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RESUMO

A espécie Brosimum acutifolium Huber, conhecida popularmente como mururé da terra
firme, exibe caracteristicas terapéuticas responsaveis pela sua utilizacdo na medicina popular
como anti-inflamatdrio, bactericida, antissifilitica, antirreumatica e dentre outros, devido a
presenca significativa compostos fendlicos. Este trabalho entdo, tem como objetivo realizar
uma extracao via fluido supercritico (EFS) de maneira sequenciada com: CO2; CO>+ EtOACc;
CO2+ EtOH, avaliando os parametros do processo de extragdo, realizar uma avaliagdo da
composigdo quimica e a atividade antioxidante dos extratos. Para tanto, realizou-se uma
caracterizacdo centesimal da matéria prima (umidade, cinzas, lipidios e proteinas), e a
determinacdo do diametro médio da particula. Para os ensaios da EFS, o tempo de extracdo
dindmica (Td) com CO2foi de 60 minutos e vazao de CO2 de 3 L/min, Td de 60 minutos para
CO.+ EtOAC e vazdo 1,18 ml/min e Td de 60 minutos para CO»+ EtOH e vazédo de CO- de
1,34 ml/min, e massa de matéria-prima de 10 g. A selecdo das variaveis temperatura e pressao
foi realizada com base na diferenca da densidade do CO> + cossolvente, as isotermas de 40°
C e 60° C combinadas com os valores de pressao de 250, 300 e 350 bar. Os resultados da
caracterizacéo centesimal, foram concordantes com a literatura, valores nominais de umidade
(%) (13,63), lipidios 0 %, cinzas (%) (2,12+0,05) e proteinas (g/100 ml) (4,41+0,10), com
didmetro médio da particula em 0,456 mm. Em relacdo aos parametros do processo, 0s
valores de rendimento global da SFE em base seca, foram melhores nas condi¢cbes de
extragcdo com CO2+ EtOAc em 40° C e 60° C a 350 bar e na extragdo com CO,+ EtOH em
40° C e 60° C a 250 bar. A avaliacdo da composicdo quimica por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) permite inferir que o extrato obtido no sistema COx+
EtOH na condicdo (40° C a 250 bar) apresentou melhor perfil quimico em relacdo aos
compostos fenolicos, flavonoides e &cidos graxos, salienta-se, no entanto, que 0s extratos
obtidos no sistema CO2+ EtOAc, nas condi¢Oes de 40° C e 60° C a 350 bar, exibiram um
perfil de cumarinas mais evidente em relagcdo aos demais extratos avaliados. Em relacéo a
atividade antioxidante, todos os extratos exibiram boa atividade. Assim, os resultados
permitiram caracterizar centesimamente a matriz nos quesitos j& mencionados, revelando
informacdes que ndo estdo disponiveis na literatura pesquisada, além de inferirem as
melhores condi¢Ges operacionais em termos de rendimento, para a extracdo EFS desta
matéria prima com base nos parametros operacionais analisados.

Palavras-chave: Mururé. Extracdo sequenciada. Composic¢éo quimica.
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ABSTRACT

The species Brosimum acutifolium Huber, popularly known as mururé da terra firme,
exhibits therapeutic characteristics responsible for its use in folk medicine as anti-
inflammatory, bactericidal, ant syphilitic, antirheumatic and among others, due to the
significant presence of phenolic compounds. This work, then, aims to perform an extraction
via supercritical fluid (SFE) in a sequenced way with: CO2; CO.+ EtOAc; CO.+ EtOH,
evaluating the parameters of the extraction process, to carry out an evaluation of the chemical
composition and the antioxidant activity of the extracts. Therefore, a proximate
characterization of the raw material (moisture, ash, lipids and proteins) was carried out, and
the average particle diameter was determined. For the EFS tests, the dynamic extraction time
(Td) with CO2 was 60 minutes and CO flow rate of 3 L/min, Td of 60 minutes for CO+
EtOAc and flow rate of 1.18 ml/min and Td of 60 minutes for CO2+ EtOH and CO; flow rate
of 1.34 ml/min, and raw material mass of 10 g. The selection of the temperature and pressure
variables was based on the difference in the density of CO2 + co-solvent, the isotherms of
40°C and 60°C combined with the pressure values of 250, 300 and 350 bar. The results of
the proximate characterization were in agreement with the literature, nominal values of
moisture (%) (13.63), 0% lipids, ash (%) (2.12+0.05) and proteins (g/100 mL) (4.41+0.10),
with mean particle diameter of 0.456 mm. Regarding the process parameters, the SFE global
yield values on a dry basis were better in the extraction conditions with CO2+ EtOAc at 40°
C and 60° C at 350 bar and in the extraction with CO2+ EtOH at 40° C and 60 °C at 250 bar.
The evaluation of the chemical composition by high performance thin layer chromatography
(CCDAE) allows us to infer that the extract obtained in the CO2+ EtOH system in the
condition (40° C at 250 bar) showed a better chemical profile in relation to phenolic
compounds, flavonoids and fatty acids. , it is noteworthy, however, that the extracts obtained
in the CO2+ EtOAcC system, under conditions of 40° C and 60° C at 350 bar, exhibited a more
evident profile of coumarins in relation to the other extracts evaluated. Regarding antioxidant
activity, all extracts showed good activity. Thus, the results made it possible to characterize
the matrix in the aforementioned aspects, revealing information that is not available in the
researched literature, in addition to inferring the best operational conditions in terms of yield,
for the EFS extraction of this raw material based on the operational parameters analyzed.

Keywords: Mururé. Sequenced extraction. Chemical composition.
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1 INTRODUCAO

A espécie Brosimum acutifolium compde a familia Moraceae, pertence a ordem Rosales
e ao género Brosimum, conhecida popularmente como mururé ou mururé da terra firme. Este
nome esté relacionado a localizacdo, a qual a arvore é encontrada, podendo estar em florestas
de terra firme ou regides com clima tropical e subtropical, sendo ainda chamada de mercurio
vegetal devido suas propriedades antibactericidas, antissifilitica e anti-inflamatérias (VIEIRA
etal., 2019).

Pesquisas revelaram que o0s extratos de mururé exibem atividade antioxidante,
significativa quantidade de flavonoides e cumarinas, além serem utilizadas em estudos
envolvendo tratamentos de patologias como reumatismo, acidente vascular cerebral e cancer,
sabe-se ainda que este apresenta capacidade bactericida contra Staphylococcus aureus
(GAGLIOT, 2018; TORRES et al., 2000; VIEIRA et al., 2019; CORREIA et al., 2008).

Dentre as substancias encontradas na composicdo quimica da espécie, a molécula de
Brosimina B figura entre as quais, pesquisas sao feitas avaliando seu potencial antioxidante,
neuroprotetor e anti-inflamatério. Os extratos de Brosimum acutifolium encontrados na
literatura pesquisada para este trabalho, sdo obtidos pelo processo de maceragdo com solvente
Etanol ou com diferentes solventes (acetato de etila, metanol, diclorometano, entre outros),
utilizados em extracdes sucessivas por ordem crescente de polaridade (DA FONSECA, 2014;
TORRES et al., 2000; MAUES, 2013).

Né&o foram reportados trabalhos com a espécie obtendo extratos via extracdo por fluido
supercritico (EFS), todavia sabe-se que a EFS é uma técnica utilizada a bastante tempo com o
intuido obter compostos bioativos a partir de fontes naturais. Sendo diferente dos processos de
extracdo convencional, no que tange a contaminacdo dos extratos por solventes organicos
toxicos e a necessidade de trabalhar com muitos solventes (SALAZAR, 2017,
MUKMOPADHYAYM, 2000).

A EFS tem como base o uso de solventes, comumente o diéxido de carbono (CO2) com
temperaturas e pressdes acima dos seus pontos criticos, exibindo alto poder de solvatacéo,
resultando em extratos com alto valor agregado (GROSS 2005; MUKMOPADHYAY M, 2000).

A utilizagdo do CO; esta ligada a suas caracteristicas de atoxidade, ndo inflamabilidade,
pureza e condicdes criticas (Tc= 31 °C e Pc= 72,9 bar) que permitem a coleta de extratos com
0 minimo de degradacdo de compostos termo sensiveis. A EFS envolve basicamente, as etapas
de extragdo dos compostos e a separacdo do solvente do extrato (GROSS 2005;
MUKMOPADHYAYM, 2000; SALAZAR, 2017).
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Assim, esta pesquisa tem como finalidade obter extratos de mururé via SFE CO2 com
determinacdo das variaveis do processo extrativo, avaliando seu perfil quimico e a atividade

antioxidante.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencdo de extratos de mururé via extragdo supercritica sequenciada (CO2; CO2+
EtOAc; CO.+ EtOH) avaliando os pardmetros do processo de extragdo, a composi¢do quimica
e a atividade antioxidante.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacdo centesimal da matéria prima (umidade, cinzas, proteinas e lipidios) e
didmetro médio das particulas;

- Determinar as isotermas de rendimento global da extragdo com CO2;

- Determinar as isotermas de rendimento global da extracdo com CO2 + Acetato de Etila
(EtOAC);

- Determinar as isotermas de rendimento global da extragdo com CO + Etanol (EtOH);

- Avaliacdo qualitativa por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(CCDAE) da composicdo quimica dos extratos (Flavonoides, cumarinas, acidos graxos
e compostos fenolicos);

- Avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante;
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3 REVISAO DA LITERATURA

Neste topico, serd abordado de maneira sucinta aspectos relativos a matriz vegetal
estudada, descrevendo suas caracteristicas botanicas, perfil quimico e potencialidades

farmacoldgicas.

