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RESUMO

Na medicina popular brasileira, sementes de gengaleto (Sesamum indicum L) é
um dos mais importantes ingrediente presentes erohdnusado para tratar vitimas de
acidente vascular encefélico (AVE). Porém, o is@ato de extratos de gergelim preto
para fins medicinais usando a tecnologia do fl@dpercritico nédo foi realizado. O ob-
jetivo deste trabalho foi investigar algumas vagiawe processo da extracdo com flui-
do supercritico em sementes de gergelim pretogexea extratos aplicaveis a pesquisa
do AVE isquémico focal. Duas isotermas (40 e 60f8€am exploradas, combinadas
com pressdes de 200-400 bar, em vaz&o méassica deo@€ante de 5,9 x Fkg/s. Os
rendimentos globais foram de 37-53% em base sen@i@ rendimento foi obtido em
60 °C e 400 bar. A composicéo de acidos graxosrowsina elevada razao de insatu-
rados/saturados. A analise de conteudo de fitaste extrato de maior rendimento
revelou maiores quantidades [glgitosterol + sitostanol, colesterol, campesteroam-
pestanol + 24-metileno colesterak5 avenasterol and estigmasterol, enquanto que me-
nores niveis de-5,24 estigmastadienol, brassicasterol, clerosterd5-23 estigmas-
tadienol,A-7 avenasterol, eritrodiol amgt7 estigmastenol foram observados. As curvas
de extracdo das extracbes com fluido supercriticmenor e maior rendimento massico
(200 e 400 bar a 60 °C) foram ajustadas pelos moedid Tan e Liou (1989), Martinez
et al. (2003), Esquivel et al. (1999), Goto e(H93) e Sovova (1994 e 2012). Os mo-
delos de Tan e Liou (1989), Goto et al. (1993) eo8a (1994 e 2012) apresentaram as
melhores valores nominais de somas residuais dadragos. Experimentos pilotos
sugerem que o extrato obtido via fluido superaitie gergelim preto € neuroprotetor
em relacdo a isquemia focal por endotelina-1 ntegdnotor de ratos machos adultos,

observada a reducgéo da area de infarto isquémico.

Palavras-chave: Sementes de Gergelim Preto; Ertream@ CQ Fluido Supercritico;

Acidos Graxos; Fitosteréis, Modelagem Cinética; fdptotecao.
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ABSTRACT

In Brazilian folk medicine, black sesame (Sesamudicum L) seeds is one of the
most important ingredients present in the tea ueetleat encephalic stroke victims.
Nevertheless, isolation of black sesame extracisddicinal finality using supercritical
fluid technology has not been performed. The objeadf this work was to investigate
some process variables of supercritical fluid etiom in black sesame to generate ex-
tracts applicable in stroke research. Two isothérfd@ and 60 °C) were explored,
combined with pressures that ranged from 200-400 diaa constant COmass flow
rate of 5,9 x 18 kg/s. The global yields ranged from 37-53% in bagis. The highest
mass Yield was obtained at 60 °C and 400 bar. attg &cid composition comprised a
high unsaturated/saturated ratio. Chromatograptatyais of phytosterol content in the
high global yield extract revealed higher amouritg-sitosterol + sitostanol, cholester-
ol, campesterol + campestanol + 24-methylene ctesleds A-5 avenasterol and
stigmasterol, while lower levels @f-5,24 stigmastadienol, brassicasterol, clerosterol
A-5-23 stigmastadienol\-7 avenasterol, eritrodiol an7 stigmastenol were present in
the black sesame extract. Overall extraction cufi@s the supercritical fluid extrac-
tion in lower and higher global yields (200 e 4G bt 60 °C) fitted the Tan and Liou
(1989), Martinez et al. (2003), Esquivel et al.9ap Goto et al. (1993) e Sovova mod-
els (1994 and 2012). The models of Tan and Lio@%9),9Goto et al. (1993) and Sovova
(1994 and 2012) presented the best residual susguares values. Pilot experiments
suggest that black sesame extract is neuroprogeédidowing endothelin-1 induced
focal ischemia into the motor cortex of male adatt observing indications that a prej-

udicial cell form for the stroke's status was int@t by the treatment.

Keywords: Black Sesame Seeds; L£8upercritical Fluid Extraction; Fatty Acids;

Phytosterols; Kinetics Modeling; Neuroprotection.
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NOMENCLATURA

b; Parametro ajustavel no modelo de iMexztet al. (T

B Porosidade das particulas do modelGato et al. (adimensional)
dc Diametro do leito (L)

F Massa de alimentacéo (M)

Coordenada axial (L)

H Altura do leito (L)

K Constante de equilibrio de dessodi@modelo de Goto et al.

Kqg Coeficiente de dessorcad)T

Km Coeficiente de particdo que relacionanassas de solvente e matriz vegetal (kg de

planta)/(kg de solvente)

Kya Coeficiente de transferéncia de masgasefluida (T)
Kxa Coeficiente de transferéncia de masdaswsoélida (F)
Mcer Taxa de transferéncia de massa no peri& (@1/T)
Qco, Vazao méssica de GQOM/T)

q’ Taxa de fluxo especifico kg (kg denpa) &

S Area transversal de transferéneiendssa (L2)
t Tempo (T)

tcer Periodo de taxa constante de extracfo (T

tcomb f Tempo caracteristico combinado de transt@aéde massa

treR Periodo de taxa decrescente de exti(dgao

tm Parametro ajustavel no modelo de iMeztet al. (T)

tr Tempo de residéncia

T Tortuosidade (adimensional)

u Velocidade superficial (LT

[0) Parametro adimensional do modelGdw® et al. (adimensional)
X Razado massica de soluto / massablio livre de soluto (M/M)
Xu Concentragao do extrato na plantasatia extracao kg/kg

Y Razado massica de soluto / massalente (M/M)

Y cer Razao massica de soluto na fase fluidsafda do extrator (M/M)
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Introducao

1 INTRODUCAO

1.1 Introducéo

Questdes sociais, econdmicas, ambientais e bia®davorecem o desenvolvimento
de processos para obtencao de extratos livresrdpar@entes quimicos toxicos. E uma
relevante alternativa € a operacado de extracaoflcisho supercritico (SFE, Supercriti-
cal Fluid Extraction), observando que o solventeedapresentar propriedades fisico-
quimicas que facilitem a separacao do soluto amjeeacdo de extracdo. A tecnologia
a cerca da SFE também se mostra vantajosa emdatuagn que 0s extratos contém
substancias termossensiveis, com predisposicaor@aga quimicamente com o0s sol-
ventes convencionais e/ou quando aplicado comaradgorma possivel de absorcao
por seres humanos nas formas de alimento, cosmfiiatacos e etc.

Entre as moléculas em fase supercritica, @ @&€3taca-se pela sua inatividade em
termos de reacdo quimica, sendo uma grande vantagenprocessamento de alimen-
tos, medicamentos e demais produtos que devemntémiono de substancias estranhas.
Além disso, 0 C@ detém relativos baixos valores nominais de tentperecritica e
pressao critica, 0 que se associa a menor gaspeigia para reproduzir as condicdes
criticas operacionais. O G@presenta também vantagens por ter seu precorsimaio
mente viavel e a sua separacdo do extrato nodmptocesso é realizada de acordo que
solvente e soluto migram para a parte despresdara sistema em sistemas semicon-
tinuos e continuos ou pela liberacédo da pressaonemeator ao término de uma opera-
cdo em batelad&AISER, 1996).

O processo de SFE é caracterizado principalmenés peopriedades fisicas e qui-
micas do fluido supercritico, sendo um agente covpriedades caracteristicas de uma
fase intermediaria das fases gasosa e liquidar Enpm do controle das variaveis ter-
modinamicas € possivel administrar a condicao skedapercritica.

O fluido supercritico € aplicado em processos cointencdo de extratos naturais,
fase movel em cromatografia, polimerizagBRUNNER, 2004) impregnacédo de me-
dicamentos em lentes de conté@@OSTA et al., 2010) recuperacdo de metais pesados
de matrizes sdlidas e liquiddésERRERO et al.,2010) separacdo enantiomeéri€eo-
ribio et al., 2006) entre outras.
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A aplicacdo da SFE em relacdo a extracao de predi#turais em conjunto com o
conhecimento popular de tratamento baseado emaplamtdicinais apresenta expecta-
tivas positivas quanto a validacdo deste conhedonpgopular e principalmente gerar
novas alternativas de medicamentos para problerteesneamente graves como a is-
quemia.

