida. Apdés determinado
periodo de tempo, o suficiente para que haja a transferéncia dos componentes
soluveis contidos na planta, é efetuada a separacao das fases sdlida e liquida.
A obtencao do extrato acontece pela evaporagao do solvente presente na fase
liqguida (WENNERSTEN, 1992; STEFFANI, 2003; CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010). O processo é composto por duas etapas: a primeira, simples e rapida, de
dissolugao; e a segunda, mais demorada, de difusdo, que é considerada a etapa
limitante. De maneira geral, tem-se uma extracdo com velocidade mais alta no
inicio da extragao, seguida de um decaimento. Na pratica, esse tipo de extragao
nao atinge uma remogao completa (MORETTO; FETT, 1998).
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Dentre os métodos mais tradicionais de extracdo com solventes
organicos, a técnica de Soxhlet € uma das mais utilizadas. Desenvolvida no ano
de 1879, esta técnica € considerada padrao ha mais de um século (CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010). O método esta baseado no refluxo intermitente de
solvente. Inicialmente, o solvente é aquecido, alcancando a fase de vapor e, em
seguida, é condensado e cai em um cartucho de celulose onde esta a amostra,
enchendo-o lentamente. As substancias a serem extraidas sao solubilizadas até
o preenchimento total do cartucho. Em seguida, a mistura solvente e extrato &
refluxada via sifao para o baldo onde, inicialmente, estava o solvente. A partir
deste ponto, o processo se repete até a completa retirada de extrato
(CAMPOMANES, 2012). Hd uma gama consideravel de solventes aplicados
para este método, os mais utilizados sdo os alcoois (etanol e metanol),
hidrocarbonetos alifaticos (n-hexano e éter de petrdleo), cetonas (acetona e
metiletilcetona), acido acético, acetato de etila, éter etilico e agua (SIMOES et
al., 1999).

A extragdo baseada na técnica de Soxhlet possui algumas vantagens
como contato repetido entre amostra e solvente, sem necessidade de filtragcao
ao término do processo e a possibilidade de realizar extragbes simultaneas,
devido ao baixo custo do equipamento (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Embora seja uma técnica muito utilizada para a extragdo de compostos
organicos, a extracado por solventes possui muitas desvantagens. Geralmente,
os solventes classicos sao pouco seletivos e sua eliminagdo aumenta os custos
energéticos e os riscos de perdas de compostos volateis (MESOMO, 2013).
Além disso, o tempo de extracido pode ser considerado uma restricdo, pois pode
variar de 1 a 72 horas (MIGUEL; ANDRADE, 1989).

3.4.3 Extragao com fluido supercritico

A extracao com fluido supercritico € um processo de separagao onde as
substancias sao dissolvidas em um fluido que possui a capacidade de alterar o
seu poder de dissolugdo em condi¢gdes acima da sua pressao e temperatura
criticas, isto &, na regi&o supercritica (RAVENTOS; DUARTE; ALARCON, 2002).
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Tratada como alternativa as técnicas tradicionais, a extracao utilizando
fluido supercritico tem sido aplicada para obtencao de extratos de plantas com
alto valor agregado, tanto no meio académico como no industrial, com destaque
aos setores de alimentos, farmacos e cosméticos (QUISPE-CONDORI et al.,
2005). Este método é, sob diversas perspectivas, mais vantajoso quando
comparado as demais técnicas de extragdo mais comuns, poisS € um processo
com maior flexibilidade devido a possibilidade de ajuste de maneira continua de
alguns parametros. E possivel controlar o poder de solvatacéo e seletividade do
solvente; o processo nao exige a eliminagao do solvente apds o processamento;
para alguns casos, quando os solventes possuem temperatura critica baixa, a
degradacéao térmica e a decomposicao de compostos termolabeis sdo evitadas,
em razao da baixa temperatura de operacao; e ainda impede a ocorréncia de
reacdes de oxidagao, pelo processo acontecer na auséncia de luz e oxigénio
(DIAZ-REINOSO, et al., 2006; REVERCHON; DE MARCO, 2006). Pereira et al.
(2004), definem como principais vantagens da extragcdo supercritica a facilidade
na remogao do solvente do extrato final, a alta seletividade e a utilizagdo de
temperaturas moderadas.

Por definicdo, um fluido supercritico é qualquer substancia cuja pressao e
temperatura estejam acima de sua pressao critica (maior pressao onde um gas
pode ser convertido em liquido pelo aumento de temperatura) e temperatura
critica (maior temperatura na qual um liquido pode ser convertido em gas por
aumento de pressédo) (HEDRICK; MULKAHEY; TAYLOR, 1992). A Figura 2
representa um diagrama de fases, onde estdo definidas as areas onde uma
substancia pura existe como liquido, gas, solido ou fluido supercritico. As curvas
que separam os estados representam as condi¢des (pressao e temperatura) nas
quais duas fases coexistem em equilibrio. Essas curvas se encontram em um
ponto denominado ponto triplo, onde as trés fases coexistem. A medida em que
a pressao e temperatura aumentam ao longo da curva de vaporizacao (onde gas
e liquido estao em equilibrio), o gas fica mais denso, devido ao aumento de
pressao, e o liquido torna-se menos denso, resultado da expansao térmica. No
ponto critico as densidades das duas fases convergem, n&o havendo diferencga
entre gas e liquido (CARVALHO JUNIOR, 2004). A presséo critica de um gas &
a pressao acima aquela em que o gas é impedido de ser liquefeito via

resfriamento isobarico. De maneira analoga, a temperatura critica de um gas é
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a temperatura acima aquela onde o gas néo pode ser liquefeito via compressao
isotérmica (STEFFANI, 2003).
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FIGURA 2- DIAGRAMA DE FASES DE UMA SUBSTANCIA PURA.
FONTE: BRUNNER (1994)

Para a extragao de produtos de origem vegetal € utilizado um extrator de
leito fixo composto pelo material solido. Na parte inicial do processo de extracao,
o solvente puro é alimentado no extrator que, por sua vez, se distribui
uniformemente no interior do leito fixo formado de particulas solidas. A matriz
solida absorve o solvente, sofrendo dilatacdo em suas células e canais
intercelulares, o que implica na diminuicdo da resisténcia a transferéncia de
massa. Simultaneamente, acontece a dissolugdo dos compostos e a
transferéncia de massa por meio de difusdo do interior da matriz para a sua
superficie. A transferéncia de massa do sélido para o fluido acontece pelo
escoamento do solvente através da matriz vegetal. A extragdo ocorre em regime
transiente, pois o leito se mantém fixo e a concentracao de 6leo no fluido varia
de acordo com o tempo e posicao (RIBAS et al., 2014). A extragao com fluido
supercritico acontece de forma similar.

Existe uma série de requisitos a ser atendida para realizar a escolha de
um solvente para extragdes com fluido comprimido ou supercritico, tais como:
possuir bom poder de solvatagao, ser inerte ao produto, ser facilmente separado

do produto, ter pressdo critica baixa por razdes econdmicas, entre outros
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(COELHO, 2015). H4 uma ampla gama de compostos que podem ser aplicados
a extragao supercritica (HIERRO, 1994). Na Tabela 2, podem ser visualizados
alguns exemplos de fluidos que podem ser utilizados em extragdes supercriticas,

juntamente com suas pressdes e temperaturas criticas.

TABELA 2 - PRINCIPAIS SOLVENTES UTILIZADOS NA EXTRACAO SUPERCRITICA

Substéancia T: (°C) P. (Mpa)
CO: 31 7,29
Agua 374 21,72
Metano -82 4,54
Etano 32 4,82
Propano 97 4,19
Pentano 197 3,33
Etileno 9 4,97
Tolueno 319 4,06
Metanol 240 7,99
Etanol 241 6,06
Acetona 235 4,64
Eter etilico 194 3,59

FONTE: HIERRO (1994).

