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CAPITULO 14. EXTRACAO DE FITOQUIMICOS COM
FLUIDOS SUB- E SUPERCRITICOS E IMPREGNACAO
DESTES EM BIOMATERIAIS
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CIEPQPEF, Departamento de Engenbaria Quimica, FCTUC, Universidade de Coimbra, Rua
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Resumo:

Neste capitulo sao apresentadas as principais vantagens do uso da
tecnologia supercritica na obtencdo de compostos ou fracdes bioativas
a partir de diferentes matrizes vegetais que podem ter aplicacdes na
indastria médico-farmacéutica (como fitoterapicos com as mais diver-
sas agoes terapéuticas), alimentar (como nutracéuticos, estabilizantes,
aromas, pigmentos, espessantes, etc), cosmética (como agentes de co-
loracido, aromas, 6leos, protetores solares, etc) e na agricultura (como
pesticidas naturais por exemplo). Tendo em consideracio a enorme
diversidade vegetal presente na natureza, é referida a importancia
dos estudos etnobotanicos no descobrimento de novos fitoquimicos
e consequentemente nos avancos que tem sido conseguidos na pre-
vencido e/ou tratamento de diversos tipos de doencas. Com o objetivo
de otimizar a extracdo dos referidos compostos bioativos usando flui-
dos supercriticos apresentam-se as variaveis/estratégias de processo
normalmente estudadas (densidade do solvente, uso de co-solvente,
fracionameto, selecao da matriz vegetal e geometria do leito) assim
como o seu efeito no rendimento e seletividade do processo para

compostos/fracdes alvo, através de exemplos especificos de casos
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de estudo com diferentes matrizes vegetais (incluindo residuos agro-
-industriais), nomeadamente a casca de pinheiro, o rizoma de acafrio,
a baga de fruto de sabugueiro, a casca de semente de tara e as flores,
caules e folhas de jambu. Apresentam-se ainda vantagens da integra-
¢ao dos processos de extraciao e impregnaciao/deposicao com fluidos
supercriticos no desenvolvimento de dispositivos médico-farmacéuticos
para libertacio controlada de fitofarmacos, com exemplos de casos de

sucesso ja reportados na literatura.

Palavras-chave: extracio de compostos bioativos; fitofarmacos; im-
pregnacao/deposicao de compostos bioativos; fluidos pressurizados

e supercriticos; aplica¢coes farmacéuticas e biomédicas.

Abstract:

This chapter presents the main advantages of using supercritical fluid
technology to extract bioactive compounds or bioactive fractions from
different vegetal matrices and which may find applications in industries
such as medical and pharmaceutical (as phytotherapics with diverse
therapeutic actions), food (as nutraceuticals, stabilizers, flavors, pig-
ments, thickeners, etc.), cosmetics (as coloring and flavoring agents,
oils, UV-protectors, etc.) and agriculture (as natural pesticides for
example). Given the enormous nature’s biodiversity, this chapter high-
lights the importance of ethnobotanic studies in the discovery of new
phytochemicals and consequent advances that have been achieved so
far in the prevention and/or treatment of different kind of diseases.
Several process variables/strategies that are usually studied in order
to optimize the extraction of those bioactive compounds/fractions
using supercritical fluids are described (solvent’s density, use of co-
-solvent, fracionation, selection of plant matrix and bed geometry)
as well as its effect on the yield and selectivity of the process for
target compound/fractions, showing examples of case studies using
different vegetal matrices (including agro-industrial residues) namely
pine bark, turmeric rhizome, elderberry pomace, tara seed coat and

flowers, stems and leaves of jambu. Finally, the advantages of using
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the supercritical fluid technology to simultaneously extract bioactive
compounds from vegetal matrices and impregnate/deposite those
compounds into polymeric matrices are also described and presented
(providing successful examples already reported in the literature) as
an efficient procedure to develop medical and pharmaceutical devices

for controlled release of phytochemicals.
Keywords: extraction of bioactive compounds; phytochemicals; impreg-

nation/deposition of bioactive compounds; pressurized and supercritical

fluids; biomedical and pharmaceutical applications.
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14. Introducio

14.1. A importancia dos fitoquimicos e sua utilizacao

A busca de cuidados com a sadde mais eficazes, nomeadamente para
o alivio de sintomas e a prevenciao ou cura de doencas, remonta a tem-
pos pré-histéricos, com o descobrimento de moléculas como a morfina,
a atropina, o quinino e a digoxina [1]. A obtenciao de compostos naturais
e suas aplicacoes nas areas alimentar, cosmética, agricultura e médica
(em formulac¢des com pré-dosagem para a promog¢io da saide e com
propriedades terapéuticas para prevencdo ou cura de doencas) data de
muitos anos atras, desde as civilizacdoes Mesopotamica, Egipcia e Chinesa.

A Histéria relata o uso de formulacdes a base de plantas medicinais
em todo o mundo antigo [2,3]. Escritos antigos, como por exemplo os
textos médicos Anglo-Saxoes do século X, relatam o estudo e uso de
plantas, descrevendo formulacdes a base de ervas envolvendo mais
de 250 espécies de plantas, muitas das quais ja testadas em relacio
a sua composicio quimica e propriedades farmacologicas [3]. Alguns
desses produtos naturais ainda sao utilizados pela sociedade moder-
na, e de acordo com a Organizacio Mundial de Satide (World Health
Organization, WHO) cerca de 75% da populacao mundial ainda depende
de medicamentos tradicionais de base natural para cuidado de saude
primario (em paises Asiaticos e Africanos 80% da populacao depende
da medicina tradicional para cuidados primarios de saide). Em muitos
paises desenvolvidos, entre 70 a 80% da populacdo usa alguma forma
de medicina alternativa ou complementar a convencional, como por
exemplo a acupunctura. A Organizacao Mundial de Sadde reconhe-
ce a importancia das espécies utilizadas como medicamentos pelos
Amerindios e recomenda o estudo e avaliacao da sua eficacia através
de ensaios farmacologicos e toxicol6gicos. Nos ultimos anos, a flora
Americana [4] e Africana [5] tém sido estudadas por se reconhecer que
ha uma diversidade inexplorada nestas regides, capaz de levar ao avanco

da cura e tratamento de doencas através da fitoterapia. Os tratamentos
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a base de ervas sao a forma mais popular da medicina tradicional, e
sao altamente lucrativos no mercado internacional. As receitas anu-
ais na Europa Ocidental alcancaram US$ 5 bilides entre 2003 e 2004.
Na China a venda de produtos totalizou US$ 14 bilides em 2005, en-
quanto no Brasil as receitas foram de US$ 160 milhdes em 2007 (WHO).

Muitos dos medicamentos utilizados na medicina desenvolvida nos
paises ocidentais tém por base a medicina tradicional, com mecanismos
de acao identificados muito recentemente. O conhecimento destes me-
canismos proporciona a descoberta de novos compostos bioativos, assim
como o desenho de estruturas similares e posterior sintese [1].

Muitas das informacdes farmacolégicas obtidas sobre plantas medicinais
e alimentos funcionais sio de base empirica e a selecio destas plantas
esta relacionada com as caracteristicas cognitivas, fatores ecolégicos e
historia cultural da populacao (como por exemplo o resultado de migra-
¢des populacionais). Como exemplo pode citar-se o caso de migracdes
da Turquia para a Alemanha que levaram a inser¢do na cultura local de
167 fitoterdapicos (com uso de 79 espécies botinicas) e 115 preparacdes
a base de plantas, assim como outros medicamentos a base de derivados
de animais e minerais. Contudo, e embora a aculturaciao possa acontecer
em caso de migraciao populacional, as comunidades acabam por manter
registos de usos e costumes ancestrais que relacionam o uso de alimen-
tos (alimentos funcionais) e medicamentos naturais com o seu bem-estar
e saude [6]. Um estudo etnofarmacolégico realizado numa provincia do
centro da Italia mostrou que nesta regiao o uso de plantas medicinais
e alimentos funcionais na cultura local sobreviveu a geracdes por esta
provincia estar isolada geograficamente [7].

A busca de novas moléculas bioativas tem feito uso da etnobotinica e
etnofarmacologia a nivel mundial [8]. A Tabela 14.1 mostra varios estudos
etnofarmacolégicos realizados na ultima década, indicando a diversidade
de espécies e substiancias com atividades farmacologicas encontradas em
todo o mundo, independentemente de terem ou nao comprovacao clinica
(apesar de a maior parte dos relatos indicarem aplicacdes médicas espe-
cificas). Desta forma, a flora e a diversidade natural tem um importante

papel no descobrimento de novas moléculas com potencial para serem
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usadas na medicina moderna. Contudo esta enorme biodiversidade nio
se limita a descoberta de moléculas com atividade farmacolégica para
aplicacoes na area da saude, mas também para diversas outras aplicacdes
como suplementos alimentares [9], produtos cosméticos [10], assim como
aplica¢des industriais como pesticidas naturais [11].