3.1 FAMILIA MORACEAE GAUDICHAE

Estdo inseridos na familia Moraceae Gaudichae aproximadamente cinquenta géneros e
mil e quinhentas espécies, que podem ser encontradas em regifes tropicais e subtropicais
dispersas pelo mundo todo. Quanto a suas caracteristicas botanicas, sabe-se que a familia
apresenta como peculiaridade cicatrizes estipulares amplexicaules, ramos espinhosos ou nao,
latescentes com estipulas presentes visivelmente no éapice, folhagem simples, alternas, de
bordos inteiros ou recortados. No territorio brasileiro, sdo conhecidos dezoito géneros e
aproximadamente duzentas espécies, concentrada majoritariamente na imensa Amazonia (DOS
SANTOS MACHADO et al., 2015).

Destas espécies, sessenta e oito sdo endémicas do Brasil, com sistema reprodutor
monoico ou dioico, como &rvores ou arbustos, as inflorescéncias sdo axilares, bissexuadas ou
unissexuadas, racemosas ou cimosas, floristica aclamideas ou monoclamidea. Suas espécies
tém preferéncia por vegetacGes rupestres e florestas de terra firme, em locais 0s quais as matas
sdo baixas e umidas (ROMANIUC-NETO, PEDERNEIRAS, GAGLIOTI, 2018).

Os constituintes da familia Moraceae desempenham um importante papel ligado a:
alimentacdo dos animais pertencentes a fauna brasileira; fonte econdmica e utilizagdo na
medicina popular (DE SOUZA, 2009). Suas espécies sdo usadas na industria madeireira, téxtil
e na producdo de latex. Exibem grande relevancia na medicina popular e na fitoterapia, como
expectorantes, broncodilatadores e no tratamento de mazelas como a doenca de Chagas e
vitiligo. As espécies manifestam estas atividades biologicas devido a rica presenga de
flavonoides (LUZ et al., 2015).

Dentre 0os muitos géneros que compde a familia Moraceae, 0 género Brosimum em
especial, é formado por quinze espécies e suas subespécies, estdo distribuidas em variadas

regides. Este género, pode ainda ser subdividido em dois subgéneros, a saber:

Brosimum e Ferolia (Aublet) C.C. Berg, que se diferenciam pelas caracteristicas reprodutivas
e vegetativas de suas espécies (QUEVEDO, 2011).
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3.2 SUBGENERO BROSIMUM

O subgénero Brosimum abrange oito espécies: Brosimum gaudichaudii Trécul,
Brosimum alicastrum Swartz, Brosimum guianense (Aublet) Huber ex Ducke, Brosimum
costaricanum Liebmann, Brosimum glaziovii Taubert, Brosimum glaucum Taubert, Brosimum
lactescens (S. Moore) C.C. Berg e Brosimum acutifolium Huber (GARDNER et al., 2020;
CORREA, 2017). Suas espécies majoritariamente sdo abundantes em proteinas, vitaminas e
minerais, podendo funcionar como fonte alternativa de consumo, devido seu alto valor calérico
(DAVID et al., 2019).

3.3 ESPECIE BROSIMUM ACUTIFOLIUM HUBER
3.3.1 Classificagdo taxonémica

Reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Rosales, familia
Moraceae, Género Brosimum, Subgénero Brosimum. Subespécies: Brosimum acutifolium
subsp. interjectum; Brosimum acutifolium subsp. acutifolium; Brosimum acutifolium subs.
obovatum (Ducke). Nome popular: Mururé de terra firme (GARDNER et al.,, 2020;
GRANDTNER, CHEVRETTE, 2013).

3.3.2 Breve descric¢do boténica

Exibe altura variando entre quinze a vinte e cinco metros, considerada uma arvore de
grande porte, com ramos rugosos de cloracdo acinzentada, folhagem com estipulas que
lembram lancas, apice longo e acuminado, com base arredondada e margem ondulada. Possui
um receptaculo floral com caracteristica globosa recoberto por numerosas bracteas basais com
flores femininas. Seus frutos tém aspecto globoso, de cor avermelhada na fase madura (RIOS,
PASTORE JR, 2011).

3.3.3 Habitat e Distribuicao geogréfica

Quanto a sua distribuicdo geografica, estd presente nas Guianas Francesas, Caribe,
Suriname, Col6mbia, Brasil, Bolivia e Peru. Seu habitat, compreende campos abertos,
préximos ou ndo de corpos de &gua com baixa ou alta incidéncia de raios solares. Nascendo em
solos argilosos ou areno argilosos (RIOS, PASTORE JR, 2011; MORETT]I, et al., 2006).
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3.3.4 Sazonalidade e Fenologia

Tem preferéncia por climas tropicais e subtropicais, com chuvas anuais e temperaturas
que variam de 22°C a 30°C. Floragdo de julho até setembro, amadurecendo em setembro e
frutificando nestes meses até outubro (RIOS, PASTORE JR, 2011).

4 PERFIL FITOQUIMICO

Sao conhecidos muitos constituintes quimicos desta espécie, dentre os quais citase: 4'-
hidroxi-7,8- (2", 2"-dimetilpirano) flavana e 4'-hidroxi-7,8- (3"-hidroxi-2", 2"dimetilpirano)
flavana (TORRES et al., 1997); Brosimina A e Brosimina B, 3',7dihidroxi-4'metoxifavana,
isobavachina, liquiritigenina, 4-hidroxilonchocarpina, 4hidroxiisocordoina, isoliquiritigenina,
enzima coniferaldeido, seringaldeido, sitosterol e estigmasterol (TORRES et al., 2000),
(Acutifolinas A-F) e 7,4'-dihidroxiflavana (TAKASHIMA, OHSAKI, 2001); Brosimacutinas
A-1, luteolina, naringenina (TAKASHIMA, OHSAKI, 2002); 4’ ,7-Dihidroxi-8-prenilflavana
(TEIXEIRA, ALCANTARA, PILO-VELOSO, 2000). Brosimacutinas J-M (TAKASHIMA et
al., 2005); Mururina A-C (TAKASHIMA, ASANO, OHSAKI, 2002); 5-hidroxi-triptamina
(Bufotenina) (MORETT!I et al., 2006).

5 POTENCIALIDADES BIOATIVAS

A espécie tem sido usada popularmente como antiasmatica, no tratamento de problemas
pulmonares e bronquiais, além de ser afrodisiaca (RIOS, PASTORE JR, 2011), anti-
inflamatdria, antiartritica e antirreumatica (TORRES et al., 2000), estimuladora do apetite,
antissifilitica, estimuladora de nervos e musculos, sendo ainda analgésica (VIEIRA et al.,
2019). Segundo Rios, Pastore Jr. (2001), a seiva exibe propriedades anti-helminticas e deve ser
administrada em quantidades adequadas, caso contrario, podera resultar em desordens
gastrointestinais. Manifesta ainda, atividade anticancerigena (MAUES et al., 2019),
antibactericida contra Staphylococcus aureus (CORREIA et al., 2008), atividade antioxidante,
neuro protetora (DA FONSECA, 2014), e baixa atividade fotoprotetora (PAULETTO et al.,
2017).

6 PROCESSOS DE EXTRACAO DA ESPECIE

A espécie tem sido utilizada para o desenvolvimento de possiveis de tratamentos
terapéuticos de diversas patologias, devido, como ja fora mencionado no topico 5 suas

potencialidades bioativas. Em geral, os trabalhos elaborados (TORRES et al., 1999; TORRES
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et al., 2000) envolvem o processo de maceragdo da casca da espécie, com 0 uso de solventes
como CH3(CH.)4CHs (hexano), EtOAc (acetato de etila), CH2Cl> (diclorometano) MeOH
(metanol), em extracOes sucessivas obedecendo a ordem crescente de polaridade. Em outras
pesquisas (TAKASHIMA, OHSAKI, 2001; TAKASHIMA, ASANO, OHSAKI, 2002) as
extracdes ocorrem com o uso de um unico solvente MeOH ou etanol (EtOH) (TEIXEIRA,
ALCANTARA, PILO-VELOSO, 2000)

Os extratos de mururé apresentam como caracteristica serem ricos em flavonoides, que
compdem uma das classes de substancias mais importantes para a industria devido sua
diversidade, estdo distribuidos conforme a fila; ordem; familia do vegetal e variabilidade das
espécies. Soma-se a isto, o fato de que existe a possibilidade de estarem presente em variadas
partes como folhas, flores, galhos, raizes e entre outros, exibindo diferenciacdo entre si e em
sua concentracdo. S&o conhecidas as fungdes relacionadas a prote¢do contra microrganismos,
acao enzimatica, cancerigena, antioxidante e entre outras (MACHADO et al., 2008).

Os flavonoides apresentam estrutura quimica que envolve o nucleo flavilium (possui
trés anéis fendlicos), sendo o benzeno localizado no primeiro anel condensado com o sexto
carbono localizado no terceiro anel, que possui um grupo fenila na posicdo 2. o terceiro anel
tende a ser um pirano heterociclico que é responsavel pelas estruturas das leucoantocianinas e
das antocianidinas, chamado de nucleo flavana. Devido a esta caracteristica do terceiro anel,
tem-se a formacdo de flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas
(AHERNE, O’BRIEN, 2002).