O acidente vascular encefélico (AVE) é uma condigéwastadora causada pela
ruptura dos vasos sanguineos (hemorragico) ou @etrucdo por trombdlise ou
embolia (isquémico). Este disturbio neuronal agatioge a cada 40 s e provoca uma
morte a cada 4 minutos nos Estados Unidos da Aen@tidA). A taxa de mortalidade é
de cerca de 40% em todo o mun(tl@OYD-JONES et al., 2009) Sobreviventes do
AVE podem sofrer sérias deficiéncias funcionaigluimdo disfun¢des sensoriais e
motoras, bem como enormes problemas so¢ldi©YD-JONES et al., 2009) A
maioria das vitimas tem comprometimento da capdeidke trabalho e cerca de 30%
dos pacientes com AVE precisar de ajuda com o @uittado(LLOYD-JONES et al.,
2009) Nos EUA, os AVEs custaram cerca de 73,7 bilhGesl@dares em 2010, com
projecdo a 1,52 trilhdo de dolares em 2QBDOYD-JONES et al.,, 2009) Nao ha
nenhuma terapia aprovada eficaz para o AVE alémtistador do plasminogénio teci-
dual recombinado (rt-PA), porém beneficia apengsra paciente@MOSKOWITZ et
al., 2010) Portanto estes fatos sdo a motivacao para a llascamunidade cientifica
de novas drogas neuroprotetoras obtidos a parfiratitos naturais.

Substancias antioxidantes como o sesamol, sesams#saminol e podem ser
encontrados em Sesamum indicunfVLICHITSRANOI et al., 2011). Kiran e Asad
(2008) mostraram que as sementes e 6leo de Sesamum nindictém atividade
cicatrizante consideravel quando administrada pookal ou tépico. O pigmento preto
gergelim obtido por remocdo de matéria, utilizandiclorometano e protocolo
hidrolitico apresentou consideravel efeito antiaxig e antinitrosan{@®ANZELLA et
al., 2012) Demonstrou-se que as sementes de gergelim petsemta maior potencial
antioxidante em relacdo as sementes de gergelme¢®LVA et al., 2011) Somente
a casca das sementes de gergelim também exibewehotpacidade antioxidante
(SHAHIDI et al., 2006).

Shyu e Hwuang(2002) estudaram fracOes de extrato de semente de gergesio
obtido usando hexano seguido de solucdo de metBnetds autores observaram que
essas fracoes apresentaram atividades antioxidanséderaveis pelo método com 2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Bem comoHU et al. (2004) observaram que o0s
2
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extratos de sementes de gergelim preto via SFEam@Eam maiores concentracoes de
vitamina E do que extratos obtidos via extragdo bherano.

Além disso, tem sido sugerido que a farinha deselugada de sementes de
gergelim pode controlar a taxa de glicemia e de pes pacientes de diabetes mellitus
(FIGUEIREDO et al., 2008) Compostos fendlicos presentes no extrato de derden
gergelim preto pode ter importantes acoes na limdezadicais livres, que devem estar
relacionadas a inducdo a morte de células cancasdéT-29 do colon humar{&IM
et al., 2009)

Os acidos graxos insaturados sdo muito importgdes a manutencao do fluxo na
membrana celular. A presenca de acidos graxosumaghits e saturados na dieta tem
implicacbes sobre a sau@elICHA et al., 2010). Foi demonstrado que 0 consumo
excessivo de acidos graxos saturados na dieta @amernsco de doenca vascular,
enquanto que acredita-se que o consumo de acidessyinsaturados € positivo na
diminuindo o risco de doencgas cardiovascul@fE€HA et al., 2010).

Acidos graxos eicosandicos s&o é&cidos graxos mpeditirados, que geram
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos panimdkorios. Estes acidos graxos estéo
envolvidos em reacdes inflamatorias, alergia, dpo@e ser prejudicial para a parede
dos vasos sanguine@dICHA et al., 2010). Yoshida et al. (2007)descobriram que 0s
na semente de gergelim estdo presentes os acigossgtinoleico, oleico, palmitico,
estearico e linolénico.

Os fitoesterodis sdo compostos esteroides difergrati@ssua composi¢cao quimica do
carbono e a presenca ou auséncia de ligacao drifgasterois pode diminuir os niveis
de colesterol LDL, que podem esta relacionados aodiminuicdo da incidéncia de
doencas cardiovasculaf®EINGARTNER et al., 2009).

Medicina popular brasileira sugere que gergeliniop(8esamum indicum L) € um
ingrediente importante em um chd terapéutico péinmas potencialmente acometidas
de AVE. Algumas evidéncias cientificas suportana exicdo(CHOI et al., 2002 e
Jamarkattel-Pandit et al., 2010) Sugere-se quefasitosterol isolado de Aloe vera tem
efeitos angiogénicos terapéuticos em vasos sargglidanificados em esquilo-da-
mongolia submetido a lesdo de reperfuséo isquéf@id®l et al., 2002) Além disso,
tem sido sugerido que o extrato obtido a partiselaentes de gergelim desengordurada
com extragcdo por hexano e metanol, diminui a aceandarte apos oclusdo da artéria
cerebral em ratofJAMARKATTEL-PANDIT et al., 2010) . No entanto, 0 uso dos

processos de extracdo comuns, como remocao daleelppidos com hexano, podem

3



Introducao

comprometer negativamente a obtencdo de compongofescos importantes do
extrato, incluindo acidos graxos insaturados et#@is.

Os produtos naturais estdo milenarmente assocadosa de inUmeros problemas
de saude humandMUKHOPADHYAY, 2000 ), por isso € necessario que os estudos
sobre obtencdes desses produtos naturais obtidosxpacdes sejam direcionados de
forma multidisciplinar, visando a aplicacdo dosraxts em estudos para desenvolvi-
mento de tratamentos graves como o AVE. Além dissizolamento de extratos de
gergelim preto para fins medicinais usando a tegialdo fluido supercritico ndo foi
realizado. Diante deste contexto multidisciplinar @hmbiar os produtos naturais e a
cura do AVE, neste estudo, utilizou-se a tecnoldgfiE para se obter extratos de
sementes de gergelim preto (Sesamum indicum Lag somposi¢cdes de acidos graxos
e fitosterdis, assim como foi realizado estudos gatabelecer parametros cinéticos de

obtencéo dos extratos e aplicacdo em roedoreaduibmetidos a isquemia focal.
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Obtencao de extratos de sementes de gergelim yieet®FE para avaliando rendi-
mentos massicos, estudo cinético de extracao,tearagao em termos de composicao
de &cidos graxos e fitosteroéis, bem como, potemeaaloprotetor em roedores machos

adultos.

1.2.2 Objetivos Especificos

>

% Obter as isotermas de rendimento massico global;

L)

X/
L %4

Determinar os parametros cinéticos de SFE;

%

» Obter as composicdes dos extratos em termos desagiexos e fitosterois;

L)

L)

*

Avaliar potencial neuroprotetor em roedores adudimsmetidos de isquemia

L)

focal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Gergelim-preto (Sesamum indicum L)

Sésamo, também chamado Benne, planta vertical & §8asamum indicum) de
varios tipos e variedades que pertencem a fam@idalRceae, cultivadas desde a
antiguidade pelas suas sementes, que sao utilizadas alimentos e aromatizantes e a
partir do qual um 6leo valorizado € extra(@mcyclopaedia Britannica, 2012)

Sabe-se que do conhecimento popular que a semergerdelim-preto (Sesamum
indicum L.) € um ingrediente fundamental nas rasémedicamentos naturais que sao
indicadas na administracdo por um paciente conmegiaspe ter sido acometido acidente
vascular encefalico (AVE), por isso este fato femeaum indicativo de rota para
pesquisas. Além disso, o0 respaldo metodolégico pEsquisas desse nivel de
abrangéncia se deve também as substancias antitesddentificadas nas sementes de
Sesamum indicum L. como o sesamolin, sesamin esans# (Wichitsranoi et al.,
2011) fitosterois e acidos graxgeNAL et al., 2008) assim como pesquisas mostram
gue as sementes e 0 6leo do Sesamum indicum Lsesppaen consideravel atividade
cicatrizante quando administrados topico ou oratméKiran e Asad, 2008) O
pigmento preto obtido por remocdo de gordura palodimetano e protocolo
hidrolitico otimizado com 6 M de HCl a 100 °C apm®u potentes propriedades
antinitrosantes, bem como bons resultados par@émfia antioxidante por arranjo
radical de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) educéo de ions ferricq®anzellaet
al., 2012) Em relacdo ao gergelim creme, o gergelim-pretesgmta maior potencial
antioxidantgSilva ¢ al.,2011) destacando as cascas da semente do gergelimepreto
a maior atividade antioxidante relatiyg@hahidi et al., 2006) SHYU e HWUANG
(2002) estudaram fracdes do extrato de gergelim-preta@obtia hexano seguida por
solucdo de metanol e observaram que duas das dragiebém apresentaram
consideraveis atividades antioxidantes por arraadioxidativo de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH). A farinha desengordurada $esamum indicum L. contribui
positivamente para o controle da taxa glicémicaesopde pacientes com diabetes
mellitus (Figueiredo e Modesto Filho, 2008)Foi mostrado que o0 sesamolin e 0s seus
metabolitos podem ter uma contribuigcdo importastae antioxidantes em sementes e

Oleo de gergelinfKang et al, 1998) Pesquisas mostraram que 0s extratos de gergelim
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preto possuem compostos fendlicos com a capacidedenpeza radical que podem
estar relacionados com efeito apoptotico em célodaxerigenas de colon humanas
HT-29 (Kim et al, 2009)

2.3 — Extracao supercritica

2.3.1 — Fluido supercritico

O fluido supercritico €, como o proprio nome indiggrincipal agente da extracao
supercritica. Sendo o termo “fluido supercritictilizado para designar a condi¢do de
fase supercritica da matéria.

