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RESUMO

BARROS, Nidia Alves de. Obtencdo dos compostos bioativos do extrato de manjericéo
(Ocimum basilicum L) através da extracdo com fluido supercritico. 2013. 84 p Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, seropédica, RJ,
2013.

O oleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) € valorizado no mercado internacional
e amplamente usado nas industrias de condimentos, cosméticos e medicinais. Entre todos 0s
processos que podem ser aplicados na obtencdo do 6leo, a extragdo usando fluido supercritico
(EFSC) pode ser um método seletivo, eficiente ¢ considerado “limpo”. A otimizagdo das
condigdes operacionais, como temperatura e pressao, faz desta tecnologia uma boa alternativa
a extracdo. Este estudo teve como objetivo a obtencdo do Oleo essencial de manjericdo
(ocimum basilicum L), para isso uilizou-se didxido de carbono como solvente na EFSC e
hexano na extracdo com soxhlet. Realizou-se um delineamento central composto rotacional,
aplicando trés pressdes (100, 200 e 300 bar) e trés temperaturas (30, 40 e 50 °C). Considerou-
se com este trabalho que, as regiGes de melhores condi¢Ges na otimizacdo do rendimento para
0 Oleo essencial de manjericdo encontram-se na faixa de temperatura de 45 a 50 °C e pressfes
de 271 a 300 bar. Com a hidrodestilacdo obteve-se (0,26%) o menor rendimento, com Soxhlet
2,39% sendo superior comparado ao utilizando a EFSC, que foi de 0,43%. Os resultados
obtidos nas andlises de DPPH e FRAP, mostraram que todas as condicdes de processo
empregadas para a extracdo do Oleo essencial de manjericdo, usando CO,-SC possuem
atividade antioxidante, a média para a analise de DPPH foi de 83, 43 %. Os principais
compostos identificados no 6leo de manjericdo obtidos através das trés metodologias
utilizados foram: metileugenol, eugenol, cis—p-Farnesene, (-)-4-Terpineol, Humulene,
Germacrene D, e Biciclo [4.4.0] dec-len. 2-isopropil-5-metil-9-metileno. Considerando o
planejamento e a utilizagcdo das condi¢cdes empregadas, obteve-se como melhor condicéo para
aquisicdo do metileugenol, 40 ° C e 200 bar. Sendo este 0 composto de maior destaque em
todas as condi¢des empregadas, e para o eugenol, 47 ° C e 129 bar.

Palavras-chave: Didxido de carbono, soxhlet, planejamento experimental.



ABSTRACT

Barros, Nidia Alves de. Obtaining bioactive compounds extract of basil (Ocimum
basilicum L) by supercritical fluid extraction. In 2013. 84 p Dissertation (MSc in Food
Science and Technology). Institute of Technology, Department of Food Technology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The essential oil of basil (Ocimum basilicum L.) is valued on the international market and
widely used in condiments, cosmetic and medical industries. Among all the processes that can
be applied in obtaining oil by using supercritical fluid extraction (SFE ) is a selective method ,
efficient and considered " clean™ . The optimization of the operating conditions such as
temperature and pressure, this technology is a good alternative to extraction. This study aimed
to obtain the essential oil of basil (Ocimum basilicum L) for this uilizou up carbon dioxide as a
solvent in SFE and hexane in soxhlet extraction. Held a central composite rotational design,
applying three pressures ( 100, 200 and 300 bar ) and three temperatures ( 30,40 and 50°C) .
It was felt that this work , regions better conditions for optimizing the performance for the
essential oil of basil are in the temperature range 45-50 ° C and pressures 271-300 bar. With
the hydrodistillation was obtained ( 0.26 %), the lowest yield Soxhlet 2.39% being superior
compared to using SFE, which was 0.43%. The results obtained in the DPPH and FRAP
analysis showed that all process conditions employed for the extraction of essential oil of basil,
using SC- CO; have antioxidant activity, the average for the analysis of DPPH was 83, 43 %.
The major compounds identified in the obtained basil oil via the three methods were used:
methyleugenol, eugenol, cis—Farnesene, (- )-4 -terpineol, Humulene, Germacrene D, and
Bicyclo [ 4.4.0 ] dec- 1len. 2-isopropyl -5- methyl-9- methylene. Considering the design and
use of the conditions employed, were obtained as best condition for acquiring methyleugenol,
40 ° C and 200 bar. This being the most prominent compound in all conditions employed, and
eugenol, 47 ° C and 129 bar.

Keyword: Carbon dioxide, soxhlet, experimental planning.
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Tabela- Composicdo quimica do (%) de oleo essencial da folha de manjericéo 57
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supercritico.
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1-INTRODUCAO

A medicina popular reconhece as plantas medicinais como sendo aquelas planta cujo
principio ativo é capaz de aliviar ou auxiliar nos tratamentos de enfermidades. As ervas
aromaticas adicionadas nas preparacdes realgam o0s aspectos sensoriais. J& as condimentares
sdo usadas como conservadores aumentando a vida util dos alimentos. Entretanto, existem
também plantas que apresentam as trés propriedades citadas simultaneamente: sdo aromaticas,
medicinais e condimentares. Entre essas espécies de plantas destaca-se 0 manjericdo, planta
pertencente ao género Ocimum L, da familia das Lamiaceae, composto de mais de 50 espécies
que crescem amplamente por todas as regides temperadas do mundo. E cultivada em varios
paises do Leste da Asia, Europa, América e a Australia visando principalmente a producéo de
oleo essencial e condimento.

Dentre as espécies existentes desponta o Ocimum basilicum L (manjericdo),
conhecido principalmente na culinaria devido as caracteristicas sensoriais que proporcionam
aos alimentos. Entre as ervas aromaticas, 0 manjericdo possui importancia econémica no
Brasil, sendo consumido tanto in natura quanto usado para processamento industrial. O 6leo
essencial é valorizado no mercado internacional e amplamente usado nas industrias de
condimentos, cosméticos e medicinais.

A obtencdo do extrato vegetal pode ser feita utilizando métodos convencionais
(hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, extracdo com solvente, empregando Soxhlet) e nao-
convencionais usando CO, supercritico (SC-CO,).

Na aplicacdo de métodos convencionais, utilizam-se solventes organicos para
obtengdo de extrato de manjericdo. De um modo geral os extratos que s&o obtidos usando
essas metodologias contém substancias com elevado grau de impurezas, tais como a clorofila
e outras moléculas organicas que diminuem a purificacéo do extrato.

No entanto, a escolha da técnica a ser aplicada depende do objetivo a ser alcangado
com a pesquisa. Entre todos os processos usados na obtencao do 6leo, a extracdo com fluido
supercritico (EFSC) aprenta a caracteristica do meio extrator ser um gas, porém com elevada
dencidade de modo que interacdes polares e com isso a alta seletividade do poder extrativo
sd0 mais intensas. A otimizagdo das condigdes operacionais, como temperatura e presséo,
envolve alta taxa de transferéncia de massa, que somado ao aumento e a densidade do CO,,
faz desta tecnologia uma boa alternativa na extracdo, de modo que a mesma € seletiva para
substancias especificas como a cafeina, carotenoides, nicotina, aromas e etc.

A EFSC é um método extremamente dindmico para obtencdo de produtos naturais e
outros compostos termicamente instaveis, pelo fato de utilizar, na maioria dos estudos,
temperaturas baixas no processo, preservando as substancias que s@o perdidas quando
submetidas a calor intenso, evitando perdas consideraveis preservando assim 0s compostos
termo-sensiveis que influenciam no rendimento do extrato.

A concretizacdo da escolha da materia- prima para o desenvolvimento deste trabalho
foi definida por diversas razBes, porém o principal motivo foi a importancia que os
pesquisadores tem dado aos produtos naturais para obtengdo de compostos antioxidantes e
antimicrobianos.

A fim de contribuir positivamente com grande parte da populacdo, através desta
pesquisa espera-se obter resultados que atendam ao publico que buscam mudar os habitos
alimentares, dando prioridade aos alimentos isentos de conservadores artificiais que ao longo
do tempo por acumulo no organismo podem levar ao desenvolvimento de doencas
cancerigenas que aliados a pré-disposi¢ado genética o risco € ainda maior.

Com isso o objetivo geral deste estudo foi a obtencdo dos compostos bioativos do
extrato de manjericdo atraves da extragao supercritica. Os objetivos especificos deste trabalho
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foram verificar as variaveis dos parametros de processo usando trés pressbes e trés
temperaturas diferentes; comparar a eficiéncia da EFSC na extracdo de 6leo de manjericdo
com os métodos convencionais (hidrodestilacdo e soxhlet), aplicando um delineamento
composto central rotacional (DCCR); caracterizar e identificar os extratos obtidos através dos
métodos de extracdo supercritica, hidrodestilacdo e soxhlet; determinar o rendimento obtido
nas extracdes; verificar a atividade antioxidante dos extratos adquiridos através da EFSC;
obter da curva cinética de extracdo e aplicacdo de modelagem matematica.



1.1 - OBJETIVOS
1.1.1 - Geral

Comparacdo dos compostos bioativos do extrato de manjericdo através da extracédo
supercritica utilizando dioxido de carbono como solvente, hidrodestilagdo e soxhlet usando
hexano como solvente.

1.1.2 - Especificos

- Aplicacéo de um delineamento composto central rotacional (DCCR 27);

- Verificar as variaveis dos pardmetros de processo usando trés pressdes e trés
temperaturas diferentes;

- Determinacdo do rendimento obtido nas extragBes supercritica, hidrodestilacdo e
soxhlet;

- Obtencdo da curva cinética de extracdo e aplicacdo de modelagem matematica.

- Comparar a eficiéncia da EFSC na extracdo de 6leo de manjericdo com os métodos
convencionais (hidrodestilagéo e soxhlet);

- Verificar a atividade antioxidante dos extratos adquiridos através da EFSC;

- Caracterizar e identificar os extratos obtidos através dos métodos de extracdo
supercritica, hidrodestilacdo e soxhlet, através de analises de cromatografia gasosa e de
massas;

- Utilizar o rendimento obtido na extracdo convencional por soxhlet para calculo de
rendimento do extrato obtido na extracdo supercritica e na modelagem matematica.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico sdo descritos as principais definicdes arrespeito do Manjericdo, as
caracteristicas, cultivo, producao, aplicagdo na culinaria e na medicina popular, as principais
técnicas de extracdo de Oleo essencial. Além de alguns trabalhos cientificos mostrando o que
ja foi realizado utilizando o manjericdo como materia-prima.

2.1 - Manjericéo (Ocimum basilicum. L)

O ocimum basilicum conhecido popularmente como manjericdo, pertence ao género
Ocimum que vem da familia das Lamiacae e pode ser encontrada na Asia Tropical, Africa,
Ameérica Central e América do Sul, formando uma diversidade de, aproximadamente, 50 a
150 espécies reconhecidas. Vale ressaltar que a migracdo posterior a regibes geogréficas
longinquas foi o que ocasionou a grande diversidade da espécie, devido aos cruzamentos
naturais. As diferencas morfoldgicas sdo dificeis de serem definidas devido a presenca de
formas intermediarias nas populagdes nativas, tornando o reconhecimento quase impossivel
(SANTOS, 2007).

A espécie O.basilicum L, compreende plantas herbaceas, anuais ou perenes, de 60
cm de altura, com ramos quadrangulares, pilosos quando novos, muito ramificados, de folhas
opostas e ovais. Outra caracteristica da espécie é que as flores sdo brancas a levemente
rosadas, organizadas em inflorescéncia tipo espiga ou racemos terminais, com fruto do tipo
aquénio contendo pequenas sementes pretas oblongas. O periodo de florescéncia é no verdo e
outono, sendo o clima subtropical, quente e imido as melhores opg¢Bes para 0 crescimento
(SANSON, 2009).

Segundo Darrah (1980), e Phippn (2000) a espécie do Ocimum basilicum L, possui
sete tipos diferentes. Desta forma, estes autores classificaram a espécie como: tipo robusto de
folha larga, ando com folhas pequenas, folhas grandes, compactos também descritos como O.
Basilicumvar parpuros com tradicional sabor doce, parpuro como ‘Dark Opal’ e hibrido entre
Basilicum e O. forkolei e O. citriodorum, que apresenta aroma de limdo. Entre as espécies
destaca-se apresentada na Figura 1 utilizada nesta pesquisa.

Figura 1 - llustracdo do Ocimum basilicum L (Fonte: http://flores.culturamix.com).



2.1.2 - Uso do manjericdo na culinaria

Muito utilizado na culinaria em varias partes do mundo, inclusive no Brasil, as folhas
do manjericdo possuem aroma forte e caracteristico. O manjericdo de folha midda O.
minimum € utilizado principalmente nos paises meridionais como condimento, para
aromatizar pratos de carnes, saladas, guisados, entre outros. O. basilicum L é muito cultivado
comercialmente na Europa. As espécies, O. basilicum L e O basilicum var. purpurascens sdo
ricas em eugenol e metil chavicol, usado principalmente no intuito de intensificar o sabor dos
alimentos e também usado em produtos de confeitaria, além de ser utilizado para aromatizar
molhos, ketchups, picles, coberturas, vinagre e molho de carne (SANTQOS, 2007).

A Figura 2 mostra as estruturas dos principais compostos encontrado por Santos
(2007) em seu estudo, sendo estes 0s principais compostos responsaveis por intencificar o
sabor do manjericdo nos alimentos.
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Figura 2 - Estrutura dos compostos quimicos responsaveis por intencificar o sabor do
manjericdo nos alimentos.

2.1.3 - Utilizag¢bes do manjericdo na medicina popular

Considerado, popularmente, como uma erva de grade relevancia medicinal, ao
manjericdo sdo atribuidas funcdes como: anti-inflamatorio, anti-espasmaédico, carminativo e
estimulante digestivo. E indicado também no alivio de desconfortos intestinais, usado para
tratar enj6os, vomitos e dores no estbmago, no tratamento de infeccdes da pele, picadas de
insetos e cistite. Ainda deve ser evitado durante os trés primeiros meses de gravidez (KWEE,
2011).

Ainda como efeito medicinal, 0 manjericio combate célica intestinal e ativa 0s
Orgdos sexuais e a menstruacdo. Age sobre o aparelho urinario, melhorando o funcionamento
dos rins. Em casos gripais, alivia tosses, bronquite e rouquidao. Usa-se o cha das folhas do
manjericdo em gargarejo para dores de garganta; em bochechos ajuda na cicatrizacdo de aftas;
tonico, auxilia no tratamento de Ulcera, reduzindo a acidez gastrica (efeito registrado com o
extrato metandlico) (HUSSAIN et al., 2008).

Na regido do Mediterraneo, as familias fazem plantacdo da erva na beiradas das
janelas para repelir mosquitos e moscas domésticas. Outras funcdes que tém sido
demonstradas sdo as atividades antimicrobianas, além de seu uso na conservagdo de graos
(SANSON, 2009).

2.1.4 - Oleo essencial-composicao

Os oOleos essenciais constituidos da espécie Ocimum basilicum, de acordo com
Waterman, (1993) citado por Leonardo (2007), sdo substancias muito complexas, que pode ter
na sua constituicdo mais de cem compostos organicos, sendo 0s terpenos e os fenilpropenos
as classes de compostos de maior concentragdo no Oleo essencial desta espécie. Por serem
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volateis, os monoterpenos, geralmente, sdo predominantes nos 6leos essenciais, formando
estruturas aciclicas, monociclicas e biciclicas.

Cada planta contém componentes caracteristicos que sao determinantes no sabor e
aroma que elas possuem, e sdo percebidos quando usadas principalmente nas preparacoes
alimentares e estas caracteristicas sdo atribuidas aos 0leos essenciais. Esses sdo produzidos
em vias externas e glandulas internas das plantas que se constituem em uma mistura complexa
de terpenos, sesquiterpenos, derivados oxigenados e outros compostos aromaticos. Esses
componentes sdo caracteristicos e determinantes no aroma do manjericdo, que tém como
precursores a presenca de 1,8-cineol, metil cinamato e linalol. A Figura 3 corresponde as
estruturas quimicas dos principios ativos de maior relevancia das substancias volateis
mencionadas.
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Figura 3 - Estrutura dos pricipais compostos extraidos.

De modo geral, estas substdncias sdo volateis e estdo presentes em baixas
concentragdes (KLIMANKOVA, 2007).

Javanmardi (2002) constatou a existéncia de outras sustancias como estragol, lineol,
alcanfor, acido cafeico e esculosideo. Extraindo o 6leo essencial de manjericdo utilizando
extracao por arraste a vapor para obter o 6leo enquanto Luz (2009) observou em suas analises,
geraniol, calareno e D-germacreno, através do método de hidrodestilacdo. Na Figura 4 estdo
alguns dos compostos de impacto obtidos na andlise do 6leo essencial de manjericdo pelos
autores mencionaos. Assim como a Figura 5.
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Figura 4 - Estrutura de compostos extraidos por arraste a vapor.