Os produtos de origem botanica sao regulamentados de forma diferente
nos estados membros da Unido Europeia, assim como nos demais paises.
Esta regulamentacido esta relacionada com as diferencas na utilizacao do
produto, na aplicacdo cultural e histérica do mesmo e na base cientifica que
suporta a utilizacio e a legislacao local. A regulamentacdo tem sido revista
na Europa, bem como os métodos atuais de avalia¢io da qualidade, efica-
cia e seguranca, e ha propostas para que os produtos de origem botanica
sejam regulamentados em categorias como fitoterapicos ou nutracéuticos
(alimentos funcionais) [12, 13]. No caso dos nutracéuticos, e até ao ano de
2006, nao havia regulamenta¢io para o seu uso na Unido Europeia. As regras
a serem aplicadas nestes produtos sao numerosas pois s20 as mesmas que
para os alimentos em geral. A regulamentacio de nutracéuticos segundo
critérios nutricionais e de promoc¢iao da sadde foram introduzidas na Uniao
Europeia em 2007. Era esperada a sua implementacao em 2010 (alguns paises
da Europa ja aplicam voluntariamente estes coédigos) contudo, as avaliagoes
cientificas sobre a aplicacio de nutracéuticos na saude estio directamente
dependentes de recomendacdes e critérios nutricionais especificos para
cada produto [14], o que atrasa o processo de regulamentacio e legislacao.

A Uniao Europeia tem legislado produtos para uso medicinal através da
Traditional Herbal Medicinal Product Directive (THMPD), como alimento
através da General Food Law Regulation (GFLR) 178/2002, o uso de es-
pécies botanicas através da Food Supplements Directive (FSD) 2002/46/
EC e através das alegacoes de nutricao e saude pela Nutrition and Health
Claims Regulation (NHCR) e na adicido de vitaminas e minerais e outras
substincias para alimentos (Addition of Vitamins and Minerals and Other
Substances to foods Regulation, AVMOSR) adotadas em 2006 [15]. Além
disso a legislacao para alimentos dietéticos, suplementos alimentares ou
novos alimentos pode ser aplicavel a alimentos funcionais dependendo

da natureza do produto e do seu uso [16].
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As etapas e consideracdes necessarias para a introducao de um produto
nutracéutico no mercado, e que vao desde a identificacio da espécie botanica
até estudos de eficacia e validacao cientifica, foram descritas por Gulati et al
[17]. O Center for Drug Evaluation and Research (CDER) da Food and Drug
Administration (FDA) desenvolveu um guia para a induastria sobre a elabora¢ao
de produtos a base de espécies botinicas para fins médico-farmacéuticos,
que com informacdo importante e abrangente desde regulamentacao até
estratégias de marketing para comercializacio do produto natural [18].

O processo de selecio, identificacao e aplicacao final de um produto
botanico é extenso, tal como descrito no diagrama geral de extracao e
separacio de compostos bioativos para aplicacdes farmacéuticas, alimen-
tar ou cosmética, apresentado na Figura 14.1. Além de longo, o processo
apresenta custos elevados. Uma avaliacio realizada pelo FDA em 2003
revelou que somente 21 produtos botanicos foram colocados no mercado
no periodo de 1981 a 2002. De 877 novos fairmacos desenvolvidos, 6%
eram compostos por produtos naturais, 27% eram derivados de produtos
naturais e 16% eram medicamentos sintéticos desenvolvidos a partir de um
modelo de um produto natural [19]. Verpoorte et al [1] também descreve
que os custos de desenvolvimento de um novo farmaco podem chegar a
valores que variam entre 800 a 1000 milhdes de Euros, e para encontrar
um novo farmaco sio testados/estudados de 10.000 a 100.000 compos-
tos, com uma média de 15 anos para o desenvolvimento deste processo.

Um exemplo de estudo foi registrado no Brasil (pais com grande biodi-
versidade), com foco no uso de plantas medicinais com efeitos no sistema
nervoso central utilizadas entre os séculos XVI e XIX. Das trinta e quatro
plantas estudadas, 13 foram registadas em estudos etnofarmacol6gicos em
comunidades modernas Brasileiras e 16 espécies foram estudadas fitoquimi-
camente. Somente oito espécies foram objeto de estudos farmacolégicos na
altura da publicacio, sendo que seis tiveram um pedido de patente. Estes
resultados revelam o potencial de aplicacao das plantas com atividades
farmacologicas e o atual estado da investigacao de moléculas bioativas
para a industria farmacéutica no contexto Brasileiro [20], mostrando que
de um universo de 34 espécies quase 18% foram propostas para se tor-

narem medicamentos de acordo com os pedidos de patentes indicados.
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Tabela 14.1. Exemplos de estudos realizados em varios paises e regides do glo-
bo sobre espécies endémicas e exéticas com indicacdes médico-farmacéuticas.

Marrocos e Espanha)

Paises e Regides Espécies originarias Indicacoes Referéncia
Doencas infeciosas transmitidas
Africa do Sul 33 espécies vegetais | sexualmente como gonorréia, [21]
feridas, verrugas e sifilis
Africa do Sul 90 espécies vegetais Varias [5]
Alemanha 221 espécies vegetais Epilepsia [22]
Argentina 48 espécies vegetais Saude infanto-maternal [23]
Argentina e Chile 22 espécies vegetais Tuberculose [24]
Bosnia e Herzegovina 228 espécies vegetais Varias [25]
Brasil 34 espécies vegetais Doencas do sistema nervoso [26]
central
]?rasﬂ (Monges Benedi- 67 espécies vegetais Varias [27]
tinos)
Coreia, China e Japao 20 espécies vegetais | Problemas no sistema vascular [28]
Equador (grupos
étnicos: Loja e Zamora- |275 espécies vegetais Varias [29]
-Chinchipe)
Europa e Estados Unidos Hp e”fZ:ﬂ” f erfora- Depressao (301
Esp ar?ha (Granada, An- 26 espécies animais Virias [31]
daluzia)
Regulacao da fertilidade em
india 577 espécies mul}.1eres considerz%ndo o efeito (32]
abortivo, contraceptivo, emenago-
go e esterilizante.
India 64 espécies vegetais Cortes, feridas e queimaduras [371
India 40 espécies vegetais Diabetes [34]
Italia Ruta spp. Abortivo e emenagogo, além de 35]
doencas pulmonares
439 espécies ve-
Mediterrineo getais, animais e Varias [8]
minerais
Mediterraneo: Albania, Ar-
gélia, Chipre, Egipto, Ita- |985 espécies vegetais Varias [36]
lia, Marrocos e Espanha
ﬁg{éceolgigz)}i(;:astmcos. 15 espécies vegetais Varias [37]
Mongoélia 152 espécies vegetais Doeng/as. gastrointestinais, derma- [38]
tolégicas e cardiovasculares
Peru 203 espécies vegetais Malaria e leishmaniose [39]
Peru 55 espécies vegetais Virios [40]
Russia 17 espécies vegetais Cancer e antitrombina [41]
Sérvia 69 espécies vegetais D(Eer.lgas gastromtestmals,.derfn‘a- [42]
tologicas e problemas respiratérios
Tailandia 79 espécies vegetais Saude feminina [43]
Tailandia 11 espécies vegetais Herpes virus tipo 1 (HSV-1) [44]
A 1 L. . Hemorragia interna provocada
Tailandia 38 espécies vegetais por E. coli 0157:H7 [45]
Turquia 81 espécies vegetais Virias [46]
Vietname 14 espécies vegetais Malaria [47]
Europa e Estados Unidos Hp erztc::nn f erfora- Depressao [30]
Mediterraneo (Albania, Ar-
gélia, Chipre, Egipto, Itilia,|985 espécies vegetais Varias [36]
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Muitos dos compostos ja isolados tém grande interesse na industria
alimentar e/ou médico-farmacéutica como por exemplo as antocianinas
e carotenodides, ou compostos mais volateis como a canfora, o acido
carnosodico ou o alcool perilico, entre outros. Talansier et al [48] estu-
dou a extracao de compostos bioativos (khusimol, isovalencenol, acido
zizandico e vetivona) a partir de raizes de vetiver (Vetiveria zizanioi-
des) mostrando que estes tém aplicacdes na industria cosmética, mas
também como aditivos alimentares na adicao de aromas em bebidas,
ou para aplicacdes médico-farmacéuticas no tratamento de comporta-
mentos relacionados com deméncia, aumentando a funcio cognitiva e
agilidade mental.