Dos compostos descritos na Tabela 2, o propano e o CO2 séao
frequentemente utilizados. O diéxido de carbono (CO2) é o solvente mais
utilizado na extragao supercritica por possuir uma baixa temperatura critica e
uma pressao critica moderada (31 °C e 72,8 atm). Essas caracteristicas tornam
o CO2 ideal para matrizes termolabeis, tendo ainda os beneficios de ndo causar
problemas ambientais, baixo custo e ser atoxico (BRUNNER, 1994; RIBAS et al.,
2014). Além disso, esse composto € inerte, ndo inflamavel e ndo prejudicial a
saude quando inalado em baixas concentragdes, podendo ser empregado no
setor industrial. Possui um amplo conjunto de propriedades de solvéncia para
compostos apolares e tem se mostrado uma opcao viavel na extragcao de
matérias primas naturais, principalmente nas industrias farmacéutica e de
alimentos (WAGNER; PAVLICEK, 1993). O momento quadrupolar da molécula
de CO:2 permite a dissolugdo de compostos com polaridade moderada, como

alcoois, aldeidos, cetonas e éteres (FREITAS et al., 2008).
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De acordo com estudos, o propano surge como uma possibilidade para a
extragao de produtos naturais, mesmo nao apresentando todos os beneficios do
CO2. Quando comparado com o COz2, o propano comprimido tem se mostrado
um solvente de qualidade superior, em termos de rendimento de extracao, para
diversas substancias contidas em oleos e produtos naturais (FREITAS et al.,
2008; RIBAS et al., 2014). O propano nao deixa residuo toxico e apresenta
pressao e temperatura criticas baixas. Na perspectiva econdmica, processos
que utilizam de pressdes e temperaturas baixas implicam em menor custo de
operagao, uma vez que pode-se alcangar um maior rendimento em menor tempo
(ILLES et al, 2000; HEGEL et al., 2007; FREITAS et al., 2008; PEDERSSETI,
2008). Além disso, o propano apresenta maior solubilidade de compostos
apolares quando comparado com o CO2 (COELHO, 2015).

Geralmente, curvas de extragdo sao construidas para descrever o
comportamento cinético do processo de extragao, representadas por um grafico
de tempo de extragcdo versus massa de extrato acumulada, com vazédo de
solvente constante. O comportamento da curva é afetado pelos parametros de
processo e pelos fenbmenos que ocorrem no leito fixo durante a extracao, tais
como tamanho das particulas que compdéem o leito e vazdo do solvente.
Portanto, a comparagéo entre curvas obtidas de matérias-primas diferentes a
partir de equipamentos distintos € limitada. Entretanto, considerando mesmo
material e equipamento, as curvas sdo altamente uteis para comparagao do
desempenho do processo (BRUNNER, 1994).

As curvas de extragao podem ser divididas em trés etapas (Figura 3):

I. Etapa com taxa constante de extragcdo (CER): onde a superficie externa
das particulas esta inteiramente coberta por uma fina camada de extrato,
proporcionada pela ruptura das células da matriz durante o processo de
moagem. Nesta etapa o0 mecanismo dominante € a convecgao e, por isso,
a resisténcia a transferéncia de massa esta na fase fluida. Esta etapa é
responsavel por aproximadamente 50 % do rendimento total do processo.

Il. Etapa com taxa decrescente de extragcdo (FER): a camada de extrato
sobre a superficie da matriz € mais fina, diminuindo a area efetiva de
transferéncia de massa, isto €, a taxa de transferéncia deixa de ser
constante. Ao fim desta etapa o rendimento corresponde a cerca de 70 %

do total.
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lll.  Etapa difusional: periodo onde a transferéncia de massa é controlada pela
difusdo, pois as particulas da matéria-prima ja ndo possuem extrato em
sua superficie, restando apenas a aliquota armazenada no interior das
células ndo quebradas ou no solido poroso (FERREIRA; MEIRELES;
CABRAL, 1993; BRUNNER, 1994; FERREIRA et al., 1999).
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FIGURA 3- CURVA TIPICA DE EXTRAGAO COM A REPRESENTAGAO DAS TRES ETAPAS
DO PROCESSO.
FONTE: MARTINEZ (2005)

As curvas de extracdo podem ser utilizadas como referéncia para a
escolha de parametros de processo como tempo de extragao, determinacgao da
solubilidade, caracterizacdo das etapas de extragao supercritica e modelagem
da transferéncia de massa do processo (SILVA, 2004).

As principais desvantagens da extracdo usando fluidos supercriticos
residem na periculosidade da operacdo, resultado da aplicacdo de altas
pressodes, e dos custos relativamente elevados de implantacado e operagao. No
entanto, a analise econdmica da construgao e manutencéo deste processo deve
ser mais profunda, considerando principalmente que o produto possui qualidade
e valor agregado mais elevados frente os demais. A qualidade superior dos
extratos obtidos por extracado supercritica € devida a sua composi¢cao mais fiel
em relacao a planta extraida (STEFFANI, 2003).

O método de extracao via fluidos supercriticos vem sendo utilizado na
industria de alimentos, sendo aplicado principalmente na obtengao de vitaminas,

bebidas sem alcool, bebidas descafeinadas, batata frita desengordurada,
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encapsulamento de temperos, arroz parboilizado por CO2 e na remogao de
pesticidas (BRUNNER, 2005).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DA MATERIA PRIMA

As raizes de bardana (9,90 kg), adquiridas de um produtor da cidade
Ivaipora, Parana, Brasil (localizagdo de GPS: 24°14’47,4” S; 51°40'32,8” O) no
més de agosto de 2016, foram lavadas e levemente trituradas com o auxilio de
um multiprocessador de alimentos comercial (Philips Walita, Brasil). Em seguida,
as raizes foram secas em estufa de circulagao de ar sob uma temperatura de 50
1 2 °C por 22 h. As raizes secas (1,69 kg) foram novamente trituradas por meio
de um liquidificador comercial (Philips Walita, Brasil) e separadas através de
peneiras da série Tyler (Bertel, Brasil) com aberturas de 9, 12, 14, 28, 35 e 48
mesh, auxiliado por um agitador mecanico (Produtest, Sdo Paulo, Brasil),
ajustado na escala de vibragdo 5 durante 10 min. O didmetro médio das
particulas foi estimado pelo método apresentado por Gomide (1983),
considerando as fragbes massicas do material retido nas peneiras, como pode

ser visualizado na Tabela 3.

TABELA 3 - DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DA RAiZ DE BARDANA TRITURADA

Mesh Quantidade retida (g) %
9 770,55 47,3
12 303,39 18,6
14 80,75 5,0
28 335,83 20,6
35 69,97 4,3
48 67,73 4,2

A fragdo massica que atravessa todas as peneiras € denominada “fundo”
e correspondeu a 3,7 % da massa total. Esta porcao é caracterizada por possuir

uma baixa granulometria (p0) e foi descartada para evitar o entupimento na saida



35

do extrator, durante a extracao com fluido pressurizado. Apés classificadas, as
fragbes massicas foram misturadas novamente e embaladas em sacos de
polietileno de baixa densidade, fechadas com seladora a vacuo e armazenadas

sob temperatura de -5 + 2 °C até a realizagao das extracgoes.

4.2 CARACTERIZAGCAO DA MATERIA PRIMA

4.2.1 Umidade residual

Para a determinacao do teor de agua residual presente na amostra apos
o processo de secagem foi utilizado o método de destilagdo com tolueno em
triplicata, conforme com AOCS (1994). Foram utilizadas 10 g da matéria prima
moida adicionadas de 125 mL de tolueno em um baldo de fundo redondo com
volume de 500 mL. O baldo, ja acoplado a um destilador tipo Clevenger, foi
submetido a aquecimento por meio de uma manta térmica a 100 = 5 °C até que
toda a agua da matriz fosse retirada. O aquecimento foi mantido até o total
esgotamento da agua, processo que durou aproximadamente 60 min. O
destilado composto por duas fases (agua e tolueno) foi coletado em frascos

graduados e o volume da fase aquosa medido.

A umidade residual do material foi calculada através da Equacéo 1.

U= (M) .100 (1)

m

Sendo U a umidade residual do material em porcentagem, Vi, o volume da fase

aquosa; pw a densidade da agua e m a massa da amostra.