Geraniol D-germacreno

Figura 5 - Estrutura de compostos extraidos por hidrodestilacéo



Estudo feito por Mazutti et al. (2006) mostrou que o teor de 6leo essencial extraido
esta relacionado com a espécie da planta utilizada, regido geogréfica de plantio, clima, época
da colheita entre outros fatores.

O 6leo de manjericdo tem alto valor econdmico devido a presenca de substancias
especificas como estragol, lineol, linalol, eugenol, metil cinamato, limoneno, geraniol,
calareno e chavicol (Sifola & Barbieri, 2006). As espécies mais conhecidas do género
Ocimum apresentam como constituintes em maior quantidade em seu 6leo essencial o
metilchavicol, eugenol, linalol, 1,8-cineol (BARITAUX et al., 1992), cinamato de metila
(PEREZ et al., 1995), geraniol (CHARLES & SIMON, 1990) e timol (NTEZURUBANZA et
al., 1984). Essas substancias apresentam caracteristicas arométicas e medicinais de destaque
na industria alimentar e farmaceutica. Estudos sobre os Oleos provenientes de plantas
aromaticas e medicinais crescem pelo fato destas espécies serem conhecidas especificamente
por possuirem atividade bioldgica, tais como antibacteriana, antifingica e propriedades
antioxidantes (POLITEO, 2007).

Estudos mostram que essas moléculas sdo extremamente sensiveis ao calor e, por
IS0 estdo sujeitas a alteragdes quimicas, podendo ocorrer perdas de alguns compostos volateis
em maior ou menor concentracdo. Isto porque dependendo do método utilizado no processo
de extracdo, pode resultar em baixo rendimento devido a degradacdo de compostos
insaturados ou ésteres provenientes de efeitos térmicos ou hidroliticos (LUCCHESI et al.,
2004).

O oleo essencial de Ocimum basilicum é um produto de alto valor comercial devido
aos compostos ativos existentes podendo ser usado como, agente anti-microbiano e anti-
oxidante natural, analgésico, e anti-inflamatério. Segundo Javanmardi et al (2002), o 6leo
essencial de manjericdo tem sido muito utilizado como condimento em carnes, bebidas nao
alcoolicas, sorvetes, na industria de perfumes e em produtos de higiene bucal.

2.2 - Potencial antioxidante

Atualmente, a grande preocupacdo dos 6rgdos de satde publica é reduzir o consumo
de alimentos que contenham na sua formulacdo conservadores sintéticos que representam
risco para a saude, por serem consumidos diariamente. Com isso vem crescendo a demanda
por alimentos naturais e, consequentemente, a procura por antioxidantes naturais, sendo estes
produtos de origem natural capaz de prevenirem ou retardar a oxidacdo de 6leos e gorduras
(CARVALHO JUNIOR, 2004).

Os antioxidantes podem ser classificados como qualquer substancia que, presente em
baixa concentracdo, quando comparado a um substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacéao
desse substrato de maneira eficaz (MOREIRA & SHAMI, 2004).

Os sintéticos tém sido largamente utilizados como conservadores alimentares,
devido a sua eficécia; os mais utilizados sdo os derivados de estruturas fendlicas, como
hidroxianisol butilado (BHA), muito eficiente contra oxidacdo de gorduras animais,
hidroxitolueno butilado (BHT), tertbutylhydroxiquinone (TBHQ), inibidor de oxidacdo dos
Oleos vegetais, entre outros (RAMALHO e JORGE, 2006).

Na Figura 6 constam as estruras quimicas dos antioxidantes sintéticos mais usados
em alimentos para inibir a oxidag&o lipidica.
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Figura 6 - Estrutura de compostos antioxidantes

Contudo, considerando a preocupacdo atual com efeitos adversos que o0s
antioxidantes sintéticos podem causar ao organismo, tais como: peroxidacao lipidica, que €
associada ao céncer, envelhecimento precoce, aterosclerose e diabetes, os antioxidantes
naturais para a indastria de alimentos sdo importantes ndo apenas pela sua utilidade na
prevencdo da oxidacdo, mas também devido a seus efeitos benéficos para a salde
(CARVALHO JUNIOR, 2004).

Os antioxidantes naturais sdo geralmente moléculas presentes em varias partes das
plantas (folhas, cascas, sementes e / ou frutos). Entre os antioxidantes naturais, tem-se o
tocoferol (vitamina E, lipossoluvel) e &cido ascorbico (vitamina C, hidrossoltvel). Outras
moléculas naturais com caracteristicas antioxidantes sdo carotenos (B-caroteno, licopeno,
entre outros), flavondides (catequinas, quercetina, rutina e morina entre outros). Os
antioxidantes naturais podem proteger substratos sensiveis por diferentes mecanismos, o
principal modo de acdo consiste na remocdo de iniciadores de radicais livres e propagadores
(OLIVEIRA, et al. 2009) .

Diante do exposto, pesquisas com ervas aromaticas da familia Lamiaceae vem
mostrando que as mesmas sdo fontes de compostos polifendlicos, principalmente &cidos
fenolicos. E que os polifendis sdo metabolitos secundarios de plantas que além das variadas
estruturas e funcGes que desempenham em plantas, sdo estudadas também a sua acao
antioxidantes na dieta humana (KWEE, 2011).

Leal et al. (2006), através da extracdo com CO, supercritico, obtiveram o extrato de
manjericdo e avaliaram a presenca de substancias antioxidantes. A atividade foi avaliada pela
reagdo de B-caroteno e acido linolénico, na qual variou de 62 a 84% comparado ao controle.

Pereira e Maia (2007), ao estudar alfavaca (Ocimum gratissimum L.), observaram
que os extratos de plantas com propriedades medicinais podem ser utilizadas como uma fonte
e alternativa de antioxidantes naturais. Para 0s autores, tanto o extrato como o 6leo, podem ser
utilizados como uma fonte acessivel de antioxidantes, bem como um conservador contra a
deterioracdo oxidativa.

Diante da importancia em certificar, se 0 manjericdo em estudo contém em sua
composicao quimica potencial antioxidante utilizou as metodologias de FRAP e DPPH.

2.2.1 - Determinagdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
DPPH

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante (BRAND-
WILLIAMS et al.1995), consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH’), de coloragdo purpura, que absorve em um comprimento de
onda de 515 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R"), o DPPH" é
reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo
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decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante (quantidade de DPPH" consumida pelo antioxidante) ou sequestradora
de radicais e/ou a porcentagem de DPPH’ remanescente no meio reacional. De acordo com a
Figura 7, o DPPH ¢é um radical livre que pode ser obtido diretamente por dissolucdo do
reagente em meio organico (RUFINO et al. 2007).
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Figura 7 - Estabilizac&o do radical livre DPPH (RUFINO et al. 2007)

2.2.2 - Determinacao da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro
FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de
Reducéo do Ferro, descrito por Pulido et al. (2000), como uma alternativa desenvolvida para
determinar a reducédo do ferro em fluidos bioldgicos e solugdes aquosas de compostos puros.
O método além de ser aplicado para estudos da atividade antioxidante em extratos de
alimentos e bebidas, pode ser usado também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de
substancias puras, os resultados sdo comparados a respostas obtidas através de metodologias
mais complexas. O poder redutor do ion férrico esta relacionado com a capacidade de um
composto doar elétrons, mecanismo de acdo, ligado a atividade antioxidante de varias
substancias naturais. A Figura 8 descreve as rea¢fes do mecanismo de acdo do método

descrito.
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Figura 8 - Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3+
(RUFINO et al. 2007).

Embora existam diferentes métodos de analises para avaliar o potencial antioxidante,
é importente conhecer qual o mais indicado para este fim e que é necessario considerar o tipo
de materia-prima que originou o extrato analisado e que cada uma dos métodos responde de
maneira diferente. Utilizando os métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC Thaipong et al.
(2006) em seu estudo, estimaram a atividade antioxidante total de extratos obtidos de frutos



de goiaba, e verificaram que a metodologia de FRAP foi a técnica mais eficaz e a que
apresentou maior correlacdo com os teores de &cido ascorbico e grupos fenolicos.

2.3 - Cromatografia

De a cordo com a literatura cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo
dos componentes de uma mistura, e sua concretizacdo é através da distribuicdo destes
elementos entre duas fases devendo estar em contato intimo. Uma das fases permanece
estacionaria enquanto que aoutra move-se atraves dela. No ato da passagem da fese movel
sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura s&o distribuidos entre as duas fases, de
modo que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando
em migracg0es diferencias deste componentes (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

Um dos detectores super potente para cromatografia gasosa é o espectrometro de
massas. A juncdo da cromatografia a gasosa e espectrometria de massas é conhecida como
CG-MS. Um espectrometro mede a razdo massa/carga (m/z) de ions que sdo produzidos pela
amostra (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

De acordo com Simbes e Pitzer (2003), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) por impacto de elétrons, € uma das técnicas mais
aplicadas na caracterizacdo de misturas complexas. Esta técnica permite a separacdo dos
constituintes pela cromatografia gasosa, que sdo introduzidos individualmente em ordem de
eluicdo na camera de ionizacdo do espectrometro de massas. O espectro de massas obtido para
cada um dos constituintes geralmente indica a massa molecular e o seu padrdo de
fragmentacdo. O padréo de fragmentacdo pode ser comparado eletronicamente com aqueles
constantes da biblioteca de espectros de massas, permitindo a elucidacéo estrutural da amostra
por analise comparativa. Sendo assim mesmo que esse sistema constitua um grande avango, 0
analisador tem de decidir, finalmente, se a resposta do computador é correta. Por isso, para a
identificacdo com seguranca também é importante considerar os indices de reteng&o.

2.3.1 - Métodos de extragdo dos compostos do manjericao

A obtencdo do extrato de manjericdo pode ser feita utilizando métodos convencionais
(hidrodestilacédo, destilacdo a vapor, extracdo com solvente, empregando Soxhlet, Enfloracao
entre outras técnicas) e ndo convencionais, usando CO, supercritico (SC-CO,). As
metodologias empregadas para a extracao de 6leos volateis dependem da localizacédo do éleo
na planta, bem como da qualidade do 6leo que se deseja obter. Para isso existem varias
técnicas, dentre elas podemos destacar:

Enfloracéo (enfleurage) € utilizada para a obtencdo de dleo de pétalas de flores com
esta técnica obtém-se um éleo com alto valor comercial, porem o rendimento é muito baixo.
Essa técnica consiste em depositar as pétalas de flores em gordura, até o esgotamento das
mesmas as quais sao trocadas até a saturacdo da gordura. ApoOs a saturacdo, a gordura €
tratada com alcool o qual é destilado a baixa temperatura obtendo assim um produto puro,
livre de residuos, com alto valor comercial (GUENTHER 1960, OLIVEIRA & JOSE 2007).

Prensagem ou espressdo de acordo com Simdes & Spitzer (2003), esta € uma técnica
empregada na extracdo de 6leos volateis de pericarpos de frutos citricos no qual jatos de agua
exercem uma acgdo aspera no pericarpo rompendo as celulas que secretam ao fim da
centrifugacdo o 6leo se separa da fase aquosa.

Na aplicagdo de métodos convencionais, utilizam-se solventes organicos na obtencéo
de extrato. De um modo geral, 0s extratos que sdo obtidos usando estas metodologias contém
substancias com elevado grau de impurezas, tais como a clorofila e outras moléculas
organicas que dificultam a purificagdo do extrato (QUISPE-CONDORI, 2005).
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No entanto, a escolha da técnica a ser aplicada depende do objetivo a ser alcangado
com a pesquisa. Entre todos 0s processos que podem ser usados na obtencdo do 6leo, a
extracdo com fluido supercritico (EFSC) pode ser um método seletivo e considerado “limpo”
que pode gerar extratos sem residuos organicos (CARRILHO, 2006). A otimizagdo das
condi¢des operacionais, como temperatura e pressdo, envolve alta taxa de transferéncia de
massa, que somado ao aumento da densidade do CO, faz desta tecnologia uma boa alternativa
na extracdo (SILVA et al. 2004).

A EFSC é um método extremamente dindmico para obtencdo de produtos naturais e
outros compostos termicamente instaveis, pelo fato de utilizar, na maioria dos estudos,
temperaturas baixas no processo, preservando as substancias que s@o perdidas quando
submetidas a calor intenso, evitando perdas consideraveis, preservando assim 0s compostos
termo-sensiveis que influenciam no rendimento do extrato (LEAL et al. 2008).

De acordo com Bimakr et al. (2009), é tradicdo a extracdo de compostos bioativos de
ervas por meio de destilacdo a vapor e extracdo com solvente organico usando maceragéo,
percolacdo e técnica de Soxhlet. No entanto, fatores como: tempo de extracdo longo, baixo
rendimento, residuos de solventes toxicos, mao de obra intensiva e degradacdo de compostos
termo-sensiveis estdo envolvidos no uso de tais técnicas acarretando problemas na aquisicédo
do produto final de qualidade.

Nos ultimos anos, a demanda internacional por 6leos essenciais obtidos de matéria-
prima vegetal tem aumentado o interesse por novos processos de extracdo, visando melhorar a
qualidade do produto final dos extratos obtidos na qual o mesmo ndo tenha residuo de
solvente. Vérios estudos tém sido feitos para identificar os diversos tipos de substancias
naturais existentes em plantas que sdo cultivadas nas regides brasileiras onde o uso da
extracdo com fluido supercritico vem ganhando espaco por propiciar tais caracteristicas
(CRUZ, 2010).

2.4 - Extragéo por soxhlet

A extracdo em Soxhlet é um método de extracdo a quente, é realizado seguindo
algumas meétodologias, como por exemplo, a metodologia de 920.39C da AOAC
(ASSOCIATION, 2000), utilizando-se esta técnica para a obtencdo de 6leo, normalmente os
seguintes solventes sdo usados: hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol.

Soxhlet € um tipo de extracdo relativamente barata que oferece certas desvantagens
como a alta quantidade de solvente organico, que na maioria das vezes € toxico, sendo este 0
motivo de um cuidado especial na manipulacdo. Outra desvantagem é o pOs-tratamento
necessario para recuperar o solvente, que pode resultar na perda de compostos importantes, no
caso de compostos termo sensiveis (ZOUGAGH et al. 2004).
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2.5 - Extracéo por hidrodestilacao

Para ilustrar o processo usado na extracao por hidrodestilacdo, a Figura 9 mostra um
aparelho de Clevenger, muito utilizado em laboratorios para extracdo de dleos.

- - Entre os processos para obtencdo de Oleos essenciais, a
hidrodestilagdo ¢ o mais antigo. O 6leo é obtido em aparelho
Clevenger, este tipo de extracdo é usado principalmente em
laboratorios (GOMES, 2003). Nesta tecnica sdo obtidos dois
produtos: o Oleo volatil e o hidrolato (agua ndo alcoodlica
condensada), separados um do outro por decantacdo. Uma
quantidade minima de compostos aromaticos estd presente no
hidrolato, proporcionando aroma agradavel. Alguns hidrolatos
possuem grande potencial de uso como fragrancia

Figura 9 - Sistema de hidrodestilacao

Nas industrias de cosmeticos, alimentos e farmacéuticas. Porém, é veridico o
descarte dos hidrolatos pelas destilarias desperdicando uma quantidade de substancias que
poderiam ser utilizadas (LEAL, 2008).

Para a realizagdo da técnica, o material é colocado no interior de um baldo de fundo
redondo com agua suficiente para encobri-lo, onde é mantido em manta de aquecimento e
acoplado ao Clevenger. No aquecimento, a 4gua evapora, arrastando 0s componentes volateis
presentes na planta. Logo ap6s, no condensador do préprio aparelho, ele se condensa na forma
de 6leo. De acordo com a espécie de planta usada na extracdo para obtencdo de Oleo, a
hidrodestilacdo pode propiciar um rendimento de 1 a 25% de 6leo essencial (GOMES, 2003).

Borges et al. (2012), na determinacdo de Oleos essenciais de alfavaca (Ocimum
gratissimum L.), orégano (Origanum vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) através da
hidrodestilacdo, obtiveram o rendimento na extracdo da folha seca comercial de 1,02 %, 0,62
% e 0,80 %, respectivamente, para cada espécie mencionada.

Luz et al.(2009), na avaliacdo do teor, rendimento e composicdo quimica do 6leo
essencial de manjericdo sob doses de cama de frango, obtiveram rendimento do 6leo que
variou de 19,73 a 26,49 %, utilizando a materia-prima seca.

2.6 - Extracdo com fluido supercritico (EFSC)

Por volta da década de 50, vérios pesquisadores de diferentes paises como a Unido
Soviética, Estados Unidos e Alemanha deram inicio a estudos sobre a extragdo supercritica. A
extracdo de produtos naturais através do método da extracdo supercritica alavancou somente
no final dos anos sessenta, onde surgiram varias patentes de produtos extraidos usando este
método na extracdo de aromas e lipidios (GENENA, 2005).