Apds a obtenc¢io do produto este deve estar devidamente caracterizado
e identificado para garantir ao consumidor a distin¢io entre produto
medicinal a base de produtos naturais com finalidade terapéutica, e su-
plementos alimentares a base de plantas com a finalidade de promover
a saude. Coppens et al [15] sugere um formato simples para resumir as
informacoes sobre um determinado produto natural e seus beneficios

para a saude (Tabela 14.2).
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1-2 anos

1-2 anos

1-3 anos

3-6 anos

2-3 anos

Selecgdo da matéria-prima;
Descoberta de compostos;

Selecgdo do método de extracgao;
Optimizagéo para separacao dos compostos

Separagao/fracionamento/purificacéo e Identificacéo
de um composto candidato para analise clinica

Registro da Investigacao de um novo composto bioactivo;
Aplicagido de patente;

Ensaios nao-clinicos:

Testes in vivo e in vivo

“Good laboratory practice” (GLP)

Estudos clinicos (fase I-lil)

“Good clinical practices” (GCPs)

Fase |: testes de seguranca, niveis de dosagens
(20-100 voluntarios saudaveis);

Fase II: estudos de eficacia terapéutica;

Fase lII: verificagao da eficacia, efeitos adversos

Aprovacéo da aplicagéo de um novo composto;
Registro;

Aumento de escala e producgédo: “Good Manufacturing Practice” (GMP)

Regulamentagao, questées econémicas e de propaganda

Figura 14.1. Desenvolvimento de um novo firmaco a base de produto natural
(baseado em Verpoorte et al [1], Braga et al [49] e Newman et al [19]).

14.2. Obtencio de compostos e fracoes naturais

Os compostos bioativos podem ser obtidos por varios métodos de

extracao solido-liquido, liquido-liquido ou utilizando um solvente em
estado supercritico. Apos a obtencdo do extrato € importante identificar
a necessidade de fracionamento e/ou purificacio para a sua utilizacio.
Neste sentido muitos métodos sao otimizados para obter nio somente o
maximo rendimento, mas também para atingirem uma seletividade tal que

a fraciao obtida contenha a molécula ou moléculas com aciao pretendida.
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Tabela 14.2. Resumo de algumas informacoes necessarias para a identificacao
de um fitofairmaco.

Alimento ou com-
ponente de um - Natureza da |Nivel de |Exemplos de
. Indicacio |Dosagem e A . e A -
alimento/composto evidéncia? evidéncia | resultados
bioactivo
Experiéncia a
o . 200 mg/dia |longo prazo; Mantém a
Mirtilo P Trato uri- 8/ 80 b ’ . p
U PN de sumo reduzido Provavel |saude do trato
(proantocianidinas) nario L. p ..
de mirtilo | numero de urinario
casos clinicos
Mantém a sadde
do coracao
Alho Coracao e 600-900 Experiéncia a e do sistema
(compostos organo- | sistema cir- mg/dia longo prazo; |Provavel | circulatério
-sulfurosos) culatério casos clinicos (em relacao ao
colesterol total
e LDL)
. - . Reducio de
Cha verde Desconhe- | Utilizacao Possivel/ eaus
. Cancro . . B riscos de certos
(catequinas) cido generalizada | provavel . ~
tipos de cancer

4 Os niveis de evidéncia sio temporarios e niao sio baseados numa revisao
cientifica sistematica.

b A “Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments” (AFSSA) tem aprovado
0 uso do mirtilo. Baseado em Coppens et al [15].

Assim, neste capitulo pretende-se fazer uma breve descricio de
parte dos trabalhos de investigacio que o Laboratério de Processos
Verdes e Sustentaveis (GSP do inglés Green and Sustainable Processes
Laboratory), do Centro de Investigacio em Engenharia dos Processos
Quimicos e dos Produtos da Floresta do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade de Coimbra tem desenvolvido nos ultimos
anos. Pretende-se enfatizar os trabalhos que visam a otimizacao da
metodologia de extracio usando fluidos supercriticos para a obten-
c¢ao de fitoquimicos a partir de fontes renovaveis, como por exemplo
matérias-primas vegetais e residuos agro-industriais. Também sera
apresentado o desenvolvimento de produtos para aplicacdes médico-
-farmacéuticas (nomeadamente curativos medicados para tratamento
de feridas) com base na aciao de fitoquimicos de base natural, alguns
dos quais foram extraidos e impregnados usando a tecnologia super-

critica em ambos 0s processos.
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14.2.1. Extracao com diéxido de carbono supercritico (scCO>)

Com o objetivo de otimizar o processo de separaciao/fracionamento e
isolamento dos compostos bioativos de interesse, as técnicas de extracio
e as tecnologias desenvolvidas para aumentar a eficiéncia dos processos
de extraciao/separacao tém sido alvo de intenso estudo. A combinacio
de técnicas, mistura de solventes ou solventes alternativos sio constante-
mente apresentados na literatura, assim como o uso de aditivos e novos
equipamentos que promovem maxima eficiéncia [49].

O didéxido de carbono é um solvente considerado seguro, limpo, nao
inflamavel, nio toéxico, de relativo baixo custo, ambientalmente aceite,
nio-poluente em determinadas concentracdes e que pode ser reciclado.
Além disso duas das principais vantagens do uso do diéxido de carbono
em estado supercritico (scCO;) sio o facto de que, sendo um solvente
ligeiramente apolar, favorece a extracao de compostos apolares (pela sua
afinidade com estes) substituindo os solventes organicos normalmente
usados e que apresentam maior toxicidade como o hexano; outra van-
tagem é que a manipulacio do estado fisico do solvente permite que
este seja eliminado do sistema de extracao em estado gasoso, ficando
o produto final livre de solvente, evitando assim etapas posteriores de
separacao do soluto extraido [50].

Neste sentido a tecnologia que utiliza CO; como fluido supercri-
tico ou pressurizado tem mostrado vantagens em relacio as técnicas
convencionais uma vez que permite o processamento a baixas tem-
peraturas, evitando a degradacao de compostos termolabeis, e a
ocorréncia de ligeira acidificacio da matéria-prima no leito de ex-
tracao, através da formacido de acido carbénico, que pode potenciar
a solubilidade de alguns compostos como as antocianinas [51] ou ainda
levar a reducao da carga microbiana do meio [52]. As vantagens da
tecnologia supercritica estendem-se ainda a obten¢ao de compostos
nao sintetizaveis de alto valor agregado, de compostos que possuam
alta atividade biolégica com a minima concentracio, moléculas ins-
taveis térmica ou enzimaticamente, ou ainda fracdes que niao podem

conter tracos de solventes.
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A tecnologia permite ainda o uso de co-solventes, principalmente para
promover a extracio de compostos com maior polaridade, atendendo a
baixa polaridade do scCO; anteriormente referida. Os co-solventes mais
comummente usados sao o etanol (EtOH) e/ou a agua (H,O), que podem
ser usados sem restri¢des, principalmente para aplica¢cdes nas areas far-
macéutica, alimentar e cosmética.

Com o objetivo de reduzir as etapas de selecio e obtencdo de com-
postos bioativos, a otimizacio dos processos de extracio tornam possivel
o fracionamento de um extrato durante o préoprio processo de extracio,
evitando etapas posteriores exaustivas de purificacao de compostos.
As caracteristicas dos fluidos supercriticos destacam-se por possuirem
propriedades intermédias as dos liquidos e dos gases, promovendo a
transferéncia de massa entre a matriz vegetal e o solvente. Além disso,
essas propriedades podem ser controladas com a variacao da pressiao
e temperatura de processo (Figura 14.2), e consequentemente da den-

sidade do solvente.

N
lg .
¢ 8 o .
g Sdlido Liquido
o
o Ponto
critico
/onto
triplo Gas
|

Te=31.05C )
Temperatura

Figura 14.2. Diagrama de fases do dioxido de carbono supercritico.

Além da otimizaciao das propriedades dos solventes, através da
variacdo da temperatura e pressao de processamento, diferentes gra-

dientes podem ser realizados para mudar a densidade do solvente e
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consequentemente a solubilidade de compostos diferenciados neste.
O uso de separadores é comum em equipamentos mais versateis,
contudo outras variaveis podem ser alteradas como o caudal do
solvente, o uso de um co-solvente ou de uma mistura de solventes
pressurizados, ou ainda a varia¢iao sequencial de solventes no siste-
ma de extracao, levando ao fracionamento do extrato de acordo com
a polaridade/afinidade com o solvente utilizado. Diferentes geometrias
de leito podem ainda ser utilizadas, assim como a agitacao do mesmo
ou extracao em contra-corrente, extracio estatica e/ou em continuo
[53]. Os mecanismos de transportes que envolvem este processo
sao semelhantes aos processos de extracio convencionais, sendo o
transporte através da matriz sélida do soluto desejado dependente
da distribuicao inicial dos compostos extrataveis, da distribuicao do
tamanho de particulas no leito de extracao, da geometria do leito de
particulas, da presenca ou niao de agitacio no processo [53]. Assim,
para cada matriz a extrair as variaveis de processo devem ser opti-
mizadas, uma vez que a composicio inicial da matéria-prima, assim
como a geometria e tamanho da particula a ser extraida vao ditar os
mecanismos de transferéncia de massa.