4.2.2 Diametro médio das particulas

O calculo para a determinagdo do diametro médio das particulas foi

realizado de acordo com o proposto por Gomide (1983), utilizando as Equacdes



36

2 e 3. Este procedimento considera a fragdes massicas retidas nas peneiras da

série Tyler utilizadas, neste caso 9, 12, 14, 28, 35 e 48 mesh.

(2)

Al = — (3)

Em que ds é o didametro médio superficial das particulas em cm, m; € a massa
retida na peneira em g, M € a massa total da amostra em g, n € o numero total

de peneiras utilizadas e Al;a fragcdo massica retida na peneira.

4.2.3 Densidade aparente e real

A densidade aparente (Equacéo 4) foi calculada com base no volume total
da célula de extragdo e massa total de raizes de bardana seca e moida

necessaria para preenché-la.

(4)

Vieito

Onde pa € a densidade aparente, m, € a massa inicial, em g, adicionada ao leito

de extracao e Vieito € 0 volume total da célula de extragao.

A densidade real foi realizada pelo Instituto de Quimica da Universidade
de Campinas (UNICAMP), Campinas-SP, Brasil, utilizando a técnica de

picnometria em gas hélio.
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4.2.4 Porosidade do leito de particulas

A porosidade total do leito de particulas foi determinada utilizando as

densidades aparente e real, conforme a Equagéao 5.

e=1-"" (5)

Sendo ¢ a porosidade, p, a densidade aparente e pr a densidade real das raizes

de bardana secas e trituradas.

4.3 EXTRACAO COM SOLVENTE ORGANICO

A obtencdo dos extratos etéreo, etandlico e metandlico das raizes de
bardana foram determinadas em triplicata pela extragcdo em Soxhlet usando éter
etilico, etanol e metanol a 34,6, 78 e 64,7 °C, respectivamente, seguida da
remogao do solvente em estufa com circulagao de ar. Aproximadamente 5 g de
raizes secas de bardana foram submetidas ao processo de extragdo em Soxhlet
por 6 h, de acordo com o que é apresentado pela AOAC (1999). Os rendimentos
das extragbes em Soxhlet foram calculados a partir da Equacgéao 6.

R =% 400 (6)
m

Onde R é o rendimento da extracao, Pré a massa do baldo volumétrico apds o
fim da extracdo e ja desprovido de solvente, P; € a massa do baldo volumétrico

antes do inicio da extracdo e m é a massa da amostra.
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4.4 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

A extracdes foram realizadas em uma unidade de extracédo supercritica
de escala laboratorial, L =0,22 m, ¢ = 1,90 x 102 m e 6,24 x 10> m® de volume
interno (Universidade Federal do Parana, UFPR, Brasil, Laboratério de Cinética
e Termodinamica Aplicada, LACTA), com controles de temperatura e presséo,
conforme o descrito por Mesomo et al. (2012) e Pereira et al. (2017). O sistema
de extragcdo é composto por um extrator encamisado, valvula agulha para
controle de fluxo na saida do extrator, bomba de alta pressao tipo seringa
(Teledyne ISCO 500D), sensores de pressao, cilindro de solvente, além de
banhos ultratermostatizados para controle de temperatura do extrator e da
bomba. Na Figura 4 esta apresentado um diagrama esquematico da unidade de
extragdo utilizada para realizar extragdes com fluidos supercriticos ou

pressurizados.
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FIGURA 4- DIAGRAMA DO APARATO EXPERIMENTAL MONTADO EM ESCALA DE
LABORATORIO PARA A OBTENCAO DE EXTRATOS VEGETAIS UTILIZANDO FLUIDO
PRESSURIZADO COMO SOLVENTE.

FONTE: MESOMO (2013).

Inicialmente, as cinéticas das extragdes com fluido supercritico foram

realizadas usando scCO2 (White Martins S. A., 99,5% de pureza na fase liquida)
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como solvente. Buscando maximizar os rendimentos das extragcdes, o metanol
foi utilizado como cossolvente devido a alta eficiéncia apresentada em testes
preliminares realizados no aparato de Soxhlet. Para as extragdes executadas
apenas com o scCOz, o extrator foi carregado com aproximadamente 25 g de
raizes de bardana, formando um leito fixo. Nas extragdes com cossolvente,
inicialmente, 25 g de metanol foram misturados a 25 g de matéria-prima seca
(proporgao de 1:1 entre massa de metanol e massa de amostra) e, em seguida,
o material umedecido foi carregado no extrator para a realizagdo do
procedimento. A proporgdo da mistura metanol-sélidos (matéria-prima) foi
variada de 0,5:1 a 4:1. Os experimentos foram executados nas temperaturas de
40, 60 e 80 °C e pressdes de 10, 15 e 20 Mpa. Todas as extracbes foram
realizadas em fluxo constante de 2,0 +.0,2 cm3.min-' considerando 60 min de
periodo de confinamento da amostra na camara de extracdo. As amostras de
extrato de raiz de bardana foram coletadas em frascos ambar, previamente
secos e pesados, em intervalos de 2 min, totalizando 20 min de processo. Uma
extragdo em condigdes intermediarias de operagao (P = 15 MPa e T = 60 °C) foi
executada considerando um periodo de confinamento de 120 min a fim de avaliar
a influéncia deste parametro sobre o processo. Para avaliar os efeitos do tipo de
solvente, um teste foi realizado usando propano comprimido com adi¢cdo de
metanol na propor¢gdo massica de 2:1 entre metanol e sélidos a 5 MPa e 60 °C

seguindo o mesmo procedimento usado nas extragdes com scCOz2.

4.5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

4.5.1 Composicao quimica

A determinacdo da composicdo quimica foi realizada no Laboratério
Multiusuario de Cromatografia, Centro de Ciéncias Moleculares e
Nanotecnologia (CCMN), da Universidade Estadual do Centro-Oeste -
UNICENTRO por cromatografia em fase gasosa com espectrometro de massa
(GC-MS) (Agilent 7890A e Agilent 5975C) equipado com uma coluna capilar ndo
polar (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, 5 % fenil/ 95 % dimetilpolisiloxano) usando

hélio como gas de arraste (White Martins Gases Industriais, 99,9 % de pureza)
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com um volume de inje¢ao de 1,0 uL. Aliquotas dos extratos foram dissolvidas
em metanol até a concentragédo de 20 mg.mL-'. A temperatura inicial da coluna
foi fixada em 50 °C por 1 min e, em seguida, elevada a uma taxa de 6 °C.min""’
até alcancar 200 °C, mantida por mais 1 min. Em seguida a temperatura foi
aumentada até 300 °C a taxa de 10 °C.min"'. O espectrémetro de massa foi
programado para realizar a varredura de 40,0 até 600,0 m.z". O injetor foi
ajustado a temperatura de 200 °C. As temperaturas de quadrupdlo e de fonte
foram de 230 °C e 150 °C, respectivamente. A preparacao das amostras para a
injecao foi realizada pela diluigao simples (1:10) dos extratos de raiz de bardana
em metanol. A analise foi executada em modo splitless (sem francionamento) e
totalizou 35 min para cada amostra. Os compostos foram identificados baseado
no banco de dados da biblioteca da NIST-11 pela comparagao dos indices de
retencao (IRs) com as séries homologas de n-alcanos (C8-C40) e com dados de
MS da literatura (THE PHEROBASE, 2017; CHEMSPIDER, 2017; ABOUTABLA;
EL-TANTAWY; SHAMS, 2013). Como forma alternativa, foi utilizado o software
AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and ldentification System). Os
valores encontrados na literatura referentes aos compostos foram comparados

com os valores obtidos por meio da Equacgao 7.

IR, = 100y + 100(z — y) trx— try -

trz— tay

Onde y é o numero de carbonos do padrdao a esquerda do pico do composto
avaliado, z € o numero de carbonos do padrédo a direita do pico do composto
avaliado, t(r)x é o tempo de retencdo do composto de interesse, f(r)y é o tempo
padrao de retengao (min) a esquerda e o {(r)z o tempo padrao de retencao (min)

a direita.