Williams (1981), ap6s concluir alguns estudos, definiu que a extragdo com fluido
supercritico € um método unitario, na qual a técnica empregada usa solvente sempre acima de
pontos criticos para extrairem componentes solUveis de mistura.

Starmans et al. (1996) colocaram que entre 0s principais parametros de processo que
afetam a extracdo estdo o pré-tratamento das matrizes herbaceas, pressdo, temperatura de
extracdo e a taxa de fluxo do solvente.

Pereira (2010) menciona em seu trabalho, que a extracdo com fluidos supercriticos
facilita extrair os compostos bioativos, tais como compostos que conferem aroma e sabor,
corantes e outras biomoléculas. O substrato sélido pode ser tratado como uma matriz de
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celulose, que geralmente é inerte ao solvente e ao soluto ou a mistura de solutos que forma o
extrato.

De acordo com Lancas (2002), o fluido supercritico pode ser conceituado como
qualquer substancia da qual a temperatura e pressdo esteja acima do ponto critico,
frequentemente estabelecido a partir do diagrama de fases de uma substancia pura (Figura
10). Porém, o que ocorre nos experimentos utilizando o estado supercritico € um aumento
simultaneo da temperatura e da pressdo de uma substancia (ou mistura de substancias). O
estado supercritico normalmente é obtido devido a mudancas de agregacBes entre as
moléculas ocasionando transformacdes na densidade da substancia e gerando modificacfes no
comportamento da extracdo ocasionado pelo seu poder de solvatacéo.

fluido
supercritico

T -

200 250 300 350 400
temperatura

T(K)
Figura 10 - Diagrama de fase pressdo x temperatura e os equilibrios entre os
estados solido, liquido e gasoso.

No entanto, o fluido supercritico possui propriedades fisico-quimicas intermediarias
entre liquido e gas. O fato de apresentar densidade proxima a dos liquidos eleva seu potencial
de solvatacéo e sua capacidade calorifica. Existe um relacionamento direto entre a densidade
de um fluido supercritico e seu poder de solvatagdo ao qual, devido a sua alta
compressibilidade, é extremamente dependente da pressao (CARRILHO et al. 2001).

A baixa viscosidade, proxima a dos gases, favorece a transferéncia de massa o que
possibilita difundir facilmente através de materiais sélidos, resultando em melhores
rendimentos nas extragdes (BRUNNER, 1994).

A densidade e a eficicia do solvente e, consequentemente, a eficiéncia da extracdo
podem ser controladas por pequenas alteracfes de temperatura e pressdo (GHOREISHI,
2001).

2.7 - Oleos essenciais extraidos por EFSC utilizando como materia-prima condimentos

Diaz-Maroto et al. (2002), na extracdo de volateis a partir de especiarias, e fazendo
uma comparacao simultanea entre a destilagéo e a extracdo com CO; supercritico, observaram
que as substancias de maiores rendimentos no manjericdo foram o linalol, timol e carvacrol,
na extracdo com CO, supercritico. Na extracdo de orégano e manjericdo a quantidade de
sesquiterpenos foi semelhante em ambos os extratos. A extracdo por CO, supercritico provou
ser adequado para obter componentes volateis de especiarias. A otimizacdo foi realizada
utilizando orégano como materia-prima, densidades de CO, entre 0,25 e 20,90 g/ mL e
temperaturas entre 40 e 60,8°C. Os rendimentos 0timos de substancias volateis foram obtidos
a uma temperatura de 40,8 °C, densidade de 0,72 CO, g/mL e pressao de 120 bar.

Em um estudo feito por Silva et al. (2004), sobre a composic¢ao de 6leos essenciais a
partir de trés espécies Ocimum, obtido por destilagdo a vapor, microondas e CO, supercritico
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levaram os pesquisadores as seguintes conclusdes: o eugenol esteve presente nos 6leos de trés
espécies; ele foi o principal componente extraido pelos trés métodos nos 6leos essenciais
obtido a partir de O. gratissimum e O. micranthum; a concentracdo relativa de anetol em
O.selloi e eugenol em O. micranthum e O. gratissimum foi menor usando CO, supercritico.

Quispe Condori (2005), em seu estudo sobre o género Ocimum, utilizou a espécie
Ocimum Selloi Benth para separar diferentes fracbes de compostos. A técnica de extracdo
fracionada foi aplicada onde o composto de interesse foi o anetol. Os ensaios foram realizados
a 50 °C utilizando pressdes de 95, 150, 200 e 250 bar, e vazdo de CO, de 6,8 x 10° kg de
COy/s. O autor concluiu que para o sistema O. Selloi + CO, a 50 °C e 95 bar, obteve-se uma
fracdo rica em 6leo volatil, especificamente rica em anetol.

No estudo feito por Mazutti et al. (2006), foi possivel verificar a influéncia da
temperatura e da pressdéo como mostra a Tabela 1, em que foram obtidos rendimentos
diferenciados para cada composto existente na especie de Ocimum basilicum L. em diferentes
condicBes de processo. As extracdes foram conduzidas & pressdo e temperatura constantes
por, aproximadamente, 3 h. A vazdo de diéxido de carbono foi mantida constante em 2 g min
! para todos os experimentos. O intervalo de temperatura investigado foi de 20 a 50 °C e
pressdes entre 100 e 250 bar.

Tabela 1 - Composicdo quimica (compostos majoritarios) dos extratos de Ocimum basilicum
L. obtidos com CO, a altas pressoes.

20°C 35°C 50°C
Compostos 100 bar 250 bar _ 175bar 100 bar _ 250 bar
Linalol 473 45,3 38,6 45,9 38,6
1,8 cineol 4.2 3,8 2,6 3,1 2,6
Estragol 22,6 18,4 17,6 25,4 17,7
a-bergamoteno 2,2 2,4 1,9 2,4 1,9
Cadineno 1,8 14 1,7 1,8 1,7
d-guaieno 1,6 1,4 1,3 2,0 1,3
Viridiflorol 2,8 2,0 2,0 3,5 2,0
Total 82,5 74,7 65,7 84,1 65,8

Adaptado de Mazultti et al. (2006).

As estruturas quimicas dos compostos seguem logo abaixo da Tabela 1 de
composicdo na Figura 11.

OH

Yoy
e 25 f@ C

Linalol 1,8 cineol Estragol a-bergamoteno
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Cadineno d-guaieno Viridiflorol

Figura 11 - Estruturas quimica dos principais compostos quimicos (Mazutti et al. 2006).

Mazutti et al. (2006) constataram que temperatura e densidade baixas exerceram
influéncia significativa para os monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados e que condigdes de baixas temperaturas poderiam ser utilizadas
para remocdo de tais compostos. Quanto aos hidrocarbonetos lineares, temperatura e
densidade elevadas conduziram a melhores resultados. Devido a falta de padrdo apenas os
sesquiterpenos oxigenados linalol e estragol, foram possiveis de serem identificados.

Leal et al (2006) estudaram o rendimento global dos extratos obtidos pela extracéo
com fluido supercritico, composicao quimica e atividades antioxidantes (AA) do basil cravo
(Ocimum Gratissimum L.). O rendimento global foi determinado a 40 °C e pressdes que
variaram de 100 a 300 bar. Eles concluiram que o rendimento global foi afetado pela dosagem
de fertilizante orgénico, no periodo de colheita, e pela pressdo de extracdo. Os principais
compostos do extrato de manjericdo foram eugenol e B selineno, substancias com elevado
poder antioxidante.

Zheljazkov et al (2008), avaliaram o0s genotipos e fendtipos de manjericdo (ocimum
basilicum), provenientes de diversas partes do mundo e cultivados apenas em Mississipi; 0
rendimento do 6leo essencial varios de 0,07 a 1,92%.

Babovic et al. (2010), usaram folhas secas de ervas selecionadas pertencentes a
familia Lamiaceae, sendo elas: Rosemary (R. officinalis), sélvia (S. officinalis), tomilho (T.
vulgaris) e hissopo (officinalis Hyssop) através do método de EFSC, com o objetivo de isolar
fracOes antioxidantes. Primeiro extraiu-se a fracdo de 6leo essencial usando as condicdes de
11,5 MPa e temperatura de 40 °C. A fracdo de antioxidante foi obtida utilizando pressao de 35
MPa e temperatura de 100 °C. As condicdes de extracdo (100 °C e 35 MPa) foram escolhidas
com base em investigacGes anteriores. A taxa de fluxo de CO; foi de 0,3 kg/h em todas as
experiéncias. Salvia e tomilho apresentaram as maiores quantidades de diterpenos fendlicos,
indicando seu uso potencial na inddstria de alimentos como suplementos nutricionais,
componentes de alimentos funcionais antioxidantes.

2.8 - Densidade

Entre os parametros operacionais da EFSC, o controle da pressdo é o0 mais
importante uma vez que a densidade do fluido é extremamente influenciada pela pressao
(CARRILHO, 2001).

Segundo Moura (2004), nas proximidades do ponto critico, a solubilidade é
fortemente influenciada pela temperatura e moderadamente influenciada pela presséo,
entretanto acima do ponto critico, ambos os efeitos (temperatura e pressdo) exercem
influencia significativa na solubilidade, sendo que a solubilidade aumenta com o aumento da
pressdo e diminui com o aumento da temperatura. O efeito da temperatura sobre a
solubilidade apresenta dois efeitos, visto que, com o aumento da temperatura ocorre uma
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elevacdo da pressédo de vapor do soluto, promovendo uma maior solubilidade, por outro lado,
a densidade do solvente diminui, provocando também uma diminuigdo da solubilidade.

2.9 - Utilizagéo do didxido carb6nico como solvente

As extragbes supercriticas sdo realizadas, geralmente, utilizando o dioxido de
carbono (CO;) como solvente, devido as vantagens que 0 seu uso apresenta, principalmente,
no contexto atual contribuindo com a preservacdo do meio ambiente, pois seu uso ndo causa
prejuizos ambientais por ndo ser toxico e nem inflamavel, ser inodoro e sem atividade sob o
ponto de vista quimico, podendo ser usado na indlstria alimenticia e de farmacos
(ALMEIDA, 2009).

O CO, tem a densidade proxima a de um liquido, baixa viscosidade, podendo ser
usado na extracdo de uma grande faixa de substratos naturais. O dioxido de carbono possui
temperatura critica ligeiramente acima da temperatura ambiente (31 °C), o que evita a
evaporacdo de substancias termossensiveis. A pressdo critica é de 73,8 bar ou 1071 psi. E
facilmente obtido com alta pureza a um baixo custo (BRUNNER, 1994 apud SANTOS et al,
2011). Sua utilizacdo como solvente possibilita que o oxigénio sem qualquer dificuldade seja
removido da matriz do soluto, evitando que ocorram oxidagOes e reacfes de auto-oxidacao o
que ocasionaria a hidrolise dos compostos a extrair (ALMEIDA, 2009).

2.9.1 - Vantagens na aplicacdo do método de extracdo com EFSC

a) Uso do diéxido de carbono como solvente, que ndo € inflamavel, é facil de ser
obtido e purificado, possui custo inferior aos solventes organicos;

b) Uso de outros tipos de solvente além do dioxido como co-solventes;

c) Permite a extracdo a baixas temperaturas, o que é especialmente adequado quando
compostos termossensiveis estdo presentes;

d) Féacil recuperacdo do solvente supercritico apds o processo de extracdo, apenas
pelo ajuste de pressdo e/ou temperatura, sendo que o mesmo pode ser continuamente
reciclado. Isto elimina uma das etapas mais dispendiosas dos processos de extracao
convencionais que é a separacgdo entre produto extraido do solvente organico;

e) Obtencdo de produtos com alto grau de pureza ja que o processo ndo deixa
residuos de solvente no produto final;

f) Rapidez no processamento dos materiais, devido a baixa viscosidade, alta
difusividade e grande poder de solubilizacdo do solvente supercritico, e eficiéncia de
separacdo, com alta seletividade entre os produtos extraidos, tornando-a um processo
competitivo frente a outras tecnologias (MICHIELIN et al, 2005).

2.9.2 - Desvantagens na aplicacdo do método de extracdo com EFSC

Embora a técnica da extragdo com CO; supercritico, ofereca vantagens de processo,
guando é comparado a outros métodos, ele também apresenta algumas desvantagens, frentes
aos processos convencionais sendo estas:

a) Periculosidade envolvida nas operacgdes inerentes aos processos a altas pressoes;

b) Elevado custo na montagem de uma unidade experimental como industrial;

¢) Quando faz uso de solventes como o etanol, hexano, entre outros, também deixo
residuos;

d) Menor rendimento comparado a alguns médotos convenconais (STEFFANI,
2003).
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2.10 - Modelagem matematicas do processo de extracao

No processo de extracao supercritica, a modelagem matematica é fundamental para a
representacdo do processo experimental e potencial “scale-up” para a aplicagdo em escalas
maiores. A modelagem matematica pode ser realizada através da elaboracdo de equacdes
diferenciais com base na transferéncia de massa na fase fluida (solvente) e na fase sélida ao
longo do leito, além disso é usada para facilitar a compreensdo do fenémeno. Modelos
matematicos facilitam o diagnostico do processo e na previsao do que acontece em condic¢des
diferentes daquelas experimentais utilizada no de ajuste dos paramtros (BARROSO et al.
2011).

Um modelo ndo deve ser apenas um instrumento matematico, e sim deve ter a funcao
de informar o significado fisico da estrutura sélida nas observacOes experimentais
(STEFFANI, 2003).

O modelo de Esquivel et al. (1999), por exempo, necessita de apenas duas
informacdes: o0 que sdo a massa de alimentacdo no extrator e o rendimento global, j4 0 modelo
de Sovova (1994), ao contréario reine um numero de variaveis superior, a fim de descrever
com maior precisao as cinéticas obtidadas experimentalmente.

De acordo com Brunner (1994), a descricdo dos fendmenos fisicos que ocorrem
durante o processo € importante para a compreensao dos modelos a serem apresentados.

2.10.1 - Modelo de Esquivel et. al. (1999)

Este modelo, na sua forma original é representado pela Equacéo 97, ele se enquadra
em uma categoria de modelos que depende da forma hiperbolica. A teoria do modelo de
Esquivel et. al. (1999) trata-se do uso da equacdo cinética de crescimento microbiano
proposto por Mond para representar 0o rendimento da extragdo em funcdo do tempo de
extragéo.

2.10.2 - Modelo empirico

Embora o processo utilizando SC-CO, apresente vantagens em comparagdo aos
outros processos, seu investimento inicial é alto. No entanto, torna-se viavel economicamente
para a extracdo de compostos de alto valor agregado (PEREIRA & MEIRELES, 2009).

Com a finalidade de avaliar matematicamente os dados experimentais, usado um
modelo empirico, sendo este de transferéncia de massa, conhecido como modelo de Esquivel
et al. (1999).

O modelo empirico baseia-se, primariamente, na equacdo de Langmuir e esta
equacdo foi usada por Esquivel et al. (1999) para descrever curvas de extracdo globais. O
modelo empirico ndo considera interagdes entre o soluto e a matriz sélida e tem apenas dois
parametros de ajuste: elim e b, onde e é o rendimento que expressa a razdo entre a massa de
6leo extraida no tempo t e a massa inicial da carga livre de soluto (g de extrato/g de carga
livre de soluto), e;im € 0 rendimento apds um tempo infinito de extracdo e b é parametro que
ndo possui significado fisico

O parametro elim é definido como a quantidade maxima de 6leo possivel, presente
em uma determinada matriz, dada a uma condig&o operacional (SILVA, 2006).

No processo de extracdo supercritica, a modelagem matemaética é fundamental para a
representacao do processo experimental e potencial “scale-up”. Nesse caso, foi utilizado um
modelo empirico, simples, que tem representado bem os processos de extracdo usando fluido
supercritico, utilizando diferentes matérias-primas, vegetal ou animal, sélida ou liquida.
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De forma geral, os modelos matematicos reportados da literatura pertencem a uma
das categorias que segue mencionadas:

v' Modelos Empiricos;

v Modelos baseados em analogia de transferéncia de calor;

v" Modelos de diferencial de integracdo de balanco de massa das fases fluidas e
solidas.

O modelo proposto por Esquivel et al. (1999) € um modelo empirico, descrito na
Equacdo 1:

e=elim ‘

._bi:_,]

(Eq:1)

As curvas relacionam a massa acumulada extraida em funcéo do tempo de extracéo.
Com o valor de ejim, conhecido a partir da extracdo convencional através do método Sohxlet,
obteve-se o percentual de 6leo existente na amostra analisada de acordo com Equacéo (3)

2.11 - Planejamento Experimental

A importancia de um bom planejamento consiste da esséncia de projetar um
experimento de forma que ele seja capaz de fornecer o tipo de informacéo que se procura. No
entanto torna-se prescindivel saber delimitar muito bem o que se deseja alcancar, definindo
claramente o que pretende obter com os experimentos e disso dependera o tipo de
planejamento a ser utilizado com base em principios estatisticos (LEMOS, 2009).