Dentre os compostos de flavonoides presentes nos extratos do mururé, um especial
chama a atenc¢do devido entre outras propriedades, sua acdo anti-inflamatoria, anticancerigena
(MAUES, 2013) e antirreumatica, conhecido como Brosimina B (7,4dihidroxi-8, (3,3-
dimetilalil) -flavana) (TORRES et al., 2000) (figura 1). A molécula, apresenta atividade
antioxidante e neuro protetora (FONSECA, 2014), sugerindo que estd possa ser usada para
tratamento em casos de acidente vascular cerebral isquémico (AVCi). Além demonstrar
capacidade romper biofilmes pré-formados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(DOS REIS et al., 2020).
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Figura 1- Estrutura molecular da Brosimina B
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Legenda: Formula estrutural modelo 2D (a esquerda) e férmula estrutural 3D modelo bolas e
bastOes (direita) obtidas por meio do software open source MolView.
Fonte: MolView, 2021

7 EXTRACAO POR FLUIDO SUPERCRITICO

A EFS caracteriza-se por ser rapida e livre de contaminantes para as industrias
farmacéuticas e alimenticias. A EFS, vem sendo utilizada desde 1970 para o refino de 6leos de
cozinha e descafeinacdo dos grdos do café. A técnica apresenta muitas vantagens como:
flexibilidade do processo ocasionado pela mudanca de seletividade do solvente; manutencgéo
das caracteristicas do extrato; obtencdo de extrato livre de solvente e ndo exposi¢do da matéria
prima a luminosidade (MAIA, ALICIEO, 2017). Para compreensdo de como 0corre 0 processo
EFS, bem como o que seria um fluido supercritico, esta secdo sera dividida em trés subtdpicos
(7.1, 7.2e7.3):

7.1 DIAGRAMA DE FASES: PONTO TRIPLO, PONTO CRITICO E FLUIDO
SUPERCRITICO

O estado fisico em que determinada fase podera ser encontrada, sera influenciado pelas
variaveis intensivas pressdo (P) e temperatura (T) a qual esteja submetida, bem como das forc¢as
intermoleculares. Neste sentido 0 aumento da temperatura, promovera o aumento da energia
cinética e do grau de liberdade, facilitando a formacéo da fase gasosa. Do contrario, a reducéo
da temperatura ocasiona a diminuicdo da energia cinética e o aumento da forca intermolecular,
favorecendo a fase liquida. O aumento da pressdo proporciona uma menor distancia
intermolecular, permitindo que uma fase seja formada, como a fase sélida ou liquida e a
diminuicdo da pressdo produz efeito contrario, gerando aumento na distancia intermolecular,
favorecendo a formacéo da fase gasosa (ATKINS, 2008).

O diagrama de fases (figura 2) mostra as regides (solido, liquido ou gasoso), na qual
determinada fase tem maior estabilidade em relacéo a outras, a delimitagdo entre as regides €
chamada de curvas de equilibrio. Entre a regido solido/liquido tem-se a curva de fusdo; na
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regido liquido/gasoso a presenca da curva de vaporizacao e entre a regido solido/gasoso, tem-
se a curva de sublimacdo. Estas curvas ndo apenas delimitam as regifes, mas também
representam pontos de P e T em que as fases (sélido/liquido; liquido/gasoso; solido/gasoso)
coexistem em equilibrio e se igualam em termos de potencial quimico (CASTELLAN, 1999;
SANTOS, 2020).

Figura 2-Diagrama de fases de uma substéncia pura
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Fonte: Mukhopadhyay (2000)

As curvas de equilibrio se encontram em um ponto chamado de ponto triplo (TP), no
qual as trés fases estdo em equilibrio e coexistem entre si, este ponto é Unico e invariavel para
cada substancia (MUKHOPADHYAY, 2000).

O ponto critico (CP) refere-se a condicdo maxima de temperatura e pressdo (temperatura
critica (Tc) e pressdo critica (Pc)) que um vapor pode condensar, seja por compressao ou
aquecimento. Tem-se ainda que, neste ponto a compressibilidade isotérmica tende ao infinito,
provocando alteragbes significativas nas propriedades intensivas de volume molar ou de
densidade. Dentro do plano supercritico, o aumento da pressdo diminui a distancia
intermolecular aumentando a energia potencial intermolecular, como consequéncia da repulsédo
entre nucleos e eletrosferas, demonstrando que estas propriedades tém alta sensibilidade a
alteracGes em parametros como a pressdo. A reducdo na distancia intermolecular provoca ainda,
mudanc¢a no caminho médio molecular fazendo com que a difusidade e a viscosidade exibam
valores intermediarios (entre as fases liquida e gasosa) (Mc HUGG, KRUKONIS, 1994;
CARVALHO Jr., 2004).
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Logo, um componente puro pode ser considerado um fluido supercritico quando este
encontra-se com T e P acima dos pontos criticos (Tc e Pc, respectivamente). A fase formada
(fluido supercritico) nestas condic@es (acima de Tc e Pc) apresenta propriedades intermediarias
entre um gas e um liquido. Acima da Tc as moléculas da substancia exibem alta energia
cinética, o que dificulta a interacdo intermolecular (interacdes de atracdo) que formaria a fase
liquida, ao passo que acima de Pc, a distancia intermolecular é diminuida desfavorecendo a
formacdo da fase gasosa, logo tem-se a formacao do fluido supercritico (CASTELLAN, 1999;
BALL, 2005; LEVINE, 2009; SANTOS, 2020).

Na tabela 1, estdo presentes os valores de densidade, viscosidade e difusidade para 0s

gases, liquidos e fluidos supercriticos:

Tabela 1-Propriedades fisicas para diferentes estados de agregacédo

Propriedades fisicas Gés (1 atm, 15- Fluido supercritico Liquido (1
30°C) Tc,Pc atm, 15-30°C)
Difusividade (cm?/s) 0,1-0,4 0,7x10°3 (0,2-2,0) x 10°
Viscosidade (g/ cm.s) (0,6-2,0) x 10 (1,0-3,0) x 10* (0,2-3,0) x 102
Densidade (g/l) (0,6-2,0) x 10’ 0,2-0,5 0,6-1,6

Fonte: Brunner (2005).

Este fluido exibe densidade semelhante a do liquido, com viscosidade e difusidade
similar a dos gases, a facilidade de penetracdo do fluido na matriz sélida ocorre devido a baixa
viscosidade somada a auséncia de tensdo superficial e a alta densidade (maior solubilizacéo),
esta caracteristica possibilita uma melhor eficiéncia na extracdo e na seletividade dos
compostos de interesse. O fluido supercritico pode ainda ter seu poder de solvatacao alterado
pela manipulacdo das varidveis P e T, dispensando o uso de inumeros solventes. Os valores
nominais destas variaveis estardo relacionados a solubilidade do soluto de interesse (TURNER,
KING, MATHIASSON, 2001). Diante destas caracteristicas, existe uma variedade de
solventes aplicados com a finalidade de extrair os compostos de interesse em diferentes

matrizes. Na tabela 2, constam alguns componentes puros que podem ser usados no processo
de extracdo supercritica:

Tabela 2-Propriedades criticas de alguns componentes puros

Fluidos Tc(°C) Pc (Bar) Dc g/ (cm®)
CO2 31 72 0,47
N20 36,5 70,6 0,45

Etano 32,3 47,6 0,20
Propano 96,7 42,4 0,22
Amobnia 132,5 109,8 0,23
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Agua 374,2 2148 0,32

Legenda: Tc: Temperatura critica; Pc:Pressao critica; Dc: Densidade critica Fonte:
Turner, King e Mathiasson (2001), adaptado.

Comumente o dioxido de carbono (CO2) tem sido utilizado nos processos de extracdo
supercritica como solvente, por manifestar atoxidade, ndo inflamabilidade, ndo corrosividade,
elevada pureza, ser inodoro e ter baixo custo. Somasse isto, possuir condi¢des de temperatura
e pressdo criticas adequadas a conservacdo de compostos termo sensiveis (Tc=31°C e Pc=72,9
bar). Para a obtencdo de compostos apolares, indica-se a extragdo com CO; (pois ndo possuli
momento dipolar permanente) sendo apolar, além de possuir um momento quadrupolar que
permite a solubilizagdo de compostos polares (MUKHOPADHYAY, 2000).

A molécula de CO>, é formada por duas ligagdes covalentes polares, assim 0s oxigénios
apresentam uma maior densidade eletronica (carga parcial negativa) e um déficit de elétrons no
carbono, gerando campos locais, logo o carbono apresentara uma carga parcial positiva como
forma de contrabalanceamento, lhe conferindo um momento quadrupolo. O par de dipolos
alinhados caracteriza a ndo existéncia do momento dipolar na molécula, tem-se ainda que as
regibes que estdo carregadas negativamente irdo interagir com a espécies que estejam
carregadas positivamente, este momento quadrupolar possibilita que o CO; dissolva certas
substancias com baixa polaridade e outras polares em pressdes maiores de 250 bar
(NASCIMENTO, 2016; MUKHOPADHYAY, 2000).

O uso de solventes agregados, ou seja, cossolventes, 0s quais exibem maior polaridade
como o etanol, metanol e acetato de etila por exemplo, permitem um aumento no poder de
solvatacdo do solvente, favorecendo que outros compostos possam ser extraidos (MAUL,
WASICKY, BACCHlI, 2000).