Para que qualquer substancia atinja a fase sujiEa0Ei necessario que seja obtido
um conjunto de valores nominais de determinadagrigadades. A partir da regra das
fases de Gibbs para uma substancia e apenas rsufaseriticaF = 2 — n + n, sendo
7 0 numero de fasesneo niumero de substancia. Observamos que podenadaerarar
o estado de fluido supercritico por duas variaweisnsivas como a temperatura e
pressdo. Contudo valores nominais minimos dess#ves intensivas sdo definidos
para que a partir deles cada substancia estejaseastipercritica. Estes valores séo
denominados pelo ponto critico de cada substancide observamos a temperatura
critica (Tc), presséo critica g e volume critico ().

Na Figura 2.1, observa-se algumas substanciasseespectivos d, Pc € Vc. Sendo
gue é possivel consultar um vasto contetdo de&utias em handbooks.

Na Tabela 2.1, observam-se alguns exemplos deéswlet com seus respectivos
valores nominais dec] Pc e V.

Tabela 2.1- Valores nominais dec] P: e Vcde algumas substancias

Tc(K) Pc (MPa) Ve (m*/kmol)
H.0 647,096 22,064 0,0559472
NHs 405,65 11,28 0,07247
coO 132,92 3,499 0,0944
CO; 304,21 7,383 0,094

A diferenca de &'s observada na Tabela 2.1 entre dioxido de carleoagua esta
diretamente ligada as forcas intermoleculares. #aagor apresentar ligacées de ponte
de hidrogénio (energia de dissociacdo de uma ligaigsse tipo: 4-38 kJ mb)l

6
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necessita de mais energia térmica para chegar seasigpercritica, enquanto que o
dioxido de carbono apresenta ligagdes dipolo-dipgple sdo consideravelmente menos

intensas.

N\

P
Regido
do
Supercritico
PC

Liquido
Solido

Vapor

/

TC >

Figura 2.1. Diagrama PT genérico ilustrando o plano supeécorit

De acordo que o ponto critico de um substanci@ganehdo, a compressibilidade
isotérmica tende ao infinito, por isso o volume amnobu a densidade apresentam
alteracbes abrupta@IcHUGH, 1994). E analisando pela forma gréafica da funcao
potencial de Lennard-Jones (Figura 2.2), observgueea medida que a pressdo do
sistema aumenta dentro do plano supercritico,arderque as moléculas estdo sendo
sujeitas a diminuicdo da distancia intermolecudansequentemente a energia potencial
intermolecular aumenta drasticamente em funcaoitdacées com a repulsdo entre
nacleos e entre eletrosferas, por isso propriediatissivas como densidade e volume
molar tém seus valores nominais altamente sens&verariacdes de propriedades
intensivas controlaveis como a pressao no planerstipico de fase.

Outro ponto relevante nessa aproximagcao molecularaiieracdo do caminho
livre médio molecular de tal forma que as proprigade transporte como difusividade
e viscosidade, assim como a densidade apresentamess/antermediarios das fases

liquida e gasosa. Proximo ao ponto critico, o fiuigin densidade e difusividade similar
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a do liquido, assim como a viscosidade semelhad@sayases, conferindo apreciavel
poder de solvatacao e elevada difusivid@@itRVALHO Jr, 2004).
N

]

Energia Potencial Intermolecular

>

Figura 2.2. Gréfico de energia potencial intermolecular derlagd-Jones.

Distancia Intermolecular

O valor nominal de d do diéxido de carbono torna esta substancia reteyaara
extracdo de substancias termossensiveis, bem coopriguades como a inércia
quimica também favorece a exploracdo no campo alioie e farmacéutico. Bem

como, é uma substancia barata, ndo inflamavel,dsnie e adquirido em alto grau de

pureza MUKHOPADHYAY, 2000) .
2.3.2 — Extracdo com fluidos supercriticos e pararnres de processo
2.3.2.1 - Densidade
A densidade ) € uma propriedade intensiva que seu valor nomig@alesenta o
guanto de massa (m) ocupa o valor nominal unitigigolume (V) de uma determinada

substancia. Representando, também, a no¢ao doshesiivres médios dos 4&tomos ou

moléculas desta substancias.

m
P=v (2.1)
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O poder de solvatacdo de um fluido supercriticarétaimente relacionado com a
densidade, que por sua vez é, geralmente, cordrgbed alteracbes nos valores
nominais de temperatura e, principalmente, presgigistema. Entdo, por meio do
controle da densidade € possivel simular e/ou ituibsis propriedades de inUmeros
solventes organicos como hexano, metanol, clorego ntetileno e cloroférmio
(GOODSHIP et al., 2004)

Para relacionar as variaveis intensivas temperapuessao e densidade, se sugere
que seja utilizadas equacdes de estados a fimtderdear os valores de densidade do
solvente e/ou da mistura solvente-sollBRUNNER, 1994)

2.3.2.2 - Pressao

A pressao (P) exercida por um fluido é definida coanforca normal (f5ma)
exercida sobre uma unidade de area (A) da superfi@i qual o fluido se distribui
(SMITH et al., 2007) Ja para um ponto especifico de afcaa pressao é definida
como(MORAN et al., 2006)

F
=i ()
Essa forca normal € devido a transferéncia de mlzaie de movimento ocorrido em
funcao das colisdes contra a superficie. Assim casnaropriedades de transporte como
a difusdo, condutividade térmica e viscosidade resgsio também depende dessas
colisbes(MAHAN et al., 1995). Portanto é necessério atencdo aos sistemas endolv
fluidos supercriticos, pois elevadas pressbes oapli em elevadas forcas o que
consequentemente gera cuidados peculiares na athagdio e projetos operacionais

dos processos que envolvem este fluido.
2.3.2.3 — Solubilidade

Tal como a diferenca de temperatura para a tra@msfexr de calor e a diferenca de
presséo para a transferéncia de quantidade de motama forca motriz do fendmeno
de transporte de massa € a diferenca de concemttagdspécie quimica. Contudo, esta

transferéncia de massa é limitada pelas condicéegaquilibrio. E a solubilidade
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consiste na quantidade de uma espécie quimicagmente de uma amostra vegetal,
dissolvida no solvente supercritico que passa gg& meio vegetal, por exemplo.

Para estudar o equilibrio de fases e diante daleaidpde em termos de substancias
presentes numa amostra vegetal, geralmente umalagede empirica € adotada.
Contudo, esta abordagem compromete negativameapeogeitamento de informacdes

experimentais de um sistema para o(M&IRELES, 1999).

2.3.2.4 — Processo de extracao supercritica

Tratando-se de SFE em matriz sélida vegetal, adlwsupercritico atravessa no
sentido ascendente ou descendente a matriz vegetafjada numa coluna e o processo
€ operada em modo semi-continuo ou semi-bateladgug a matéria-prima vegetal
permanece fixa na coluna enquanto esta € atraegsda corrente material de €0
Além disso, temperatura e pressdo, também, sddadoamonstantes e selecionados de
acordo que o fluido supercritico tenha capacidade ektrair o0s solutos
(MUKHOPADHYAY, 2000) . CARVALHO JR et al. (2005) mostrou que a relacéo
entre parametros geométricos e de processo comsangi@s amostra vegetal, vazao
massica do fluido supercritico, altura do leito i@ntktro da coluna devem ser
observados pois relacionam-se matematicamentepatalanca de escala da SFE.

Observando que na SFE a transferéncia de massaudie da matriz vegetal para o
meio no qual esta o fluido supercritico ocorre p@io dos fenbmenos de conveccéo e
difusdo, que podem ocorrer simultaneamente. P&admeno convectivo predominar
€ necessario que a amostra vegetal esteja prepaceEtpadamente em termos de
distribuicdo granulométrica e umidade. Contudo,sapd tempo que o0 processo foi
desempenhado, os efeitos difusionais sdo fundameptaa obtencdo de solutos
provenientes de células intactas da amd&ARVALHO JR, 2004).