Finalmente, e em relacio aos custos de energia associados ao pro-
cesso de extraciao supercritica, estes podem até ser menores que 0S
custos associados aos métodos tradicionais de extracao com solventes
organicos [50]. Claramente o custo da matéria-prima e do produto final
influenciarao o custo do processo, e neste sentido ja existem varios
estudos que discutem a viabilidade econémica do processo para pro-

dutos naturais [54-56].

14.2.2. Estudo das variaveis de extracao

Devido a sua complexidade, a otimizacio de processos de extra-
c¢do requer a analise prévia de um conjunto de diferentes parametros
que vao desde a identificacio: de potenciais origens naturais dos

extratos/compostos-alvo de interesse; de rendimento e seletividade
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necessarios de acordo com os potenciais produtos/aplicacoes finais;
da estabilidade térmica e quimica dos extratos; de questdes econo-
micas e de mercado; da legislacao envolvida (principalmente no caso
de aplicacOes nas areas alimentar, cosmética e farmacéutica) até ques-
toes relacionadas com o aumento de escala e possiveis problemas de
producao/separacao/purificacao adicionais associados. Estes topicos
ajudam a definir a matéria-prima mais apropriada para ser extraida (e
necessidade de pré-tratamento), a selecao de solventes mais apropria-
dos (em termos de propriedades fisico-quimicas, pureza/composicio
e os riscos potenciais e toxicidade) e/ou a metodologia e condi¢des
operacionais de extra¢iao mais eficientes para cada caso em particular.
Uma vez definidos os extratos/compostos-alvo e questoes relevantes
relativas a sua extracao, é também necessario identificar outros pro-
blemas fisicos, quimicos e de engenharia (por exemplo, o equilibrio
de fases soluto(s)/solvente(s) e questdes de transferéncia de massa),
a fim de otimizar a metodologia de extracio (em termos de rendimento
de extracao e seletividade do composto alvo) e evitar (ou reduzir) o
numero de etapas de separacio e purificacio adicionais. Todos estes
fatores sao igualmente dependentes das condicdes de processamento
(tais como o tempo de processamento, a composi¢cao, a temperatura,
a pressido, a razao de sélido/solvente, taxa de fluxo, e outros modos
de funcionamento e de contato) o que aumenta significativamente
a complexidade destes processos. Finalmente é importante considerar
que, para a obtencio de um composto alvo especifico, é possivel usar
matérias-primas vegetais diferentes assim como diferentes solventes
e metodologias de extracdao. Assim, e embora seja possivel transpor
algumas informacdes uteis adquiridas a partir de sistemas de extracao
ja estudadas, cada novo sistema deve ser sempre considerado como
dnico e, portanto, estudado, definido e desenvolvido de acordo com
essa premissa.

Com esta ideia em mente, apresentam-se em seguida alguns dos pa-
rametros mais importantes a considerar na otimizacio de processos de
extracao assim como o efeito da sua variacao na obtencao de compostos

bioativos a partir de diferentes matrizes vegetais.

569



14.2.2.1. Estudo das condicdes otimas de pressio e temperatura de

processamento

E possivel otimizar o processo de extracio com scCO, para a obtencio
do maximo rendimento dos compostos de interesse se for conhecida
a solubilidade desses compostos puros em scCO,. Com o objetivo de
otimizar as condi¢cdes experimentais de extracido de limoneno e carvona
a partir de folhas de lipia (Lippia alba), os diagramas de equilibrio de
fases para cada sistema binario foram modelados com uma equacio
de estado cubica (Peng-Robinson) [57]. A literatura descreve os ex-
tratos de L. alba como eficazes no tratamento de doencas do sistema
respiratorio, digestivo e neuro degenerativas como Alzheimer. Depois
de identificadas as melhores condicdes para aumentar a solubilidade
destes compostos em scCO;, estas foram utilizadas para o processo
de extracao comprovando que pressoes e temperaturas baixas melhoram
o rendimento para a carvona (~80 bar e 313 K) enquanto condi¢des mais
elevadas de pressido e temperatura aumentam a solubilidade do limoneno
(~120 bar e 323 K), tal como comprovado pela analise quantitativa dos
compostos analisados por CG. Este trabalho apresenta a importancia
do estudo tedérico preliminar, que pode reduzir significativamente os
tempo de ensaios em laboratoério, ainda que tenha que ser considerada
a complexidade da matriz vegetal e o fato de o estudo teodrico envolver

apenas o composto de interesse puro.

14.2.2.2. Estudo do fracionamento do extrato: efeito do co-solvente e

do caudal de solvente no rendimento de extraciao

O fracionamento durante o processo de extraciao tem-se tornado uma
pratica comum pois permite reduzir etapas posteriores de separacio/
purificacio do extrato com solventes organicos, obtendo-se fracoes
enriquecidas no composto de interesse como produto final. Neste
sentido alguns autores tém realizado extracido fracionada em equipa-

mentos com ciclones/coletores, ou através da alteracio de solventes
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(tipo e quantidade de solvente), ao longo do processo de extracio.
A vantagem do uso de um equipamento simples sem ciclones/coletores
¢é ter apenas um sistema de recolha de extratos e uma unica linha de
controle do processo. Os extratos podem ser extraidos primeiramente
com o solvente mais apolar como o scCO;, extraindo compostos mais
volateis, lipidos e algumas ceras. Sequencialmente, no mesmo leito onde
as particulas foram deslipidificadas, é inserido um segundo solvente
(ou co-solvente), que extrai compostos mais polares e de major massa
molecular. Nas aplicacoes alimentares e farmacéuticas a conveniéncia
do uso da agua e etanol reflete-se na facilidade de remocao, nao ha-
vendo riscos de toxicidade por existirem tracos destes solventes no
produto final.

Um estudo do efeito de diferentes co-solventes (e suas misturas)
no rendimento e seletividade de extratos obtidos a partir de rizo-
mas de curcuma (Curcuma longa) foi realizado por forma a otimizar
a extracao de curcumindides, cuja literatura relacionada indica
apresentarem atividade anti-mutagénica e anti-carcinogénica [58].
Os curcumindides sao carotenodides com caracteristicas polares, sendo
necessario a utilizacao de um co-solvente para alterar ligeiramente a
polaridade do CO; e aumentar o rendimento de extracio para estes
compostos. Nesta proposta foram utilizados alcoois como o etanol
e o isopropanol e a mistura destes (em proporcdes iguais), todos
numa propor¢io de 6% em relacio ao CO;. Foram ainda estudadas
duas condic¢des de pressiao de processamento dos rizomas (200 e 300
bar). Como os curcuminédides e seus derivados possuem massa molar
entre 300 e 370 g/mol, o uso de um co-solvente em maior proporciao
e condicoes mais elevadas de pressao (dentro das condi¢cdes usadas
para compostos naturais) sao necessarias. Assim, o maior rendimento
de extrato foi obtido operando a 300 bar, usando como co-solvente
a mistura etanol/isopropanol a 16% (molar em relacio ao CO;)
e baixo caudal (~1x 10> kg/s) para aumentar o tempo de residéncia
do solvente no leito, e consequentemente o contacto com a matéria-
-prima, proporcionando e aumentando a solubilidade dos compostos

de interesse (Figura 14.3).
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Figura 14.3. Curvas globais de extracido de C. longa usando varias condi-
coes de solventes e caudais a 300 bar e 30°C [Braga et al, com permissiao
da ACS [53]].

A fracdo leve do extrato de curcuma, composta maioritariamente por
compostos da familia das atlantonas e turmeronas, apesar de apresen-
tar baixa atividade antioxidante, apresenta citoxicidade seletiva para
as células de cancro de ovario e mama e para células de mama com
resisténcia a multiplos farmacos, assim como atividade citostatica para
as células de pulmio [58]. A relacio da composicio dos extratos com
as suas atividades nao foi diretamente analisada, mas o extrato obtido
nestas condicdes, composto por uma mistura rica em compostos mais
volateis (como as turmeronas e atlantonas) e curcuminoéides, categorizam
os extratos de curcuma como um potencial agente para tratamentos na

area da oncologia (Figura 14.4).
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Figura 14.4. Atividade anti carcinogénica para linhagens de células cancerosas para
Oleo essencial de C. longa: UACC.62 (melanoma), MCF.7 (mama), NCI.460 (pulmio),
OVCAR (oviario), PCO0.3 (prostata), HT.29 (c6lon), e NCI.LADR (mama expressando
fendtipo de resisténcia a multiplas drogas) [Braga et al, com permissao da ACS [58]].

