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RESUMO - Este trabalho tem como objetivo a extracdo e quantificacdo de
compostos bioativos da semente do cumaru por meio de extragdo convencional
(soxhlet) e supercritica utilizando didxido de carbono e solventes modificadores.
As extragdes supercriticas foram realizadas numa faixa de pressdo de 180 - 220
bar e temperatura de 60 - 80°C. O planejamento experimental foi definido a partir
do design fatorial fracionado (método Taguchi). Os extratos foram analisados por
cromatografia liquida (HPLC) e gasosa com espectrofotdmetro de massas (GC-
MS). A extragdo da cumarina utilizando o diéxido de carbono e modificados
apresentou melhor seletividade e rendimentos em relagdo a extracao
convencional.

1. INTRODUCAO

A cumarina € um composto formado por um anel aromatico fundido em um anel lactona
com potencial para utilizacdo de herbicida (Oliveros-bastidas et al., 2013), perfumes,
cosméticos, cigarros (Sullivan, 1982), anti-inflamatério (Leal et al., 2000) além de fins
medicinais, como na prevencao e tratamento de edemas consequentes da radioterapia e varios
tipos de cancer (Grotz et al., 2001; Mohler et al., 1994; Thornes et al., 1994).

Foi isolada de diferentes espécies (Mitra et al., 2009; Oliveira et al., 2013; Rodrigues et
al., 2008) e ¢ amplamente distribuida nas sementes de Cumaru (Dipteryx odorata),
justificando o nome da espécie, tendo sida isolada também desta semente em pesquisa
anterior, por meio de extracdo com Soxhlet (Sullivan, 1982). No entanto, este tipo de extracao
apresenta desvantagens como grande utilizagdo de solventes organicos, demanda de longos
periodos de extragdo e o fato de ndo ser seletivo, obtendo muitos analitos como subproduto.

Neste sentido surge a possibilidade de extracdo com fluido supercritico (EFS), cuja
pressdo e temperatura se encontram acima do ponto critico. Acima da temperatura critica o
solvente ndo volta a ser liquefeito, no entanto, com o aumento da pressdo, a densidade se
aproxima a do estado liquido e o poder de solvatacao ¢ elevada.
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O dioxido de carbono tem sido o preferencialmente utilizado neste tipo de extragao, por
apresentar propriedades criticas relativamente baixas, baixo custo, ndo ser toxico, ndo
inflamavel, ser inofensivo ao meio ambiente e prontamente disponivel no mercado com alto
grau de pureza (King and Bott, 1993). No entanto, o didéxido de carbono apresenta a
desvantagem de ser altamente apolar, dificultando a extracao de analitos polares ou levemente
polares, como ¢ o caso da cumarina. O uso de pequenas quantidades de solventes organicos
como modificadores vém revertendo este quadro, mantendo os beneficios da EFS.

O principal objetivo desta pesquisa ¢ avaliar a extragao da cumarina a partir da semente
de cumaru por meio da extragdo supercritica com o uso de pequenas porcentagens de
solventes organicos (modificadores), como o acetato de etila, diclorometano e etanol. Avaliar
a seletividade e o rendimento do componente alvo utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e obter perfil de acidos graxos livres utilizando Cromatografia Gasosa
equipado com espectrometro de massas (CG-EM).

2. MATERIAL E METODO
2.1 Matriz vegetal.

A semente de cumaru foi adquirida na Oriental Central Comércio Ltda, no Estado do
Par4, Brasil, em junho de 2013. Foi utilizado um processador de uso doméstico afim de obter
um diametro de particula da semente entre 1 e 2mm. Apos, 0 material foi armazenado sob
refrigeracdo até o inicio das extracdes.

2.2 Extracéo com Soxhlet.

Para as extracOes utilizando Soxhlet foram utilizados em média 20 gramas da semente,
350 mL de hexano como solvente na primeira extracdo e 350 mL de etanol na segunda, na
temperatura de 45°C, durante 48 horas. Os rendimentos foram calculados de acordo com a
massa inicial da amostra.