4.5.2 Determinacao do conteudo fendlico total

O conteudo fendlico total dos extratos de raiz de bardana foi determinado

pelo método de Folin-Ciocalteau como descrito por Singleton e Rossi (1965). A
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mistura usada para a reagao € composta por 0,1 mL de solugdo etandlica do
extrato (6 mg.mL™"), 7,9 mL de agua destilada, 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau (composto por fosfomolibdato e fosfotungstato) e 1,5 mL de
carbonato de sédio 20%. Essa mistura foi adicionada em frascos opacos que
foram posteriormente agitados e mantidos em privagdo de luz por 2 h. As
absorbancias foram mensuradas por meio de um espectrofotometro (Bel
Photonics, SP 2000 UV) no comprimento de onda de 765 nm. O conteudo
fendlico total foi calculado através de uma curva analitica construida com acido

gélico como padrao. Os resultados foram expressos como mgacae.g de extrato™.

4.5.3 Avaliagao da atividade antioxidante total

A avaliacdo da atividade antioxidante total foi realizada seguindo o
procedimento descrito por Mensor et al (2001), usando 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) como composto reagente. Inicialmente, foram preparadas
solugdes estoque de extrato de raiz de bardana diluido em etanol (5 mg.mL™").
Em seguida, essa solugéo foi novamente diluida em etanol em concentragbes
finais que variaram de 0,2 a 1,2 mL.mL". Aliquotas (2,5 mL) de cada
concentracdo da solugcao final de extrato foram transferidas a tubos e
adicionadas, em privacao de luz, de 1 mL de solugéo etandlica de DPPH (0,3
mM). As absorbéancias dessas solugdes foram lidas em 518 nm e utilizadas para
estimar a atividade antioxidante total. As analises foram executadas em triplicata

e atividade antioxidante (AA) foi calculada pela Equacéo 8.

AA(%) = 100 — {[(absam — absyc,) X 100]} ®)

absctrl

Onde absam € a absorbancia das solugdes de extrato de raiz de bardana, abspco
€ absorbancia da solugao branco (2,5 mL da diluicdo + 1 mL de etanol) e absct
€ absorbancia do da solugédo controle (2,5 mL de etanol + 1 mL de solugao
DPPH).
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A atividade antioxidante total foi expressa como concentracao eficiente
(ECs0) definida como a concentragdo de extrato necessaria para inibir a

producao de radicais em 50%.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o software
Statistica 7.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA) e cada resultado foi
avaliado independentemente. O teste de Tukey foi utilizado considerando um p-
valor menor que 0,05 (p<0,05) como estatisticamente significante para avaliar as

diferencas entre as médias.



43

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTOS DAS EXTRACOES

As raizes de bardana apresentaram umidade inicial de 83,1 % e, apds o
processo de secagem, esta foi reduzida para 6,5 + 0,5 %. O leito de extracao foi
formado por 25,0 £ 0,2 g de raizes de bardana secas e moidas com diametro
médio de particula de 5,57 x 10 m. A densidade aparente do leito foi de 140,58
kg.m3, enquanto a densidade real foi de 1500 kg.m-3, resultando em uma
porosidade de 0,94. Para as extragbes usando metanol como cossolvente, as
proporcdes massicas entre massa de solvente e massa de bardana foram
aproximadamente: (4:1) 40 g de metanol para 10 g de sdlidos, (2:1) 30 g de
metanol para 15 g de sdlidos, (1:1) 25 g de metanol para 25 g de sdlidos e (0,5:1)
12,5 g de metanol para 25 g de solidos.

Na Tabela 4 podem ser visualizadas as condi¢gdes experimentais e
rendimentos das extragdes por Soxhlet (S1, S2 e S3) e das extragbes usando
scCOz2 variando a pressao, temperatura e a proporg¢ao entre massa de metanol
e massa de raiz de bardana. Além disso, ha também as condi¢bes aplicadas
para a extracdo usando propano comprimido com metanol como cossolvente e
o rendimento associado. O rendimento da extragao realizada por Soxhlet usando
metanol foi tomado como referéncia para calcular a porcentagem de extragao
(%) para as demais condi¢des. Os rendimentos das extragdes foram calculados
como sendo a razéo entre massa de material extraido e massa de material seco
adicionado ao extrator, multiplicada por 100. Os resultados das extracbes com
solvente comprimido apresentados na Tabela 4 foram obtidos em um periodo
fixo de extracdo (20 min) para viabilizar a comparacgao entre os resultados sob

as diferentes condi¢des de processo.
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As extracoes em Soxhlet realizadas com a utilizacdo de metanol como
solvente (S3 na Tabela 4), apresentaram o maior rendimento (14,7 £ 0,39 %),
enquanto as extragdes com etanol e éter etilico tiveram rendimentos de 4,21 +
0,34 % e 0,81 = 0,26 %, respectivamente. As variagcbes de rendimento
apresentadas nas extracdes em Soxhlet indicam que as raizes de bardana
contém um elevado numero de compostos polares, ja que a extracio classica
usando éter etilico alcangou um rendimento inferior a 1 %, valor bem abaixo dos
alcangado com solventes polares (etanol e metanol). A superioridade do metanol
em relacado ao etanol em termos de rendimento € devido a sua polaridade mais
acentuada, que pode ser confirmada pela diferenga entre constantes dielétricas
dos solventes, 33 (metanol) e 24 (etanol) (REICHARDT, 2003), o que significa
que o metanol consegue formar ligagdes de hidrogénio mais fortes quando
comparado com o etanol, o que resulta em um maior poder de solvatacdo de
compostos polares.

Um teste preliminar foi realizado usando scCO2 nas condigdes de 40 °C e
20 MPa (Extragéo 0) e demonstrou que o scCO:2 puro nao foi capaz de recuperar
qualquer material das raizes de bardana nestas condicbes de extragao.
Buscando confirmar esse resultado, foi considerado um periodo de extragao de
180 min, no entanto, esta mudanga ndo promoveu melhores resultados.
Portanto, o metanol associado ao scCO:2 foi tomado como alternativa para
melhorar os rendimentos das extracdes, devido a sua excelente performance

observada nas extragcdes por Soxhlet.



(50°0>0) eyusweAneoyiubls sajusIa)p OBS OBU BUNJOD BWSSW Ep 0BUO| OB EJ}S| BLUSSW B WO0D SBI0[BA

‘(ojusweulyuod ap odws}) seonelse oedelixa ap odwa) 8p Y Z OpUBISPISUOD epezijeal oedenxT,

(2102 'YV TIVIA {INOYLSNIT) ouedoud & 200 op sapepisuad,

‘(euepJleq) ewiid-elLIgleW Bp BSSEW 8 |joUR)aW Bp BSSEW 8Jjus 0edlodold,

‘001 x (jouelaw opuesn 19|yxos Woo epjelixe essew ejad ogdeljxe ap |e}o} odwa) Op |eulj OB OpIICO Ojelixe ap essely)q
‘001 x (opejuswije 00ss |elslew ap esseuw ejad 0jenxa ap eSSE)e

19]yx0g ap ojesede 0 WOD sepezijeal Sagdexy ,

GZ'/S (8G°0F) a L¥'8 0z 9g' PP 1:Z 0'09 S louejaw + ouedold zl
G8've (0£'0F) 10 2L'G 0z 6865 Ly 0'08 0z louejew + 200 Ll
28'ly  (2V'0F) poq 869 0z 68°€6S 12 0'08 0z louejew + 200 ol
29'2s (LO'0F) g 162 0z 60709 L 0'09 Gl louejow + 200 6
vy'l€ (L¥'0F) o0 G'G 0z 60709 12 009 Gl louejew + 200 8
9z'9 (¥9°0 %) 6 26'0 0z 60709 1:G°0 0'09 Gl louejew + 200 .
ey (GL'0F) em LG'O 0z 60709 il 0'09 Gl louejdw + <00 9
L'l (8L°0F) 6 .6°L 0z 60709 M 0'09 Gl |ouejaW + 200 S
9198 (0L'0 F) 0a GZ'8 0z 6865 M 0'08 0z |ouelew + 209 14
LL'8 (GL'0F)s0Z') 0z 18'6€8 [ 0'0% 0z louejew + 200 ¢
Gr'sy  (28'0 F) poq £6'9 0z 09°'122 Lil 0'08 oL louejew + 200 z
76'6 (8L'0F) s 9t'L 0z 19829 Ll (N0} ol |ouejaw + 200 |
100 > 08l 18'6€8 - 0'0v 0z 200 0
0000} (6€'0 F) e 69'7) 09¢ - - L'v9 - # [OUBIB\ €S
998z (Ye'0¥), 12 09¢ - - 0'8. - 4 louelg s
(Kexel (92°0F) 5 180 09¢ - - 9'v¢ - N E 1S
o M.“\omv%ﬂwmwwuww (%) eOluswipuay omum“_g”w 209 mbﬁmw._%cwvﬁ_“_v SOPIOS __w.wp_hwmwumﬂ AON_W (ed _>_nv_ slUeAOS  oBSRIXT
ap odwsa | oediodoid