BRUNNER (1994)observou que quando o fluido supercritico entracentato com
a matriz solida, a estrutura celular dilata-se mimlii a resisténcia a transferéncia de
massa, com isso ocorre a solvatacdo, podendo esdida por reacdes. Por fim, com
destaque para a difusdo, o soluto é transportadogpauperficie da matriz e entdo sao
arrastados na fase fluida pelo solvente supemétic modo continuo.

Outro ponto de relevancia é a interface meio presslo com meio ambiente
determinado por uma valvula, onde ocorre a suhitdg de pressédo (P) da solucéo,

sendo esta uma expansao isentalpica (H = const&pr isso havera a possibilidade

10
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de congelamento na regido da valvula pela quedachrwe temperatura
aquecimentoE o coeficiente de Joi-Thomson (1) € que descreve o comportame

da temperatura (Tgla solucdo na regido de estrangulamento da v. e é definido
como(CENGEL et al., 200¢):

_ <6T> 23
W =35/, (2.3)

Onde: a temperatura diminui eu;r > 0, aumenta em,; < 0 e se mantém constal
parau;; = 0. Na Figura2.C ilustra a curva de inversé(ch]T = 0) para coordenad:

reduzidas.

Ty 7

Y
i
Pg

Figura 2.3. Curva de inversao, onqyr = 0, para coordenadas reduzidas. Adap
a partir déSMITH et al. (2007).

2.3.2.5 -SFE em leito fixc
Paraum extrator com geometria cilindrice transferéncia de massa uimensional

axial, na auséncia de reacdes quimicas, o balanco de sob perspectiva descriti
euleriana é dado poR¢drigues et al., 20):

Fase fluida:
a—Y+ua—Y=i< aYa—Y) &Y (2.4)
at dZ 0Z 0Z €
Fase sdlida:
X 9 X J(X,Y)
5 =7l a%)‘m (22)

11
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Onde:

Y e X = razBes massicas de soluto na fase solidsefluida respectivamente;

U = velocidade intersticial da fase fluida;

t = tempo;

Z = dire¢ao axial;

¢ = porosidade do leito;

Kp = coeficiente de particéo;

J(X,Y) = taxa de transferéncia de massa na irderabstrato sélido/solvente;

Day = coeficiente de dispersao axial;

Dax = coeficiente de difus&o efetivo.

Resolvendo as equagbes 2.4 e 2.5, encontram-squagdes que descrevem as
curvas globais de extracdo, que sao ferramentadafuentais para o projeto de
equipamentos para a SFE.

SegunddCABRAL (1993), estas curvas podem ser divididas em trés etapas:

| - Etapa CER (taxa constante de extracao), emagsigperficie exterior do sélido
esta recoberta por uma camada de soluto;

Il - Etapa de taxa decrescente de extragdo, ondecorrer da SFE, porcdes da
camada de soluto foram removidas; e

lll - Etapa difusional, em que a mistura solutovsate supercritico se difunde na

matriz solida.
2.3.2.6 — Modelos mateméticos para as curvas globale extracédo
2.3.2.6.1 — Modelo de Tan e Liou (1989)

Neste modelo, a difusdo ndo é considerada no poas extracdo, além disso,
adota-se a hipotese de que o processo € predompaaladessorcdo de analitos da
matriz vegetal e entdo a transferéncia de massaeata interface com uma cinética de
primeira ordem.

Balanco de massa na fase fluida:

(’)Y+ oY 1-9 aX -
gpo-tupo- = £)ps o (2.6)

12
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Balango de massa na fase soélida:
J = —kgX 2.7
ot d ( . )

Para solucionar as equaces 2.6 e 2.7, foram adotadseguintes condicdes iniciais

e de contorno:

Y(h,t=0) =0 (2.8)
Y(h=0,t) =0 (2.9)
Y(h,t=0) =X, (2.10)

Aplicando 2.8, 2.9 e 2.10 em 2.6 e 2.7, obtém-smuwacdo 2.11, que € a razao
massica do extrato no solvente na saida do exegatduncao do tempo da extragéao.

1—c¢ kqeH
Y(h=H,1) = — XO%[exp< du ) - 1] exp(—kqt) (2.11)
Observa-se que a inconsisténcia entre as equagdes 211, pois para t = 0, na
equacao 2.8 tem-se Y = 0, ja na equacéo 2.9 omérmsslsixo%s [exp (kC‘TSH) — 1], 0

que indica um possivel erro na resolucéo das eqaai@®balancos materiais.

Para determinar a massa de extrato em fungdo dpoterasolve-se a seguinte

integral:
t
m(h = H,t) = fY(h = H,t)Qco,dt (2.12)
0
1- HS
mh=H )= 2017 €y Ps l1 _ exp (kd c p)l [exp(—kqt) — 1] (2.13)
kg ¢ p Qco,
Sendo:

S = Superficie de transferéncia (m?)

2.3.2.6.2 — Modelo de Goto (1993)

Este modelo considera que as particulas da magetal sdo porosas e possuem
geometria planar com espessura desprezivel. Cam asslessor¢cdo € 0 mecanismo
predominante no processo de transferéncia de nutEss®luto da particula para os
poros e entdo difusdo deste soluto nos poros. # piastas consideragdes, a equacao

de transferéncia de massa € dada por:

13
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0X pa ula 0° poro 4

B poros el B) rticula _ X—er (2.14)
oX y X i

particula ] <x ros ( part1cula>> (2.15)

Sendo:
B = porosidade da particula;
h = coordenada da particula.
Resolvendo as equacdes 2.14 e 2.15 obtém-se adeqRd®, que € a equacdo da

massa de extrato em funcdo do tempo do modelaotie et al. (1993)

E"' 1- B)] XoPsQco,

0 G leo (e S)-1]+ |t —e (2 ]} e1e

m(h = H,t) = [

Sendo:
=2 (b + b —1c)

a, =%(—b —+/b? —4c)

Ao (1-¢)o
B+ (1= P)K]e(ar — ap)
¢ $(1—¢)
T B+(A-PK + T
_ ¢
B+ A -P)K)e
¢ = kpapt

14
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2.3.2.6.3 — Modelo de Sovova (1994)

Sovova (1994)desenvolveu este modelo para descrever o fluxal @k fluido
supercritico através de amostra vegetal moida emexinator cilindrico. O soluto
encontra-se no interior das células vegetais e fiaet exposto devido rompimentos em
paredes celulares ocorridos na cominui¢cdo. Com s&xtrato é divido em soluto de
facil (Xp) e dificil acesso (¥. Apos a extracéo depXo processo se torna predominado
pelo fendmeno difusivo ao longo que ¥ extraido. Observa-se, também, que este
modelo emprega os coeficientes de transferénciaadsa na fase fluida relacionado ao
periodo CER (taxa de extragdo constante) e deféerénsia de massa na fase soélida
relacionado a etapa de extracédo gdeldminada por processo difusivo.

As equacdes dos balangos materiais para um elem@mb@triz solida séo:

Fase solida:
0X

—ps(1—8) - =JXY) (2.17)

Fase liquida:

oY
pU- =] (X,Y) (2.18)
Sendo:

J(X,Y) = kya(Y* — Y)para X > Xy (2.19)
J(X,Y) = kxaX (1 - %) para X < Xy (2.20)

A partir das solucbes analiticas das equacdes €.220, obtém-se a curva de

extracdo dada pela seguintes equacoes:

m(h = H,t) = Qco,Y"[1 — exp(—Z)] parat < tcgr (2.21)

m(h = H,t) = Qco,Y*[1 — tegrexp(Zy — Z)] paratcgr <t
< tcer (2.22)

m(h=H,t) =m {X - Y—*ln [1 + ex (%) - 1] ex [WQCOZ (tcer — t)] (X—p)} ara
) S0 T p v Y mg; CER X, p

t > tpgr (2.23)

15
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Sendo:

mgKyap

7=—"""""—
Qcoz(l - 8)ps
mgiKxa

Y=e,a-9

(XO exp [WQCOZ (tcgr — t)] - Xk]

7 ZY* | mgy
= n
v Xy — Xk

)

N mg X,

WX
. . N mg; | Xy + Xp exp (_Y*O)
FER = UCER n
WQo, Xo

2.3.2.6.4 — Modelo de Esquivel et al. (1999)

Este € um modelo empirico no qual foi aplicado piiamente na obtencdo de extrato de

casca de azeitona. Este modelo tem a curva de&atdescrita pela equagéo 2.24.

t
€ = €lim (k_-}-t) (224)

Sendo:
e: razao entre massa de extrato e massa de sglvente
em: razao entre massa de extrato e massa de soh@tgepo infinito de extracao;

k: parametro ajustavel.

2.3.2.6.5 — Modelo de Martinez et al. (2003)

Este modelo considera o sistema de extracdo comsisiema multicomponente. A

curva de extracdo é dada conforme a equacao 2.25.