7.2 PROCESSO DE EXTRACAO POR FLUIDO SUPERCRITICO
7.2.1 Etapas

O processo de extracdo ocorre em duas etapas: a extracdo (BRUNNER, 1994) (a) e a
separagio (SOVOVA, 2005) (b):

€)] Na extracdo, o solvente é alimentado no extrator e escoa pelo leito fixo de
particulas solidas, a matriz vegetal tém suas estruturas celulares dilatadas permitindo que os
componentes de interesse sejam solubilizados, o escoamento do solvente pela matriz permite
transferéncia de massa do soluto (fase sélida) para a fase liquida, sendo 0s compostos extraidos

e transportados para a superficie do sélido.
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(b) A etapa de separacdo inicia-se com a mistura (solvente + componentes extraidos)
seguindo para o separador, neste momento o solvente é separado, devido a reducdo da pressao
levando a evaporacgdo do solvente, o soluto é precipitado e colido para analises.

7.3 PARAMETROS DO PROCESSO
7.3.1 Pressao

A pressdo pode ser conceituada como forca normal sobre uma unidade de area da
superficie, ou seja, esta pressdo depende das moléculas individuais que a constitui e pelas
colisbes que ocorrem contra a superficie/laterais do recipiente. A pressdo é um parametro
relevante no processo de EFS, o aumento de P promove um aumento no poder solvatacdo do
solvente. Além disso, o aumento de P favorece o efeito de compressdo na célula vegetal,
melhorando a transferéncia de massa e na eficiéncia do processo extrativo (REVERCHON, DE
MARCO, 2006; CENGEL e BOLES, 2006; SMITH, VAN NESS e ABBOTT, 2007).

7.3.2 Temperatura

Termodinamicamente pode ser descrita como uma funcdo de estado ligada a
movimentacao aleatdria da vibracao de particulas que compde certo sistema, em temperaturas
elevadas, parte majoritaria das particulas movimentam-se rapidamente, acelerando a
velocidade das reagdes. Quando ocorre 0 aumento de T o poder de solvatacdo diminui devido
a densidade diminuir, todavia se a presséo de vapor do soluto aumentar, a eficiéncia na extragao
também aumenta. Em condicdes isobaricas o efeito da temperatura podera gerar (SALAZAR,
2017; MAZZUTTI et al., 2012):

a) Aumento da solubilidade ocasionado pelo aumento da pressédo de vapor do soluto
(menor interacdo soluto-soluto);
b) Menor solubilidade pela reducdo na densidade do solvente.
Quando estes efeitos competem entre si, tendem a resultar no cruzamento de isotermas em

certa faixa de pressao, este fendmeno chama-se retrogradacéo.

7.3.3 Densidade (p)

Para o sistema, ela indica os caminhos livres médios dos &tomos ou moléculas de dadas
substancias e estd intrinsicamente relacionado ao poder de solvatacdo do fluido, sendo

fortemente influenciada pela alteracdo dos valores nominais de temperatura e pressédo, quando
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proximas do ponto critico. O manejo desta propriedade (densidade) torna possivel a simulagéo
de variados solventes organicos. Se a temperatura for constante e a pressdo aumentar, a
densidade aumenta, todavia, o contrario também é verdadeiro. Estas altera¢cBes quando
controladas adequadamente possibilitam que se tenha uma alta seletividade de compostos
extraidos da matriz trabalhada (GOODSHIP, OGUR, 2004).

Em geral a solubilidade de um determinado substrato no fluido supercritico esta
relacionada a densidade e a pressao de vapor do soluto. Com o aumento da presséo a densidade
do fluido aumenta e a pressdo de vapor diminui, no entanto se a temperatura aumentar
isobaricamente, a densidade do solvente diminui e a pressdo de vapor do soluto aumenta. Estes
efeitos geram uma inversao na curva de solubilidade (retrogradacdo) (McHUNG, KRUKONIS,
1986).

7.3.4 Solubilidade

A transferéncia de massa ocorre quando duas fases de composic@es diferentes entram
em contato, atingindo o estado de equilibrio apds algum tempo, cuja concentragao recebe o
nome de solubilidade. Acima do ponto critico os parametros T e P exercem elevada influéncia
sobre a solubilidade a qual, aumenta com o aumento da P e diminui com o aumento da T. O
efeito da T sobre a solubilidade promove comportamentos complexos; quando T aumenta a
pressdo de vapor do soluto também aumenta, gerando uma maior solubilidade, todavia, o
aumento de T promove uma menor densidade do solvente ocasionando também uma
diminuicdo de solubilidade. A solubilidade do soluto estara relacionada ao equilibrio entre as
fases do sistema, em leitos fixos, o equilibrio ocorrerd entre a matriz sélida, o soluto e o
solvente. (FERREIRA, 1996; KING, BOTT, 1993).

7.3.5 Cossolvente

O processo de extracdo supercritica € excelente para captura de componentes apolares
e de polaridade média, todavia, compostos muito polares sdo menos solubilizados somente em
CO», ainda que este esteja com alta densidade, necessitando assim, de um cossolvente
adequado. Os cossolventes além de melhorarem a solubilidade do soluto, também modificam
a seletividade, isto ocorre devido as interagdes fisico-quimicas entre o soluto e o cossolvente
(MARINHO, 2017). Um dos efeitos do uso de cossolventes polares na EFS, é o agrupamento
molecular em torno das moléculas do soluto polar, os solutos sdo englobados por uma espécie

de esfera de solubilizacao formada por elevada concentracao de cossolvente (TAYLOR, 1996).
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Sao propostos quatro mecanismos de acdo a respeito da interacdo do cossolvente na
polaridade do fluido supercritico, sendo que i,ii e iii ocorrem simultaneamente em matriz
vegetais (CAMEL, 1998; PINTO, F PINTO, JARDIM, 2006):

i) Aumento da solubilidade do soluto pela mistura do fluido supercritico/cossolvente;

i) Os solutos que estdo presentes nos sitios ativos da superficie da matriz sdo trocados pelo
cossolvente;

iii) O cossolvente é fixado na superficie da matriz, possibilitando que as chances de ocorrer
uma readsor¢do do soluto sejam diminuidas.

iV) A matriz sofre um “inchago” favorecendo a penetrac¢do do fluido supercritico.

7.4 EXTRACAO FRACIONADA POR FLUIDO SUPERCRITICO

A extracdo fracionada por fluido supercritico possibilita a reducéo das etapas de selecéo
para obtencdo de compostos bioativos, promovendo o fracionamento do extrato durante o
processo de extracdo, evitando etapas posteriores de purificacdo dos compostos. Comumente
utiliza-se separadores, caudal do solvente, cossolventes, misturas de solventes pressurizados ou
até mesmo mudanca sequencial de solventes usados no sistema de extracdo. Logo, as variaveis
do processo devem ser otimizadas pois caracteristicas na composi¢do da matriz, tamanho da
particula por exemplo, influenciardo no processo de transferéncia de massa. Devido a reducéo
nos procedimentos posteriores de separacao e purificagdo dos extratos, coleta-se fracdes com
quantidade significativas de compostos de interesse como produto. Podendo ser feito com uso
de ciclones/coletores ou com variagéo de solventes em relagéo ao tipo e a quantidade a ser
usada. Seguem as etapas de extracdo com solvente mais apolar (CO.) para obtencdo de
substancias volateis ou lipidios, por exemplo, seguindo do uso de um outro solvente
(cossolvente) para extracdo de compostos mais polares, sem necessidade de mudanca de leito
(BRAGA, DIAS, DE SOUSA, 2015).

8 MATERIAIS E METODOS

8.1 OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DA MATERIA PRIMA

As cascas externas da arvore da espécie Brosimum acutifolium, foram coletadas em
Barcarena, Para. Acondicionadas na forma de embrulho por papel, ensacoladas e enviadas para
o0 laboratdrio de extracdo (LABEX/FEA-UFPA).
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8.2 TRATAMENTO E CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

8.2.1 Secagem e moagem

Aproximadamente 2 kg de cascas, foram submetidas a secagem em batelada por um
periodo de 72 horas a 20°C, utilizando-se para tanto um secador de bandeja com circulagdo de
ar forgcado (Figura 3). A assepsia foi realizada com auxilio de um pincel do tipo trincha para
retirada de impurezas na superficie das amostras. Posteriormente, as amostras secas foram

submetidas a um processo de cominui¢cdo em moinho de facas.

Figura 3-Matéria

prima na etapa de secagem
: - 7 g e |
Z9n y r 1

-‘
S J

Fonte: A prdpria autora (2020)

8.2.2 Avaliacao granulométrica

As amostras foram submetidas a tamisacdo em um conjunto constituido de cinco (5)
peneiras vibratorias da série Tyler (W.S. Tyler, USA): 9, 20, 28, 32 e 35. Tempo de
peneiramento de 15 minutos para todos os ensaios, com frequéncia de vibragdo na posicéo de
10 potencidmetro da maquina vibratéria (JORDAN et al., 2016). Em duplicata. Apds a etapa
de tratamento da matéria prima, as amostras foram armazenadas em embalagem a vacuo (Figura
4):
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Figura 4-Matéria prima cominuida
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Fonte: A prépria autora (2020)

8.2.3 Determinacado do Diametro Médio da Particula (Ds)

Obtencao do diametro médio da amostra pelo método analitico (Diametro de Sauter),
conforme Kunii e Levenspiel (1991), (Equacéo 1):
1 ~
Ds: Y%, m (Equacéo 1)

Dp
A partir dos seguintes dados (JORDAN et al., 2016):

Massa pesada (m;): Massa retida na peneira;

Massa total da amostra (my): Massa total utilizada;

Fragao Massica (Ax;): calculada pela razdo entre a massa retida na peneira e a massa
total da amostra;

Didmetro médio (Dpi): resultado da média aritmética da abertura da referida peneira
e a superior a ela;

Fracdo Peneirada (xi): referente a quantidade de material que efetivamente passou
pela referida peneira;