VYNVYQ4Vve 3d Z|vY 3a STQIVHLXT SY VHVd SOLNIWIANTY SOA SOAVLINSIY I SIVLNINIEIAXT STQIIANOD — ¥ vVI13gv.l

1%



46

As extragdes 1 a 5 se referem ao planejamento fatorial 2 com ftriplicata
para todas as condi¢cdes e foram realizadas para avaliar o efeito da temperatura
e pressao considerando uma proporc¢ao fixa de 1:1 entre massa de metanol e
massa de solidos. Nessas condicbes ambos os fatores foram estatisticamente
significantes (p<0,05). Em seguida, foram realizados experimentos adicionais
aumentando o periodo de confinamento para 120 min (Extragao 6) e variando a
proporgao entre massa de metanol e massa de raiz de bardana (Extragdes 7 a
11) para avaliar o efeito do metanol sobre a eficiéncia da extragdo. Por fim, foi
realizado um experimento usando propano comprimido a 5 MPa e 60 °C com
uma propor¢ao de 2:1 entre massa de metanol e massa de solidos (Extragao
12).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4 é possivel notar que o
metanol somado ao solvente pressurizado proporcionou uma melhor
performance em termos de rendimento se comparado com a extracao realizada
com scCO2 puro, com uma diferengca superior a 8 %. Mesmo assim, esses
rendimentos sao inferiores aos obtidos com a extracdo em Soxhlet. Porém, é
importante mencionar que o volume de metanol usado nas extragbes com scCO2
€ muito menor que o volume utilizado nas extracbes em Soxhlet. Além disso, os
resultados para rendimentos de extragcdo com a mistura de solventes (scCO:2 +
metanol) sdo alcangado em um tempo de processo consideravelmente mais
curto. Em extragdes pressurizadas usando a matéria-prima umedecida por um
solvente orgénico (metanol, neste caso), o scCO2 age como um transportador
para o solvente organico, minimizando a resisténcia a transferéncia de massa e
melhorando o contato entre os solutos e o solvente. Como resultado € possivel
obter altas taxas de extracido e bons rendimentos usando pequenas quantidades
de solvente organico em um processo assistido por scCOz2.

Considerando as extracdes realizadas usando metanol na proporgao de
1:1 em relagdo a massa de solidos (Extragdes 1-5, Tabela 4), o rendimento mais
alto (8,25 + 0,10 %) foi obtido a 20 MPa e 80 °C, correspondente as condi¢oes
mais elevadas de pressdo e temperatura testadas. Esse resultado nao foi
significativamente diferente (p<0,05) do rendimento obtido a 15 MPa, 60°C e
proporcdo de 4:1 entre massa de metanol e massa de raiz de bardana. Isso
mostra que € possivel alcangar altos rendimentos de extragdo minimizando a

quantidade de metanol, além de usar condigdes mais baixas de pressao e
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temperatura. Por outro lado, o rendimento mais baixo (1,20 + 0,15 %) foi
observado na condi¢do mais baixa de temperatura (40 °C) e 20 MPa, mostrando
a importancia da temperatura neste tipo de processo, conforme disposto na
Tabela 4.

O desempenho da extracao a pressao constante é principalmente afetado
pela temperatura através de dois mecanismos. O aumento da temperatura
promove um aumento na solubilidade devido ao aumento de pressao de vapor
do soluto ou uma diminuicao da solubilidade devido a reducao da densidade do
solvente (CARERI et al., 2001). A 10 MPa, foi observado que o aumento da
temperatura promoveu uma melhora significante no rendimento da extragao
(p<0,05) devido ao aumento na solubilidade dos solutos no metanol. O mesmo
comportamento foi verificado a 20 MPa, onde um melhor desempenho foi notado
em resposta ao aumento de temperatura. Esses resultados confirmaram o efeito
positivo e mais acentuado da temperatura em relagao a pressao sobre este
processo de extragao.

A 80 °C foi observado que ndo houve uma melhora significativa (p<0,05)
na performance da extragdo com o aumento da pressdo de 10 para 20 MPa.
Essa melhora no desempenho da extragao ocorreu devido ao transporte de
massa mais eficiente do metanol no interior da matriz vegetal a uma pressao
mais alta, resultando em uma solubilidade mais elevada do extrato e maiores
taxas de transferéncia (HOLLENDER et al., 1997). A 40 °C foi observada uma
reducdo no rendimento de extracdo apds o aumento da pressao, embora essa
variagdo nao tenha sido significativa (p<0,05). Nesta temperatura,
possivelmente, o rendimento de extracdo foi ligeiramente afetado pelas
variagcdes nas propriedades de transporte do CO2, fazendo com que o aumento
de pressao cause efeitos negativos sobre o processo de extragéo.

A extracdo usando propano comprimido como solvente e metanol como
cossolvente (proporcao de 2:1 entre metanol e raiz de bardana) apresentou uma
alta performance em termos de rendimento (8,41 £ 0,58 %). Este valor esta
préoximo ao resultado obtido para a melhor condigdo usando scCO2 e metanol.
Desta forma, o propano se mostra um solvente promissor para a obtencao de
extratos de raiz de bardana e estudos adicionais devem ser realizados para

otimizar o processo.
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Com a finalidade de compreender mais claramente a influéncia da
variagao de proporcao entre massa de metanol e massa de solido sobre o
desempenho das extragdes, na Figura 5 estdo representadas as curvas cinéticas
para duas diferentes condigdes de pressao e temperatura. A 15 MPa e 60 °C
(densidade do CO:2 de 604,09 kg.m), o aumento na quantidade de metanol em
relacdo a de solidos promoveu uma melhora no rendimento da extracio.
Geralmente, o desempenho da extracdo € mais afetado pelas propriedades do
cossolvente do que por sua concentracdo (HOLLENDER et al., 1997). Para estas
condicdes de pressao e temperatura foi observado que a quantidade de metanol
€ o principal fator afetando o processo de extracao. As interacdes entre a matriz
e os compostos e, ainda, as propriedades fisico-quimicas do cossolvente
apresentaram um impacto profundo na eficiéncia da extragcdo. Esse
comportamento também foi discutido por Michielin et al. (2009) na extragdo de
Cordia verbenacea. Para a pressao de 20 MPa e temperatura de 80 °C
(densidade do CO:2 de 593,89 kg.m=) foi observado um efeito oposto. Uma
reducdo nos rendimentos de extragao foi notada a medida que a concentragcao
de metanol em relacdo a matéria-prima foi aumentada. Nestas condicdes, a alta
quantidade do metanol no interior do extrator € muito superior a quantidade de
amostra o que, possivelmente, tenha dificultado a agdo do CO2 como
transportador, reduzindo a eficiéncia do processo. Assim, a extracao realizada
na pressdao de 20 MPa, temperatura de 80 °C e propor¢ao entre massa de
metanol e massa de solidos de 1:1 foi considerada a com melhores condigoes,
pois, foi possivel alcangar elevados rendimentos de extracdo com uma menor

quantidade de metanol.
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FIGURA 5 — EFEITOS DA PROPORGCAO ENTRE MASSA DE METANOL E MASSA DE RAiZ

DE BARDANA SOBRE OS RENDIMENTOS DAS EXTRAGOES USANDO scCO2 COMO
SOLVENTE COM 1 h DE EXTRAGCAO ESTATICA.