Os métodos analiticos podem ser realizados através do emprego de diversas técnicas
estatisticas. A otimizacdo das condi¢fes experimentais na aplicacdo da extragdo supercritica,
torna-se um instrumento de grande eficiéncia por ser uma metodologia que proporciona efeito
em diversas varidveis que sao fundamentais na apresentacdo dos resultados da extracdo. Em
muitos casos, a falta de planejamento pode ser a causa do fracasso de uma anélise, sendo raros
0s pesquisadores que realizam uma analise estatistica antes de realizarem seus experimentos
(BIMAKR et al, 2009).

Os procedimentos de extracdo supercritica em escala piloto sao utilizados basicamente
no desenvolvimento de processo, visando o scale-up para processos industriais e também na
producdo de extratos de elevado valor agregado e que sdo produzidos em menores volumes.
Dentre as aplicacdes mais utilizadas destacam-se as extracdes de substancias aromaticas e
fragréncias de alto valor agregado.

2.11.1 - Delineamento composto central rotacional (DCCR)

De acordo com Rodrigues e lemma (2005) delineamento de Experimentos (DOE) € o
plano formal para a conducdo do experimento, sendo assim sdo testes conduzidos de forma
planejada, onde os fatores (ou varidveis controladas) séo alterados de modo a avaliar-se seu
impacto sobre uma variavel resposta. Quando se necessita desenvolver ou melhorar um
processo, 0 pesquisador precisa planejar um experimento para avaliar os efeitos que suas
variaveis independentes tém sobre as respostas. Para tal hd pesquisadores que diz ter trés
caminhos e um problema experimental podem ser apresentados de forma esclarecedora. Para
conduzir experimentos de duas ou trés variaveis, por exemplo, o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) € uma destas opcoes.

O numero de planejamentos experimentais fatoriais necessarios depende
principalmente do numero de variaveis independentes a serem estudadas inicialmente. No
caso de duas ou trés variaveis independentes ou fatores, ndo devemos realizar um fatorial
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fracionado, sendo mais recomendado um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) ou Planejamento Fatorial com Pontos Axiais ou ainda Planejamento Estrela
(RODRIGUES & IEMMA, 2005)
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

A mateéria-prima utilizada foi o manjericdo (Ocimum basilicum L), adquirida no
CEASA-RJ, no més de agosto de 2012, vindo da regido serrana de Teresopolis-RJ. O didxido
de carbono (White Martins S.A, Rio de Janeiro) tinha 99,995% de pureza minima. Para
realizar o processo de extragdo com Sohxlet, foi utilizado hexano (Vetec Quimica Fina, Rio
de Janeiro-Brasil), o processo de extracdo atraves da hidrodestilacdo, a H,O destilada foi o
unico solvente utilizado.

As extracbes foram realizadas no Laboratorio de Termodinamica Aplicada no
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ/UFRRJ). Todos os extratos obtidos nas
extracGes foram mantidos em refrigerador ao abrigo da luz para evitar perda de compostos por
incidéncia da luz.

Apds todas as extracdoes as amostras foram encaminhadas para o Instituto Federal
do Rio de Janeiro (IFRJ) para o Laboratorio de Quimica Orgéanica, onde foram realizadas as
analises qualitiva e quantitativa da composicao do 6leo essencial de manjericéo.

3.2 - Procedimento experimental
3.2.1 - Preparo da matéria-prima

Apds aquisicdo, as folhas foram submetidas ao processo de secagem, a fim de reduzir
o0 teor de umidade inicial (90 %) para que 0 mesmo néo interferisse no rendimento do extrato.
A secagem foi feita em estufa com circulacdo e renovacdo de ar (modelo SL-102, marca
SOLAB, Brasil). A temperatura de secagem foi de 50 °C, mantida por 5 horas, até umidade
constante. O processo foi realizado no Laboratério de Anélise de Alimentos do Departamento
de Tecnologia de Alimentos -DTA-UFRRJ.

Apos a secagem, as folhas foram cortadas e posteriormente moidas em processador e
homogeneizadas. N&o foi realizada nenhuma classificacdo quanto ao tamanho, por ndo haver
necessidade, uma vez que, apos a trituracdo, os tamanhos das particulas atendiam ao objetivo
que era aumentar a superficie de contato e facilitar a penetracdo do solvente. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos fechados e armazenados em refrigerador (Marca
Consul Biplex, modelo CRD48F-450 L, Brasil), com umidade controlada ao abrigo da luz.

3.2.2 - Extracao do 6leo usando metodologia convencional
3.2.3 - Procedimento para extracdo com o uso do soxhlet

Utilizando o Soxhlet, com objetivo de determinar o percentual de 6leo inicial
existente na matéria-prima, 5 g de folhas de manjericdo foram colocados em um cartucho de
celulose e alimentados em um extrator. Em um baldo de 250 mL, adicionou-se 200 mL de
hexano, que foi aquecido por uma manta (Fisatom, modelo 702), permanecendo sob refluxo
continuo. Nesta fase ocorreu a evaporagdo do solvente, condensando-se sobre o material
solido, em seguida a este processo, 0s solutos sdo concentrados no baldo. Apos a destilagéo,
0s produtos foram direcionados para um evaporador rotativo (Fisatom, modelo 804) sendo
necessaria a utilizacdo de uma bomba de vacuo (Fisatom, modelo 424237) para finalizar o
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processo de eliminacdo do solvente. O tempo de extracdo foi de 4 horas. O calculo do
rendimento, foi feito utilizando a Equagéo 2:

Oleo extraido X 100 _ Oleo
Massa alimentada 100 Eq.(2)

Oleo extraido (g) =

Onde Oleo extraido ¢ a quantidade de 6leo obtido apds a eliminagdo do solvente e
Massa alimentada € a massa de matéria-prima utilizada na extracdo do 6leo essencial.

3.2.4 - Processo de extracdo por hidrodestilacao

Na extracdo por hidrodestilacdo, usou-se 300 mL de agua destilada e, 30 g do
manjericdo foram alimentados a um baldo de destilacdo de fundo redondo de 500 ml, atraves
do aparelho Clevenger. A mistura a ser destilada foi aquecida em uma manta (Classe 300-
1000 mL - modelo 102 e 102 E) durante 4 horas de extracdo, apos este periodo foi adicionado
10 mL de hexano para a formacéo de duas fases distintas: uma contendo agua e impurezas € a
outra hexano e componentes organicos, o extrato foi colocado em um funil de separacdo de
100 mL. Acrescentou-se sulfato de s6dio (Na2SO4) na amostra recolhida, garantindo assim a
retirada da &gua e outras impurezas. Realizada a filtracdo para eliminacdo da agua, solvente e
soluto foram separados atraves de rotaevaporador (Fisatom, modelo 804), para a eliminacéo
do hexano, obtendo-se o extrato livre do solvente. O célculo do rendimento foi feito
utilizando a Equacéo 2.

3.2.5 - Extracao do 6leo usando EFSC

Para a realizacdo deste trabalho foi usada uma unidade de extracdo com fluido supercritico,
onde foram estudados os rendimentos globais e a cinética de extracdo. A unidade esta
montada no Laboratério de Termodinamica Aplicada e Biocombustiveis, no Departamento de
Engenharia Quimica (DEQ/UFRRJ), composto por um extrator de aco inoxidavel 316S de 42
mL de volume com telas de 260 mesh no topo e no fundo para evitar a passagem de qualquer
material, evitando o entupimento da linha. O extrator é acoplado a um banho termostatico
(marca Haake, modelo K15, Brasil) para 0 monitoramento e controle da temperatura da
extracdo. Uma bomba de alta pressédo (Palm Tecnologia em Alta pressdo, modelo G100,
Brasil), especifica para bombeamento de CO,, é responsavel pela alimentacdo do solvente.
Um mandmetro é responsavel pela medida da pressdo durante todo o experimento.

Todo o aparato experimental montado pode ser visto nas Figuras 12 e 13, bem como em
Mendes (2002) e Silva et al. (2008).
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Figura 12 - Unidade de extracdo com CO, supercritico pertencente ao laboratorio
Termodindmica Aplicada- DEQ-UFRRJ. Cilindro de CO, = 1, Filtro de CO,=2,

Bomba = 3 ,Valvula Coletora = 4, Extrator = 5, Valvula micrométrica = 6, Mandmetro =
7, Banho Termostatico = 8

Figura 13 - Diagrama do aparato experimental. A = CO, cilindro, B = bomba de alta presséo,
C= banho de aquecimento, D= extrator, E = Valvula micrométrica F= refinado, Mandémetro =
G.

As extracGes foram realizadas com, aproximadamente, 4,5 g de matéria-prima. As
amostras e o0s tubos coletores foram pesados em balanca digital analitica (marca: Gehaka,
modelo: AG 200, e = = 0,0001 g).

O tempo estatico de extracdo teve uma duracdo de 20 minutos. O extrato de
manjericdo era coletado nos frascos, pesados em intervalos de tempo de 10 minutos para fazer
o célculo da massa do extrato obtido. O tempo de extracdo foi de quatro horas, a vazao de
didxido de carbono foi mantida em torno de 16,4 mL/min para as condi¢cGes empregadas e 0s
intervalos de temperatura ficaram na faixa de 30 a 50 °C e pressdes entre 100 e 300 bar, a
escolha das condigdes empregadas foi com base em dados contidos na literatura. O
rendimento foi calculado como a raz&o entre o 6leo extraido e a massa alimentada, utilizando
a Equacao 3:

Massa de dleo extraida
e (%)= - - — X 100
Massa alimentada — massa de oleo inicial Eq.(3)
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Onde:

Massa de 6leo extraida: é o valor da massa obtida apds o processo de extracao;

Massa alimentada: € a massa de matéria-prima utilizada na extracdo do Oleo
essencial;

Massa de Gleo inicial: é a quantidade de massa de 6leo presente na matéria-prima
(valor obtido através da extracdo com soxhlet).

3.2.6 - Planejamento experimental

O estudo da extracio do 6leo essencial de manjericao foi realizado utilizando um DCCR 2
com duas variaveis, trés pontos centrais, mais quatro pontos axiais, totalizando onze ensaios,
ao nivel de significancia de 95%. As variaveis selecionadas foram temperatura e pressdo,
representadas por X; e X, variaveis codificadas adimensionais. A Tabela 2 mostra o0s
parametros que foram usados para determinar as condi¢cdes dos ensaios na obtengdo do
rendimento dos extratos analisados. A Tabele 3 correlaciona os valores codificados e reais de
cada variavel. Trés repeticdes no ponto central da concepgdo foram realizados para permitir a
estimativa do erro puro (Ensaios 9, 10 e 11). Com o objetivo de investigar o efeito das duas
variaveis sobre o rendimento da massa extraida do extrato de manjericéo, foi usado o calculo
do ANOVA, ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 2 - CondicGes preestabelecidas das variaveis independentes como nivel superior (+),
nivel inferior (-), intermediéario (0).

Variaveis Cadigos Niveis

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (°C) X1 30 33 40 47 50
Presséo (bar) X2 100 129 200 271 300

Tabela 3 - CondicOes preestabelecidas das varidveis independentes como nivel superior (+),
nivel inferior (-), intermediario (0).

Ensaios Temperatura Pressao
Cod. Real (°C) Cod. Real (bar)
1 -1 (33) -1 (129)
2 1 47) -1 (129)
3 -1 (33) 1 (271)
4 1 47) 1 (271)
5 -1,41 (30) 0 (200)
6 +1,41 (50) 0 (200)
7 0 (40) -1,41 (100)
8 0 (40) +1,41 (300)
9 0 (40) 0 (200)
10 0 (40) 0 (200)
11 0 (40) 0 (200)

As extracdes foram conduzidas a pressdo e temperatura constantes por 4h. A vazdo
de didxido de carbono foi mantida constante em 16,4 mL/min para todos 0s experimentos. O
intervalo de temperatura investigado foi de 30 a 50 °C e pressdes entre 100 e 300 bar.
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3.2.7 - Andlises estatisticas

Para efetuar o planejamento foi utilizado o Software STATISTICA 7.0, com o
objetivo de investigar o efeito de duas variaveis sobre o rendimento da massa extraida do
extrato de manjericdo. O mesmo foi usado para o célculo da analise de variancia (ANOVA)
ao nivel de 5% de significancia.

Através do programa SISVAR 7.5 foi realizado um Teste Skott-Knott ao nivel de
significancia de (p < 0,05).

3.3 - Modelagem matemética do processo de extragdo usando EFSC

No processo de extracdo supercritica, a modelagem matemaética é fundamental para a
representacdo do processo experimental e potencial “scale-up”. Nesse caso, foi utilizado um
modelo empirico, simples, que tem representado bem os processos de extracdo usando fluido
supercritico, utilizando diferentes matérias-primas, vegetal ou animal, sélida ou liquida. Ele é
aplicado as curvas de extracdo, para todas as condi¢cdes operacionais estudadas e as curvas
relacionam a massa acumulada extraida em funcdo do tempo de extracdo. O modelo empirico
baseia-se, primariamente, na equacdo de Langmuir e esta equacao foi usada por ESQUIVEL
et al. (1999) para descrever curvas de extracao globais.

O modelo empirico ndo considera interagdes entre o soluto e a matriz sélida e tem
apenas dois parametros de ajuste: elim e b, onde e € o rendimento expressado pela razdo entre
a massa de 6leo extraida no tempo t e a massa da carga livre de soluto (g de extrato/g de carga
livre de soluto) e elim é o rendimento ap6s um tempo infinito de extracdo e b é um parametro
que ndo possui significado fisico (SILVA, 2006).

Com o valor de elim, conhecido a partir da extracdo convencional através do método
Sohxlet, obteve-se o percentual de Oleo existente na amostra analisada de acordo com
Equacéo 1.

Os parametros do elim séo definidos como a quantidade maxima de éleo, presente
em uma determinada matriz, dada a uma condicgéo operacional aplicada.

O desvio relativo médio (DRM %) foi calculado através da Equacéo 4, sendo DRM o
desvio relativo médio e Nexp é o nimero de pontos experimentais utilizados.

100 2 (':Ee:-:perlmental}—(ac'aln:'ulad-:-'_:-)

DRM % = Nexp (eexperimental) Eq (4)

3.4 - Identificacido das substancias antioxidantes

3.4.1 - Atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH do dleo essencial
de manjericao (Ocimum basilicum L)

A solucdo de DPPH foi obtida a partir de uma solucdo estoque 0,6 mM e, desta
solucgéo, 10 mL foram transferidos para um baldo de 100 mL que teve seu volume completado
com metanol. Esta solucdo foi lida em espectrofotdmetro e ajustada para uma absorbancia
média de 700 nm, sendo utilizada entdo para os testes de atividade antioxidante total (ATT).

A partir das amostras de extrato seco obtido através da extracdo supercritica,
prepararam-se as solucdes das amostras. Utilizou-se 1 mL de diclorometano mais o extrato.
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Colocou-se a solucéo no aparelho de ultrassom, mantendo a amostra em agitacdo por 10 min.
Em seguida, adicionou-se esta solugdo em um baldo com 3 mL de diclorometano. Este
procedimento foi utilizado para 9 amostras obtidas em diferentes condi¢es de extracdo do
6leo essencial de manjericdo por CO, supercritico.

A partir do extrato obtido no item anterior ao abrigo de luz, transferiu-se uma
aliquota de 0,15 mL de cada diluicdo do extrato para os tubos de ensaio em duplicata com
2,85 mL de DPPH. A solucdo foi homogeneizada em agitador de tubos por aproximadamente,
1 min.

Um controle negativo foi feito pela adi¢cdo de 0,15 mL de diclorometano mais 2,85
mL do radical DPPH. Utilizou-se metanol como branco para calibrar o espectrofotometro. As
amostras foram mantidas ao abrigo da luz por 60 min para entdo iniciar o procedimento de
leitura da absorbéancia no espectrofotdmetro a 515 nm.

A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi
calculada, utilizando-se a Equagéo 5.

Abs amostra
AA % = — — Abs b‘raﬂco)XlGG
Abs DPPH

Eq.(5)

3.4.2 - Avaliacdo da atividade antioxidante total pelo método de FRAP do dleo essencial
de manjericdo (Ocimum basilicum L)

De acordo com Pulido et al. (2000) que descrevem o método cujo o reagente tem o
Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro (FRAP ) para esta analise foi obtido a partir da
combinacdo de 25 mL de tampéo acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solu¢cdo de TPTZ 10 mM e
2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM, na qual foi usado imediatamente
apos sua preparacdo. A solucdo padrdo de sulfato ferroso 2 mM foi preparada dissolvendo
27,8 mg de sulfato ferroso em agua destilada. O volume do baldo foi completado até 50 mL
com &gua destilada, na qual foi homogeneizada e a solucdo transferida para um frasco de
vidro &mbar devidamente etiquetado.