Como exemplo da importancia do fracionamento no processo de
extracdo, refere-se a obtencdo de extratos a partir da casca de pinheiro
(Pinus pinaster), com elevado teor de compostos com atividade antioxi-
dante, como catequinas e epicatequinas, visando valorizar um importante
residuo da industria madeireira em Portugal. O fracionamento consistiu
na realizacao de uma primeira etapa usando apenas scCO; puro como
solvente, até maxima extracido do leito, e uma segunda etapa com uma
mistura de scCO; e 10% (v/v) de etanol (nesta composi¢cio mantem-se o
estado supercritico do solvente) [59]. Este trabalho mostra que os extra-
tos obtidos a partir das cinéticas de extracio sequenciais (Figure 14.5),
apresentam atividades antioxidantes distintas para as fracdes obtidas:
para os extratos mais apolares (obtidos somente com scCO;) a ativida-
de antioxidante variou entre 30 e 60% e para os extratos mais polares
(obtidos com 10% de etanol) os extratos apresentaram atividades antio-
xidantes entre 60 e 90% (Figura 14.6). Estes resultados indicam que o
fracionamento € necessario se o objetivo é obter como produto final uma

fracio enriquecida com compostos antioxidantes [59].
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Num segundo estudo, com a mesma matriz vegetal (casca de pi-
nheiro), foi estudado nio s6 o efeito do fracionamento mas também
da variacdo do caudal de solvente por forma a identificar as condicoes
que favorecem a extracao de procianidinas a partir desta matriz vegetal.
As procianidinas tém recebido muita atencao nos ultimos anos, nas areas
de nutri¢ao e medicina, devido as suas atividades biol6gicas, nomeada-
mente anti-bacteriana, anti-viral, anti-carcinogénica, anti-inflamatoéria e de
prevencao de doencgas do sistema cardiovascular. Atualmente ja existem
produtos no mercado a base de extrato de casca do pinheiro, sendo o
mais conhecido o Pycnogenol®, o qual é vendido em todo o mundo como
suplemento alimentar ou como medicamento a base de ervas.

Os resultados obtidos com este trabalho mostraram que, no caso
de haver fracionamento, o segundo extrato recolhido (2* etapa com
scCO; e EtOH) apo6s a deslipidificacao do extrato (1* etapa com scCO>),
apresentou uma quantidade superior ao dobro de compostos fenolicos
e trés vezes mais o teor de procianidinas, para o maior caudal estudado
[60]. Tal como no estudo anterior, o maior rendimento de extrato foi
obtido com o menor caudal, independentemente de haver ou nio fra-
cionamento, devido ao aumento do tempo de contato do solvente com
a matriz vegetal. Considerando que o solvente esta homogeneamente
disperso no leito, a extracio embora mais lenta, atinge o seu maximo
na razao de solvente/s6lido de 300 (razao massica), confirmando que o
tempo de contacto do solvente com a matriz vegetal é muito importante
para a transferéncia de massa, sendo neste caso o factor limitante do

processo (Figura 14.7).
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Figura 14.5. Cinéticas de extracio de casca de pinheiro. Ensaios realizados a
40°C e ~20 MPa: (O) 1 etapa com CO, e (W) 2? etapa com CO, + EtOH (10%)
[Braga et al, com permissao da Elsevier [59]].
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Figura 14.6. Perfis de inibicio da oxida¢io dos extratos de casca de pinheiro

(obtidos depois de 3h de inibicdo). 1* etapa s6 com scCO; (A) e 2* etapa com

mistura de scCO, + EtOH (10%, v/v) (B) (#) 10 MPa; (®) 15 MPa; (A) 20 MPa;
(®) 25 MPa; (x) 30 MPa [Braga et al, com permissao da Elsevier [59]].

No caso da extracao nao-fracionada foi estudado o aumento do teor
de co-solvente, obtendo-se desta forma uma mistura de solvente hete-
rogénea pressurizada. Os teores de etanol utilizados foram 30, 50, 70
e 90% (v/v) e os resultados mostram uma tendéncia de crescimento da

atividade antioxidante quando se aumenta o teor de etanol, atingindo-se
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o maximo em 70%, com valores de atividade antioxidante entre 70 e 80%
até as primeiras 3h de analise. O decréscimo da atividade observada para
os extratos obtidos com 90% de etanol deve-se provavelmente a extracao
de compostos indesejaveis devido ao alto teor de etanol usado. Os perfis
cromatograficos dos diferentes extratos obtidos confirmam a diferenca
na composi¢cido quimica consoante a propor¢ao do solvente utilizado [60].

Por comparacio dos perfis cromatograficos é possivel concluir que dife-
rentes composicoes de extrato sio obtidas para as diferentes condicoes de
fracionamento e caudais de solventes estudados. Embora os perfis apresen-
tem semelhancas, verifica-se que o fracionamento aumentou o rendimento
de extracio, promovida pelo aumento de concentracio de compostos de

interesse na matriz apos a deslipidificacio da mesma (Figura 14.8).
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Figura 14.7. Curvas de extracio de casca de pinheiro maritimo utilizando trés

diferentes caudais (A baixo; ¢ médio; O alto): (a) 1* etapa scCO;, — 323 K, ~20

MPa; (b) 2* etapa scCO,:EtOH (90:10, v/v) — 303 K, ~25 MPa; (c) Sem fraciona-

mento e usando como solvente uma mistura de scCO,:EtOH (90:10, v/v) — 303
K, ~25 MPa. [Seabra et al, com permissdo da Elsevier [60]].
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A obtencao de extratos ricos em polifendis, antocianinas e alcool perilico
(com atividade anti-carcinogénica comprovada), foi também realizada de
forma fracionada a partir de extraciao de cerejas (variedade saco, endémica
de Portugal). A segunda etapa de extracao (usando como solvente uma
mistura de CO; e EtOH) também originou extratos com maiores teores
de compostos fendlicos, e um acréscimo de 10 a 100% de etanol levou
a um acréscimo consideravel de antocianinas totais maximas com valores
de 0.99 mg de cyanidin-3-glucoside/g de extrato, para 100% de etanol
pressurizado. As maiores atividades antioxidantes foram encontradas nos
extremos das concentracoes de etanol de 10 e 100% (181 e 170 pmol
TEAC/g de extrato, respetivamente) provavelmente relacionada com os
teores de compostos fendlicos e antocianinas presentes nos respetivos
extratos. A maior atividade anti-proliferativa foi encontrada em extratos
com etanol de 60 a 100% [61] que pode estar relacionada a presenca
do alcool perilico e dos compostos fendlicos. A importiancia deste estudo
foi reconhecida tendo este trabalho recebido o 1° Prémio Nutrition Awards
2011, Categoria de Inovacio e Desenvolvimento em Produtos e Servicos

da Associa¢io Portuguesa dos Nutricionistas/GCI, Portugal.

14.2.2.2.1. Estudo do uso de misturas ternarias de solventes

O uso de uma mistura de solventes (frequentemente H,O e EtOH) tem
sido utilizado para atingir a maxima solubilidade/extracao de antociani-
nas, uma vez que pequenas variacdes na polaridade do solvente tornam
possivel alterar a sua seletividade para estes compostos. Além disso,
a acidificacdo do solvente € necessaria para estabilizar estas moléculas e
impedi-las de se oxidarem. Neste sentido a insercao de dioxido de carbono
numa mistura de EtOH/H,0 promovera a formaciao de acido carbénico
em pequenas quantidades, que podem ser suficientes para estabilizar
as moléculas de antocianinas durante a extracdo. Assim, o estudo da
extracdo destas moléculas foi realizado utilizando como solvente com
mistura ternaria de dioxido de carbono, etanol e agua (CO,/EtOH/H,0)

a alta pressao e com temperatura (20.9 MPa e 313K) [51]. A composi¢dao
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das misturas de solvente varia desde proporcoes de 90:10:0 até 0:5:95,
passando por varias composicoes em estado liquido e misturas de liquido-
-vapor. O rendimento das fracdes ricas em antocianinas € variavel, sendo
os maiores valores encontrados, de 20 a 24%, obtidos com as misturas

de solventes com composi¢des 80/1/19, 60/8/32 e 0/20/80.
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Figura 14.8. HPLC com fase reversa de extratos obtidos de casca de pinheiro

maritimo utilizando o solvente CO,:EtOH (90:10) com diferentes caudais: baixo

(7.6 x 1075 kg/s), médio (13.2 x 107> kg/s) e alto (19.1 x 107> kg/s). A concen-

tracao das amostras injetadas foi mantida constante e igual a 40 mg/mL [Seabra
et al, com permissdo da Elsevier [60]].