As curvas cinéticas da extracdo de raiz de bardana para as condi¢des
descritas na Tabela 4 usando CO2 como solvente e metanol como cossolvente
estdo apresentadas de acordo com as diferentes pressdes aplicadas. Na Figura
6, esta apresentado o comportamento cinético das extragcdes a 10 MPa e
temperaturas de 40 e 80 °C. A extracdo realizada a uma temperatura mais alta
nesta pressdo apresentou taxas de extracdo mais elevadas e um maior
rendimento de extracdo. Além disso, a extragcdo a 10 MPa e 80 °C alcancgou o
rendimento maximo em aproximadamente 6 min, gerando economia do ponto de

vista energético.
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FIGURA 6 — CURVAS CINETICAS GLOBAIS DAS EXTRACOES DE RAIZ DE BARDANA
USANDO scCO2 COMO SOLVENTE A (m) 10 MPa E 40 °C E (e) 10 MPa E 80 °C AMBOS COM
PROPORCAO MASSICA DE 1:1 ENTRE METANOL E BARDANA.

As curvas cinéticas referentes as extragdes realizadas em condig¢des fixas
de pressao e temperatura (15 MPa e 60 °C) variando a proporgao entre massa
de metanol e massa de soélidos estdo apresentadas na Figura 7. Como
mencionado anteriormente, nestas condigdes de pressao e temperatura, o
aumento da quantidade de metanol em relacido a massa de bardana promoveu
rendimentos de extracdo mais elevados. As curvas globais de extragdo em
propor¢des mais baixas (0,5:1 e 1:1) apresentaram uma taxa constante de
extracdo (CER) até 10-14 min, onde a transferéncia convectiva de massa € a
etapa limitante. Apds este periodo, o processo alcangou o seu final, ndo havendo
mais solutos recuperados pelo solvente. As extragdes realizadas usando
propor¢des mais elevadas entre massa de metanol e massa de bardana (2:1 e
4:1) apresentaram uma CER até 4-6 min de processo e entado foi observada uma
taxa decrescente de extracao (FER) até o fim do processo (20 min neste estudo).
Para ambas as condi¢cdes (2:1 e 4:1), apés a CER, um processo difusivo
controlado ocorre sem alcancar o final da extracao até o tempo final considerado
como padrao neste estudo, indicando a possibilidade de alcangar um rendimento

mais elevado aumentando o periodo de extragao.
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FIGURA 7 — CURVAS CINETICAS GLOBAIS DAS EXTRACOES DE RAiZ DE BARDANA COM

scCO2 COMO SOLVENTE A 15 MPa E 60 °C COM PROPORGAO MASSICA ENTRE METANOL
E BARDANA DE (m) 0,5:1, () 1:1, (A) 2:1 E (V) 4:1.

0

As curvas cinéticas para a pressao de 20 MPa estao apresentadas na
Figura 8. Assim como o observado para as extragdes realizadas a 10 e 15 MPa,
a 20 MPa e proporcdo de massa 1:1 foi alcangado um menor rendimento na
temperatura de 40 °C. As extracdes realizadas a uma temperatura de 80 °C
apresentaram diferentes curvas cinéticas de acordo com a propor¢cao entre
massa de metanol e massa de bardana utilizada. A 20 MPa e 80 °C, a maior taxa
de extragdo com o maior rendimento foram obtidos na proporgdo massica de 1:1
entre metanol e solidos. O aumento da concentragdo de metanol para 2:1 e 4:1
ocasionou uma reduc¢ao nas taxas de extracédo. A 20 MPa, 80 °C e propor¢ao de
1:1, a CER ocorreu até os 6 min de extragdo, seguido pela FER até os 20 min
de processo, alcangando o maximo de recuperagdo de soluto para esse
processo. As extragdes realizadas a 20 MPa e sob outras condi¢gdes de
temperatura e propor¢cado de massa apresentaram uma CER até 10 min de

processo, seguido da FER até o final da extragcédo (20 min).
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FIGURA 8 - CURVAS CINETICAS GLOBAIS DAS EXTRAGOES DE RAiZ DE BARDANA
USANDO scCO2 COMO SOLVENTE A (m) 20 MPa, 40 °C E PROPORGAO MASSICA DE 1:1
ENTRE METANOL E BARDANA; (e) 20 MPa, 80 °C E 1:1; (A) 20 MPa, 80 °CE 2:1 E (V) 20
MPa, 80 °C E 4:1.

A Figura 9 representa as curvas globais de extracdo comparando os
resultados obtidos com a aplicagao de dois diferentes tempos de confinamento
(periodo estatico de extragdo) nas condigbes de 15 MPa, 60 °C e proporgcao
massica de 1:1 (Extragdes 5 e 6, Tabela 4). Para fins de comparacéo, estas duas
curvas estao representadas na mesma figura que a curva obtida na extragao
usando propano como solvente. O desempenho da extracdo usando scCO:2 e
propor¢ao massica de 1:1 com extracao estatica de 120 min apresentou um
rendimento final de extracdo de 6,51 = 0,75 %, resultado maior do que as
extracbes considerando 60 min de tempo de confinamento (1,97 £ 0,21 %).
Embora esse resultado tenha demonstrado a forte influéncia do periodo de
confinamento sobre a performance do processo de extragdo, o aumento do
tempo total do processo pode aumentar consideravelmente os custos de
operacao. Portanto, uma avaliacdo adicional da viabilidade econémica deve ser
considerada para novos estudos e otimizacdo do processo. Neste trabalho,
buscando reduzir custos em escala laboratorial, foi considerado um periodo de

confinamento de 60 min como parametro padrao de processo.
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FIGURA 9 - CURVAS CINETICAS GLOBAIS DAS EXTRACOES DE RAIiZ DE BARDANA
USANDO scCO2 COMO SOLVENTE A 15 MPa, 60 °C, PROPORCAO MASSICA DE 1:1 ENTRE
METANOL E BARDANA E (m) 60 min E () 120 min DE TEMPO ESTATICO DE EXTRACAOQ; E
(A) PROPANO COMPRIMIDO A 5 MPa, 60 °C E PROPORCAO MASSICA DE 2:1 (TEMPO
ESTATICO DE EXTRACAO DE 60 min).

A extragdo com propano como solvente e metanol como cossolvente a 5
MPa, 60 °C e proporgcédo entre a massa de metanol e massa de sélidos de 2:1
(Figura 9) alcangou um rendimento de 8,41 + 0,58 %, ligeiramente superior ao
rendimento obtido no melhor desempenho de extragdo com scCO2 (8,25 + 0,10
%). Pode ser observado na Figura 9 que a taxa inicial de extracao usando
propano € menor quando comparada a utilizando scCO2, no entanto, o
rendimento final € mais elevado. Desta forma, ha um indicativo de que a etapa
convectiva € mais lenta usando propano e, possivelmente, os extratos de
bardana sdo mais soluveis na mistura propano-metanol do que CO2-metanol.
Além disso, o processo de extragdo usando propano exige um menor consumo
de energia, ja que pressdes e temperaturas mais baixas possibilitam alcangar
altos rendimentos de extracdo no mesmo periodo de tempo aplicado as
extragdes com scCOz. Entretanto, o propano é considerado melhor solvente para
extrair compostos apolares do que o CO2 (MESOMO et al., 2012; HAMDAN et
al., 2008; FREITAS et al., 2008; LANZA et al., 2005; NDIAYE et al., 20063a;
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NDIAYE et al., 2006b), limitando sua aplicagdo e fornecendo extratos com
diferentes composicdes e atividades. Apesar do seu alto custo, o propano
apresentou resultados promissores em termos de rendimento de extracao para
as raizes de bardana, tornando necessarios estudos e analises mais profundas

sobre a viabilidade do processo.

5.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE Arctium lappa

Com objetivo de avaliar os efeitos das variaveis de processo (pressao,
temperatura e proporgéao entre massa de metanol e massa de material) sobre a
composicao dos extratos de bardana, foram realizadas analises de GC-MS para
todos os extratos obtidos apdés o tempo fixo de extragdo de 20 min. A
quantificacdo dos principais compostos encontrados nesses extratos estao
apresentados na Tabela 5. Alguns dos cromatogramas gerados durante as

analises sao apresentados no Apéndice A.