Fragdo Retida (yi): referente a fracdo de material que efetivamente ficou retida na
referida peneira;

Razdo (Axi/Dp): razdo entre a Fracdo Massica e o Diametro Médio.
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8.2.4 Avaliacao centesimal

Foram realizadas analises segundo a normas do Instituto Adolfo Lutz (2008) de
Residuo mineral fixo (%RMF), Umidade (%), Proteinas (%) e lipidios (%). Todas em

triplicata
8.2.5 Calculo de Densidade

As densidades do CO, misturas com cossolventes (CO2 + EtOAc) e (COz + EtOH) foram
calculadas pelo software Phase Equilibrium 2000 (PE2000) (PFOHL, STANIMIR,
BRUNNER, 2000), empregando a equacdo de estado Peng-Robinson, com as respectivas regras
de misturas com as regras combinadas com dois parametros de interagdo binaria (quadréatica).
Atabela 3, contempla as variaveis estudadas no processo, selecionadas conforme os resultados

de maiores valores nominais de densidade obtidos pelo programa:

Tabela 3-Sistema para extracdo sequenciada CO2+ Cossolvente (80:20)

Componentes (%) Temperatura (°C) Pressdo (Bar)
40 250
Sistema CO,
CO, +EtOAC 300
CO,+ EtOH
60 350

Fonte: A prdpria autora (2021)

As variaveis de T e P, foram escolhidas com base na desejabilidade em extrair
compostos que apresentam caracteristicas termo sensiveis com o minimo de degradacdo do
material (REVERCHON, de MARCO, 2006) e por apresentarem melhor resultados de
densidade de mistura e do solvente, inferindo um melhor poder de solvatagao.

8.3 DETERMINACAO DAS ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

A extragdo fracionada com CO. e CO- + cossolventes, realizada na matriz tratada contou
com o0s parametros estabelecidos na tabela 3, possibilitando a obtencdo das isotermas de
rendimento global, observadas pela variacdo dos parametros T e P.

O célculo do rendimento global em base seca pode ser realizado através da relacdo entre
a massa total de extrato obtido e a massa de alimentacdo de matéria-prima (em base seca), de
acordo com a Equagéo 2:
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Xob s~ zonamy * 100 Equagdo (2)
m ————

2 100

Onde Xons: rendimento global percentual de extrato em base seca (%); me: massa de
extrato em gramas (g); Mamostra: Massa da amostra (alimentacdo) em gramas (g); Ua: umidade
percentual da amostra (%). As isotermas de rendimento global foram plotadas em graficos e
calculados a média e o desvio padrdo sendo realizada uma comparacao do rendimento global
obtido em cada condicéo.

A isotermas sdo determinadas para que o rendimento global possa ser visualizado
através do comportamento do sistema, o qual varia pelas mudancas de temperatura e presséo,
as quais designam os maiores rendimentos e composic¢do quimica dos compostos de interesse.
Uma mesma matriz pode apresentar isotermas diferentes, pois fatores como localidade,
subespécies, sazonalidade, periodo de coleta influenciardo na composicdo quimica da matéria
prima e consequentemente refletirdo na isoterma obtida.

8.4 EXTRACAO SEQUENCIADA EM LEITO FIXO (SFCO3; CO; + EtOAC E CO2+EtOH)

A extracdo sequencial teve como premissa a metodologia de extracdo utilizada por
Torres et al., (2000), o qual extraiu por maceracdo a matéria vegetal (casca de mururé) com
CH3(CH2)4CHas, diclorometano (CH2Clz), EtOAc e MeOH, sucessivamente, por ordem
crescente de polaridade, obtendo como resultado deste processo extrativo a presenga das
moléculas denominadas Brosimina A e Brosimina B. A extracdo sequenciada com fluido
supercritico, ocorreu em trés etapas (procedimento descrito no subtépico 8.4.1). Para o presente
trabalho, as etapas ocorreram com extragéo por CO2; COz + EtOAc; CO2+ETOH em leito fixo,
por ordem crescente de polaridade, com diferentes parametros de temperatura e pressao. Este
processo de extracdo foi determinado para que se conseguisse obter um extrato no qual a
molécula de Brosimina B estivesse presente.

As extracdes foram realizadas no Laboratdrio de Extracdo (LABEX/FEA-UFPA), no
Spe-edTM SFE (Applied Separations, modelo 7071, USA) (Figura 5). O Spe-edTM SFE esta
acoplado em um compressor que apresenta volume interno 19,7 L (Schulz, modelo CSA 7,8,
Brasil), um recirculador (Polyscience, modelo F08400796, USA), um cilindro CO> (pureza
99,9 %, White Martins, Brasil), uma bomba de cossolvente (serie 1500) e um medidor de vazéo
na saida do sistema (Dwyer, RMA, USA).

33



Figura 5-Applied Separations, modelo 7071, USA

Fonte: A prépria autora (2021)

8.4.1. Procedimento
8.4.1.1. Preparo da célula de extracéo

O empacotamento da célula de extracdo de 100 mL, com dimensfes de 15,2 cm de
comprimento; 3,17 cm de diametro interno e 12,62 cm de comprimento interno, foi realizado
com aproximadamente 10 g de matéria-prima. A montagem da célula inicia-se acoplando o
encaixe inferior, adicionando-se em sua extremidade interna esferas de vidro e algodao
visando reduzir ou evitar a passagem de particulas da matriz para os dutos capilares.
Posteriormente acrescenta-se a massa de matriz, finalizando com o acréscimo de uma porcéao
de algodao e esferas de vidro, respectivamente, para entdo fechar a célula (Figura 6). Apds
isto, a célula de extragdo foi inserida dentro do forno de Spe-edTM SFE para inicializar a
extracdo (Figura 7). Procedimentos de preparo da célula ja descritos por autores como
Salazar (2017) e Urbina (2019).
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Figura 6-Célula de extracdo utilizada (esquerda) e célula ilustrada (direita)

Esferas de vidro

Fonte: A prépria autora (2021) e Salazar (2017)

Figura 7-Célula de extracdo no forno

Fonte: A prdpria autora (2021)
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8.4.1.2. Procedimento operacional

O procedimento operacional para o processo de extracao pode ser acompanhado atraves
da figura 8 e 9, foi realizado segundo o manual de operac¢des da Applied Separations (2004).
Os ensaios da EFS foram executados, utilizando o solvente CO> e as misturas CO2+ EtOAc e
CO2+EtOH (pureza 96,0 %, Dinamica, Brasil). Os pardmetros operacionais mantidos
constantes foram o tempo de extracdo dinamica (Td) de 60 min, a vazdo de CO de 3 L/min,
CO2+ EtOACc de 1,16 ml/min com Td de 60 min e vazdo de CO2+EtOH de 1,34 ml/min com
Td de 60 min e a massa de matéria-prima de 10 g.

Figura 8-Esquema da extracéo supercritica.

Vilvula de expansdo

<q x\'icft.litlur de
V2 vazao

Vaso de

Vi Banho de q:nlt;'l.'lL
Refrigeragio 8
Fomo
I ] vs
Cilindro de CO2 Bomba Compressor

Fonte: Cordeiro, 2015.

Figura 9-Procedimento da extracao sequenciada realizado

“MATERIA
PRIMA

!

PREPARO DO LEITO |
DE EXTRAGAO

! ! f t
PROCESSO DE T CCH250 bar TO)2% b | [ T ("C)250 b
EXTRACAO co2 " | coxEoA: | ™ CO2+ErOH
L Coadiplen speracionain
| Tw "t
™™ .
. .
: ! i
T ("C)300 bae TEC)¥W0bar | T ("CH300 by
co2 = cormoa | ™ CO24E0H
: [Tad= m
1 1 !
|
T (O350 bae - T *C)y3%90 bax T ("CH340 bar
co2 CO+E10AC COZ+EOH

Retificagdo: Onde esta escrito CO2+ EtOAc de 1,16 L/min e CO2+EtOH de 1,34 L/min leia-
se, leia-se CO2+ EtOAcC de 1,16 ml/min e CO2+EtOH de 1,34 ml/min
Fonte: A autora (2022)
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a) Liga-se o banho de refrigeracdo, aguardando até atingir -10 °C.
b) Verifica-se se todas as valvulas estdo fechadas (V1, V2, V3, V4 e V5)

c) Acopla-se a célula de extragcdo ao forno e liga-se o extrator.
d)Liga-se o compressor, responsavel pela pressurizacdo de CO..

e) Abre-se as valvulas V1, V2 e V3 respectivamente, para pressurizacdo do sistema por
meio da pressao do cilindro de CO>. Verifica-se se existem vazamentos, podendo ser visiveis
nos pontos de juncdo entre a célula e os dutos capilares.

f) Confirmando-se que ndo existem vazamentos, acopla-se o frasco coletor no duto de

saida (V5) e ao medidor de vazdo.

9) Liga-se a bomba de cossolvente. Deixando os cossolventes a serem utilizados

preparados.

h) Programa-se 0 equipamento para as condi¢Ges operacionais estabelecidas e a valvula
V5 para a temperatura adequada de modo a evitar o congelamento do duto de saida,

ocasionado pelo efeito Joule-Thompson (expanséo isentalpica).

1) Inicia-se a extracdo fracionada pelo periodo dindmico, abrindo a valvula V4
lentamente seguido da valvula V5 cuidadosamente com vazédo de CO2 de 3,00 L/min e tempo
de 60 minutos.

k) Terminado este tempo, sequencialmente e rapidamente muda-se o frasco coletor,
acionando-se a bomba de cossolvente (EtOAc) com vazdo de 1,16 mL/min, pelo tempo de

60 minutos.