A tara (Caesalpinia spinosa), espécie nativa do Peru, tem sido utilizada
na industria do curtume pela sua composicio em taninos hidrolisaveis.
As sementes sio fontes de galatomananas e utilizadas como agente
espessante na industria alimentar. Ap6s o processamento do fruto res-
tam ainda residuos agro-industriais como a casca da semente utilizada
para a obtencdo das galatomananas. Este residuo é abundante e foi
explorado para identificar a possibilidade de obter extratos ricos em
compostos polifendlicos com atividade antioxidante. Neste sentido, um

desenho experimental foi proposto para otimizar a mistura de solventes

578



a serem usados na extracio seletiva de compostos fenolicos a partir da
casca da semente dos frutos de tara. Tal como anteriormente, a mistu-
ra homogénea ternaria de solventes envolveu o uso de etanol, dgua e
di6éxido de carbono. Esta mistura foi pressurizada e mantida em estado
subcritico a 313 K e 20 MPa [62]. A Figura 14.9 apresenta o diagrama
ternario de fases para a mistura de solventes proposta, onde se indicam
as concentracoes estudadas e a fase em que se encontram. A utilizacdo
de uma fase homogénea do solvente no sistema favorece a extracao de
compostos de forma também homogénea, evitando que o produto final
possua uma grande variabilidade pela separacao de fases dos solventes
utilizados. Para os extratos ricos em compostos fenélicos foram realizadas
analises de atividades antioxidante (medida pela oxida¢io acoplada de
B-caroteno e acido linoleico) e anti-inflamatéria (medida pela inibi¢do
da atividade da lipoxigenase). Através de um modelo matematico linear
para estudo do rendimento de extratos foi verificado que a agua foi
o solvente mais efetivo para o aumento do rendimento dos extratos.
Um modelo quadratico indicou que a H,O e o CO; tiveram um efeito
antagénico, e que o teor maximo de compostos fendlicos foi obtido
para misturas ricas em etanol. Por fim, um modelo cubico indicou que
a atividade anti-inflamatéria maxima também foi obtida para misturas
etandlicas. Os extratos revelaram também alta atividade antioxidante,
igual a 80% e 70% ap6s 3h e 6h de reacgio, respetivamente. Desta for-
ma, o extrato do residuo do fruto da tara, tem grande potencial para
ser valorizado tendo em conta as suas atividades antioxidante e anti-
-inflamatoria, provavelmente relacionadas com a presenca de compostos

fendlicos existentes na espécie (Figura 14.10).
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Figura 14.9. Representacao da mistura de solvente utilizado com diversas fracoes

molares de CO,-EtOH-H,0: O (0.0-0.4-0.6), ¢ (0.3-0.4-0.3), A (0.6-0.4-0.0); (b) W

(0.1-0.5-0.4), A (0.2-0.6-0.2), ¢ (0.4-0.5-0.1), x (0.25-0.65-0.1), O (0.1-0.8-0.1);

(¢) O (0.0-0.7-0.3), £ (0.3-0.7-0.0), — (0.0-1.0-0.0), e valores de equilibrio de

fases experimental para o sistema ternario a 313 K e 20 MPa, (®).[Seabra et al,
com permissdo da Elsevier [62]].
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Figura 14.10. Resultados representados por curvas de superficies de resposta

para rendimento de extracio, compostos fendlicos totais presentes nos extratos

e valores de ICsy para extratos de casca da semente de tara obtidos por solvente
pressurizado [Seabra et al, com permissio da Elsevier [62]].
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14.2.2.3. A matriz vegetal e a estratégia de extracao

Os compostos extrativeis de interesse podem estar contidos na su-
perficie de uma folha ou no interior de um rizoma, e todo o processo
de extraciao deve considerar os diferentes mecanismos envolvidos em
cada caso por forma a otimizar o rendimento de extracdo [49]. A Figura
14.11 apresenta a estrutura secretora existente na superficie de uma folha
de lipia (L. alba) observada por microscopia electronica de varrimento,
mostrando a sua morfologia e a presenca de estruturas rompidas e in-

tactas mesmo depois do processamento com scCO; [57].
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Figura 14.11. Estruturas secretoras da folha de lipia (L. alba) observadas por

microscopia eletronica de varrimento, 15 kV. (A) Estruturas intactas (esquerda) e

rompidas (direita) antes da extracao, (B) estruturas intactas depois da extracao,

e (C) estruturas rompidas depois da extracao [Braga et al, com permissio da
Elsevier [57]].

Este exemplo mostra a necessidade de optimizacao de condi¢cdes de
processo de extracdo por forma a esgotar o leito da matriz vegetal a ser
estudada, sendo que estas condic¢Oes sao significativamente influenciadas
pela natureza e composicio da matriz vegetal. Os mecanismos de difusao
do solvente no interior da matriz, que definem a eficiéncia da transferéncia
de massa do processo, sio certamente diferentes dependendo da estrutura
da matéria prima a utilizar e que pode incluir cascas do tronco, cascas
e sementes de frutos, rizomas, folhas, caules, flores ou misturas destas.
Algumas estratégias de processamento a considerar que dependem do
tipo de matriz a extrair incluem: o uso de co-solvente (diferentes tipos

e concentracoes) para extra¢ao (com ou sem fracionamento) de compostos
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de maijor massa molecular (tal como ja referido no item 14.2.2.2.1 onde
foram focados os exemplos de matrizes como a casca de pinheiro [59,
60], o rizoma do acafrio [58, 63], a baga do fruto de sabugueiro [61, 64]
e a casca da semente de tara [62] uso de um periodo estiatico no inicio
do processo para matrizes com maior teor de fibras e amido, como o
caso de cascas e rizomas, para garantir a difusao do solvente no interior
da matriz; uso de temperaturas moderadas no caso de rizomas (e.x. aca-
frao e gengibre) para evitar reacdes indesejadas de hidrélise do amido
e acucares em presenca de dgua ou garantir a presenca de dgua na ex-
tracio com CO; para promover a formacao de acido carbonico e assim
estabilizar ou tornar mais eficiente a extracao de compostos sensiveis ao
pH do meio (como é o caso das antocianinas).

Como caso de estudo refere-se a extracio de espilantol a partir da
espécie Spilanthes acmella, vulgarmente chamada de jambu e originaria
da Asia e da América do Sul. O espilantol tem actividade analgésica e tem
sido utilizado em tratamentos dentarios como analgésico, apresentando
também acao anti-microbiana, anti-inflamatéria, diurética, vasorelaxante
e antioxidante [65-68].

Neste estudo foram analisados as flores, folhas e caules de jambu
separadamente, e para cada parte foi estudada uma primeira etapa de
extraccao com scCO; puro, e sequencialmente uma segunda extraccio,
na matéria-prima deslipidificada, usando um co-solvente, como o eta-
nol, a agua ou a mistura destes dois. Os resultados mostraram a alta
selectividade do scCO; para a extracio do espilantol, cerca de 65% (b.s.,
quantificados por cromatografia gasosa, GC) (Figura 14.12), tendo-se
identificado que a maior concentraciao deste composto se encontra na flor
(confirmando o motivo do seu uso preferencial na medicina tradicional).
Os extratos enriquecidos apresentaram uma atividade antioxidante rela-
tivamente elevada que foi associada a presenca de compostos fendlicos
no extrato, sendo a razdo da actividade antioxidante pelo conteudo total
de compostos fenodlicos de quase 93%. Este mesmo extrato apresentou
atividade anti-inflamatéria acima de 50%, para uma concentracio de 20
mg/ml quantificada através de um método indireto da inibicao da ativi-

dade da enzima lipoxigenase [69].
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Figura 14.12. Cromatogramas (GC-FID) obtidos a partir da andlise dos extratos

de flores (posicao superior), folhas (posiciao intermediaria) e caules (posicao

inferior) de jambu utilizando o método da hidrodestilacao (A) e o extracio com
scCO, (B). [Dias et al, com permissio da Elsevier [69]].

14.2.2.4. Estudo da geometria do leito e modelacao da cinética de

extracao

A otimizacao de parametros geométricos do sistema de extracao,

como por exemplo a razao altura/diametro do extrator, é outro
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fator a ser considerado por forma a maximizar os rendimentos de
extracao. A definicido destes parametros permite ainda avaliar a pos-
sibilidade/vantagem de aumento de escala (scale-up) do processo.
O estudo da influéncia deste parametro foi realizado por forma a
maximizar a extracao de curcuminéides a partir de curcuma tendo-
-se concluido que os melhores rendimentos para estes compostos
bioativos foram obtidos com a menor razido altura/didmetro estudada
(igual a 1.8) [63]. A sobreposi¢dio das curvas cinéticas estudadas
para as diferentes razdes altura/diametro estudadas é uma indicacao
de que o controle do processo pode ser feito através das variaveis
do processo (pressio, temperatura e caudal) por forma a aumen-
tar a escala e manter a mesma resposta num processo industrial.
Tendo em conta as vantagens anteriormente descritas, este estudo
foi também feito com fracionamento do extrato constando de duas
etapas, uma primeira com scCO; puro e uma segunda com uma
mistura de scCOj,+etanol/isopropanol (1:1, 50% v/v). Os resultados
mostram que as turmeronas e atlantonas continuam a ser extraidas
no segundo passo, com concentracio semelhante ao primeiro para
as turmeronas e em maior quantidade para as atlantonas. A adiciao
de co-solvente permite quadruplicar o rendimento da extracio para
os curcuminéides quando usado numa concentraciao superior a 50%
(v/v) [63].