16
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Qco, HA;

1 1
mi(h =H,0 = ue {1 + exp[bi(tmin — O] 1+ exp[bitmi]} (2.25)

Sendo:

¢ = porosidade do leito de particulas;

h = coordenada axial do extrator (m);

H = Altura total do extrator (m);

Qco, = Vazdo massica da fase fluida (kg/s).

Martinez et al. (2003)utilizou este modelo para modelar a curva de S&Bleo-

resina de gengibre.
2.3.2.6.6 — Modelo de Sovova (2012)
Este modelo é resultado de modificacéo feita POVOVA (1994) na equacéo

publicada porPAPAMICHAIL et al. (2000) para extracdo de 6leo essencial. Esta

equacao considera que hd interacdo entre o solutoariz sélida. A curva de extracéo

€ dada por:
"Kpt
n=Xy|1—exp —qt—m (2.26)
1+ comb,f
ty
Onde:

n: Rendimento da extrag&o kg/kg;

X, Concentracdo do extrato na planta antes da éxtikgkg;

q': Taxa de fluxo especifico kg (kg de plantd) s

K. Coeficiente de particdo que relaciona as massasolyente e matriz vegetal (kg de
planta)/(kg de solvente);

tcomb,f - t€MPO caracteristico combinado de transferé&heimassa;

t.: tempo de residéncia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 — Selecao das operacdes de extracbes

As extracdes via SFE foram realizadasSpe-ed™ SFE (Allentown, PA, EUA) mo-
delo 7071 da Applied Separations (Figura 3.1), Eclpcom compressor Schulz mode-
lo CSA 7,8 volume interno de 19,7 | da Schulz SJgirgville, SC, Brasil), cilindro com
CO, com 99.9% de pureza da Linde Gases (Belém, PAijlBreecirculador Polyscien-
ce F08400796 (Nilles, lllinois, EUA) e medidor dazéo de C®na saida do sistema
Alicat Scientific M 5SLPM (Tucson, AZ, EUA). Sendo que as extracOes foranizeeal
das em duplicata.

Figura 3.1 - pe-ed™ SFE modelo 7071 da Applied Separations, Inc.
J& as obtencdes de oOleo volétil a partir de hidtiddedo foram realizadas em apara-
to convencional clevenger composto por manta deawopento, baldo de vidro, con-
densador, tubo coletor graduado e frasco coletor.

3.2 — Aquisigdo, pré-tratamento e caracterizagdo dearametros das amostras
3.2.1 — Aquisicao da amostra

As amostras consistem de sementes de gergelim-guetdoram adquiridas como
produto comercial Novalimento (Sao Paulo, SP, Brasovenientes de cultivos reali-
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zados no estado de Sao Paulo no Brasil, senddprpra cultivadas sementes (Figura
3.2) para registro do testemunho de uma amostrisluseu Paraense Emilio Goeldi
(Belém, PA, Brasil) sob o registro de MG: 204755.

o
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-

»':Z \ [! ‘
}* M 4 ‘ i _p’-,‘ i'
\" ¢ ) f -” ’:

Figura 3.2 - Sementes e planta deé}gelim-preto (Sesamun mdicuutilizadas neste

trabalho.
3.2.2 — Pré-tratamento (cominuicdo e secagem)

A amostra foi pré-tratada cominuida em moinho (&éanodelo TE-631/3, Brasil) e

submetida a secagem a 45 °C por 6 horas.
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3.2.3 — Determinacao da umidade

A determinagao da umidade foi realizada utilizandwa balanca de umidade com
precisao de £0,01% (Shimadzu, modelo SHI-MOC-12Bxidsil).

3.2.4 — Determinagéo do didmetro médio das particas

O peneiramento convencional é inadequado paraeantieb¢cdo da granulometria
das particulas desta matéria-prima devido sua ddewieosidade. Por isso a analise
granulométrica para determinagdo do didmetro méd#oparticulas foi realizada pela
medida visual por microscépio eletronico (Kalinuchieology, model KLN-J500, Chi-
na) e software Micro-Measure de diametros de 24ficpgas. Sendo que essas particu-

las foram peneiradas previamente e ficaram reddas as malhas de 16 e 28 mesh.

3.2.5 — Determinacao de densidade aparente, dengi@areal e porosidade do leito

A densidade aparentp,) foi determinada pela razdo entre massa de ampstoa
volume do leito. Assim como a densidade reglfpi determinada por picnometria em
gas hélio (Quantachrome, modelo Ultrapyc 1200e, JJSA a porosidade do leite) (

foi determinada pela equacéao (3.1).

Pa
e=1-= 3.1
o (3.1

3.3 — Extracao supercritica
3.3.1 — Selecéo dos parametros de processo dasapdes supercriticas

Para a obtencdo do extrato de gergelim-preto (Sesamdicum L.), a selecdo das
variaveis temperatura e pressao foi realizada alémealizar uma varredura em dupli-

cata nas isotermas de 40 °C e 60 °C combinada®saalores de pressao de 200, 250,
300, 350 e 400 bar.
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3.3.2 — Procedimentos técnicos para as SFEs
3.3.2.1 — SFE para determinacao das isotermas denckmento global

A extracdo exaustiva é realizada de acordo comuEseia a seguir:

| - A partir do momento em que 0 conjunto instrutakesta conectado ao forneci-
mento elétrico e as valvulas inlet’s, outlet’'s etvestdo fechadas e as valvulas micro-
métricas parcialmente fechadas, acopla-se a cderextracdo (Figura 3.3) devidamen-
te preparada com a amostra na base de 5 gramasnpareoluna com dimensdes altura
32,5 cm e didmetro 1,4 cm, utilizando-se algodda paitar a migracdo de particulas
da amostra para os capilares do equipamento, &ssima utilizou-se esferas de vidro

para preencher o volume restante da coluna.

Algodao

Sementes de
Gegelim Preto

~ Algodao

Esferas
de Vidro

Figura 3.3 —llustracéo do leito da coluna preparada pararagio.
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Il - Em seguida, verificam-se possiveis vazamentsspontos de conexdes entre co-
luna e dutos do equipamento por meio da liberagd@@ para o sistema e entdo, com
a temperatura do banho termostatico sinalizand®d mestvalor desejado, inicia-se a
compressao do sistema pela rotacdo manual da aaeubressédo do ar até atingir o
valor da pressdo de operacdo observada no momtsisttma de pressdo. Enquanto
isso, a temperatura da valvula micrométrica esigramada no valor de 90 °C estimado
verificando-se que no valor de 85 °C, ainda ocolotrucao no duto de saida da corren-
te material por congelamento previsto pelo efeitdaule-Thomson;

Il — Logo, inicia-se a extracdo por meio da coetagdo tempo divido em duas eta-
pas: a) etapa estatica ou batelada desempenha8@ minutos em que a valvula outlet
esta fechada; b) com o frasco coletor devidameatdgetificado acoplado na saida do
duto com uma saida especifica para @ G€guir exclusivamente para o medidor de
vazao, inicia-se a etapa semi-continua desempergmdi horas marcadas a partir do
fim da etapa estética, e entdo se abre a valvtlet,caté o inicio da despressurizacdo do
sistema. Ressaltando que o frasco coletor devensstddo em um banho térmico para
captura das substancias volateis, assim como adlequancidéncia luminosa devido
substéancias fotossensiveis;

IV — Completando o tempo de extracdo, segue-segdespressurizagcdo em que a
valvula de fornecimento de GQ@ara o equipamento é fechada de forma manual; a va
vula de pressédo do ar é rotacionada gradativanmensentido anti-horario até o limite.
Em paralelo, manuseiam-se as valvulas outlet eomiétrica para manter a vazéo do
CO,; em 2 I/min até que o valor de 0 seja observadeisar do monitor do sistema de
pressao;

V — Com o sistema completamente despressurizatig-se o frasco coletor para
verificar a massa de extrato. Entdo, armazenaesgrato em temperatura de aproxima-
damente -15°C e protegido de incidéncia luminosa,;

VI — Realiza-se a limpeza do equipamento utilizandanateriais adequados como
alcool etilico, a seringa que acompanh&e-ed™ SFE e CQ gasoso para limpar os
capilares na linha de extracdo, assim como deteErgesutro e escova para limpar a
coluna de extracao, observando os cuidados derpagg&e do equipamento.