) Novamente, esgotado o tempo, para-se a bomba de cossolvente e troca-se de frasco
coletor e de cossolvente (EtOH) programando a vazédo para 1,34 mL/min e acionando-a,

durante 60 minutos.

m) Finalizado a extracdo, procedesse parando a bomba de cossolvente e fechando as

valvulas (V1 e V2) para cessar a alimentacdo de CO..

n) Desliga-se o painel digital responsavel pela programacdo operacional, para a

diminuicao da temperatura do forno e da valvula V5.

0) Para iniciar a despressurizacdo do sistema rotaciona-se a valvula de pressao no sentido
anti-horario até seu limite. Manuseia-se as valvulas V4 e V5 para uma vazdo adequada. A
completa despressurizacao pode ser verificada pela vazéo 0,00 L/mim obtida pelo medidor

de vazéo ou pela presséo 0 bar do sistema.
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p) Apds a despressurizacao, pode-se desacoplar o frasco coletor do sistema, mantendo o

extrato longe da incidéncia solar.

0) Para iniciar uma nova extragéo, retira-se a célula de extracdo do forno, desmontando-a
posteriormente. Ap0Os a assepsia da mesma, inicia-se a montagem da célula e refaz-se os

procedimentos ja descritos.

q) A limpeza do equipamento deve ser realizada com alcool etilico P.A. 99,5%, a seringa que
acompanha o equipamento para limpeza dos dutos capilares na linha de extracdo. A célula

de extracdo pode ser limpa com detergente neutro, agua e esponja.

8.4.1.3 Coleta e armazenamento dos extratos

O solvente dos extratos obtidos foi parcialmente evaporado e o produto (extrato +
solvente) transferido para frascos de penicilina 10 ml. Ap6s secagem completa, a massa do
extrato foi pesada para calculos de rendimento e armazenada sob refrigeracéo.

9 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Os extratos foram levados ao Laboratorio Central de Extracdo do Instituto de Ciéncias
Naturais e Exatas (ICEN/UFPA) para analise por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia (CCDAE) para avaliacdo qualitativa da composi¢do quimica dos extratos e ao
Laboratério de Tecnologia supercritica (LABTEC) para avaliacdo quantitativa da composicéo

quimica.

9.1 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA
EFICIENCIA (CCDAE)

A determinacdo da composicdo quimica dos extratos de Brosimum acutifolium foi
realizada por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) de acordo com
0 método de Wagner e Bladt (2001), no Laboratério Central de Extracdo (ICEN/UFPA).
Utilizando um CAMAG-TLC/HPTLC (CAMAG, Suiza), equipado com automatic TLC
sampler (ATS 4), Automated Multiple Development (AMD 2) e TLC Visualizer. Os extratos a

serem utilizados serdo (tabela 4):

Tabela 4-Os extratos obtidos via (CO2+ EtOAc) e (CO2+EtOH) de maiores rendimentos

Temperatura (K) Presséo (bar) | CodificagOes Densidades
Extrato (kg/m3)
CO,+EtOA
(CO-+EtOAC) 313,15 350 2T1P3 960,213
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333,15 2T2P3 912,866

Temperatura (K) Pressdo (bar) | CodificagOes Densidades
Extrato (kg/m?®)
(CO2+EtOH) 313,15 250 3T1P1 946,716
333,15 3T2P1 883,267

Fonte: A prépria autora (2022)

9.1.1 Preparo dos extratos e padrdes

Os extratos foram solubilizados em MeOH (99,9%, Tedia®, Brasil) a uma

concentracdo de 10.000 ppm e os padrbes foram preparados a uma concentracdo de 200 ppm.

9.1.2 Preparo das placas de silica gel 60 A

As placas de silica gel 60 A (SiliCycle Inc, Canada) foram inicialmente limpas e
ativadas. Para tanto, as placas foram cortadas em dimens@es de 10x6 cm, medindo-se 2 cm de
comprimento para arraste de impurezas e 8 cm para corrida (Figura 10). Posteriormente,
preparou-se em uma cuba de vidro, 20 mL de solvente MeOH (99,9%, Tedia ®, Brasil), na
qual a placa foi depositada para limpeza. Ap6s a limpeza, a placa é ativada por aquecimento,
sendo colocada na estufa a 110°C por 30 segundos.

Figura 10-Imagem ilustrativa da placa de silica Gel

10 cm

6 cm

Fonte: A prdpria autora (2022)

Foram aplicados 10 uL dos extratos e dos padrdes em forma de banda em placas de
silica gel 60 A (SiliCycle Inc, Canada) através do mddulo aplicador automatico de amostras
(CAMAG, ATS 4-Automatic TLC Sampler, Suiza). Tendo como fase mdvel, hexano/ EtOAc

39



40 % para identificacdo de flavondides, usando padrdo Quercetina (revelador NP/PEG)
identificada como Ple fase mdével DCM/MeOH 5%. para identificacdo dos seguintes
compostos; cumarinas, acidos graxos e compostos fenolicos, com uso dos seguintes padroes;
B- Amirina, Metil Oleato e Timol (revelador VAS), identificados como P2, P3 e P4,
respectivamente. As placas apos serem derivatizadas pelos reveladores foram visualizadas sob
luz visivel (luz branca) e luz violeta 366 nm, respectivamente. As placas foram dispostas, com

relacdo aos extratos e padrdes da seguinte maneira (figurall el2):

Figura 11-Disposicao dos extratos na placa para analise de flavonoides

P1 2TI1P1 2T2P1 3TIP3 3T2P3

Fonte: A prépria autora (2022)

Figura 12-Disposicdo dos extratos na placa para analise de cumarinas, terpenos, acidos
graxos, compostos fenélicos

P2 P3 P4 2T1P1 2T2P1 3TIP3 3T2P3

Fonte: A prépria autora (2022)

9.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Extracdo: Os compostos fenélicos foram extraidos com solucéo extratora (70% acetona, 29,5%

agua destilada, 0,5% &cido acético) a uma concentracao de 46,08 mL/g.
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Leitura: 515 nm, triplicata.

Curva analitica: Curva de Trolox de 7 pontos (0 - 25 umol/L), Equagdo da reta: y = 0,0222x +
0,0206 / R2 = 0,991.

Equipamento: Espectrofotémetro UV/VIS (modelo UV-M90, marca Bel Engineering).
10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste tdpico, serdo discutidos os resultados referentes analise centesimal da matriz;
determinacdo do didmetro médio da particula; determinacdo das isotermas de rendimento

global; avaliacdo da composic¢do quimica do extrato e atividade antioxidante.
10.1 AVALIACAO DA CARACTERIZACAO CENTESIMAL DA MATERIA PRIMA

Para caracterizacdo da casca da espécie em base seca (tabela 5), ndo foi encontrado na
literatura informacdes a respeito dos parametros centesimais especificos para a referida matriz,
todavia, de acordo com Silva e Casali (2000), o ter de umidade de cascas vegetais devem estar
entre 8% e 14%, valores acima desta faixa podem ocasionar a deterioragcdo da matéria prima e
gerar transformacdes quimicas indesejadas nos metabolicos secundérios, logo, observasse que
a matriz apresenta umidade dentro do aceitavel.

Em relacdo ao processo de extracdo, o excesso de umidade da matéria prima tende a
prejudicar a extracdo de compostos que possuem afinidade com o CO2 e em outras situacdes se
existe a desejabilidade de extrair compostos mais polares, a presenca de agua seria indicada
para melhorar a interagdo do solvente com o soluto (POORMORTAZAVI,
HAJIMIRSADEGHI, 2007; PEREIRA, MEIRELES, 2010; BATISTA, 2016).

Tabela 5-Caracteristicas da amostra em base seca
Umidade (%) Lipidios (%) Cinzas (%) Proteinas g/100 mL
13,63 0 2,1220+0,05* 4,4106+0,10*
Legenda: *Desvio padrdo

Fonte: A prépria autora (2021)

Néao foi evidenciado valor expressivo de lipidios, sugerindo que ela ndo apresenta 6leos
extraiveis, o que foi constatado na extracdo por fluido supercritico quando da passagem apenas
de COg, a qual ndo foi coletado nenhum extrato. Carelli et al., (2021) também notou o baixo
valor lipidico, ao avaliar a composi¢cdo centesimal da casca do fruto da espécie Brosimum
gaudichaudii Trécul in natura (0,78+0,05).
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Os valores de proteinas foram notaveis (4,41+0,10), haja vista que estdo presentes em
varias partes estruturais, casca, caule, folhas entre outras, e estdo relacionadas a prépria
alimentacdo das arvores e seu metabolismo (DA SILVA et al., 2019). Valores proteicos
significativos também foram constatados (7,27+0,23) por Land et al. (2017) e Carelli et al.,
(2021), (3,76+0,62) no estudo da espécie Brosimum gaudichaudii Trécul.

Para as cinzas (2,12+0,05), tem-se consideravel quantidade de residuos minerais
isentos de carbono dentre os quais, podem estar presentes materiais estranhos que aderem na

superficie da matriz.