2.3 Extracéo com Fluido Supercritico.

O aparato em escala laboratorial consisti em um cilindro de dioxido de carbono, 99,9%
de pureza obtido da White Martins S.A. (Brasil), duas bombas seringa (ISCO, Model 500D),
sendo que uma foi abastecida com o dioxido de carbono (bomba A) e outra com o solvente
organico (modificador) (bomba B), dois banhos termostaticos e um extrator cilindrico com
163 mL de volume interno.

As sementes foram adicionadas no extrator aquecidas a temperaturas variando entre 60
e 80°C. O extrator foi entdo pressurizado com o diéxido de carbono por meio da bomba A e
apos, adicionado o modificador pela bomba B. O sistema permaneceu em equilibrio durante
20 minutos. Em seguida, uma vélvula de controle da vazéo de extracao foi aquecida a 80°C, a
fim de evitar o congelamento do CO, e entupimento da mesma. A mesma, foi manuseada para
controle do fluxo da extracdo a uma vazdo de 3 mL.min™. A cinética de extracéo foi feita a
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cada intervalo de 20 minutos. Apés 140 minutos de extracdo a valvula foi fechada e o sistema
foi despressurizado.

O planejamento experimental foi realizado utilizando uma padronizacdo do modelo
fatorial fracionado e arranjos ortogonais, conhecido como Método de Taguchi. Este método
possui a vantagem de analisar um nimero maior de variaveis com realizacdo de menor
namero de experimentos, obtendo resultados pela combinacdo de respostas Neste caso 0
planejamento foi formado por quatro variaveis (tipo de modificador, temperatura, pressao e
porcentagem de modificador) e trés niveis, totalizando em nove experimentos, realizados em
duplicata. Os dados foram avaliados por Analise de Variancia

2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

As solugdes foram preparadas utilizando metanol (40%) + acetonitrila (60%) para
solubilizacdo das amostras. Foram realizadas injecdes de 2 L em um HPLC Varian Polaris
Modelo 210, equipado com coluna cromatogréafica Luna 5um, fase estacionaria C18 (2) 100
A (150 mm x 4,6 mm), operando a 30°C. A fase mével utilizada foi: 5% de &cido acético em
fase aquosa (fase A) e uma mistura de 60% acetonitrila e 40% metanol (fase B), em modo
gradiente, conforme indicado na Tabela 1.

Tabela 1 Eluicido Gradiente da Fase Movel.

Tempo de corrida (min) Proporc¢do de Fases A:B Isocratico (min)

0 60:40 5
10 40:60 0
20 10:90 5
25 60:40 0

O UV-VIS foi utilizado como detector em um comprimento de onda 274nm. Os dados
foram processados através do software Galaxie.

Foi injetada também uma solucdo com uma amostra padrdo de cumarina (Synth 99,5% -
Brasil) a fim de comparagdo do tempo de retencdo. Para a quantificagdo do composto no
extrato foi feita uma curva de calibracdo da cumarina padrdo nas concentracfes de 20, 25, 30,
35 e 40 ppm. Para determinagdo das concentragdes da cumarina, referente a cada extracao
realizada, foi utilizada a equacdo da reta a partir da area dos picos cromatograficos de cada
extrato injetado.