Para a maior parte das condi¢cbes de extracdo usando scCO2 como
solvente, o principal composto foi o ftalato de disooctilo (DIOP), seguido da 2,3-
di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (DDMP). Em alguns casos
especificos, um perfil ligeiramente diferente foi observado. Nas condigbes de 20
MPa e 80 °C com propor¢cao massica de 1:1, o principal composto encontrado
foi o DIOP, com metil oleato como segundo composto em maior quantidade. A
extragcdo realizada nas mesmas condigdes de pressdao e temperatura
considerando uma propor¢do massica de 4:1 entre metanol e bardana
apresentou um comportamento inverso se comparado com a maior parte das
extracbes com scCO2, apresentando a DDMP como o principal composto,
seguido do DIOP. A extragdo com propano comprimido também apresentou
diferentes quantidades de compostos quimicos. O principal composto no extrato

obtido com propano foi a DDMP, seguida do butileno glicol.
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A composicdo do extrato pode ser influenciada pelas condicbes de
extracdo, tais como pressao e temperatura, e pela técnica de extracao utilizada.
Portanto, é possivel obter extrato com diferentes caracteristicas de acordo com
o método aplicado. Alguns autores relataram a presengca de diferentes
compostos em seus extratos de bardana. Os principais compostos encontrados
nesses estudos tém caracteristicas de acidos hidroxicinamicos, como os acidos
cafeico e cafeoilquinico obtidos através de outros métodos de extracao, tais
como extragdo com mistura agua-metanol assistida por ultrassom e com
cloroférmio a temperatura ambiente (LIN; HARNLY, 2008; JAISWAL; KUHNERT,
2011; DA SILVA et al., 2013). Esses compostos sao largamente encontrados em
varias plantas e tém variadas atividades biologicas (KURATA et al., 2007;
TAMURA et al., 2006).

Extensivamente estudado na literatura, o ftalato de disooctilo (DIOP) é
um importante componente dos extratos de raiz de bardana. O DIOP é um
diéster de acido ftalico largamente aplicado como plastificante em borrachas
sintéticas e em resinas celulésicas e vinilicas. De acordo com a Federal
Hazardous Substances Act (FHSA), o DIOP pode ser considerado como um
irritante primario da pele, testado em animais com doses de 3.160 mg/kg de
DIOP (CARLSON; PATTON, 2011). Em 2013, um estudo apontou que o DIOP é
capaz de interromper o desenvolvimento reprodutivo androgénico dependente
quando aplicado a ratos durante o estagio pré-natal de diferenciagcao sexual e
causar sérias e permanentes mas formacgdes do sistema reprodutivo masculino
(SAILLENFAIT et al., 2013).

Também encontrado em grande quantidade nos extratos, a 2,3-di-hidro-
3,5-di-hidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona (DDMP) tem caracteristicas técnicas
significantes. A DDMP apresenta alta capacidade de agir como antioxidante em
substancias volateis e tem gerado muita discussao nos ultimos anos. A DDMP
foi identificada como um forte antioxidante em produtos da reag¢ao de Maillard de
glicose-histidina dentre todas as fragdes obtidas da separacdo da glicose-
histidina (YU et al., 2013a). Outra pesquisa observou resultados similares,
provando a contribuicdo do DDMP para a atividade antioxidante de produtos
volateis da reagao de Maillard (YU et al., 2013b).
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Outras substancias importantes foram detectadas nos extratos de raiz de
bardana, tais como glicerol, metil oleato, acido butanoico e pentadecanal. Os
processos metabolicos de muitos organismos convertem glicerol em metabdlitos
intermediarios que sado usados para a biossintese de componentes celulares
essenciais, como lipidios (XUE; CHEN; JIANG, 2017). O metil oleato pode ser
utilizado como precursor na sintese de diversos oleos lubrificantes biolégicos
com boas caracteristicas (CUI; YUN; GUI, 2016). Acidos carboxilicos, como o
acido butanoico, podem ser aplicados na sintese de ésteres e como
catalisadores na sintese de biodiesel e polimeros biodegradaveis (BAHDUR et
al., 2014). O pentadecanal é capaz de inibir a oviposicao e pode prejudicar o
desenvolvimento de insetos, além de afetar negativamente ovos e larvas
(SAMADI et al., 2017).

5.3 CONTEUDO FENOLICO TOTAL E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados referentes ao conteudo fendlico total, expresso em mg de
acido gdlico.g de extrato™, e a atividade antioxidante em termos de concentragéo
eficiente (ECso), expressa em mg de extrato.mL", obtidos sob as diferentes
condigdes de pressao, temperatura e propor¢do massica usando scCO:2 e
propano comprimido podem ser observados na Tabela 6. Os resultados (média
+ desvio padrédo) foram analisados estatisticamente e tratados
independentemente. O teste de Tukey foi aplicado para avaliar as diferencas

entre as médias considerando p<0,05 como estatisticamente significativo.
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TABELA 6 - CONT]EUDO DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
EXTRATOS DE RAIZ DE BARDANA OBTIDOS COM scCO2 E PROPANO COMPRIMIDO
COMO SOLVENTES

Amostra Condicdes de extracdo Conteudo de fendlicos totais  ECso
(mgeae.g de extrato)” (mg de extrato.mL")"

1 CO2/10 MPa/40 °C/1:1 68,21°4(+2,94) 0,225(+0,00)
2 CO2/10 MPa/80 °C/1:1 56,669¢(+4,44) 0,19¢4¢(+0,00)
3 CO2/15 MPa/60 °C/1:1 91,452(+7,39) 0,18%f(+0,02)
4 CO2/15 MPa/60 °C/0.5:1 91,213(+2,48) 0,20%4(+0,01)
5 CO2/15 MPa/60 °C/2:1 75,03(+6,52) 0,17¢(+0,00)
6 CO2/15 MPa/60 °C/4:1 61,76°4¢(+9,06) 0,139(%0,00)
7 CO2/15 MPa/60 °C/1:1" 49,31¢(+£1,57) 0,292(+0,01)
8 C02/20 MPa/40 °C/1:1 56,319¢(+5,50) 0,18¢%f(+0,00)
9 C02/20 MPa/80 °C/1:1 60,35%4¢(+5,67) 0,16f(x0,00)
10 C02/20 MPa/80 °C/2:1 58,79%4¢(+6,71) 0,21°¢(+0,01)
11 C02/20 MPa/80 °C/4:1 94,523(+4,14) 0,17f(x0,00)
12 Propano/5 MPa/60 °C/2:1 85,88%(+7,98) 0,22°(+0,00)

" Extracoes realizadas considerando 2 h de tempo de confinamento.
“Valores com a mesma letra ao londo da mesma coluna nao sdo diferentes significativamente
(p<0.05) pelo teste de Tukey.

A maior quantidade de compostos fendlicos foi obtida na extracao
realizada nas condi¢des de presséo e temperatura mais elevadas (20 MPa e 80
°C) usando uma proporg¢ao entre massa de metanol e massa de solidos de 4:1
e scCO2 como cossolvente. Esse resultado foi seguido pelas extragdes com
scCO2 executadas a 15 MPa e 60 °C com propor¢gao de 1:1 e 0,5:1,
respectivamente, nado apresentando diferengas estatisticas significativas
(p<0,05). Em geral, o aumento da proporgdo massica entre metanol e raiz de
bardana na pressao de 15 MPa promoveu efeitos negativos sobre o conteudo de
compostos fendlicos totais nos extratos obtidos com scCO2. A 20 MPa, foi
observado um efeito positivo sobre o conteudo fendlico a medida que a
proporcao massica foi aumentada. A menor quantidade de compostos fendlicos
foi observada na extragdo a presséo de 15 MPa e 60 °C (proporgéao de 1:1),
considerando um tempo de confinamento de 120 min. Embora o aumento do
tempo de confinamento tenha afetado positivamente o rendimento do processo
de extragdo, essa abordagem se mostrou desvantajosa na obtengdo de

compostos fendlicos.
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Uma alta atividade antioxidante é indicada por um baixo ECso, portanto,
quanto menor é o ECso, maior € a atividade antioxidante da substancia. O extrato
com a mais alta atividade antioxidante (ECso= 0,13 mg de extrato.mL") foi obtido
quando a extracgao foi realizada a 15 MPa e 60 °C com uma proporgao massica
entre metanol e material de 4:1, usando o scCO2 como solvente. Esse valor foi
significativamente (p<0,05) maior que os resultados obtidos por outras condigdes
de extragdo. Foi observada uma tendéncia suave de aumento de potencial
antioxidante a medida que a propor¢cao massica para os extratos obtidos em
condigdes intermediarias de extragdo (15 MPa e 60 °C), sendo o extrato obtido
usando uma propor¢gao massica de 4:1 o que apresentou a melhor atividade
antioxidante. Um comportamento diferente foi observado com a variagdo da
proporcado entre massa de metanol e massa de raiz de bardana na pressao de
20 MPa.