10.2 DIAMETRO MEDIO DAS PARTICULAS DA MATRIZ

Para a extracdo por fluidos supercriticos, o tamanho das particulas pode gerar efeitos
no rendimento obtido, em geral o menor diametro da particula permite um maior contato
entre o fluido e matriz, devido ao aumento da superficie de contato. A partir dos dados
disponiveis na tabela 6, o diametro médio obtido pela equacéo 1, foi de 0,456 mm. 9, 20, 28,
32e35

Tabela 6-Dados granulométricos

Dpi(mm) mi (g) AXi Dpi(mm) Xi Yi AXi\Dpi
2,000 59,0501 0,2931 2,0000 0,7069 0,2931 0,1465
850 43,0207 0,2135 1,4250 0,4934 0,5066 0,1498
590 13,9402 0,0692 0,7200 0,4243 0,5757 0,0961
500 7,3153 0,0363 0,5450 0,3880 0,6120 0,0666
425 7,4260 0,0369 0,4625 0,3511 0,6489 0,0797
Fundo 70,7478 0,3511 0,2125 0 1,0000 1,6523
Total 2,1910

Fonte: A propria autora (2019)

Os diametros médios comumente utilizados se encontram na faixa de 0,25mm-2mm, assim
o resultado granulométrico obtido foi satisfatdrio, pois permite uma padronizacgdo das particulas
0 gue como j& mencionado, torna o processo de extracdo mais eficiente (REVERCHON, DE
MARCO, 2006).

10.3 DETERMINACAO DAS ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

Este subtdpico apresentara os resultados encontrados na forma de tabelas e graficos
nas trés etapas de extracdo. O sistema de extracdo sequencial, foi realizado com SFCOy;
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CO.+EtOAC e CO2+EtOH em ordem crescente de polaridade. Os pardmetros de temperatura
foram 40 °C e 60°C para pressdes de 250, 300 e 350 bar.

10.3.1 Isoterma de rendimento global CO>

Conforme ja fora mostrado na tabela 6, a matriz ndo apresentou quantidade
significativa de lipidios, entdo espera-se que a passagem do SFCO2 ndo extraia substancia
lipidica, o que foi comprovado na extracdo, obtendo-se frasco coletor vazio (figura 13)

durante os 60 minutos de extracgdo.

Figura 13-Frasco coletor CO;

Fonte: A prdpria autora (2021)

10.3.2 Isoterma de rendimento global CO2+EtOAc

Na tabela 7, encontram-se disponiveis os resultados de rendimento obtidos do sistema

(CO2+ EtOAC) em diferentes condi¢des operacionais de extragdo:

Tabela 7- Rendimentos CO.+ EtOAc (80:20) (v/v)

Temperatura | Pressdo | Massado [ Massa Médiade | Rendimento| Densidade
(°C) (bar) | Extrato (g) Extrato (g) (%) (kg/m?3)
0,0307
250 0,0284 + 0,0033* 0,3288 927,279
0,0260
0,0375
40 300 0,0296 + 0,0111* 0,3427 944,805
0,0218
350 0.0392 0,0394 + 0,0003* 0,4562 960,213
+
0,0396 ' o ’ ’
60 250 0,0458 0,0449 + 0,0013* 0,5198 870.942
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0,0440
0,0453

300 0,0468 + 0,0021* 0.5418 893.493
0,0483
0,0501

350 0,0688 + 0,0264 * 0.7966 912.866
0,0874

Legenda: Desvio padrédo *; extracdo em duplicata
Fonte: A propria autora (2021).

Ao se avaliar a isoterma a 40°C, observa-se que o0 maior rendimento (0,46 %) foi obtido
a 350 bar com densidade do solvente de 960,213 kg/m3. Neste caso, identifica-se a influéncia
da densidade do solvente e da pressdo no rendimento obtido, a densidade do solvente é um
parametro afetado por variacGes de pressdo, que consequentemente refletirdo em seu poder de
solvatacdo (HERRERO et al., 2013; DE MELO et al., 2014; PEREIRA et al., 2016), verifica-
se, portanto, que nesta isoterma, o0 aumento da pressdo promoveu um aumento na densidade do
solvente que por conseguinte gerou um maior rendimento pelos motivos ja elucidados.

Para a isoterma a 60°C, o maior rendimento obtido (0.79) ocorreu a 350 bar (densidade
do solvente de 912.866 kg/m®). Novamente, observa-se que a variavel pressio influenciou na
densidade de solvente, gerando um aumento no rendimento do processo. Na figura 14, tem-se
0s extratos de maiores rendimentos, onde as codificacdes 2A e 2B representam CO + EtOAc,

com a temperatura em grau celsius e pressao em bar:

Figura 14-Extratos de maiores rendimentos CO» + EtOAC

Fonte: A prépria autora (2021).

Na figura 15, encontram-se os graficos das isotermas globais em base seca, para
temperaturas de 40°C (313,15 K) e 60°C (333,15 K) e pressoes de 250, 300, 350.

Figura 15-Grafico das isotermas de rendimento (CO2 + EtOAc) em funcdo da densidade e
isoterma de rendimento em funcéo da presséo, respectivamente
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Isoterma de rendimento em base Isoterma de rendimento em base
seca (A) seca (B)

Rendimento (%)
Rendimento (%)

Densidade (kg/m’) Presséo (bar)

Fonte: A prépria autora (2021)

O comportamento das isotermas pode ser embasado por varios trabalhos na literatura
cita-se para esta pesquisa, o de Pies (2017) no estudo da casca da jabuticaba, que obteve um
comportamento do sistema semelhante, observando que, fatores como densidade,
condutividade térmica e viscosidade do CO sdo parametros afetados pela variacdo de presséo,
possibilitando que o soluto seja liberado no interior da particula. Justifica-se ainda conforme
Carvalho Jr (2005) o qual argumenta que a elevacao da temperatura promove o encurtamento
da distancia entre as moléculas, aumentando o poder de solvatacdo podendo ter como um dos
seus efeitos um maior rendimento massico. Ao se avaliar o sistema isobaricamente, para
qualquer valor nominal de presséo, (sugere-se 40°C e 60°C para pressao de 350 bar) observa-
se que 0 aumento da temperatura ocasionou uma reducdo na densidade do solvente (rendimento
versus densidade), todavia promoveu um maior rendimento devido ao aumento na presséo de
vapor do soluto (GOODSHIP, OGUR, 2004).

10.3.3 Isoterma de rendimento global CO2+EtOH

Nota-se que para a primeira isoterma do sistema (CO2+EtOH) (Tabela 8), o maior
rendimento (0,3126 %) ocorre a 250 bar (densidade do solvente 946,716 kg/m®). Nesta
situacdo, tem-se que o aumento da pressdo apesar de gerar um aumento na densidade do
solvente, provocou um menor rendimento na extracdo, sugerindo-se que a pressao de vapor

do soluto é dominante neste sistema.
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Tabela 8-Rendimentos da extracdo (CO»+EtOH) (80:20) v/v

Temperatura (°C) PEE:‘?O I\éist?Ztgo M'\gg?:a;e Rendimento (%) D(inj'djde
() Extrato (g) g/m’)
0,0270 | 0,0272 +
250 0.0274 0,0003* 0,3126 946,716
0,0168 | 0,0161 +
40 300 0.0154 0,0010* 0,1864 961,983
0,0160 | 0,0148 +
350 00136 0,0017* 0,1714 975,609
0,0209 | 0,0198 +
250 00187 0,0003* 0,2292 883,267
0,0177 | 0,0168 +
60 300 0.0159 0,0010* 0,1945 903,785
0,0159 0,0157+ 0,1819 921,620
350 0,0156 0,0003*

Legenda: * Desvio Padrdo
Fonte: A prépria autora (2021).

A isoterma a 60 °C, exibe um comportamento semelhante, no qual o maior rendimento
(0,2292 %) foi encontrado em 250 bar (densidade do solvente igual a 883,267 (kg/m?).
Conforme a pressdo do sistema aumenta, tem-se 0 aumento da densidade do solvente, porém
obtém-se um menor rendimento no processo, como ja mencionado sugere-se que a pressao de
vapor do soluto é dominante neste sistema (SALAZAR, 2017; MAZZUTTI et al., 2012). Na
figura 16, tem-se os extratos de maiores rendimentos, onde as codificagcdes 3A representam

CO; + EtOH, com a temperatura em grau celsius e pressao em bar:

Figura 16-Extratos de maiores rendimentos (CO2+EtOH

Fonte: A autora, 2021
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De maneira sucinta, tem-se nestes casos um efeito coligativo, que provoca uma mudanca
em certas propriedades do solvente, quando um soluto ndo volatil (ponto de ebuli¢do do soluto
é superior ao do solvente) e o solvente entram em contato (SPENCER LIMA, 2014). Logo, 0
soluto dificulta a evaporacédo do solvente, mas a condensacao do solvente ndo é afetada, fazendo
com que a pressdo de vapor do solvente seja diminuida (a que é exercida pelas moléculas contra
a interface para passar para o estado vapor) e a pressao do soluto seja dominante. O rendimento
obtido, se assemelha ao encontrado por Pies (2017) e Rodrigues (2017) ao estudar a SFE via
CO- de cascas de jabuticaba e Crdton palanostigma, respectivamente com rendimentos entre
0,2a0,4%; 0,2a1,5% com uso de cossolvente EtOH. Na figura 17, os graficos das isotermas
globais em base seca, para temperaturas de 40°C (313,15 K) e 60 °C (333,15 K) e pressdes de
250, 300, 350 podem ser observados:

Figura 17-Gréfico das isotermas de rendimento (CO2 + EtOH) em funcdo da densidade e
isoterma de rendimento em funcdo da pressao, respectivamente
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Fonte: A prépria autora (2021)

Ao se analisar a isoterma de rendimento versus pressao, tem-se o chamado ponto de
inflexdo ou cruzamento. Este achado, é coerente com o que (TURNER, KING e
MATHIASSON, 2001) elucidam, no qual em um sistema isobarico, 0 aumento da temperatura
torna a forca do fluido dependente da pressdo. Se esta pressdo estiver abaixo do ponto de
cruzamento, ocorrerd uma reducdo no poder de solvatacdo do fluido. No entanto, acima do
ponto de cruzamento, a elevacdo da temperatura promovera uma melhora na eficiéncia do
processo, ainda que a densidade do fluido seja diminuida, o que € justificavel pela dominancia
da pressdo de vapor. A observancia de dois pontos do gréafico, fornece algumas informacdes

relevantes para entender o cruzamento das isotermas.
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Nota-se que para pressdo de 250 bar, 0 aumento da temperatura (60°C) ocasionou um
baixo rendimento, gerado pela reducdo da densidade. Outro ponto interessante, ocorre na faixa
de 300 bar, onde as isotermas se invertem, e tem-se que acima deste ponto de inflex&o, na
temperatura de 60 °C obtém-se melhor rendimento, ainda que ocorra a diminuicdo da

densidade. O ponto de inflexdo dependera das interacdes entre o soluto e o fluido.