Os experimentos foram realizados em duplicata.
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3.3.2.2 — Extracdo supercritica em modo de cinéticke extracao

Para o estudo da cinética de extracdo superchitiphcou-se o experimento relativo
a temperatura de 60°C/400 bar e 60°C/200 bar,nesies experimentos observaram-se
0 maior e menor rendimento, consecutivamente, emotele massa de extrato, sendo
que, também, amostras do extrato obtido nas cdeslig0°C/400 bar foram destinadas
aos experimentos para verificar o potencial arfkdmnatorio do extrato apds isquemia
cerebral focal induzida em ratos adultos, pesgesta realizada sob coordenacao do
Professor Doutor Walace Gomes Leal, coordenaddratdoratorio de Neuroprotecéo e
Neurorregeneracdo Experimental do Instituto de €@@nBioldgicas da Universidade
Federal do Para.

As curvas globais de extracdo (OECs) foram obtadasirtir de 6,02 g de amostra
por experimento, correspondendo a um leito de®,5le altura (H) e 1,4 cm de diame-
tro (d). Sendo mantido o tempo de extracdo estatico&@oo, coletando-se amostras
em seis intervalos de 10 min, dois intervalos den2® e trés intervalos de 30 min no
periodo semi-continuo da SFE. E vazdo maéssica deigh@l a 5,9x10 kg/s. Sendo

gue os experimentos foram realizados em duplicata.

3.3.2 — Medida da massa de extrato

A massa do extrato € medida por meio de métodadtianagravimeétrico indireto, em
que utilizando uma balanca analitica (Astral Cferatj Edutec, modelo FA 2204C série
1004030, PR, Brasil) com precisao de 0,0001 gfivarse a massa do frasco coletor
antes e apoés a extracdo, considerando a diferengaadsas registradas como a massa

do extrato obtido.

3.3.3 — Calculos de rendimento em termos de massa

Para determinar os rendimentos, foram aplicadosiezdmentos de porcentagem

considerando as umidades das amostras, calculandimmento massico em base seca.

Rendimento Massico _ Mg
em Base Seca

100 =0 (3.2)
Mamostra X (W)

Onde:
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mg € a massa do extrato em gramas;
Mymostra € @ Massa da amostra em gramas antes da extragéao;

U é a umidade percentual da amostra.

3.4 — Obtencéo de 6leo volatil a partir de hidrodegacéo

A extracdo por hidrodestilagéo foi realizada coreebao método 962.17 deODAC
(1997) onde a partir de 100 g de amostra de sementerdelgn-preto com as condi-
cbes de umidade e granulometria das amostrasadiaiznas SFE’'s com 220,1 ml de
agua destilada num baldo de vidro de 500 ml. A andet aquecimento fornece calor
suficiente para que a agua entre em ebulicdo ® ent@por das mistura € direcionado
ao condensador e assim o0 extrato mais agua comtensao capturados no tubo coletor
graduado. Por fim, verificou-se a partir das pdiadies e densidades a separacédo do
Oleo volatil da fracdo remanescente no tubo colgtaduado. Sendo que este experi-
mento foi desempenhado em 2 horas e foi realizadduplicata.

3.5 — Caracterizacfes dos extratos

3.5.1 — Determinacéo do teor relativo de acidos gxas por cromatografia a gas

A composicao porcentual relativa de acidos graxosiéterminada pela conversao
em ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGSs) delaccom o método deodrigues
et al (2010) utilizando cromatdgrafo a gas Varian modelo CB038coplado com de-
tector de ionizacdo em chama (DIC) e coluna ca@iR®il 88 de 60 m de comprimento,
diametro interno de 0,25 mm e espessura do filn®2eum da Varian Inc.

Foi injetado 1 pl, sendo que gés hélio foi utilizammo fase movel com vazéo de
0,9 ml/min e o DIC e o injetor (split ratio 1:108)250 °C. A programacéo de tempera-
tura da coluna foi desempenhada de 80 °C por £raméao elevada para 205 °C com 4
°C/min.

A identificacdo dos picos individuais de &cidosxgsafoi realizada com base em pa-
drdes (Nu-check-prep Inc, EUA). Assim como, utilizee o software Varian Star 3.4.1
para calcular os tempos de retencéo e areas dos [@s resultados foram expressos

com percentuais relativos de acidos graxos tdbeterminacéo do teor relativo de aci-
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dos graxos por cromatografia a gas em todos oategtobtidos para elaboracédo das

isotermas de rendimento global de 40 °C e 60 °C.

3.5.2 — Determinacao do teor relativo de fitoester® por cromatografia a gas

A andlise quantitativa de fitoesterois foi reali@ate acordo com o método Ch 6-91
da AOCS (2004)em uma amostra de extrato obtida nas condicOesa@prais de
60°C/400bar. Os resultados foram expressos em rpeaie relativos de fitoesteroéis

totais.

3.5.3 — Modelo experimental de isquemia focal e ti@mento por extratos de semen-

tes de gergelim-preto (Sesamun indicum L.)

Para testar os efeitos neuroprotetores do extkdidoonas condi¢cées operacionais de
60°C/400 bar, foram tratados ratos machos Wistattasd O peptideo endotelina-1
(ET-1) foi microinjetada no cortex motor do rato @eordo com o protocolo descrito
por Santos et al. (2012) e Agnati et al. (1991 microinjecao de ET-1 trata-se de um
modelo de isquemia focal bem estabelecido. Forahzaalos grupos controle para
comparagao.

Para a analise histopatoldgica, os cérebros foiasechdos, crioprotegidos e entao
cortados no criostato em sec¢des transversais carm2ie espessura. Sendo que violeta

de cresila foi utilizada para verificar o perfistolégico.

3.6 — Modelagem

3.6.1 — Calculo de densidade

As densidades do GQoram calculadas pelo programa Term@gOARVALHO Jr.
et al, 2004),com manual disponivel na tese de doutoradCARRVALHO Jr . (2004)

3.6.2 — Vazao massica de GO

Para determinar a vazao massica de @@saida do sistema o fluxo foi controlado

para que a vazao volumétrica fosse mantida em epacamente 2 I/min e entdo apli-
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cou-se na equacédo 3.4 os dados de vazbes volumsétridensidades calculadas pelo
programa TermoD{CARVALHO Jr. et al, 2004) a partir de temperaturas e pressoes
de CQ na saida do sistema SFE, fornecida pelo medidead&o da Alicat Scientific
acoplado no sistema de exaustéo do solventpeed™ SFE, com as densidades de-

terminadas de acordo com o topico 3.6.1.

Mco, = Pco, X Qco, (3.4)

3.6.3 — Calculos da taxa de transferéncia de massgarametros cinéticos

As curvas globais de extracdo (OECs) foram usades ggustar um spline de duas
retas de acordo com o protocolo descritoRodrigues et. Al. (2003) Este método foi
utilizado para calcular os parametros do periodtara de extracdo constante (CER):
taxa de transferéncia de massa do periodo CERRf{M a duracdo do periodo CER
(tcer). O aplicativo desenvolvido p@antos (2007)oi empregado para estimar estes
parametros. A taxa de transferéncia de massa dtoswh fase supercritica na saida do
extrator (Ycer,sp foi obtida pela razéo entredwk spe vazdo massica médiadg)) para

o periodo CER.

3.6.4 — Ajustes em curvas dos dados dos experimenm modo de cinética de ex-

tracao

Para a modelagem das OECs, foram usadas as cimetisas obtidas no menor e
maior rendimento global (200 e 400 bar, a 60 °A3).curvas foram ajustadas pelos
modelos délan e Liou (1989) Martinez et al. (2003) Esquivel et al. (1999)Goto et
al. (1993) Sovova (1994 Papamichail et al. (2000)modificado porSovova (2012)
Os parametros ajustados foram o0s seguintes: octo@B de dessorcaogjkpara o
modelo deTan e Liou (1989) os parametros empiricos bi e tmi do modelo logieo
Martinez et al. (2003) o K para o modelo desquivel et al. (1999)da constante de
equilibrio de dessorcao (k) e o parametro adimeasippara o modelo d&oto et al.
(1993) o periodo de taxa constante de extraga@)(e o coeficiente de transferéncia de
massa da fase fluida (Kya) para o mod8lwvova (1994)e Km é o coeficiente de

particdo entre massa de planta e solvente (kgg)ldky solventéy, teomn i€ tempo
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combinado caracteristico de transferéncia de mass®& o tempo de residéncia no
modeloSovova (2012)
Para cada ajuste foi verificado os valores nomidas somas residuais dos quadra-

dos (RSS) para avaliar qual modelo apresenta majhste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizagdo das matérias-primas

4.1.1 — Sementes de gergelim-preto (Sesamun indicium)

A amostra de sementes de gergelim-preto seca engiaiapresentou 3.95+0.23%
de umidade, densidade rep))(de 1160+10 kg/thkg/m3, densidade aparente;)(de
1117 kg/m3 e porosidade do leit) e 0,037.

J& o diametro médio das particulas foi dex?19*+0.00015 m.