A variacdo de temperatura considerando uma presséao fixa de 10 MPa
afetou significativamente (p<0,05) a atividade antioxidante, promovendo a
obtencdo de um extrato com uma maior atividade antioxidante na temperatura
mais elevada (80 °C). A 20 MPa, a influéncia da temperatura sobre a atividade
antioxidante nao foi significativa. Por outro lado, a variacdo de pressao
apresentou uma influéncia significativa sobre o processo de extragado nas duas
temperaturas extremas consideradas, aumentando a atividade antioxidante a
medida houve o aumento de pressdo. O resultado mais baixo de atividade
antioxidante em termos de ECso foi observado na extragdo realizada em
condigdes intermediarias de processo com scCO:2 considerando uma proporgao
massica de 1:1 e 2 h de confinamento (ECso = 0,29 mg de extrato.mL™"),
confirmando a observacdo feita anteriormente para os compostos fendlicos

nessas condicoes.

Nao houve correspondéncia entre o extrato com o mais alto conteudo
fendlico encontrado (amostra 11, Tabela 6) e o extrato com a maior atividade
antioxidante (amostra 6, Tabela 6), mesmo considerando que as medidas foram
realizadas usando diferentes métodos. Esta inconsisténcia pode ter ocorrido pela
utilizacdo do reagente de Folin-Denis para medir a quantidade de compostos
fendlicos presentes no extrato. Esse reagente é composto pelos acidos

fosfomolibdico e fosfotungstico que podem reagir com outros compostos além
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dos fendis dentro de uma reacgéo redox complexa, como substancias suscetiveis
a oxidacao, criando uma possivel fonte de erro na estimativa de compostos
fendlicos (MESOMO et al., 2012). Além disso, os compostos fendlicos podem
reagir de diferentes maneiras com o reagente de Folin-Denis, dependendo do
numero de grupos fendlicos que eles possuem (SINGLETON; ORTHOFER,;
LAMUELA-RAVENTOS, 1999; OUCHIKH et al., 2011).

Horng et al. (2013) estudaram o conteudo de compostos fendlicos totais
em extratos de raizes de bardana obtidos pela extragdo com refluxo de agua
destilada por 3 h e alcangaram um valor de 48,8 + 5,6 mgcae.g de extrato™'. Esse
resultado é inferior ao conteudo fendlico encontrado para todas as condi¢des de
extracdo utilizadas neste trabalho. Em um estudo recente, Fan et al. (2015)
investigaram, entre outras coisas, a concentragao eficiente (ECso) de extratos de
bardana obtidos por um processo de extragdo com aplicagao de altas pressdes
e o resultado foi 0,309 + 0,007 mg de extrato.mL'. Em comparagdo com o
presente estudo, os resultados obtidos por Fan et al. apresentaram um ECso
inferior, indicando que a extracdo supercritica € uma melhor opcdo para a

obtencgao de extratos de raiz de bardana com alto potencial antioxidante.

Kenny et al (2014) avaliaram o conteudo de fendlicos totais e atividade
antioxidante para extratos aquosos e etandlicos de espécies da familia
Asteraceae, mesma familia da Arctium lappa. O conteudo fendlico total para os
extratos aquosos variaram entre 12,08 e 86,72 mgcae.g™' de extrato, enquanto,
para os extratos etandlicos, houve um intervalo maior, com variagdes de 19,04
a 227,94 mgacae.g de extrato™!. A atividade antioxidante para os extratos aquosos
apresentou a ECso variando no intervalo de 0,483 a 2,458 mg de extrato.mL".
Os extratos etandlicos demonstraram um potencial antioxidante mais elevado
em comparacgao com os extratos aquosos, com a ECso variando de 0,029 a 0,845

mg de extrato.mL".

E importante mencionar que a atividade antioxidante de uma substancia
é fortemente influenciada pelo método aplicado em sua determinagéao, de acordo
com alguns estudos. Portanto, existe uma dificuldade consideravel na
comparagado dos resultados com os relatados na literatura (EL-GHORAB;
MANSOUR; EL-MASSRY, 2004; RUBERTO; BARATTA, 2000; DORMAN et al.,
2000; LEE; SHIBAMOTO, 2002; LEE; SHIBAMOTO, 2001).
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Em geral, os extratos obtidos da raiz de bardana apresentaram uma
quantidade consideravel de compostos bioativos. Portanto, o potencial como
agente antioxidante natural dos extratos obtidos com CO2 supercritico pode ser

aplicado nas industrias farmacéutica e alimenticia.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, o CO2 supercritico (scCOz2) e o propano comprimido foram
usados como solventes para obter extratos de raizes de bardana usando
metanol como cossolvente. Os rendimentos mais altos de extratos de bardana
foram 8,25 e 8,41 g de extrato.100 g' de raiz de bardana usando scCO2 a 20
MPa e 80 °C e propano comprimido a 5 MPa e 60 °C, respectivamente. O
aumento da pressao considerando uma temperatura fixa de 40 °C apresentou
efeitos negativos sobre o rendimento da extragdo, enquanto a 80 °C uma
melhora no desempenho da extracao foi observada. O aumento da proporgéao
entre massa de metanol e massa de raiz de bardana a 15 MPa e 60 °C promoveu
um aumento no rendimento da extracdo. Em contrapartida, a 20 MPa e 80 °C,
este aumento causou o efeito oposto, sendo o melhor rendimento global o obtido

a 20 MPa, 80 °C e proporgao massica de 1:1.

Os compostos encontrados em maior quantidade nos extratos de raiz de
bardana foram o ftalato de disooctilo (DIOP) e 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-
4H-piran-4-ona (DDMP), com pequenas variagdes de quantidade entre as
condicbes de extracdo aplicadas a extragdo usando scCO2 como solvente.
Outros compostos importantes foram encontrados, tais como glicerol, metil
oleato, acido butanoico e pentadecanal. O extrato obtido com propano
comprimido como solvente apresentou o DDMP como principal composto em

quantidade em sua composic¢ao, seguido por butileno glicol.

A atividade antioxidante mais elevada foi observada no extrato obtido a
15 MPa e 60 °C considerando uma proporgao massica de 4:1, usando scCOz2
como solvente. O extrato com maior quantidade de compostos fendlicos totais
foi alcancado nas condi¢des de 20 MPa, 80 °C e proporgcao massica de 4:1, com
scCO2 como solvente. O aumento da propor¢cao entre massa de metanol e
massa de bardana apresentou efeitos positivos sobre conteudo fendlico a 20
MPa e sobre a atividade antioxidante a 15 MPa. A 15 MPa, a variagao da
proporcdo massica causou uma redugao no conteudo de fendlicos totais. O

mesmo comportamento foi observado para a atividade antioxidante a 20 MPa.
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O processo de extragcado usando scCO2 com metanol como cossolvente
demonstrou ser uma abordagem promissora para a obtengdo de extratos de

raizes de bardana com alta atividade bioldgica.
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APENDICE A

CROMATOGRAMAS DA ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA POR CG DE
EXTRATOS DE RAIiZ DE BARDANA OBTIDOS COM (A) scCO2 A 15 MPa, 60
°C E PROPORGAO MASSICA DE 1:1; (B) scCO2 A 20 MPa, 80 °C E 1:1; E (C)
PROPANO A 5 MPa, 60 °C E 2:1.
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