11 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA

Para a analise qualitativa da composicdo quimica, foram utilizadas duas placas
(dispostas conforme figura 8 e 9, ja mencionado). Em cada placa foi aplicado um padréao
especifico (200 ppm cada) e quatro indculos (10.000 ppm cada extrato), a qual foram
derivatizadas com reveladores especificos havendo formacdo de bandas e coloragdes proprias
da classe de composto analisado.

11.1 FLAVONOIDES

A placa cromatografica (figura 18) foi revelada com NP/PEG sendo visualizada em luz
ultravioleta (UV), cujo comprimento de onda é 366 nm. De acordo com Wagner e Bladt (2001),
ao serem excitados 0s compostos presentes na amostra avaliada, tendem a se tornar
fluorescentes quando excitados pela luz UV. Os flavonoides entdo podem exibir uma coloracéo,

amarela intensa; amarela esverdeada e azul.
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Figura 18-Placa cromatografica para avaliacdo de flavonoides

Legenda: P1= Quercetina; Fator de retencdo (Fr) nas margens direita e esquerda)
Fonte: A propria autora (2022)

Na placa em questéo, foi utilizado o padrao para flavonoides Quercetina, o qual exibiu
coloracdo amarelo-esverdeado, o extrato nao apresentou bandas com fator de retencdo (Fr)
semelhante ao do padréo utilizado, todavia a analise evidencia possivel presenca de flavonoides
de coloracdo azul em Fr=0,35 e Fr= 0,7 e flavonoides de coloracdo amarelo-esverdeado em
Fr=0,5, exceto para o extrato 3T2P1. Por fim, nota-se que o extrato etanoico 3T1P1 (condi¢cbes
40 °C e 250 bar) exibiu melhor perfil quimico comparado aos demais extratos avaliados.

Este perfil fito quimico em relacdo a flavonoides, para esta espécie € um assunto ja
bastante consolidado (TORRES et al., 1997; TORRES et al., 2000; TAKASHIMA, OHSAKI,
2001; TAKASHIMA, OHSAKI, 2002). A arvore exibe uma composicao rica em flavonoides,
0 que se confirma pelas diversas pesquisas que atribuem a espécie um carater anti-inflamatorio,
anticancerigeno, antissifilitico e entre outros (MAUES, 2013; FONSECA, 2014).

11.2 COMPOSTOS FENOLICOS, CUMARINAS E ACIDOS GRAXOS

Na placa cromatografica da figura 19, pode-se avaliar o perfil fito quimico em relacdo
a presenca de Compostos fendlicos, Cumarinas e Acido graxo, para tanto fez-se o uso do
revelador VAS para derivatizar a placa. Observa-se que 0s extratos 2T1P3 e 2T2P3 exibem Fr=

0,8 semelhante ao padrao utilizado (5-Amirina) e indicam a possivel presenca de cumarinas
49



(coloracéo azul escuro), o padrdo Timol exibe coloracdo roxo/lilas ou rosa, indica a presenca
de compostos fendlicos (JORK et al., 1990; WAGNER e BLADT, 2001), fato que pode ser
constato em todos os extratos (Observar o Fr=0,5; Fr=0,7), em especial no extrato 3T1P1. O
padrdo Metil Oleato indica a presenca de acidos graxos, com colora¢do marrom ou marrom-
acinzentado (JORK et al., 1990; WAGNER e BLADT, 2001), o extrato 3T1P1 evidencia uma
um melhor perfil (Fr=0,4) para estas substancias, nos demais extratos observa-se a presenca
discreta destes acidos.

Figura 19-Placa cromatografica para avaliacdo de perfil fito quimico

Legenda: P2: B-Amirina; P3: Timol; P4: Metil Oleato.
Fonte: A autora (2022)

O extrato 3T1P1 para todas as avalia¢Ges qualitativas via HPTLC, foi o que manifestou
melhor perfil quimico em relacdo aos extratos de maiores rendimentos analisados. Com perfil

de compostos fendlicos, flavonoides e acidos graxos bem definidos.

11.3 Atividade antioxidante

Substancias com capacidade de inibir ou retardar a oxidacdo sdo chamados de
antioxidantes. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos age no sentido de

neutralizar os radicais livres, tornando-os estaveis. Os valores conforme observado (tabela
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9) exibe maior atividade antioxidante para o extrato 2T2P3 (75,67+1,22) seguido do extrato
3T1P1 (59,35+2,93).

Tabela 9-Atividade antioxidante

Amostra Meédio (umol Trolox equivalente/g)
2T1P3 34,57+£0,59*
2T2P3 75,67+1,22*
3T2P1 34,57+£2,35*
3T1P1 59,35+2,93*

Desvio Padrao*

Segundo Land et al (2017), a atividade antioxidante da espécie Brosimum gaudichae foi
em média 28,85 * 2,66, Dulcimar et al., 2008, ao avaliar a atividade antioxidante (DPPH) dos
extratos de Brosimum parinarioides Ducke encontrou valores de 21,5 pg/ml no extrato
metanolico, de 19,2 pg/ml no extrato de acetato de etila. Os resultados encontrados
possivelmente estdo relacionados ao teor de compostos fendlicos ou alguma substancias

diferente destes.

12 CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

Os resultados da caracterizagdo centesimal da matriz apresentam-se em concordancia
aos dados disponiveis das espécies pertencentes ao mesmo género, quanto a teor lipidico, cinzas
e valor proteico, haja vista que informacdes especificas a respeito da composi¢do centesimal da
espécie Brosimum acutifolium ndo foram reportadas na literatura pesquisada. Os valores de
umidade encontram-se dentro da faixa adequada para matrizes vegetais e para extracdo com
fluido supercritico. A avaliacdo granulométrica teve como resultado um didmetro médio das
particulas consoante com a literatura.

Quanto as isotermas de rendimento global para extragdo sequenciada em leito fixo, ndo
foi possivel se obter uma isoterma da extracdo somente com CO», pois conforme a analise
centesimal, a matriz ndo apresenta valores significativos de lipidios, portanto ndo houve coletas
de extrato de substancias lipidicas, nesta etapa. Para a extragdo com CO2+ EtOAc, o maior
(0,7799 %) e menor rendimento (0,3288%) foi obtido em 333,15 K a 350 bar (p=912.866
kg/m®) e 313,15 K a 250 bar (p=927,279 kg/m3), respectivamente.

Quanto a extragcdo com CO2+ EtOH, obteve-se maior (0,3126 %) em 313,15 K a 250
bar (p=946,716 kg/m®) e menor rendimento (0,1714 %) em 313,15 K a 350 bar (p=975,609
kg/m?®). Observou-se ainda neste sistema, a inversdo das isotermas (faixa de 300 bar), fazendo

com que acima desta faixa de presséo, a isoterma de 333,15 K apresenta se maior rendimento.
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Os extratos obtidos via extracdo supercritica foram avaliados qualitativamente por CCDAE
para analisar sua composicao quimica, os resultados da cromatografia revelaram um perfil
quimico diferente nos extratos 2T1P3 e 2T2P3 em relacdo a presenca de cumarinas, a0 passo
que o extrato 3T1P1 foi o que apresentou melhor perfil quimico com relacdo aos compostos
fenolicos, flavonoides, acidos graxos e os extratos 2T2P3 e 3T1P1 exibiram melhor atividade

antioxidante.
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13 CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES

As atividades foram desenvolvidas de maneira remota e presenciais quando
devidamente autorizadas no periodo pandémico (Portaria CAPES N°. 55 (29/04/2020); a
Portaria MEC N°. 544 (16/06/2020) que revogou a Portaria MEC N°. 343 (17/03/2020); a
Medida Provisoria N°. 934 (01/04/2020); a Portaria MEC N°. 617 (03/08/2020); o Parecer
CNE/CP N°. 05/2020) e Grupo de trabalho da UFPA sobre o novo coronavirus Boletim —
06/04/2020:

Atividades 2°/2019 2°/2020 1°/2021 1°/2022
Revisdo da literatura X
Recebimento da matéria X
prima
Preparo da matéria X
prima
Elaboragéo da X X X
dissertacéo
Extragdo
Analise dos dados X X
obtidos
Elaboracéo do artigo
Elaboracéo da X X X X
dissertacéo
Publicacéo do artigo X X
Exame de qualificacdo
Realizacdo das X X
analises
Analise dos resultados X X X
Elaboracéo da X X X X
dissertacéo
Defesa X
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