4.2 — Processos Extrativos
4.2.1 — Hidrodestilagéao
N&o foram obtidos extratos mensuraveis nos endaibédrodestilacao.
4.2.2 - SFE
4.2.2.1 — Isotermas de rendimento global
4.2.2.1.1 - Determinacao da vazdo massica e densidado CQ na saida do sistema
SFE

A vazdo massica média determinada foi de 5,9%Js. J& as densidades calculadas
podem ser obsevadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 -Densidades calculadas por meio do software TermoDi.

Temperatura (°C) Pressao (bar) Densidade (kg/ms3)
40 200 830,062
40 250 885,720
40 300 928,359
40 350 963,071
40 400 992,394
60 200 694,410
60 250 774,141
60 300 831,426
60 350 876,280
60 400 913,183

27,66 1,02 1,80434
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4.2.2.1.2 — SFE em sementes de gergelim-preto ($esa indicum L.)

Os fendmenos de vaporizacéo e solubilizacdo preserat extracdo supercritica ca-
racterizam o desempenho desta operacdo. Onde Hzz@d©@ consiste na migracao de
moléculas da amostra da matéria-prima numa fasgeosada para a fase expandida do
solvente supercritico, assim como a solubilizagddléculas da matéria-prima devido
interacdes soluto e solvente em funcdo de promtesdao sistema que as moléculas
estdo envolvidas. A ocorréncia da associacéo gaperizacao e solubilizacdo caracte-
riza a natureza intermediaria do estado fluido sufieco (LUQUE de CASTRO et
al., 1994) A compressibilidade isotérmica tende ao infimiacordo que as condi¢des
se aproximam do ponto critico, portanto a densisadéa drasticamente e a solubilida-
de das substancias em £€upercritico (S-C¢) depende de diferencas de volume livre
entre 0 soluto e o S-GOe das forgcas intermoleculares entre S/SECQ, S-
COy/soluto e pares soluto-soluto na solu@&HUGH e KRUKONIS, 1994). A den-
sidade do S-C9eé estimada a partir das duas variaveis intensivas pressao e tem-
peratura, contudo € necesséario também que sejdfitadas as interacbes extrato de
semente de gergelim-preto/S-£@&endo essas interagdes observadas por medi¢cbes de
solubilidade de extrato de semente de gergelinef8eCQ e/ou por meio das isoter-
mas de rendimentos globais obtidas nos experimel@SFE. As isotermas de rendi-
mento global de 40 °C e 60 °C sdo mostradas naa-gl. Observa-se que 0 maior e
menor valores nominais de rendimento massico faramexperimentos desempenha-
dos em 60°C com 400 bar e 60°C com 200 bar comsamgnte.

Outra observacéao a partir da Figura 4.1 é quegrassoes entre os valores nominais
de 200 a 332,5 bar, o efeito da densidade de [@€valece e a isoterma 40 °C tem o
maior rendimento global massico. Entretanto a pd€eti332,5 bar a 400 bar o efeito da

presséo de vapor predomina em termos de rendirgiiial massico.
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Figura 4.1 —Isotermas de rendimento massico global versusgwetass SFE'’s.
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Figura 4.2 —Isotermas de rendimento massico global versus dehsidas SFE’s.
Ja na Figura 4.2, observa-se a limitacdo da SREdeeisidade para os trés primeiros

pontos em ordem crescente de cada isoterma, esgd@aldb ponto relativo ao experi-
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mento 60 °C e 200 bar sendo o de menor rendim@&vidalo menor valor nominal de
densidade. Assim como, nédo foi notado avango efetvrendimento do extrato a partir
da pressao de inversao para a isoterma de 40 8€rvalndo que a prevaléncia do efeito
da pressao de vapor ndo resulta em ganhos podiivqaesito massa de extrato, ja que
h&a um rendimento percentual global em base secémdédses trés experimentos de

49,51% com desvio padréao de +0,2%.

4.2.2.2 — Cinética da SFE

Os parametros operacionais selecionados paraizaga da SFE em modo de ciné-

tica foram conforme a descricdo apresentada na 8c82.2

4.2.2.2.1 — Modelagem

Os resultados dos parametros de transferéncia stearfaam: Meg = 3,74 x 10 kg
st tcer= 2820 s e ¥er = 0,00497 (200 bar e 60 ° C) epd = 1,11 x 10 kg s?, teer =
2160 s e ¥er = 0,01474 (400 bar e 60 ° C). Em ambos os casggljree de duas retas
forneceram o0s ajustes mais adequados em relag8pliae de trés retas. Houve um
aumento de 2,9 vezes emcM quando a pressao foi aumentada de 200 para 400 bar
Para a modelagem das OECs, o modeldsd® et al. (1993)apresentou o melhor
ajuste com menor soma residual dos quadrados (R88)p pode ser observado na
Tabela 4.2. J4 o0 modelo &vova (2012)gapresentou um melhor ajuste das OECs em
relacdo ao ajuste implementado pelo model&deova (1994) O modelo deTan e
Liou (1989). O modelo deesquivel et al.(1999) ndo apresentou um bom ajuste para
os dados experimentais. Os parametros ajustadtesmasdelos sdo aplicaveis apenas
para as nossas condi¢cdes experimentais. O modeMadinez et al. (2003) ndo
apresentou RSS significativo. Os melhores ajustt&oepodem ser observados na
Figuras 4.5 e 4.6.
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Tabela 4.2 -Parametros dos modelos cinéticos.

Modelo

Parametros - 60 °C — 200 bar Parametro€60400 bar

Sovova 2012

Sovova 1994

Tan and Liou

Martinez et al.

Esquivel et al.

Goto et al.

ik = 2,1684+0,08354

t«:omb,/tr =0,95
RSS = 0,00207

der=47 min
kya = 0,0049 &
RSS = 0,0698

k= 0,01051+0,0008 mih
RSS = 0,02915

b= 0,01098+0,00023 min
tmi = -2863,49+70,47 min
RSS =0,18681

K = 46,33349+5,93 min
RSS =0,42185

¢ =0,01
k = 0,87768+0,01036
RSS = 3,02009x1®

K=4,86862+0,21232
Eomb,/tr =0,95
RSS =0,00422

Eer= 36 min
Kya =0,0171 8
RSS =0,3071

K4 = 0,03332 miit
RSS = 0,08374

b =0,02622+0,00034 min
mt = -1206,83+9,90 min
RSS =0,25585

K =17,404297
RSS =0,48662

¢ = 0,00017
k = 0,00503+0,00006
RSS = 9,3923x1®
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Figura 4.5 — Dados experimentais e ajustes obtidos nas casligferacionais de
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60°C/400 bar.
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4.3 — Composicao dos extratos via SFE de sementes gkrgelim-preto (Sesamun

indicum L.)

4.3.1 — Determinacédo de acidos graxos por cromatagra gasosa

Na Tabela 4.3, observa-se os perfis de acidos gnage extratos obtidos nas SFE’s
em modo exaustivo. O conteudo total de 6leo deatxtie gergelim-preto variou entre
0,007 a 50,02%. Acido caprilico (C8:0) foi obsemwadm todas as condi¢des
operacionais e na condicdo de 300 bar com 60 °@btala a mais alta concentracéo de
C8:0, enquanto a concentracdo mais baixa foi erembmina SFE de 400 bar com 60 °C.
Tracos de acido céprico (C10:0) foram obtidos rasligdes da 200 bar com 40 °C,
400 bar com 40 ° C e 400 bar com 60 °C, o mesmobservado para acido laurico
(C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitoeiC16:1), acido margarico (C17:0),
acido linolénico (C18:3), acido arachidico (C20:&3ido behénico (C22:0) em todas as
condi¢des operacionais de extracdo. Os acidos graxmo-insaturados (MUFAS) que
apresentaram maiores concentracdes em todas agdmmde extraccoes foram, em
ordem decrescente, 0 acido palmitico (C16:0) eoaestlearico (C18:0). Ja em relacdo a
acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), o acidoldéiico (C18:2) deteve a maior
concentracdo, seguido pelo acido linolénico (C1&\8xalise do perfil de 4cidos graxos
do extrato de gergelim preto indicou uma relac@vaela de insaturados/saturados.
Quantidades significativas em ordem decrescentePdé&As e MUFAs foram
observadas. As quantidade de acidos graxos presems extratos obtidos em
40°C/250bar e 60°C/250bar sao similares aos rdsslabtidos poCorso et al. (2010)
exceto pela presenca de acido caprilico e auséeciacidos linolénico nos extratos
obtidos neste tratalho, bem como a auséncia de &eldénico em extrato obtido neste
trabalho nas condi¢des de 40°C/250bar.