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90 uL de cada diluicdo do extrato
de manjericdo para tubos de ensaio, acrescentar 270 pL de &gua destilada, misturou-se com
2,7 mL do reagente FRAP, homogenizou-se em agitador de tubos e manteve-se em banho-
maria a 37 °C. Realizou-se a leitura (595 nm) apds 30 minutos da mistura preparada e
utilizou-se o reagente FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

Esta metodologia foi adaptada por Rufino et al (2006). Na Figura 14 estdo algumas
das amostras apds o processo de reacdo quimica causada pelo FRAP, mostrando a coloracédo
da reacdo bem como a separacédo do 6leo.
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Figura 14 - llustracdo da reacdo quiimica de FRAP

3.5 - Anélises de cromatografia — GC/MS

As amostras foram encaminhadas para o Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ)
para o Laboratorio de Quimica Organica, onde foram realizadas as andlises qualitativa e
quantitativa da composicdo do 6leo essencial de manjericdo. As anales foram realizadas por
cromatografia gasosa em cromatdgrafo HP 5890 série 11 com detector de FID (CG-FID), sob
condigdes: coluna VF-5 ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) Varian.

A temperatura da coluna foi de 60 °C a 2 °C / min, 110 °C a 3°/ min, 150 °C a 15
°C / min, 290 °C a 15 °C / min, detector em 250 °C (FID), injetor em 220 °C, e gas o de
arraste foi o hélio com fluxo de 1 mL / min e pressdo de 12 psi. Os 6leos essenciais e 0s
padrdes analiticos foram diluidos em diclorometano e injetados em cromatografo em fase
gasosa.

A identificacdo dos constituintes foi realizada através dos tempos de retencdo das
substancias do 6leo em comparagdo com os padrdes (linalol, eugenol, 1,8 cineol, a-terpineol e
a-trans bergamoteno) e os indices de Kovats (IK) foram calculados através da co-injecdo com
a série homologa de hidrocarbonetos (C8-C20).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta parte do estudo sdo apresentados todos os resultados provenientes da extracdo
do oOleo essencial de manjericdo, Os resultados do processo que envolveu diferentes
meodologias de extracdo foram analisados, apresentados e discutidos.

4.1 - Resultado da extracao do 6leo usando metodologia convencional
4.1.1 - Resultado da extracao através do extrator soxhlet

Utilizando a Equacéo 2 para o calculo do rendimento, através do método de soxhlet
(hexano como solvente) o rendimento obitodo foi de 2,39%. E sabido que nesta técnica além
do Oleo essencial, obten-se outros compostos lipofilicos devido a polaridade do
solvente(apolar), por isso o rendimento apresentado € na maioria das vezes superior quando
comparado a outros métodos, bem como ocorreu neste estudo.

O resultado foi considerado satisfatorio em se tratando de d6leo essencial e por ser
pequena a quantidade da amostra.

4.1.2 - Resultado da extracao através da hidrodestilacao

Na hidrodestilacdo assim como no soxhlet, utilizou-se a Equacgdo 2 para obtencao do
resltado refente ao rendimento do 6leo extraido. A quantidade foi de 0,26%, valor bem menor
que o extraido na técnica jA& mencionada. Este resultado pode ser atribuido ao grau de
polaridade da dgua que favorece apenas a extracdo de substancias polares, e na composicédo do
6leo existem substancias apolares e de alto peso molecular, ndo sendo extraidos pela agua,
resultando em menor rendimento.

4.1.3 - Resultado da extracao do 6leo essencial usando extracéo com fluido supercritico

Para esta técnica empregada o resultado foi superior quando feita a comparacado entre
ela e a hidrodestilacdo. O rendimento foi calculado de acordo com a Equacdo 3, que resultou
no valores muito proximos entre as condi¢fes empregada, mas com maiores valores para 33
°C e 271 bar e 50 °C e 200 bar sendo estes rendimentos de 0,43% de 6léo essencial extraido.

A Tabela 4 mostra o percentual de extracdo para todas as diferentes condigdes
operacionais com excessdo das repeticdes do ponto central do planejamento experimental;
através dela é possivel verificar qual foi o rendimento em cada hora de extracdo que totalizou
240 minutos para cada condicdo aplicada.
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Tabela 4 - Rendimento de extracdo em funcdo do tempo na obtencdo do 6leo essencial de
manjericao

Tempo de extragdo

Condigoes 10 min 60 min 120 min 180 min 240 min
30°C/ 200 bar 0,21 0,26 0,32 0,36 0,41
33°C/ 129 bar 0,17 0,23 0,30 0,33 0,33
33°C/ 271 bar 0,21 0,26 0,31 0,36 0,43
40°C/ 100 bar 0,17 0,25 0,30 0,39 0,39
40°C/ 200 bar 0,18 0,25 0,31 0,38 0,41
40°C/ 300 bar 0,21 0,26 0,30 0,42 0,43
47°C/ 129 bar 0,16 0,26 0,32 0,37 0,38
47°C/ 271 bar 0,16 0,24 0,28 0,31 0,32
50°C/ 200 bar 0,15 0,23 0,31 0,38 0,43
Média de

rendimento 0,18 0,25 0,31 0,37 0,39
Aumento (%) 39 24 20 5,4
Desvio padro 0,02 0,01 0,01 0,03 0,02

Pode-se observar com estes resultados que, nas primeiras horas de extracdo, obteve-
se 0 maior percentual de dleo extraido e que a partir da terceira hora, o rendimento foi pouco
siguinificativo, média de 0,02 %, e desvio padrdo também 0,02 %. Iniciando-se o processo de
esgotamento do conteido extraido. Esta queda ocorreu em praticamente todas as condicGes
empregadas.

Os melhores rendimentos foram observados a 33 °C e 271 bar, 50 °C e 200 bar, 40 °C
e 200 bar iguais a 0,43 % e 0 menor rendimento foi a 47 °C e 271 bar (0,32 %).

Levando em consideracé@o apenas as condi¢des empregadas, Quisper Condori (2005),
em seu estudo, também obteve o rendimento maximo de 6leo essencial de manjericdo da
espécie de (Ocinum Selloi) a 200 bar e 40 °C, condicdo operacional semelhante a encontrada
neste trabalho.

4.1.4 - Resultado da analise estatistica do planejamento experimental

Diante dos dados obtidos na extracdo EFSC, foi possivel fazer as analises estatisticas
do planejamento experimental, na qual realizou-se um DCCR 22, e os resultados da primeira
analise estatistica que verificou o Coeficiente de regressdo atravé do programa Statistica 7.0,
estdo apresentados na Tabela 5, que mostra a analise de variancia (ANOVA) referente aos
ensaios do planejamento. Nesta analise, 0os parametros estatisticamente ndo significativos
foram incorporados ao residuo. Neste caso, 0 modelo foi validado pela analise de variancia.
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Tabela 5 - Rendimento de extracdo em funcéo do tempo na obtencdo do 6leo essencial de
manjericao

Fatores Coeficiente Desvio t (5) p-valor
Regressao Padrao
Média * 0,41 0,02 24,26 0,00
(X1)Temperatura (L) Ns 0,01 -0,37 0,72
(X1)Temperatura (Q) Ns 0,01 -0,40 0,71
(X2) Pressdo (L) Ns 0,01 0,14 0,89
(X2) Presséo (Q) -0,02 0,01 -2,04 0,09
Temp, X Presséo * -0,04 0,01 -2,61 0,05

ns - ndo sdo estatisticamente significativos para 95% de confiancga.
* fatores estatisticamente significativos para 95% de confianca.

Observa-se que apenas a média e a interacdo das duas varidveis (X1 L e X2 L) foram
estatisticamente significativas ao nivel de significancia de 95% (p<0,05), Sendo assim, o
mesmo teve seus valores validados atraves da analise de ANOVA descritos na Tabela 6 e 0s
parametros estatisticamente ndo significativos foram incorporados ao residuo.

Tabela 6 - Analise de variancia do DCCR (22) para o rendimento de dleo essencial de
manjericdo extraido no periodo de 4 h.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  Fcajculado p-valor
Variacao Quadrados Liberdade Meédio

Regresséo 0,0061 1 0,0061

Residuo 0,0083 9 0,0009 6,8 0,0499
Total 0,0141 10

Porcentagem de variagdo explicada (R?) = 69,1% Fiapelado 0,05:1:0 = 5,12

Observou-se que porcentual de variacdo explicado pelo modelo foi adequado (R? =
69,1%) e 0 Feaiculado Para a regressdo foi maior que Fiapelado, demonstrando que o modelo €
representativo e a superficie de resposta pode ser obtida.

De acordo com o modelo, a superficie de resposta descrita na Figura 15 determina as
regides de maxima extracdo do 6leo essencial de manjericdo.
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Figura 15 - Superficie de resposta do rendimento da extracdo com fluido supercritico do
extrato do 6leo essencial de manjericéo.

A Figura 15 determina as regides de temperatura e pressao onde ocorre a maxima
extracdo do Oleo essencial de manjericdo. Verificou-se, através da andlise, duas regides de
provavel otimizagdo. A primeira encontra-se na faixa de temperatura de 30 a 33 °C e presséo
de 271 a 300 bar. Isso implica considerar que, sob condicGes de baixas temperaturas e
elevadas pressfes consegue-se um bom resultado na extracdo do 6leo essencial de manjericao;
além disso, baixas temperaturas preservam a presenca dos compostos aromaticos nos extratos.
A segunda regido esté na faixa de 45 a 50 °C e 100 a 129 bar. Para estas condicfes térmicas, a
densidade do solvente aumenta a medida que a temperatura aumenta, resultando em um
aumento no poder de solvatacdo do CO, e consequentemente, no maior rendimento global
(STAHL et al., 1988).

Verificou-se, nesta andlise, que para tornar Otimo o0 processo de extracdo e,
consequentemente, aumentar o rendimento, € necessario combinar baixas temperaturas com
elevadas pressdes ou elevadas temperaturas com baixas pressdes. Menakera et al. (2004)
mencionaram em seu estudo com manjericdo que as melhores condi¢Oes de temperatura de
extracdo com CO, em estado supercritico, varia de 40 a 50 °C a 100 bar, como corrobora 0s
resultados encontrados.
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Entre as metodologias utilizadas para extrair o 6leo de manjericdo, na hidrodestilacdo
obteve-se 0 menor rendimento (0,26%). Este resultado pode ser atribuido ao grau de
polaridade da dgua que favorece apenas a extracdo de substancias polares, e na composicao do
6leo existem substancias apolares e de alto peso molecular, ndo sendo extraidos pela agua. A
alta temperatura também facilita a dispersdo de substancias volateis pelo aquecimento,
justificando assim o baixo rendimento. Diferentemente do ocorrido na extragdo convencional,
a extracdo com CO,-SC teve maior rendimento (0,43%) e este resultado é proveniente da
seletividade deste método, nas condigdes empregadas. Os resultados com Soxhlet forneceram
rendimentos da ordem de 2,39%, sendo superior ao encontrado com CO,-SC. O hexano,
usado na extracdo com Soxhlet, temperatura (69°C) e indice de polaridade (P=2,7), propiciou
a extracdo de maiores quantidades de substancias apolares e também de outras menos apolares
de forma indiscriminada por se tratar de um solvente apolar de peso molecular superior ao do
CO, utilizado na EFSC, favorecendo ao aumento do rendimento, porém com menor grau de
pureza.

Na extracdo com CO,-SC, o controle das condi¢BGes operacionais pode proporcionar
um menor rendimento, porém uma maior seletividade em relacdo aos compostos extraidos.
Este comportamento também foi observado por CONDORI (2005), na extracdo do éleo de
Artemisia annua, através dos mesmos métodos de extracdo. Obteve-se um menor rendimento
na hidrodestilacdo (0,49%), 5,27% com CO,-SC e 7,28% utilizando Soxhlet.

4.2 — Resultado das curvas cinéticas de extracdo, obtidas na EFSC

Os graficos a seguir mostram as curvas cinéticas de extracdo, de acordo com as
condicGes aplicadas para aquisicdo do 6leo essencial de manjericdo, usando metodologia da
extracdo supercritica, com base nos parametros do planejamento experimental DCCR 2°, na
qual o tempo méximo de extracdo foi de 4 horas. As Figura aseguir, apresentam as curvas
cinéticas de extracdo obtidas na extracdo utilizando CO, supercritico, a Figura 16 refere-se as
condicdes de 30 °C e 200 bar.
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Figura 16 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do Oleo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico em fungéo de 30 °C e 200 bar.

Para condicédo aplicada de 30 °C de temperatura e 200 bar de presséo, através curva
cinética observou-se que ocorreu um aumento constante no rendimento de extragdo nas duas
primeiras horas, apds este tempo houve uma pequena redugdo, mantendo-se constante por
alguns minutos e um novo aumento apartir de 170 minutos aproximadamente. Apds trés horas
de extragdo observou-se que a curva volta a ficar constante iniciando o esgotamento do
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material de interesse. A curva mostra que economicamente ndo € viadvel utilizando esta
condigdo, continuar extraindo depois de 3 horas. Na Figura 17 esté o resultado da curva obtida

através da extracdo que para obtencdo do oleo utilizou-se 33 °C temperatura e 129 bar de
pressao.
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Figura 17 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do 6leo essencial de
manjericao, através do CO, supercritico em funcdo de 33 °C e 129 bar.

Observou-se que, a baixa condicdo de pressao e temperatura aplicada neste processo,
reduziram o poder de solvéncia do diéxido de carbono. Isso implica dizer que o solvente
proporcionou somente a remocdo do 6leo existente na camada superficial da matriz vegetal,
sendo esta de facil penetragio do solvente. E possivel visualizar este fato através da curva
devido o comportamento que a mesma apresentou durante os 150 minutos inicias, apos este
periodo de extracdo praticamente o comportamenta da curva manteve-se inalterado até o final
do tempo méximo de 240 minutos de extracao.

A Figura 18 apresenta os resultados que foram obtidos ap6s usar para extracdo do
o6leo essencial as condicOes de extracdo de 33 °C temperatura e 271 bar de presséo.
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Figura 18 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do Oleo essencial de

manjericao, através do CO, supercritico em funcéo de 33 °C e 271 bar de pressao.
Observou-se que o conjunto de elevada pressdo e baixa condigdo de temperatura,

contribuiram para que a curva apresentasse essa inclinacdo. Comportamento semelhante aos
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apresentados no graficos anteriores nas duas horas iniciais de trabalho. Verificou-se que apos
180 minutos ocorreu um aumento na quantidade de Oleo extraido, a alta pressdo e baixa
temperatura aplicada proporcionaram o aumento no poder do solvente.

As curvas das Figuras 19, 20 e 21 foram obitidas através da condicéo de 40 °C e 200

bar de temperatura e pressdo respectivamente, sendo estas trés condicOes as repeticdes do
planejamento experimental.
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Figura 19 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do 6leo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico 40 °C e 200 bar (1).
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Figura 20 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do 6leo essencial de
manjericao, através do CO, supercritico40 °C e 200 bar (2).
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Figura 21 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extragdo do Oleo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico 40 °C e 200 bar (3).

As curva das Figuras 19 e 20, apresentaram comportamento semelhantes, 0 mesmo
ocorreu quanto ao rendimento, no qual os valores foram proximos justificando a mesma
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condicdo empregada. De acordo com a curva formada, esta condi¢do de operacéo facilitou o
poder de solvéncia do CO,.

A curva da Figura 21 apresentou comportamento semelhante aos das 19 e 20, porém
o rendimento foi menor, 0 que ndo era esperado sendo a materia—prima e a condicdo de
extracdo as mesmas, observou-se que na primeira hora tem-se uma taxa de extracdo constante,
mas no decorrer do tempo, a inclinagdo da curva é menor em relacdo as outras duas. A
resisténcia a transferéncia de massa, pode ter sido provocada por fatores como umidade, as
particulas estarem maiores dificultando a transferéncia e ainda uma queda na pressdo dentro
do extrator devido formacao de caminhos prefereciais dentro do leito. A Figura 22 apresenta a
cuva de extracdo da condigéo de 40 °C de temperatura e 300 bar de presséo.
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Figura 22 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do 6leo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico em fungéo de 40 °C e 300 bar.

Observou-se que para esta condi¢do aplicada o rendimento ndo foi o esperado, pois
guanto mais elevada a pressdo, maior o poder do solvente e menor a seletividade, porém pela
inclinacdo da curva acredita-se que o aumento da pressdo ndo aumentou a densidade do
solvente, 0 que provocou baixa na taxa de transferéncia de massa, resultando em um menor
rendimento, a curva mostra que a partir de 170 minutos de extracdo rendimento foi
praticamente constante. Na Figura 23 esta a curva cinética de extracdo para 0s parametros
oprecionais de 47 °C e 129 bar.
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Figura 23 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extragdo do 6leo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico em funcao de 129 bar e 47 °C.

Através da curva, verificou-se que houve um aumento constante até os 190 minutos
de extracdo e que a curva tornou-se constante ap0os esse tempo.
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No grafico da Figura 24 consta a curva de extracdo da condicao aplicada no processo
para aquisicdo do 6leo em funcgdo de 47 °C e 271 bar.
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Figura 24 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do 6leo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico em fungéo de 47 °C e 271 bar.