2.5 Cromatografia Gasosa

As amostras foram derivatizadas utilizando 0 BSTFA
(Bistrimethylsilyltrifluoroacetamide), onde ocorreu a troca de hidrogénios ativos por um
grupo trimetilsilil. Para a sililagdo 10 mg de cada amostra foram acondicionadas em um vial,
sendo acrescentado 25uL do padréo interno (heptadecanoato de metila) e 25 puL de BSTFA e
diclorometano até completar 1 mL. O vial foi selado com septo e a amostra foi aquecida
uniformemente em banho de areia a 60°C por 30 minutos para assegurar gue ocorresse a
reacdo completa.
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A quantificacdo de acidos graxos foi realizada em um cromatografo gasoso equipado
com um espectrometro de massas da marca Shimadzu GCMS-QP2010 Plus, com coluna
capilar ZB-5MS (diametro interno 0,25 mm x 30 m, espessura do filme 0,25 um). A
temperatura do injetor foi de 280 °C; volume da injecdo de 1uL, Split 1:20. As condicGes de
operacdo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 Condicoes de Operacio GC-MS

T.C. (°C)* T.T.(°C/min)** T.P. (min)***

110 0 2
200 8 4
210 2 6
280 15 0

Fluxo de gas hélio = ImL/min. Pressdo constante = 76,9 KPa
*T.C. — Temperatura da Coluna

**T. T. Taxa de Aumento de Temperatura

*** Tempo de Permanéncia

O espectrémetro foi conduzido com o modo de impacto de elétrons a 70eV. A leitura
foi efetuada no modo SIM, onde a razdo massa/carga monitoradas foram 73 e 74. A
identificacdo dos &cidos graxos na amostra foi realizada por meio do tempo de retencdo da
solucdo padrdo, com a confirmacdo dos fragmentos de massa presentes nos espectros de
massa no modo SCAN. A quantificagdo foi desenvolvida por padronizagdo interna levando
em consideracdo a area e o fator de resposta calculado para cada acido graxo analisado
(Hirschegger et al., 2014; Jacques et al., 2006).

3. DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1 Rendimento Global em Termos de Massa de Extrato.

Os resultados obtidos nas extracdes supercriticas e com solventes organicos estdo
disponiveis na Tabela 3.

Tabela 3 Planejamento Experimental e Rendimento das Extracoes

Exp. Tipo do Modificador T (°C) P (bar) Modificador% R(Iezr:(c:ir;r;ﬁn(toc/z )d ° eitjrr;zri(r(;i) an:::]i‘;i?(;) ) Nomenclatura
1 Acetato de Etila 60 180 1 3,39+0,21 7,19 0,26 Al11l
2 Acetato de Etila 70 200 3 3,27+0,24 5,27 0,12 A222
3 Acetato de Etila 80 220 5 3,85+0,22 2,07 0,09 A333
4 Etanol 60 200 5 4,15+0,17 11,55 0,55 E123
5 Etanol 70 220 1 2,87+0,04 8,17 0,26 E231
6 Etanol 80 180 3 1,93+0,07 20,92 0,44 E312
7 Diclorometano 60 220 3 4,76+0,22 3,96 0,20 D132
8 Diclorometano 70 180 5 2,61+0,21 11,75 0,36 D213
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9 Diclorometano 80 200 1 2,3340,01 13,10 0,34 D321
10 Soxhlet com Etanol 45 - - 46,50+0,30 0,51 0,29 S_etanol
11 Soxhlet com Hexano 45 - - 19,13+0,87 1,43 0,34 S_hexano

Observa-se na Tabela 3 que as extragcdes por Soxhlet resultaram em rendimentos
superiores as EFS em termos de massa, principalmente a extracdo através de etanol, que
resultou num rendimento de 46,5%, enquanto as extra¢cdes com didxido de carbono obtiveram
um rendimento maximo de 4,76%. Este comportamento pode estar relacionado a diversos
fatores, como o tempo de extracdo superior, recirculagédo do solvente, e maior afinidade do
solvente com os compostos extraidos (Benelli et al., 2010; Gongalves et al., 2013).