Estudos de efeito de escala foram também realizados por forma a
otimizar a extracio da canfora, 1,8-cineol e acido carnésico a partir
de alecrim (Rosmarinus officinalis) usando scCO, como solvente [70].
Estes compostos possuem atividades antioxidante, anti-inflamatéria,
anti-carcinogénica, analgésica e repelente [71]. Neste trabalho, di-
ferentes modelos matematicos foram estudados para descrever as
cinéticas de extracao, tendo os melhores ajustes sido obtidos pelos
modelos de Goto, Sovova e Esquivel [70]. Os modelos matematicos
auxiliam na predicdo dos valores de rendimento de extracio ou de um
composto puro, permitindo avaliar tendéncias e otimizar o processo
de extracido, além de auxiliar o aumento de escala do processo para

equipamentos industriais.
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14.3. Incorporacio de compostos bioativos em matrizes poliméricas

para aplicacdes biomédicas

Ap6s obtencao (extracao e/ou separacio) do composto, ou fracio bioativa,
a partir de determinada matriz vegetal € necessario avaliar a forma mais
eficiente de aplicacao do mesmo visando potenciar a sua acao (terapéutica
ou outra). Algumas das questdes mais importantes a considerar incluem
a protecdo da bioatividade do composto/extrato por tempo prolongado
(evitando processos de oxidaciao e/ou degradacio por radiacio UV-Visivel,
térmica, etc) e o aumento da sua biodisponiblidade, idealmente de forma
controlada, no que respeita a tempo de terapéutica e local de aplicacao.
Virias abordagens tém sido propostas por forma a atingir estes objetivos
através de: i) encapsulamento dos compostos/extratos bioativos em matrizes
poliméricas ou lipidicas [72-76]; ii) mistura (fisica) dos compostos/extra-
tos bioativos com matrizes poliméricas organicas/inorganicas e posterior
processamento através de processos de evaporacio, fusio, etc [77-78]; iii)
absorcao de solucdes de compostos/extratos bioativos em matrizes poli-
méricas organicas/inorganicas seguida da remoc¢iao dos solventes utilizados
[77-78]; ou iv) impregnacao dos compostos/extratos bioativos com matrizes
poliméricas organicas/inorganicas com fluidos supercriticos [63, 79-90].

Esta ultima abordagem tem sido aplicada pelo GSP para a impregnacdao
de diferentes compostos bioativos sintéticos e de base natural, incluindo
fracoes ativas de extratos obtidas também por extracio supercritica. Em
seguida apresentam-se casos de estudo de impregnacao de matrizes poli-
méricas, indicando vantagens do uso de processos integrados de extracio
e impregnaciao usando a mesma tecnologia, para o desenvolvimento de ma-

teriais para aplicacao nas areas médico-farmacéutica, cosmética e alimentar.

14.3.1. Impregnaciao com scCO;

A tecnologia de impregnaciao/deposicio supercritica (em inglés
Supercritical Solvent Impregnation (SSI) ou Supercritical Solvent Deposition

(8SD) apresenta as vantagens ja referidas anteriormente considerando ainda
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que a utilizacao de scCO, para impregnar matrizes poliméricas orginicas/
inorganicas tem o mesmo principio da extracio supercritica no que se refere
a solubilizacio de compostos que tenham afinidade com o solvente neste
estado fisico. Contudo neste caso é também de particular importancia o tipo
e forca das interacio que o scCO; e o proprio extrato/fracio bioativa podem
estabelecer com a matriz de suporte e que vao condicionar o rendimento
de impregnaciao (quantidade total de extrato/fracio bioativa impregnada/
depositada na matriz) assim como a homogeneidade da dispersao do soluto
na matriz (usando como vantagem a possibilidade de controlar a difusi-
vidade do scCO; na matriz em funcao das condi¢cdes de processamento).
Assim, o processo de impregnacio € viavel quando o composto(s)
bioativo(s) é solavel no fluido supercritico e tem interacio preferencial
para a matriz s6lida a impregnar onde fica retido ap6s despressurizacio
do sistema [91]. Durante o processo o polimero incha por acio do scCO,
(o que se traduz num efeito plastificante temporario) e o coeficiente de
particao € favoravel o suficiente para permitir que a matriz polimérica
fique carregada com o soluto, ocorrendo uma dispersao molecular no
interior do polimero, ou apenas adsor¢io a superficie da matriz (incluindo
a superficie dos poros da matriz). A Figura 14.13 ilustra as interacdes que
acontecem no sistema composto bioativo/matriz polimérica organica ou
inorginica/scCO,. As condi¢des de processamento (pressio, temperatura,
tempo de contacto e taxa de despressurizacio) podem ser alteradas para
aumentar a solubilidade do composto bioativo ou o grau de inchamento
da matriz polimérica, o que permite ajustar o processo para cada sistema
a ser produzido, obtendo-se desta forma matrizes diferenciadas, impreg-

nadas com diferentes concentracdes de composto bioativo.
dissolug/ ya\gamento

- — -

plastificagéo

Figura 14.13. Interacdes entre os componentes de um sistema de impregnacao
utilizando scCO,, baseado em Kikic et al, 2003 [91].
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Desta forma varios dispositivos previamente preparados (incluindo
comercialmente disponiveis) podem ser posteriormente carregados nio
alterando assim o processo de fabricacio destes, nem alterando as suas
caracteristicas originais [92].

A tecnologia supercritica pode assim ser usada para simultaneamente
extrair compostos de interesse de uma matriz vegetal e impregnar esses
mesmos compostos numa matriz polimérica orginica/inorginica utili-
zando um unico solvente, permitindo a integraciao de processos (o que
pode levar a diminuicao do custo do processo e do periodo de obtencao
do mesmo) e mantendo as caracteristicas de processo ambientalmente
correto com utilizacao de solventes “verdes” e inertes [93].

Esta vertente tem sido também abordada pelo grupo de investigacio
GSP, que tem usado ambas as tecnologias, ainda que de forma inde-
pendente, para o desenvolvimento de curativos para feridas a base de
compostos bioativos e polimeros de base natural.

Neste ambito, um caso de estudo recente consistiu no uso de um
derivado de quitosano (WN-carboxibutilquitosano, CBC) como matriz
solida de suporte para o desenvolvimento de curativos bioativos apos
impregnaciao com quercetina e timol, compostos naturais que possuem
atividade anti-inflamatoéria e analgésica, respetivamente [80]. A escolha
do quitosano prende-se com o facto de ser um polimero usado para
aplicacdes farmacéuticas (como scaffolds, hidrogéis, filmes, esponjas
e fibras) devido a sua ja provada biocompatibilidade, biodegradabilidade
e atividades biologicas, nomeadamente anti-bacteriana e anti-fangica (com
mecanismos de atuacdo ja reconhecidos), sendo aceite pelo FDA (Food
and Drug Administration) para aplicacdes em pensos para feridas [94].
Além disso este biopolimero pode ser processado com scCO; nas suas
diversas formas, mantendo as suas caracteristicas fisico-quimicas apos
o processamento. Neste trabalho, estudou-se a influéncia de condi¢cdes
de processamento (nomeadamante pressio e temperatura) na quanti-
dade de compostos bioativos impregnados, assim como a influéncia
da interacdo destes compostos com a matriz a impregnar, tendo-se usado
a agarose como biopolimero de comparaciao. A Figura 14.14 apresenta

a curva de libertacio de cada uma das moléculas impregnadas a partir
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da CBC, onde se verifica que o timol é libertado mais rapidamente (por
ser uma molécula menor, e portanto com difusividade favorecida através
da estrutura da CBC, e com maior solubilidade em agua, usada como meio
de liberacao) enquanto que a quercetina apresenta uma taxa de liberacao
mais lenta e portanto mais controlada. A conjugacio de duas moléculas com
biodisponibilidades diferentes pode ser aplicada com a intencao de conjugar
também as suas acdes em beneficio das necessidades do paciente. Desta
forma a aplicacdo farmacéutica pode ser otimizada conseguindo-se uma

acao analgésica imediata e uma acao anti-inflamatéria prolongada no tempo.
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Figura 14.14. Grafico de Higuchi para percentagem acumulada de libertacio de
compostos bioactivos. Espumas de CBC impregnadas com quercetina (®) e timol
(A) a 20 MPa e 323K [Dias et al, com permissao da Elsevier [80]].