Observou-se que para esta condi¢do de operacional, o pico de extracdo ocorreu até as
duas primeiras horas, ap6s este tempo, a temperatura elevada pode ter acarretado efeito
contrdrio a uma pressdo contante causou reducdo na densidade do CO, provocando
diminuicdo na saolvéncia do mesmo. A curva faz uma inclinacdo até 120 minutos
aproximadamente e ap0s esse tempo manteve-se constante.

Consta na Figura 25 a curva cinética de extracdo da condicdo de 50 °C de
temperatura e 200 bar de presséo.
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Figura 25 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do Oleo essencial de
manjericao, através do CO, supercritico em funcéo de 50 °C e 200 bar.

Ao contrario do comportamento observado na curva anterior, este grafico mostra que
o efeito da temperatura pode ter aumentado a pressdo de vapor dos compostos extraidos
provocando um aumento na solubilidade do solvente. O que acarretou na elevagdo por
aproximadamente 3 horas e meia de extragéo.

A Figura 26 representa a curva cinética obtida atraves aplicagdo das condicbes de
processo utilizando 40 °C e 100 bar.
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Figura 26 - Curvas cinéticas de extracdo obtidas com a extracdo do 6leo essencial de
manjericdo, através do CO, supercritico em fungéo de 40 °C e 100 bar.

Observou-se com esta curva que o comportamento foi semelhante ao obtido com a
extracdo utilizado 47 °C e 129 bar, sendo que para esta condicdo o tempo de esgotamento foi
mais rapido, inciando-se aos 160 minutos aproximadamente.

O intuito da utilizacdo do planejamento experimental foi otimizar o processo, para
evitar custos com a extragdo supercritica. Com as analises das curvas, observou-se que 0
tempo de extracdo para obtencdo do 6leo de manjericdo, utilizando a matriz seca, pode ser de
trés horas e ndo quatro, pois em trés horas de extracdo para todas as condigdes testadas as
curvas ficaram constantes a partir de 180 minutos de extracdo. Quisper Condori (2005),
através da EFSC utilizando dioxido de carbono em trés horas, extraiu o 6leo essencial de
Artemisia annua L, que é uma espécie de manjericao.

De acordo com Brunner (1994), a curva de extracdo ndo depende apenas de um Unico

fator, mas sim de parametros operacionais e de todos os fendmenos presentes durante o
processo no interior do leito fixo.

4.3 — Analise das isotermas de rendimento global

No processo de extracdo supercritica, através do rendimento acumulado em funcéo
do tempo de extracdo, tem-se as curvas que sdo apresentadas na Figura 27, sendo estas as
melhores condi¢des de extracdo do 6leo de manjericéo.
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Figura 27- Curva isobarica de rendimento do extrato de manjericdo, utilizando CO,
supercritico.
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O grafico da Figura 28 apresenta a diferenca de comportamento entre as curvas
obtidas, fixando a pressédo a 200 bar e elevando a temperatura de 40 °C para 50 °C, Com o
aumento da temperatura, a pressao constante, reduziu-se o poder de solvéncia do CO,, em
virtude da diminuicdo da densidade, explicando a diferenca no rendimento, Esse resultado ja
era esperado, apesar de que em alguns casos, 0 aumento da temperatura proporciona o
aumento da pressdo de vapor do soluto e, consequentemente, do rendimento da extracdo
(QUISPER CONDORI, 2005).

Na Figura 28, constam as curvas provenientes do maoir e menor rendimento de
extracao do oleo.
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Figura 28 - Curva isobarica de rendimento do extrato de manjericdo, utilizando CO,
supercritico.

O maior rendimento de dleo extraido foi obtido na condicdo de 33 °C e 271 bar. O
aumento no rendimento observado na curva, no intervalo de 170 min, é consequéncia da
extracdo de compostos de alto peso molecular, facilitada pela elevada pressdo operacional
empregada, Isso foi evidenciado pela coloracdo do éleo extraido que, nesse caso, apresentou-
se esverdeado.

Pourmortazavi & Hajimirsadeghi (2007), em seu estudo de revisao, afirmaram que a
utilizacdo de pressbes e temperaturas mais elevadas favorecem o aumento no rendimento
global na extracdo dos Gleos essenciais, mas ocorre também a co-extracdo de ceras.

O maior rendimento atribuido a essa condicdo explica-se pela alta pressao e baixa
temperatura aplicada, o que favorece o aumento do poder de solvéncia do CO, e, por
conseguinte, uma maior quantidade de Oleo extraido. Fixando a pressdo e aumentando a
temperatura para 47 °C ocorreu a reducdo no rendimento. Esta queda esta relacionada com a
diminuicdo na densidade do CO; e, consequentemente, na solubilidade do extrato de
manjericdo. A Figura 29 apresenta a diferenca de comportamento entre os resultados obtidos,
fixando a temperatura em 40 °C e variando a presséo.
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Figura 29 - Curva de rendimento em funcdo da variacéo de presséo aplicada.

Verifica-se que o efeito da presséo foi significativo para estas condi¢des, ocorreu um
rendimento acentuado com a elevacdo da pressao de 100 para 200 bar, porém 0 mesmo nédo
foi evidenciado quando utilizou-se a condi¢do de 300 bar, ocorrendo uma queda no
rendimento da extracdo. Isso mostra que a utilizacdo pressbes acima de 200 bar na
temperatura de 40 °C , ndo séo ideais para obter 6leo de manjericdo. Esse resultado ndo era
esperado, geralmente elevadas pressdes obte-se maior rendimento devido a extracdo de outras

substancias além do 6leo essencial.

4.4 - Resultados da modelagem matematica

Na Tabela 7 ttm-se os valores dos parametros do modelo que foram ajustados as

curvas globais de extracdo, assim como o desvio relativo médio para todos os experimentos.

Tabela 7 - Pardmetros do modelo proposto por Esquivel et al. (1999) e percentuais dos

desvios médios obtidos com a modelagem.

Condicges de Processo elim B DRM (%)
30 °C - 200 bar 0,403 22,114 0,105
33°C - 129 bar 0,346 21,677 0,062
33°C - 271 bar 0,623 102,930 0,063
40 °C - 100 bar 0,408 32,666 0,046
40 °C - 200 bar (1) 0,507 49,070 0,043
40 °C - 200 bar (2) 0,453 31,302 0,136
40 °C - 200 bar (3) 0,402 36,946 0,100
40 °C - 300 bar 0,377 24,519 0,052
47°C - 129 bar 0,465 51,477 0,033
47 °C - 271 bar 0,3507 21,43 0,021
50 °C - 200 bar 0,6078 108,29 0,044

Observa-se que o modelo representou bem os dados experimentais de extracéo,
devido aos baixos valores dos desvios relativos. A 271 bar, o valor do elim diminuiu com o

aumento da temperatura, devido ao proprio comportamento experimental do rendimento. Ja a
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200 bar, o valor do parametro aumentou com a elevacdo da temperatura, fortalecendo o
comportamento do aumento da presséo de vapor do soluto a 50 °C.

Verificou-se que o modelo empirico que ndo possui parametros com significado
fisico de alta relevancia, forneceu valores de elim um pouco diferentes para cada operacao de
processo, na verdade o que se esperava, eram valores de elim mais préximos entre si uma vez
que este depende unicamente da matriz que foi utilizada para a extracéo do éleo.

Avaliando os desvios observa-se que os mesmos foram baixos; com isso, pode ser
dito que a quantidade de dleo presente na matriz € proeminente aos dados experimentais e que
devido aos baixos valores dos desvios relativos, 0 modelo foi bem representado, resultado
diferente ao encontrado por Silva et al. (2008), que na EFSC do 6leo essencial de Macadamia
(macadamia integrifolia), encontraram em seu estudo valores elevados para 0s desvios.

As curvas de extracdo da Figura 30 correspondem aos que apresentam a comparagao
com os dados experimentais e o0 ajuste do modelo empirico de Esquivel et al. (1999), para a
extracdo realizada com CO, supercritico. As outras Figuras comparativas entre as curvas
geradas pelo aplicativo do Software STATISTICA 7.0, de acordo com as operacdes,
encontram-se disponiveis nos anexos.

045 048

0.40

Funndimento (%)
= =] =
e 8 8
=

1 1 1

Fendimento (%)

0,08

0. T T T T 1 0D

0 =0 100 150 200 250 o a0 100 150 2060 150

Tempo (min) Tempo (min)

+ 33°C-271 bar ——Esquivel et al., (1999) + 40 *C-200 bar —Esgquive] et al., (1999)
(a) ()

Rendimeto (%)
Eencimento™)
(=]
ba
B
1

0,03 -

(] 2] 100 150 200 250 R ' ' ' '

100 150 200 250

Tempo (min) Tempo(min)

¢+ S0°C-200bar ——Equivel e al., (199%) +« 47°C-171 bar ——Esquivel et al., (1999)

I
'\.ﬂ.—'

Figura 30 - Comparacéo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999).
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As curvas de extracdo apresentam as comparacdes dos dados experimentais e 0
ajuste do modelo empirico de ESQUIVEL et al. (1999), para as extracdes realizadas a 33 °C e
271 bar, 40 °C e 200 bar, 50 °C e 200 bar e 47 °C e 271 bar. Observa-se que 0 modelo
matematico aplicado neste estudo representou bem os dados experimentais de acordo com a
configuracdo das curvas. O modelo proposto por ESQUIVEL et al. (1999), mesmo néo
necessitando dos parédmetros fisicos como granulometria, volume do leito, porosidade,
velocidade, altura do leito empacotado, mostrou que o percentual maximo de 6leo presente na
matriz esta de acordo com os dados experimentais. CARVALHO JUNIOR et al. (2005), na
obtencdo de extrato de alecrim, usou varios modelos e verificou que o0 modelo de ESQUIVEL
et al. (1999) também apresentou bom comportamento para todas as condi¢fes operacionais.

4.5 - Resultados dos rendimentos das metodologias aplicadas
Entre as metodologias utilizadas para extrair o 6leo de manjericdo, a Tabela 8

apresenta o melhor rendimento em cada método aplicado.

Tabela 8 - Rendimento de 6leo essencial de manjericdo extraido por diferentes metodologias.

Metodologia Temperatura Pressao Rendimento
¢C) (bar) (%)
SC-CO2 33 271 0,43
Soxhlet 69 - 2,39
Hidrodestilacdo 00 0 - 0,26

Comparando todos os rendimentos obtidos pelas tecnologias estudadas, na
hidrodestilacdo obteve o menor rendimento (0,26 %), ja os resultados com Soxhlet (hexano
como solvente), forneceram rendimentos da ordem de 2,39 %, sendo superior ao encontrado
com CO,-SC (0,43 %). Esta ultima ocorrencia pode ser explicada pelo fato do CO, em estado
supercritico (pela baixa polaridade) ser menos efetivo para a extragdo de compostos com
maior polaridade em fontes naturais.

O rendimento obtido na extracdo com fluido supercritico foi superior ao encontrado
na hidrodestilacdo, Isso pode ser explicado pela alta temperatura da hidrodestilacdo, que pode
provocar degradacdo nos compostos volateis, causando a diminuicdo no rendimento, Além
dos compostos volateis, a baixa eficiéncia também pode ser atrelada a composicao do 6leo,
rico em substancias apolares e de alto peso molecular, ndo sendo extraidos pela &gua.

O tipo de solvente usado na extracdo com Soxhlet pode propiciar a extracdo de
substancias apolares ou polares, favorecendo ao aumento ou diminuicao do rendimento.

Na extracdo com CO,-SC, o controle das condigdes operacionais pode proporcionar
um menor rendimento, porém uma maior seletividade em relacdo aos compostos extraidos.
Este comportamento também foi observado por Quispe Condori (2005), na extracdo do 0leo
de Artemisia annua, através dos mesmos metodos de extragdo, Como resultado, obteve-se um
menor rendimento na hidrodestilacdo (0,49%), 5,27% com CO,-SC e 7,28% utilizando
Soxhlet, Menakera et al, (2004), usando CO,-SC, em 1 hora de extracdo, encontrou
rendimento inferior ao encontrado neste estudo, sendo extraido 0,0044 g de 6leo essencial.
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Utilizando o tempo de extracdo semelhante ao deste estudo, cerca de 4,5 h, Luchesi
et al, (2004) extrairam por hidrodestilacdo 0,028% de &leo essencial de manjericdo,
quantidade também inferior ao obtido neste estudo.

4.6 - Resultado das analises de atividade antioxidante

A fim de analisar a atividade antioxidade do 6leo de manjericdo utilizou-se as
metologias de FRAP e DPPH. As técnicas aplicadas confirmaram bem, como descrito na
literatura, que a espécie de Ocinum basilicum analisada apresenta atividade antioxidante.
Sendo assim, a Tabela 9 apresenta os resultados para as diferentes condi¢Ges de processos
aplicadas na EFSC, os resultados e médias encontradas com estas analises.

Tabela 9 - Atividade antioxidante do extrato de manjericdo em funcdo das condicGes de
operacdo (temperatura e pressdo), através dos métodos de DPPH e FRAP.

DPPH (%) FRAP (uM/ L)
47-129 90,37 33-129 19,09
50-200 86,57 33-271 18,98
30-200 86,32 47-129 15,48
40-200 86,23 30-200 13,88
33-271 85,22 40-200 13,56
47-271 82,18 40-100 12,75
33-129 79,65 40-300 12,68
40-100 79,05 47-271 10,96
40-300 75,25 50-200 10,41
Média 83,43 Média 14,20

Os resultados obtidos nas analises de DPPH mostraram que todas as condi¢des de
processo empregadas para a extracdo do Oleo essencial de manjericdo, usando CO,-SC
possuem atividade antioxidante, com media de 83, 43 %. Estes dados comprovaram que na
espécie estudada existe uma concentracdo significativa de substancias que atuam na atividade
antioidante, entre eles compostos fenélicos. O método e as condi¢cdes de processo para a
aquisicdo do extrato embora tenha reduzido a atividade antioxidante, comparando a melhor
condicdo com a de menor atividade (47 °C/129 bar e 40 °C/300 bar), mesmo reduzindo
observa-se que a interferéncia ainda esta dentro dos parametos, pois 0 menor percentual
(75.25 %) é superior a 50% que é o minimo de atividade para ser considerado composto
antioxidante.

Analizando as médias encontradas utilizando a metodologia de FRAP, observa-se
que as condicbes de maior atividade antioxidante foram as mesmas detectadas pelo método de
DPPH, comprovando o potencial antioxidante do éleo extraido.

Para verificar se as diferentes condi¢cdes operacionais de temperatura e pressao
empregadas no processo de extracdo com fluido supercritico haviam interferido na atividade
antioxidante do extrato de manjericdo, aplicou-se o Test Skott-Knott (P<0,05), para o0s
resultados das analises de FRAP e DPPH.

Através dos resultados analisou-se quais foram as perdas obtidas em consequécia das
condigdes operacionais utilizadas e se as mesmas interferiram na atividade antioxidante dos
extratos. As Tabelas 10 e 11 apresentam os resultados nas diferentes atividades antioxidantes,
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condicdes de processos aplicadas na extracdo supercritica e o0s resultados das médias
encontradas nas analises feitas utilizando o programa Sisvar 5.1.

Tabela 10 - Atividade antioxidante do extrato de manjericdo em funcdo das condicdes de
operagao (temperatura e pressdo), através do método de DPPH.

Tratamentos Condicdes Medias
T3 40 °C-300 bar 0,146~
T1 40 °C-100 bar 0,124 4
T2 33°C-129 bar 0,120 A
T9 47 °C-271 bar 0,105 4
T8 33°C-271 bar 0,087 ®
T5 40 °C-200 bar 0,081 °
T4 30 °C-200 bar 0,081 °
T7 50 °C-200 bar 0,079 ®
T6 47 °C-129 bar 0,057 ®

Médias de tratamento com letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-
Knott (P<0,05).

Diante do exposto, evidenciou-se que a utilizacdo de diferentes condicdes de
processo causou reducdo da atividade antioxidante em 44% das amostras.

Estatisticamente ndo ha diferenca entre o percentual de atividade antioxidante para os
tratamentos T3, T1, T2 e T9, que apresentaram menores valores de tividade, porém ha
diferenca deles para os demais. Os resultados também mostraram que a pressdo néao
influenciou na extracdo, quando associada a temperatura de 40° C a 100 e 300 bar. Portanto,
ndo se faz necessario o uso de altas pressdes associadas a temperatura de 40°C.

Observa-se que entre as médias das condi¢Ges de maiores atividades antioxidantes,
ndo ha diferenca estatistica entre os valores obtidos nas condi¢fes de 33°C e 271 bar para 50°
C e 200 bar, assim como 30 °C e 300 para 47 °C e 129 bar. Tal informacdo é de suma
importancia na escolha do melhor pardmetro de extracdo do 6leo essencial de manjericdo, em
se tratando de uma matéria-prima com substancias volateis na composicédo, além da economia
de custo no processo como um todo.