O experimento utilizando 3% de diclorometano, menor temperatura (80°C) e maior
pressdo (220°C) apresentou maior rendimento em termos de massa. Este comportamento ja
era esperado, devido a influencia da densidade do CO, em seu poder de dissolucdo, sendo
proporcional a pressao com temperatura constante e inversamente proporcional a temperatura
quando a pressdo € constante, principalmente em zonas préximas ao ponto critico (King and
Bott, 1993). Como a quantidade de modificador utilizada foi de apenas 3% e o CO, se
encontra em estado gasoso em condigfes ambientes, o extrato final apresentou-se livre de
solventes.

3.2 Rendimento em termos de porcentagem de Cumarina

Embora os rendimentos em termos de massa tenham sido elevados na extragcdo com
Soxhlet, os rendimentos das extragdes com CO, supercritico apresentaram maiores
seletividade de cumarina, destacando a extragdo utilizando 3% de etanol, maior temperatura
(80°C) e menor pressao (180 bar), como observado na Tabela 3.

A utilizacdo de menores pressdes aumentam a seletividade, como ja havia sido descrito
em pesquisas anteriores, visto que o aumento da densidade pode aumentar a solubilidade com
outros componentes (Lemos et al., 2012). E possivel confirmar esta hiptese observando os
rendimentos da extracdo 7, que apresenta um maior rendimento de massa, no entanto,
apresenta uma baixa seletividade (3,96% de cumarina no extrato).

3.3 Analise de Variancia

As variaveis escolhidas foram avaliadas quanto a sua significancia por meio da Analise
de Variancia (ANOVA) e todas foram consideradas influentes no rendimento da extracdo
(p<0,05), embora o tipo de modificador utilizado, seguido da pressdo, tenha mostrado maior
significancia.

3.4 Perfil de Acidos Graxos Livres
Na Tabela 4 esta disposta a determinacdo do perfil de acidos graxos livres para cada

amostra. Em todas as condic¢des de extracdo prevaleceu a presenca de acido oleico (6mega 9)
seguido do &cido linoleico (0mega 6).
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A razdo O/L (acido oleico/linoleico) presente na Tabela 4 é um indicativo da
estabilidade do 6leo (Freitas, 2007), que, neste caso, pode ser considerado estavel, visto que
apresenta similaridade para todas as condicGes de extracdo (aproximadamente 2,7).

Tabela 4 Normalizacao dos acidos graxos livres

Alll A222 A333 D213 D321 D132 E312 E123 E231 Soxhlet Etanol Soxhlet hexano

Ac Léaurico nd. nd. nd nd nd nd nd nd nd n.d. n.d.
Ac Miristico o1 03 03 02 02 02 03 01 0.2 0,0 0,3
Ac Palmitoleico nd. nd. nd. nd. nd nd nd nd nd n.d. n.d.
Ac Palmitico 12,1 12,7 121 119 126 118 134 11,1 121 11,5 12,3
Ac Linoleico 22,1 22,8 228 223 225 218 230 205 223 20,8 21,0
Ac Oleico 58,2 55,7 56,0 583 568 586 546 61,7 579 59,8 58,8
Ac Esteérico 75 85 89 74 79 77 87 66 75 7,9 7,6
Acidez Total 37 49 63 38 43 57 123 34 55 2,6 1,4
O/L 26 24 25 26 25 27 24 30 26 2,9 2,8

4. CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida para extracdo de cumarina a partir da semente de cumaru
utilizando a tecnologia supercritica apresentou resultado satisfatério em relacdo a extracdo
convencional, tendo em vista a maior seletividade da cumarina, maior rapidez na obtengédo do
extrato e obtencdo de um produto mais limpo, livre de residuos de solventes organicos. Sendo
mais indicada para emprego na indudstria farmacéutica e de cosméticos, com destaque para o
uso de etanol, que apresentou maior rendimento, possui baixo custo e apresenta baixa
toxicidade. O perfil de &cidos graxos livres, obtido na caracterizacdo da semente apresentou
teores de &cidos insaturados superiores aos saturados, sendo mais uma caracteristica favoravel

na utilizacdo deste extrato.
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