De acordo com os resultados observadoXKediey et al (2007) certos isdmeros do
acido linoleico conjugado estdo relacionados com etstos anticarcinogénicos.
Kritchevsky et al. (2004)demonstraram que a aplicacao de certos isbmer@gido
linoleico conjugado foram também aplicados de mesdtisfatorio para a inibicdo e
tratamento da aterosclerose em coeliMsi et al. (2011)verificaram que o acido
oleico esta ligado a inducdo a autofagia e um penuefeito na apoptose em
hepatocitos, enquanto que o acido palmitico supanautofagia e tem um papel

fundamental em induzir a apoptose nos hepatdcitos.
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Tabela4.3. Andlise de acidos graxos dos extratos via SFE.

Concentracéo de Acidos Graxos em % g/100g

Acidos 200bar 250bar 300bar 350bar 400bar 200bar 250bar 300bar 350bar 400bar
Graxos 40°C 40°C 40°C 40°C 40°C 60°C 60°C 60°C ©60°C 60°C
C8:0 0,3931 0,4805 0,6480 0,5206 0,3004 0,2846 0,4456 0,8974 0,7824 0,2622
C10:0 0,0090 --------=  —memmeemm e 0,0082 -----m--m mememem e e 0,0032
C12:.0 0,0076 0,0248 --------- 0,0725 10,2020 0,0194 10,0499 0,0319 0,0408 0,0827
C14:0 0,0318 0,0573 0,0466 0,0514 0,1379 0,0506 0,0375 0,0930 0,0505 0,0672
C16:0 9,6051 9,6593 9,6540 9,6103 9,4848 10,5061 19,6768 9,6312 19,7620 19,7776
Cl6:1 0,1651 0,1568 0,1675 0,1763 0,1381 0,1976 0,1809 0,1802 0,1742 0,1374
C17:0 0,0301 0,0430 --------- 0,0327 0,0333 10,0288 0,0390 0,0324 0,0280 0,0352
C18:0 4,9233 5,1010 4,8052 4,8820 5,6956 3,8635 4,8399 4,2787 4,6192 5,9507
C18:1 36,7273 37,2234 36,5840 36,5989 38,5455 34,9946 36,4733 35,5084 35,9182 38,7779
C18:2 47,1778 46,8822 48,0947 47,6715 44,4754 50,0238 47,8554 49,3123 48,6249 44,9059
C18:3 0,5505 --------= memmeeen e 0,6690 --------= memmmmm e e s
C20:0 0,3793 0,3718 -----—---- 0,3837 10,3098 --------- 0,3804 0,0344 -------—-- -
C22:0  —-mmmmm mmmmeen e e e 0,0311 0,0213 ------=-= e e
SFA 15,3793 15,7377 15,1538 15,5532 16,172 14,7841 15,4904 14,999 15,2829 16,1788
MUFA 36,8924 37,3802 36,7515 36,7752 38,6836 35,1922 36,6542 35,6886 36,0924 38,9153
PUFA 47,7283 46,8822 48,0947 47,6715 45,1444 50,0238 47,8554 49,3123 48,6249 44,9059
S/U 0,1817 0,1868 0,1786 0,1842 0,1929 0,1735 0,1833 0,1765 10,1804 0,1930

C8:0 (4cido caprilico); C10:0 (4cido caprico); GlRAcido laurico); C14:0 (4cido mi-
ristico); C16:0 (acido palmitico); C16:1 (acido mpableico); C17:0 (acido margarico);
C18:0 (4cido estearico); C18:1 (acido oleico); @1l@acido linoleico); C18:3 (acido
linolénico); C20:0 (4cido arachidico); C22:0 (acidehénico); SFA (Acidos Graxos
Saturados); MUFA (Acidos Graxos Monoinsaturadod)FR (Acidos Graxos Poli-

insaturados); S/U (Raz&o entre Acidos Graxos Sdwdirssaturado % / %).

4.3.2 — Determinacgédo de fitoesteroéis por cromatogfia gasosa

Os resultados da anélise de fitosterois realizawleamostra de extrato obtida nas
condicOes operacionais de 60°C/400bar sdo apréssma Tabela 4.4. A quantificacédo
de fitoesterdis por cromatografia a gas foi carada pela quantidade consideravel de
colesterol, bem como a presenca de brassicasggitogdiol, sitosterol, campesterol e
estigmasterol, que sdo capazes de atravessar ardanemato-encefalica (BBB) e
acumulam-se no cérebfbobo et al. 2011) , a quantificacdo de fitosterois em extratos
obtidos via SFE neste trabalho podem ser comparadas a quantificagdo de
fitosterdis em extratos via extracdo com hexandJMAL et al. (2008) observando as
diferentes regibes de cultivo, elevada quantidage ablesterol, presenca de

brassicasterol e eritrodiol em extratos obtidosSk& apresentados neste trabalho. Tem
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sido sugerido que o brassicasterol pode ser wtdizzomo um biomarcador para a
doenca de Alzheimer, devido aos seus baixos nimeisfluido cerebrospinal de
pacientes com esta doenfdanmierlo et al. 2011) Foram observados resultados

semelhantes em pacientes com sindrome de [Dbansley et al. 2012)

Tabela 4.4Andlise quantitativa de fitoesterdis em extrataduba 60°C/400 bar.

Fitosterol Quantidade realtiva a fitosterdis totais
(%)

Colesterol 18,70
Brassicasterol 0,86
Estigmasterol 5,17
A-5, 24 Estigmastadienol 0,90
A-7 Estigmastenol 0,23
A-7 avenasterol 0,53
Eritrodiol 0,29
Campesterol + campestanol + 24 metileno colesterol 15,82
Clerosterol +A-5, 23 estigmastadienol 0,57
A-5 avenasterol 12,44
B-sitosterol + sitostanol 43,91
Outros 0,55

4.4 — Verificagdo do poder anti-inflamatorio dos etxatos via SFE de sementes de
gergelim-preto (Sesamun indicum L.) apos isquemiaecebral focal induzida em

ratos wistar adultos

Os resultados preliminares obtidos neste estudersnmgque o extrato de gergelim-
preto via SFE € neuroprotetor, pois foi observadw wiminuicdo consideravel de
leucécitos nos animais tratados (Ver Figura 4.7 @) €eom o extrato em comparacao
com o grupo controle (Ver Figura 4.7 A e B). Eswmdoturos deveréo investigar os
efeitos do extrato de gergelim-preto via SFE e el@gs scomponentes em desordens
neurais agudas, incluindo acidente vascular encefél lesdo da medula espinhal. Os
mecanismos antioxidantes das sementes de gergedton gppdem estar envolvidos nos

efeitos neuroprotetores.
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Figura 4.7 — Os asteriscos indicam o epicentro da leséo, atiquque as setas
sinalizam leucdcitos. Observa-se que no grupo clenfA e B) h&d maior infiltracdo de
leucdcitos do que no grupo tratado (C e D).
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Conclusdes

5 CONLUSOES

O processo de extracdo utilizando dioxido de carbsmpercritico foi eficaz na
producdo de extrato de gergelim preto principaleemm termos de rendimento
massico, na condicdo operacional de 60°C/400bamo@elo deGoto et al. (1993)
apresentou o melhor ajuste nas duas SFEs avallagassenca de acidos graxos poli-
insaturados representados por acido linoleico @18:4acido linolénico (C18:3) foi
significativa em todos os extratos. A quantidaédeada de 4cido linoleico nas sementes
de gergelim preto sugere um potencial para aplecdgd extratos obtidos via SFE em
estudos utilizando modelos experimentais de autofag apoptose, de cancer e
aterosclerose, bem como em pacientes humanossAsdjualitativas e quatitativas dos
isémeros do acido linoleico presente nos extratyem ser feitas em estudos futuros.
Por fim, a presenca de fitosterois no extrato id& fapazes de atravessar a BBB
sugere um potencial consideravel do Sesamum inditupara ser usado como
neuroprotector em doencas neurodegenerativas agudt@sicas, conforme observado
nos estudos preliminares realizados neste trabatiizando um modelo de acidente

vascular encefalico.
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Sugestdes gambalhos Futuros

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos, sugere-se:

% O desenvolvimento de um estudo tedrico e expermhela equilibrio de fases
entre CQ supercritico e extrato de sementes de gergelita:pre

% Andlises qualitativas e quantitativas de fitosteri®s demais extratos;

% Andlises qualitativas e quantitativas de outrosmustos lipossolUveis presentes
nos extratos;

« Realizar SFE com co-solvente, analisar os extratwglos e utiliza-los nos
estudos de neuroprotecéo;

K/

«  Estudo nutracéutico da matriz vegetal utilizadasag8FE;

R/

% Realizar estudo mais detalhado em termos de estsutnoleculares a fim de
identificar e isolar determinada substancia ou gsupe substancias e verificar o
potencial anti-inflamatério;

« Utilizar técnica de identificacdo molecular paraifi@ar as substancias obtidas
nos extratos capazes de ultrapassar a barreiradvemeefalica;

% Aplicar a metodologia deste trabalho em outras@epé&egetais;
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