A Tabela 14 mostra que utilizando a metodologia de FRAP, apenas duas amostras
entre as condigdes operacionais aplicadas, apresentaram estatisticamente diferenca na
atividade antioxdante de acordo com o Teste de Skott-Knott (P<0,05).
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Tabela 11 - Atividade antioxidante do extrato de manjericdo em funcdo das condicdes de
operacao (temperatura e pressdo), através do método de FRAP.

Tratamentos Condicoes Medias
T7 50 °C-200 bar 0,937
T1 40 °C-100 bar 0,9324
T9 47 °C-271 bar 0,749 B
T5 40 °C-200 bar 0,665 ®
T8 339C-271 bar 0,649 B
T6 47 °C-129 bar 0,606 ®
T4 30 °C-200 bar 0,603°
T3 40 °C-300 bar 0,513°
T2 33 9C-129 bar 0,484 °

Medias de tratatamento com letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de
Skott-Knott (P<0,05),

Utilizando o método de FRAP, a reducdo na atividade antioxidante entre as amostras
foi menor; apenas 22 % apresentaram diferenca estatistica, que correspondem aos tratamentos
T7 e T1, que ndo se diferem entre si, porém estatisticamente apresentaram menor atividade
antioxidante em relacdo as outras codi¢es operacionais aplicadas.

Kwee & Niemeyer (2011) avaliaram a atividade antioxidante de 15 espécies de
Ocimum basilicum, atraves dos métodos de FRAP e DPPH e encontraram, em algumas
espécies, variacdes na capacidade, sendo estas de 0,28 g/um /100 g a 11,5 um/100g. Lagouri
& Nisteroprlou (2009), através da metodologia de DPPH encontraram 0,49 % de atividade
antioxidante para 0 manjericdo, sendo este valor inferior ao encontrado neste estudo, que foi
de 83 %.

Babovic et al.(2010) andlisaram os extratos de plantas pertecente a familia das
Lamiaceais (alecrim (R. officinalis), salvia (S. officinalis), tomilho (T. vulgaris) e hissopo
(officinalis Hyssop), obtidos através de EFSC e verificaram a atividade antioxidante
utilizando a metodologia de DPPH e encontraram média de 71 % de atividade antioxidante
para 0s extratos na concentragdo de 2,0 mg/mL.

4.7 — Analises de cromatografia gasosa com espectrometria de massas de 6leo essencial
de manjericdo da espécie folha mitda

A fim de compreender os objetivos propostos para este estudo, foram realizadas
analises, no intuito de identificar a composicdo do Oleo essencial de manjericdo da folha
miuda de acordo com o processo operacinal aplicado na extracdo supercritica. As analises
quantificaram os compostos presentes no 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L).

Na Tabela 12, bem como em outras que seguem na sequéncia, estdo os principais
compostos obtidos na extracdo utilizando CO, Supercritico para todas as condi¢des usadas de
acordo com as andlises de cromatograma do detector de massas.
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Tabela 12 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 33°C e 271 bar.

Peak R.T* Composto % total
1 18.02 Chavibetol (m-Eugenol) 3.04
2 28.681 Eugenol 3.34
3 31.47  Metileugenol 13.13
4 32.841 Ciclohexeno, 1 - (1,1-dimetiletoxi) 2.77
5 34.008 Cis-pB-Farneseno 2.62
6 39.688 Ciclopropanocarboxilico 2,2,3,3-Tetrametil, éster octilo 2.34
7 40.71 Acido oxalico. isobutyl hexadecil ester 5.44
8 42.356 O ciclo-hexano, metanol, Alfa-metil-.alpha 2.54
9 42.56 Bis 2-etil-hexil metilfosfonato 13.04
10 43.37 2.4.4.6.6.8.8-heptametil-1-noneno 7.33
11 49.21 Acido sulfuroso. ciclohexilmetil tridecil ester 10.94

*RT- Tempo de retencdo em minuto

Observou-se nesta condicdo, que 0s compostos de maior prevaléncia foram
metileugenol e Bis 2-etil-hexil metilfosfonato, com 13,13 % e 13,04 % respectivamente.
Estudando a composicdo quimica e capacidade antioxidante do 6leo essencial de agliconas de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) Politeo & Milos (2007), encontraram 3,1% de
metileugenol, quantidade bem inferior ao encontrada nesta analise.

Na Figrura 31 consta a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 31 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 271 bar e 33 °C.

A Tabela 13 descreve que 0 nimero de compostos extraidos que comparados ao
apresentado na Tabela 15, em quantidade foi inferior, porém com percentual de extracdo mais
elevado para 0 composto majoritario.
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Tabela 13 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 47°C e 271 bar.

Peak R.T* Composto % total

1 9.944  Eucalipitol 0,21

1 28.653  Eugenol 8.52

2 31.42  Metileugenol 63.26

3 32.805 Biciclo [3.1.1] hept-2-eno, 2,6-dimetil-6-(4-metil-3- 3.38
pentenil)...

4 34.001 Cis-p-Farneseno 7.18

*RT- Tempo de retengdo em minuto

Para esta condi¢do operacional houve uma reducdo dos compostos extraidos, mas o
de maior concentracdo continuou sendo o metileugenol, eugenol e Cis-p-Farneseno com
percentual de 63,26 %, 8,52 % e 7,18 % respectivamente.

Usando extracdo por hidrodestilacdo Zamfirache et al. (2011) em pesquisa sobre a
composi¢do quimica do 6leo volatil de algumas espécies pertencentes ao género Ocimum,
obtiveram com extrato de manjericdo 0,58 % de - Farneseno enquanto que neste estudo com
CO; supercritico obteve-se 7,18 % do mesmo composto.

Na Figrura 32 consta a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 32 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 271 bar e 47 °C.

Observou-se com a Tabela 14 que as modificagdes na condicdo de processo nédo
alteraram a extracdo do composto majoritario, além disso, favoreceu o aumento da extragao.
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Tabela 14 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 40°C e 100 bar.

Peak R.T* Composto % total

1 17.868 Biciclo [3.1.0] hexan-2-ol, 2 - metil -5 - (1-metil-etil) - 2,082
la, 2B Sa)

2 28.923 Eugenol 6.431

3 31.710 Metileugenol 73.848

4 33.134 cis. Trans-a-farneseno 2.956

5 34.325 Isocariofileno 5.969

*RT- Tempo de retengdo em minuto

Para est4 condicdo de extracdo observou-se que ocorreu aumento siguinificativo na
extracdo do eugenol 6,43% comparando com os resultados obtidos anteriormente. Para o
metileugenol este aumento foi de aproximadamente 16% passando para 73,85% de
rendimento, permanecendo este como o principal composto extraido. Utilizando a mesma
condicdo de pressdo (100 bar), porém temperatura mais alta (50 °C), Mazutti et al. (2006) na
caracterizacdo quimica de extratos de Ocimum basilicum L, ndo conseguiram extrair nenhum
dos compostos obtidos neste estudo.

Consta na Figrura 33 a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 33 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 100 bar e 40 °C.

Na Tabela 15 encontram-se as substancias extraidas e identificadas através das
analises de CG/MS.
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Tabela 15 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracdo
Supercritica, aplicando 33°C e 129 bar.

Peak R.T* Composto % total
1 17.862  (-)-4-Terpineol 1.559

2 28.917  Eugenol 9.354

3 31.704  Metileugenol 76.702
4 33.123 trans-a-bergamoteno 1.753

5 34.330 Cis-B-Farneseno 3.105

6 39.623  Isolongifolene didesidro-ciclo 1.085

7 42.089 Biciclo [4.4.0] dec-1en. 2-isopropil-5-metil-9-metileno 1.566

*RT- Tempo de retencdo em minuto

Verificou-se que com este resultado que houve um aumento de 45% na extragéo do
eugenol, aumentando para 9,35%, mas ainda é predominante a concetracdo de metileugenol
76,70%, sendo assim € possivél dizer que baixas condi¢cBes de processso, (temperatura e
pressdo) favorecem a extracdo deste composto.

Zamfirache et al. (2011), em seu estudo andlisaram a taxa de volateis no oleo
essencial de Ocinum basilicum e obtiveram um percentual de eugenol de 19,22% superior ao
encontrado nesta condicdo, porém Cis-pB-Farneseno e metileugenol, os valores foram
inferiores ao encontrado neste estudo , sendo 0, 58% e 0,76% respectivamente.

Verifica-se na Figrura 34 a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.

R

Figura 34 — GC/MS para o cromatograma do 0leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 129 bar e 33 °C.

A Tabela 16 corresponde aos componentes que foram obtidos utilizando 47°C temperatura e
129 bar de pressao, sequénciando as diferentes condi¢des de processo que foram utilizadas
para otimizacao de extracdo do 6leo de manjericdo.
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Tabela 16 - Composicdo quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercriitica, aplicando 47°C e 129 bar.

Peak R.T* Composto % total
1 17.817 L-a-Terpineol 2.220

2 28.877 Eugenol 11.479
3 31.652 Metileugenol 54.042
4 33.043 trans-a—bergamoteno 3.872

5 33.752 Humuleno 1.070

6 34.239 Cis-B-Farneseno 9.085

7 35.131 Germacreno D 1.659

8 41.869 Trans-Cadinol 1.057

*RT- Tempo de retengdo em minuto

Observa-se que esta condicdo de extracdo desfavoreceu a sequéncia de rendimento
que vinha ocorrendo no composto metileugenol reduzindo em 42% o composto ativo, sendo o
valor obtido nesta extracdo de 54, 04%, porém favoreceu ao aumento do eugenol que passou
de 9,35% para 11,48%. Sendo também significativa a presenca do composto Cis-p-Farneseno
9,08%.

Dambolena et al (2010), estudaram a composicdo de 6leos essenciais de Ocimum
basilicum L. e Ocimum gratissimum L., do Quénia, e seus efeitos inibitérios sobre o
crescimento e producdo de fumonisinas por Fusarium verticillioides, obtiveram no
O.gratissimum 0,7% de trans-a-bergamoteno, enquanto que na amostra deste estudo obteve-
se 3,87% . Ainda neste mesmo estudo eles encotraram 12,0% de L-4- Terpineol, na amostra
de O. basilicum, bem acima do encontrado nesta trabalho que foi apenas 2,22%.

Observa-se na Figrura 35 a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 35 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 129 bar e 47 °C.

Com objetivo de andlir e aplicar, Ogendo et al. (2008) verificaram a bioatividade do
6leo de Ocimum gratissimum L. e dois de seus constituintes contra cinco pragas atacando 0s
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produtos alimentares armazenados e assim como nesta pesquisa também obtiveram uma
amostra de 6leo com um percentual de metileugenol superior aos outros compostos presente.

A Tabela 17 mostra a prevaléncia dos principais compostos adquirido na extracao
supercritica.

Tabela 17 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracdo
Supercritica, aplicando 30°C e 200 bar.

Peak R.T* Composto % total
1 10.000 Eucalipitol 1.038
2 17.822 (-)-4-Terpineol 1.815
3 28.894 Eugenol 6.825
4 31.647 Metileugenol 73.042
5 33.043 1.3.6.10-Dodecatetraene, 3,7,11-trimetil-, (Z, E) 3.384
6 33.752 Humuleno 0.7965
7 34.239 Cis-B-Farneseno 7.965
8 35.137 cis-Muurola-4 (14) 5-dieno 0.903
9 41.832 Trans-Cadinol 1.111

*RT- Tempo de retencdo em minuto

Assim como nas extracdes anteriores 0s compostos mais extraidos foram
metileugenol, eugenol e Cis-p-Farneseno (6,82%, 73,04% e 7,96%) respectivamente, porém
em termo de rendimento observou-se uma reducdo na extracdo do eugenol e do Cis--
Farneseno comparando ao rendimento anterior. Isso implica dizer que aumentar a
temperatura, reduz a eficacia de extracdo para estes dois compostos. Para verificar parametros
como o desta analise Carvalho Filho et al. (2006), investigaram a influéncia do periodo e
tempo de colheita, temperatura de secagem em O&leo essencial de manjericdo (Ocimum
basilicum L.) e descubriram que a temperatura de secagem interferia no rendimento de varios
compostos entre eles o eugenol que reduzia de 15,06 % para 9,88 % quando aumentava a
temeratura usada de 40°C para 60°.

Observa-se na Figrura 36 a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 36 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 200 bar e 30 °C.
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A Tabela 18 assim como a 19 e 20, vem mostrar os resultados da cromatografia com

0 compotamento e as substancias extraidas nas condi¢fes de 40°C e 200 bar feitas em
triplicata.

Tabela 18 - Composicdo quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 40°C e 200 bar (1).

Peak R.T* Composto % total

1 17.822 (-)-4-Terpineol 1.541
2 18.675 L-a-Terpineol 0.403
3 28.889 Eugenol 6.811
4 31.647 Metileugenol 84.834
S5 33.048 cis. Trans-o-farneseno 1.516
6 34.239 Cis-B-Farneseno 2.345
7 41.832 Trans-Cadinol 1.187

*RT- Tempo de retengdo em minuto

Diferente do que foi obtido na extracdo utilizando a mesma pressao, mas com menor
temperatura (30°C) a substancia ativa do Cis-B-Farneseno reduziu consideradamente
aumentando a temperatura para (40°C) passando de 7,96% para 2,34%, enquanto que O
eugenol manteve-se sem alteracdo no percentual extraido. Ja o metileugenol teve um aumento
expressivo de 73,04% para 84,83%. Em cordancia com o encontrado no trabalho realizado
por Silva et al. (2004), que analisaram trés espécie de Ocinum, através destilacdo a vapor,
microondas e também do CO, Supercritico, obtiveram o eugenol como um do composto
majoritario na amostra de Ocimum gratissimum, no entanto o percentual que eles extrairam
foi acima do encontrado neste trabalho 73,1%. Na Figura 37 é possivel observar o pico que
evidencia a prevaléncia do metileugenol nas trés condi¢c6es aplicadas no ponto central.
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Figura 37 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 200 bar e 40 °C (1).

A fim de confirmar quais os compostos extraidos, a Tabela 19 mostra o que foi
obtido nas condicdes operacionais estabelecidas para as repeti¢des do ponto central.
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Tabela 19 - Composicdo quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 40°C e 200 bar (2).

Peak R.T* Composto % total

1 17.822 (-)-4-Terpineol 1.541
2 18.675 L-a-Terpineol 0.403
3 28.889 Eugenol 6.811
4 31.647 Metileugenol 84.834
S5 33.048 cis. Trans-o-farneseno 1.516
6 34.239 Cis-B-Farneseno 2.345
7 41.832 Trans-Cadinol 1.187

*RT- Tempo de retengdo em minuto

De acordo com o resultado da duplicata ficam constatado que para esta condigédo de
processo 0 que se pode obter sdo estes compostos prevalecendo 0s mesmos gque no primeiro
resultado, assim como a quantidade obtida.

A Figura 38 mostra a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 38 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 200 bar e 40 °C (2).

A Tabela 20 apresenta o ultimo resultado obtido na analise de cromatografia para as
condicdes empregadas com as repeticdes do ponto central.

Tabela 20 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 40°C e 200 bar (3).

Peak R.T* Composto % total

1 3.557 Eucalipitol 1.525
2 28.900 Eugenol 1.459
3 31.635 Metileugenol 92.933
4 41.792 ()-Epi-Bicyclo Sesquiphellandrene 1.034

*RT- Tempo de retencdo em minuto
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Pode ser observado com esta ultima analise, que entre 0s poucos compostos extraidos
92,93% foi o metileugenol e de eugenol 1,46%. Embora esta seja a terceira repeticdo do ponto
central ela teve um comportamento de extracao diferente do que foi alcancado com as outras
amostras. Uma provavel explicacdo para este comportamento é que esta amostra pode ter
absorvido umidade e isso tenha interferido na extracdo dos compostos nela existente.

Leal et al (2006), obtiveram o extrato de alfavaca por extracdo com CO, supercritico
e o extrato analisado por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama,
apresentou eugenol e B-selineno como componentes majoritarios. O teor de eugenol variou de
35 a 60%, valor superior ao obtido com esta condigéo de processo que extraiu apenas 1,46%.

Representando a ultima ilustracdo dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra, a Figura 39 mostra 0 cromatograma com 0 pico de maior
incidéncia na repeticdo do ponto central.
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Figura 39 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 200 bar e 40 °C (3).

A Tabela 21 apresenta a penultima condicdo que foi estabelecida pelo planejamento
experimental para extracdo do 6leo essencial de manjericéo.
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Tabela 21 - Composi¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 50°C e 200 bar.