Os resultados mostraram ainda que o processo de impregnacio com
scCO, promoveu a microniza¢ao da quercetina (Figura 14.15), o que au-
menta significativamente a solubilidade desta molécula em solucdes aquosas
e consequentemente a sua biodisponibilidade no organismo. Por fim foi
ainda demonstrado que o processamento nao afeta significativamente as
propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas da matriz de CBC e os sistemas
preparados apresentaram adequada permeabilidade a oxigénio e vapor de

agua, com valores tipicos e desejados para curativos utilizados em feridas.
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Figura 14.15. Microscopia electronica de varrimento (SEM) para quercetina,

timol para filmes e espumas de CBC. Amostras impregnadas com scCO, para

quercetina (A) e para timol (B) a 20 MPa e 323 K. Da esquerda para a direita:

compostos bioactivos nao-processados, filmes de CBC impregnados e espumas
de CBC impregnadas [Dias et al, com permissao da Elsevier] [80].

Um outro caso de estudo desenvolvido pelo grupo GSP consistiu na
obtencio de um extrato com actividade anti-inflamatoéria, por extracao
de juca (Libidibia ferrea) com scCO,, e posterior impregnaciao, usando o
mesmo solvente, em diferentes matrizes poliméricas (comerciais e sinteti-
zadas no laboratorio) a base de quitosano, mistura de colageno e dextrano
oxidado e acido hialurénico. A vantagem da impregnacdo do extrato em
vez de compostos puros € que, sendo confirmada a bioatividade da fracio
(composta por uma mistura mais ou menos complexa de compostos dife-
rentes), evitam-se procedimentos posteriores de separaciao e purificaciao
de um composto em particular. Além disso em alguns casos os diferentes
compostos presentes no extrato podem apresentar sinergismo o que po-
tencia a acao do extrato comparativamente a acio de um composto puro.
Devido a multiplicidade de compostos presentes na fracao ativa torna-se
particularmente importante a escolha da matriz a ser impregnada por
forma a garantir que o coeficiente de particio matriz/scCO; seja favore-
cido (tendo em conta que o extrato é soluvel em scCO;, uma vez que foi
extraido com este solvente). De acordo com a Figura 14.16, os maiores

rendimentos de impregnacao foram obtidos usando a matriz de CBC (matriz

589



sintetizada no laboratério) em comparacio com as matrizes comerciais
estudadas a base de colageno e dextrano oxidado (Promogran®) e acido
hialurénico (Hyalofill®). Todos os materiais impregnados revelaram ser
citocompativeis e apresentaram atividade anti-inflamatéria quando testa-
do em macrofagos. Tendo em conta a composi¢ao quimica do extrato é
de prever que esta atividade seja promovida por compostos terpénicos
(como o sitosterol e/ou a lupenona) e/ou acidos gordos insaturados
(como os acidos linoléico, palmitico e estearico) presentes na fracio de
extrato de juca estudada [85].

Nos ultimos anos a tecnologia de impregnaciao supercritica tem sido
cada vez mais usada e para diferentes aplicacdes, principalmente na area
médico-farmacéutica e alimentar, devido as caracteristicas vantajosas
anteriormente referidas (ver referéncias indicadas no Capitulo 8 deste
livro). A impregnacio de compostos puros ou fracdes ativas de origem
natural tem tido um crescimento mais acentuado apenas nos ultimos
anos, provavelmente devido a complexidade acrescida de analise e de
numerosos parimetros a otimizar (principalmente no caso de frac¢oes
compostas por mais do que um componente), mas também devido a di-
ficuldade acrescida na legislacao dos produtos finais obtidos. Contudo,
¢é de esperar que o crescente namero de trabalhos publicados na area e o
conhecimento mais aprofundado dos fenémenos envolvidos, assim como
em técnicas de caracterizacio capazes de comprovar de forma efetiva
a vantagem do processo, venha a facilitar/acelerar o processo de regula-
mentac¢ao, e assim a aplicabilidade da técnica a escala industrial. Alguns
casos de sucesso ja reportados na literatura incluem, na area biomédica,
a impregnacao de artimisinina em derivados de quitosano para o trata-
mento de malaria [79] e de timol em gaze de algodao para tratamento
de feridas [86] na 4rea alimentar, a impregnacio de timol em filmes de
LLDPE [89] e de amido [90] para o desenvolvimento de embalagens com
atividade anti-microbiana ou de acido oleico em particulas de amido
[82] e B-caroteno em poli-(e-caprolactona) [87] para liberacio controlada
de nutracéuticos. Alguns exemplos de estudos de impregnacio de fracoes
bioativas (com solubilidade elevada em scCO;) em matrizes poliméricas

ja reportados na literatura incluem a impregnacao de 6leo essencial de
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lavanda (com atividade biocida) em amido modificado [81], de d6leo de
cipreste (com atividade repelente) em copolimeros a base de acido latico
[83], de 6leo de linho em aerogéis de um polissacarideo da cevada [84] e
de 6leo essencial de orégao em amido [88] visando proteger a capacidade
antioxidante destes Oleos por periodos de tempo mais prolongados na

industria alimentar.
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Figura 14.16. Massa de extrato de juca impregnada em diferentes matrizes po-
liméricas (a 27 MPa e 50 °C). Taxa de despressurizacio a 3MPa min'! (H) e 10
MPa min -1 (B) [Dias et al, com permissio da Elsevier] [85].

14.4. Conclusoes

Com este capitulo pretendeu-se apresentar de forma resumida al-
gumas das estratégias que o grupo de investigacio do Laboratério de
Processos Verdes e Sustentaveis, do Centro de Investigacio em Engenharia
dos Processos Quimicos e dos Produtos da Floresta do Departamento
de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra, tem aplicado com
o objetivo de extrair e caracterizar compostos bioativos (compostos pu-
ros ou fracdes constituidas por misturas de varios compostos) a partir

de diferentes matrizes vegetais (destacando-se a valoriza¢io de residuos
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agro-industriais e renovaveis) que podem ser aplicados como suplementos
alimentares, fitoterapicos, nutracéuticos, cosméticos ou pesticidas naturais.

O capitulo comeca por reforcar a importancia do uso de fitoquimicos
(compostos bioativos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas
para protec¢ido) tendo em conta a sua enorme biodisponibilidade, variedade
e grande diversidade de beneficios que apresentam para a saide humana.
Refere-se ainda o longo percurso necessario para que um fitoquimico dé
origem a um fitoterapico (medicamento obtido exclusivamente a partir
de matérias-primas ativas vegetais) o que implica o conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso (obtidos numa primeira fase através de
levantamentos etnofarmacolégicos de utiliza¢dao), assim como da repro-
dutibilidade da sua qualidade e da sua acio.

Em seguida refere-se a vantagem do uso da tecnologia de fluidos
supercriticos para a extracao, fracionamento, separacao e/ou isolamento
deste tipo de compostos principalmente quando se pretende a sua apli-
cacdo na industria medico-farmacéutica ou alimentar tendo em conta o
carater nao téxico dos solventes usados com esta tecnologia (auséncia
de tracos de solventes organicos toxicos nas frac¢des obtidas e reducao
de etapas posteriores de fraccionamento). Além disso, e através da cor-
reta otimizacao de diferentes variaveis de processo, é possivel aumentar
a eficiéncia e seletividade do processo para determinado composto (ou
fraciao bioativa) alvo. Entre as variaveis de processo normalmente variadas,
e referidas neste capitulo, destacam-se o estudo das condi¢des Otimas
de pressio e temperatura de processamento; o efeito dos co-solventes
e do caudal de solvente (ou mistura de solventes) no rendimento de
extracdo e no fracionamento do extrato; a influéncia da matriz vegetal
(tipo e composicio) na estratégia de extraciao a usar e a importincia
do estudo da geometria do leito e modelacdo da cinética de extraccao
para efeito de aumento de escala e valorizacio econémica do processo.
Por fim descreve-se o uso da tecnologia de fluidos supercriticos como
processo eficiente e seguro para impregnar/depositar os compostos bio-
ativos extraidos de matrizes vegetais em matrizes poliméricas por forma
a prolongar a sua bioatividade e controlar a sua libertacio no meio em

que se pretende que atuem.
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Apesar de serem tecnologias ainda relativamente recentes, espera-se
que as vantagens da extraciao e impregnacio/deposi¢cao usando fluidos
supercriticos permitam, num futuro préximo, reduzir custos inerentes
ao processo de desenvolvimento de novos firmacos ou dispositivos
médico-farmacéuticos através da otimizacio das tecnologias e integracao
de processos (extracio/impregnacao), com o objetivo de desenvolver
produtos de base natural mais eficientes e sustentaveis para a prevencao
ou cura de problemas de satide de amplo espectro deste inducio de
efeito analgésico até ao tratamento do cancro. A simplificacio do pro-
cesso de desenvolvimento de produtos médico-farmacéuticos de origem
natural e reducido de custos associados ao processo podem trazer novas
perspectivas para paises com poucos recursos econoémicos aplicados a

assisténcia social da populacido carenciada.
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