Peak R.T*  Composto % total
1 10.000 Eucalipitol 0.409
2 13.525 Linalol 0.573
3 17.822 (-)-4-Terpineol 1.979
4 18.669 L-a-Terpineol 0.467
5 28.886  Eugenol 9.531
6 31.635 Metileugenol 70.174
7 33.037 trans-a-bergamoteno 3.664
8 33.758 Humuleno 0.933
9 34.227 Cis-B-Farneseno 8.145
10 35.114  Germacreno D 1.072
11 36.705 cis-Muurola-4 (14) 5-dieno 0.481
12 41.792 ()-Epi-Bicyclo Sesquiphellandrene 1.005

*RT- Tempo de retengdo em minuto

Aumentando a temperatura de extracdo e fixando a pressdo observa-se que elevou-se
novamente o nimero de compostos extraidos.
Utilizando a Salvia officinalis L que pertence a mesma familia do manjericdo
Aleksovski & Sovova (2007), extrairam o Oleo através da extracdo supercritica com CO, e
usando a mesma temperatura de extracao, obtiveram 0,071 % de L-o-Terpineol e 0,128 % de
(-)-4-Terpineol, valores bem abaixo do extraido na matriz de manjericdo 0,467 % e 1,979 %
de acordo com este estudo.
Observa-se na Figrura 40 a imagem dos fragmentos caracteristicos dos compostos
encontrados nesta amostra.
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Figura 40 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 200 bar e 50 °C.

Como pode ser obervado a Tabela 22 apresenta os parametros encontrados na

cromatografia, para a condic¢do de 40 °C e 300 bar de pressao.
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Tabela 22 - Composic¢do quimica do composto do Ocinum basilicum, utilizando Extracédo
Supercritica, aplicando 40°C e 300 bar.

Peak R.T* Composto % total

1  10.000 Eucalipitol 1.680
2 10.842 1,6-Octadien-3-ol,3,7-dimetil-l ,2-aminobenzoato 0.648
3 13,514 Linalol 0.583
4  17.822 (-)-4-Terpineol 1.756
5 28.894 Eugenol 9.021
6  31.635 Metileugenol 73.651
7 33.037 trans-a-bergamoteno 3.650
8 33.752 Humuleno 0.868
9 34.227 Cis-B-Farneseno 9.021
10 35.120 Germacreno D 1.145

*RT- Tempo de retengdo em minuto

De acordo com os dados da Ultima condicgdo utilizada na aquisicdo do 6leo essencial
obtido da matriz de manjericdo, observou-se que 0 composto majoritario metileugenol
manteve-se na faixa de 70 % sendo o mais extraido, e também o segundo componente,
eugenol mantendo se em torno de 9 %. Ja o terceiro composto, Cis-B-Farneseno teve um
aumento de 9 %. Silva et al . (2004), analisaram a composicao de 6leos essenciais a partir de
trés espécies Ocimum obtido por destilacdo a vapor e de microondas, extracdo com CO,
supercritico, encontram no O. selloi utilizando CO, supercritico 21,20 % de linalol,
quantidade superior ao encontrado neste estudo na espécie de O.basilicum 0,58%.

Carvalho Filho et al. (2006), verificaram que o linalol (68%) é o principal composto
presente nas folhas e inforescéncias de manjericdo, diferente do encontrado nesta analise
0,583%, mas eles também mencionam que a temperatutra usada na secagem pode reduzio teor
composto na amostra.

Na Figura 41 observa-se os fragmentos caracteristicos dos compostos encontrados
nesta amostra.
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Figura 41 — GC/MS para o cromatograma do 6leo essencial de manjericdo obtido por EFSC
em 300 bar e 40 °C.
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4.8 — Composicao quimica dos compostos do 6leo essencial de manjericédo existente nas
amostras obtidos em trés metodologias de extragio

A fim de facilita a compreengdo dos resultados e visualizar melhor comparando
quais foram os principais compostos em contrado nas analises cromatografica, a Tabela 23
apresenta os compostos identificados e quantificados neste trabalho.

Tabela 23 - Composi¢do quimica (composto majoritarios) presentes nos extratos de Ocimum
basilicum L. obtidos com CO, Supercritico, soxhlet e hidrodestilagéo.

COMPOSTO EFSC (%) SOX HID
(%) (%)
Eucalipitol 40 °C - 300 bar 1,68 0,69 -
2.4-Nonadieno - - 1,14 -
L-a-Terpineol 47°C-129bar 2,22 - 0,44
(-)-4-Terpineol 50°C-200bar 198 0,74 074
Linalol 50°C-200bar 0558 1,38 -
Eugenol 47 °C - 129 bar 11,48 4,86 10,19
Metileugenol 40 °C -200 bar 92,93 60,00 74,84
trans-a-bergamoteno 47 °C -129 bar 387 1,17 -
Humuleno 47 °C -129 bar 1,07 0,36 0,62
Cis-p-Farneseno 47 °C -129 bar 908 6,22 435
Germacreno D 47 °C -129 bar 1,66 0,69 0,60
cis. Trans-a-farneseno 40 °C -100 bar 2,96 - 1,34
B|C|_clo [4.4.0] dec-1en. 2-isopropil-5-metil-9- 33 °C -129 bar 157 028 273
metileno
Isocariofileno 40 °C -100 bar 5,97 - -
Trans-Cadinol 40 °C -200 bar 1,19 - -
bis (2-etilexil) metilfosfonato 33°C -271 bar 13,04 - -
2.4.4.6.6.8.8-heptametil-1-noneno 33°C -271 bar 7,33 - -
Acido sulfuroso. ciclohexilmetil tridecil ester 33 °C -271bar 10,94 - -
Acido oxalico. isobutil hexadecil ester 33 °C -271 bar 5,44 - -
Chavibetol (m-Eugenol) 33°C -271 bar 3,04 - -

EFSC = Extracdo com fluido supercritico ; SOX= Soxhet; HID= Hidrodestilac&o

Entre os principais compostos obtidos através da hidrodestilacdo observa-se que, assim como
nos outros metodos utilizados durante pesquisa, eugenol e metileugenol foram os de maior
concentracdo. Chalchat & Ozcan (2008), trabalharam investigando a composicdo do 6leo
essencial comparativo de flores, folhas e caules de manjericdo (Ocimum basilicum L.)
utilizado como ervas, através da extracdo com hidrodestilacdo encontraram apenas 0,18 % de
metileugenol, 0,47% de Germacrene D, valores abaixo do encontrados nesta analise, 74,84 %
e 0.60 % respectivamente.

Com objetivo de avaliar a qualidade de 6leos essenciais isolada de algumas plantas aromaticas
no microondas e através da hidrodestilacdo, entre elas O.basilicum Figueredo et al (2012),
encontraram valores inferiores aos deste estudo exceto para Germacrene D que foi 0 mesmo
percentual 0,60 %. Polites & Milos (2007), encontram 5,9 % de eugenol. Cassel et al (2009),
fazendo uma analise da modelagem de destilacdo a vapor para processo de extracdo do dleo
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essencial de manjericdo, ndo conseguiram extrair a substancia cis-B-Farneseno, enquanto que
neste estudo foram obtido 4,35 % no odleo.
Observou-se na coluna da extracdo pelo método de soxhlet, assim como nas outros métodos
aplicados, o composto de maior extracdo também foi o metileugenol, 60,00%, cis-p-
Farneseno, 6,22 % e eugenol com 4,86 %. Corroborando para o resultado deste estudo Soares
et al. (2007) analisaram a influéncia da temperatura e velocidade do ar na secagem de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) com relacdo aos teores de dleos essenciais e de linalol,
constataram que altas temperaturas podem interferir no rendimentodo de extracdo do linalol,
justificando assim o baixo rendimento deste composto (1,380 %) com esta amostra.
Verificou-se que as trés metodologias utilizadas, ficou comprovada a existéncia em
maior concentracdo para as substancias do metileugenol, eugenol e cis-p-Farneseno no 6leo
de manjericdo. O metodo mais eficiente para obter estas substécias foi a extracdo com fluido
supercritico, pois através deste metodo extraiu-se o maior percentual, seguido da
hidrodestilagdo que também mostrou ser eficiente na otengdo destes compostos.

4.8.1 - Composi¢do quimica dos principais compostos com atividade antioxidante
indentificados no 6leo de manjericédo (Ocimum basilicum).

Os principais compostos responsaveis pela acdo antioxidante identificados nas
andlises cromatograficas estdo apresentados na Figura 25.

Eugenol Metileugenol Linalol
HsCO = HaCO / HO
HO H3;CO

Figura 42 - Estrutura dos compostos quimicos com provavel atividade atioxidante do éleo de
manjericao.

Estes trés compostos foram os principais antioxidantes identificados no 6leo de
manjericdo de acordo com a literatura.

O eugenol apresenta a formula C10H12,0, e que uma das propriedades atribuidas a
ele é amenizar a dor proveniente de careies dentaria. Ele tém como pricipio ativo substancia
que atua como bloqueador da condugdo nervosa que em baixas concentracBes, é capaz de
reduzir a transmissdao sinaptica neuromuscular. Pesquisas mostram que o eugenol inibe a
ciclooxigenase e a sintese das prostaglandinas favorecendo o efeito analgésico e anestésico
(SANSON, 2009). O eugenol é o principal antioxidante encontrado no manjericdo estudado,
porem o metileugenol é um composto estruturalmente semelhante eugenol que é conhecido
por atuar também como um antioxidante. Choi et al. (2010) comprovaram que o metileugenol
reduz lesdo isquémica cerebral pela supressao de dano oxidativo e inflamatério.

Hussain et al. (2008) avaliaram a composi¢do quimica, a atividade antioxidante e
antimicrobiana de dleos essenciais de manjericdo (Ocimum basilicum) e variagdes sazonais,
contataram que o linalol pussui boa atividade antioxidante. Da mesma forma Lee et al. (2005)
na identificacdo dos componentes volateis e suas propriedades antioxidantes em folhas
manjericdo (Ocimum basilicum L.) e de tomilho (Thymus vulgaris L.), exibiram diferentes
quantidades de anti-oxiatividade ativo. Em particular, o eugenol, encontrado em manjericéo e
tomilho, exibiram atividade antioxidante potente, comparavel a do conhecido antioxidantes,
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BHT e a-tocoferol. Considerando a abundéncia desses produtos quimicos aromaticos em
plantas naturais.

O linalol um monoterpeno de formula C,0H130, presente na grande maioria dos
compostos dos 6leos essenciais em varias especies de pantas aromaticas. E um composto de
muita utilidade para a industria cosmética mundial, sendo usado como um fixador de
fragancias e também possuidor de atividade antioxidantes (GALART, et al. 2007). Na
Tabela 24 constam todas as condigdes de processo utlizadas na extracdo supercritica e 0s
compostos quimicos idetificados no CG/MS.

Tabela 24 - Composicdo quimica do (%) de 6leo essencial da folha de manjericdo (Ocinum
basilicum.L)em diferentes condicGes de extracdo, obtidos com CO, Supercritico.

Composto 33°Ce | 47°Ce27l | 40°CelD0 | 33°Ce | 47°Ce | 30°Ce200 | 40°Ce | S0°Ce
271 bar bar bar 129 bar 129 bar bar 200 bar | 200 bar

Chavibetol (m-Eugenol) 3.04

Eugenol 3.34 8.52 6.431 9.354 11.479 6.825 6.811 0.531

Metilengenol 13.13 63.26 73.848 76.702 54.042 73.042 92.033 70.174

Ciclohexeno, 1 - (1,1- 2.77

dimetiletoxi)

Cis-p-Farneseno 2.62 7.18 3.105

Ciclopropanocarboxilico 2.34

2,2.3.3-Tetrametil, éster

octilo

Acido oxalice. isobutyl 5.44

hexadecil ester

O ciclo-hexano, metanol, 2.54

Alfa-metil-. alpha

bis (2-etilexil) 13.04

metilfosfonato

2.4.4.6.6.8.8-heptametil- 7.33

1-noneno

Acido sulfuroso. 10.94

ciclohexilmetil tridecil

ester

Eucalipitol 0,21 1.038 1.525 0.409

Biciclo [3.1.0] hexan-2- 2.082

ol, 2 - metil -5 - (1-metil-

etil) -lo, 2B S5a)

Composto 33°Ce 47°Ce271 | 40°Ce 100 3i°Ce 47°Ce | 30°Ce200 | 40°Ce | 50°Ce | 40°Ce
271 bar bar bar 129 bar | 129 bar bar 200 bar | 200 bar | 300 bar
Dietil ftalato 4.46

cis. Trans-u-farneseno 2.056 1.516
Isocariofileno 5.960

(-)-4-Terpineol 1
trans-a-bersamoteno 1.
Isolongifolene didesidro- 1
ciclo
Biciclo [4.4.0] dec-len. 2- 1.566
isopropil-5-metil-9-
metileno
L-a-Terpineol 2.200 0.403 0.467
Humuleno 1.070 0.933 0.868
Cis-p-Farneseno 9.085 8.145 9.021
Germacreno D 1.659 1.072 1.145
Trans-Cadinol 1.057 1.111 1.187
1.3.6.10-Dodecatetraene, 3.384
3,7, 11-trimetil-, (Z, E)
cis-Muurola-4 (14) 5- 0.903 0.481
dieno
()-Epi-Bicyclo 1.034 1.005 0.585
Sesquiphellandrene
Linalol 0.573 0.583
1,6-Octadien-3-0l,3,7- 0.648
dimetil-1,2-
aminohenzoato

59 1.815 1.541 1.979
53 3.872 3.664
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Observou-se com a Tabela 24 que para todas as condi¢des empregadas extraiu-se
metileugenol e eugenol. Segundo Silva et al. (2004), em sua pesquisa sobre composicéo de

57



Oleos essenciais a partir de trés espécies Ocimum obtido por destilacéo de vapor, microondas e
extracdo supercritica com CO,, eles mencionam que no Sudeste do Brasil, ou seja na regido
naqual foi desenvolvida esta pesquisa, existem quimiotipos de manjericdo que tem
predominancia em sua composi¢do quimica os compostos eugenol, eugenol metilico, sendo
assim este trabalho confima este dado.
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5 - CONCLUSOES

A utilizacdo do DCCR no processo de extracdo do 6leo essencial de manjericdo
utilizando fluido supercritico apresentou eficiéncia, evidenciando que é possivel otimizar o
processo de extracdo de acordo com as respostas apresentadas no gréafico de superficie, que
para tal € necessario aumentar a pressdo e diminuir a temperatura ou diminuir a pressao e
aumentar pressao para maior rendimento.

O maior rendimento foi obtido através da extracdo por Soxhlet (2,39%) seguido do
SC-CO, (0,43%). As diferencas no controle das condigdes operacionais contribuiram para este
rendimento, uma vez que na extracdo com Soxhlet ndo ha controle de temperatura e presséo,
além da utilizacdo do hexano como solvente que facilita a extragdo de todos 0os compostos
existentes na matriz vegetal que, provavelmente, contribuiu no rendimento, porém um extrato
de qualidade inferior comparado ao extraido por SC-CO; e por hidrodestilagdo, sem residuo
de solvente organico.

A modelagem matemaética mostrou que o modelo aplicado neste estudo representou
bem os dados experimentais de acordo com a configuracdo das curvas de cinética de extracao.

Os resultados obtidos nas analises de DPPH e FRAP, mostraram que todas as
condicdes de processo empregadas para a extracdo do Oleo essencial de manjericdo, usando
CO,-SC possuem atividade antioxidante, média de 83, 43 %. Estes dados foram comprovados
através das analises cromatograficas que identificaram os compostos eugenol e metileugenol
como 0s principais responsaveis por esta agdo. Ficou evidenciado que a utilizagcdo de
diferentes condicGes de processo causou reducdo da atividade antioxidante em 44% das
amostras, mas esta reducdo nao inibiu opotencial antioxidante do éleo.

Os principais compostos existentes no 6leo de manjericdo obtidos através das trés
metodologias utilizados foram: metileugenol, eugenol, cis-pB-Farnesene, (-)-4-Terpineol,
Humulene, Germacrene D, e Biciclo [4.4.0] dec-1en. 2-isopropil-5-metil-9-metileno

Considerando o planejamento e a utilizacdo das condi¢des empregadas, obteve-se
como melhor condicdo para aquisicdo do metileugenol, 40 ° C de temperatura e 200 bar de
pressdo sendo este 0 composto de maior destaque em todas as condi¢cdes empregadas, e para 0
eugenol, 47 ° C e 129 bar.
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6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo de trabalhos futuro sugere-se que a extracdo do 6leo seja feita com
capturacdo das substancias volateis que sdo perdidas no momento da transferéncia do extrato
do extrator para o tubo.

E muito importante para area de alimentos que seja feita as anélises de atividade
antimicrobiana, a fim conhecer melhor a acdo das substicias naturais contra o0s
microrganismos patogénicos e deteriorantes.
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Figura 1- Comparagéo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999) a 37 °C e 271 bar.
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Figura 2- Comparagéo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999) a 40 °C e 200 bar.
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Figura 3- Comparacédo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999) a 40 °C e 200 bar.
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Figura 4- Comparacdo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999) a 40 °C e 300 bar.
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Figura 5- Comparacédo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999) a 47 °C e 271 bar.
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Figura 7- Comparacdo dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de
Esquivel et al. (1999) a 33 °C e 129 bar.
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Figura 8- Comparacao dos dados experimentais com a curva ajustada ao modelo de Esquivel et
al. (1999) a 30 °C e 200 bar.
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