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Resumo da Dissertação apresentada ao Programa de Pós-graduação em Engenharia de 

Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessários para a obtenção 

do grau de Mestre em Engenharia de Processos. 
 

 

PROCESSO INTEGRATIVO DE EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE COMPOSTOS 

BIOATIVOS PRESENTES NO ALECRIM (Rosmarinus officinalis) 
 

 

Paula Gabrielle Campos Gomes 

 
 

 O alecrim é uma planta encontrada na região Mediterrânea com elevada quantidade 

de compostos bioativos de alto valor agregado, dentre eles destacam-se o ácido rosmarínico 

e a clorofila. Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo realizar a extração seletiva, 

concentração e purificação desses bioativos de folhas frescas de alecrim, utilizando um 

processo integrado baseado na extração sólido líquido para obtenção da biomolécula alvo e 

extração líquido-líquido para concentração ou purificação dessas biomoléculas. Inicialmente 

foi otimizada a extração da clorofila utilizando como solvente uma solução aquosa de Triton 

X-100 (HBL 13,5) em termos do tempo, concentração do surfactante, temperatura e relação 

sólido-liquido. O Triton X-100 (4 – 26 %) foi utilizado para a construção do diagrama de 

fases baseado em tampão fosfato (50 – 250 mM). O sistema aquoso bifásico micelar foi 

utilizado para a concentração da clorofila. O rendimento máximo de extração da clorofila 

(34,39 µg/g) foi obtida utilizando 5% de Triton X-100 na razão sólido-líquido de 1:10, à 50 

°C, por 60 minutos. O extrato obtido foi levado à temperatura de 67 ºC de modo a obter duas 

fases, concentrando desta forma a clorofila na fase rica em micelas até 88,99 µg/g (2,59 

vezes). Posteriormente, a biomassa foi reutilizada para a extração sólido-líquido do ácido 

rosmarínico utilizando diferentes solventes (acetonitrila, metanol, etanol). O metanol 

apresentou a melhor extração (7,84 mg/L) na razão sólido-líquido (1:10, m/v), à 50 oC. 

Sistema aquoso bifásico baseado em solvente orgânico e K3PO4 foram empregados na 

purificação do ácido rosmarínico. O ácido rosmarínico migrou integralmente para a fase rica 

em solvente orgânico, obtendo um melhor desempenho no sistema formado por acetonitrila 

e K3PO4, enquanto que os compostos fenólicos (contaminantes) apresentaram eficiência de 

extração de 44,21%, portanto promovendo a purificação do ácido rosmarínico.   

 

Palavras-chave: Sistema aquoso bifásico, surfactante, rosmarinus officnalis, extração 

sólido-líquido, clorofila, ácido rosmarínico. 
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of 

Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master 

of Science (M.Sc.) 

 

INTEGRATIVE PROCESS TO EXTRACT AND PURIFY BIOACTIVE COMPOUNDS 

FROM ROSEMARY LEAVES (Rosmarinus officinalis) 

 

Paula Gabrielle Campos Gomes 

Rosemary is a plant found in the Mediterranean region with a high amount of bioactive 

compounds with high added value, among which stand out rosmarinic acid and chlorophyll. 

In this context, the objective of this work is to perform the selective extraction, concentration 

and purification of these bioactive fresh rosemary leaves using an integrated process based 

on liquid solid extraction to obtain the target biomolecule and liquid-liquid extraction for 

concentration or purification of these biomolecules. Initially, chlorophyll extraction was 

optimized using an aqueous solution of Triton X-100 (HBL 13.5) as the solvent in terms of 

time, surfactant concentration, temperature and solid-liquid ratio. Triton X-100 (4-26%) was 

used for the construction of the phase diagram based on phosphate buffer (50-250 mM). The 

aqueous micellar two-phase system was used for the concentration of chlorophyll. The 

maximum extraction yield of chlorophyll (34.39 μg.g-1 ) was obtained using 5% Triton X-

100 at the solid-liquid ratio of 1:10 to 50 °C for 60 minutes. The extract obtained was brought 

to a temperature of 65 °C to obtain two phases, thereby concentrating chlorophyll in the 

micelle rich phase up to 88.99 μg.g-1 (2.59 times). Subsequently, the biomass was reused for 

solid / liquid extraction of rosmarinic acid using different solvents (acetonitrile, methanol, 

ethanol). Methanol showed the best extraction (7.84 mg/L) at the solid/liquid ratio (1:10) at 

50 ºC. Aqueous two-phase system based on organic solvent and K3PO4 were used in the 

purification of rosmarinic acid. The rosmarinic acid migrated integrally to the organic 

solvent rich phase, obtaining a better performance in the system formed by acetonitrile and 

K3PO4, while the phenolic compounds (contaminants) presented extraction efficiency of 

44.21 %, thus promoting the purification of rosmarinic acid. 

Keywords: Biphasic aqueous system, surfactant, rosmarinus officnalis, solid-liquid 

extraction, chlorophyll, rosmarinic acid. 
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ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO 

 

A abordagem da Dissertação cujo o título é PROCESSO INTEGRATVO DE 

EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NO 

ALECRIM (Rosmarinus officinalis), será dividida em 5 Capítulos. Nos três primeiros 

capítulos são apresentados a Introdução, Objetivos da Pesquisa, Revisão Bibliográfica e 

Referência Bibliográfica.  

No Capítulo seguinte será apresentado os resultados referente ao processo estudado 

e relacionado à concentração e/ou purificação das biomoléculas de alto valor agregado 

provenientes de biomassa (clorofila e ácido rosmarínico). Os dados obtidos da pesquisa serão 

submetidos na forma de artigo a uma revista científica internacional de alta qualificação na 

Plataforma Qualis CAPES (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior). 

O artigo “Integrative process to extract and purify bioactives compounds from rosemary 

leaves (Rosmarinus officinalis) ” é apresentado no Capítulo V. 
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Capítulo I 

1. INTRODUÇÃO 

 

Os diferentes biomas do Brasil apresentam uma ampla biodiversidade, a qual é 

constituída por mais de 45 mil espécies de plantas (DUTRA et al., 2016). Na Mata 

Atlântica, no Agreste e na Caatinga da região Nordeste do país, pode ser encontrada uma 

ampla variedade de biomassas ricas em diversos princípios ativos. Como resultado, as 

plantas medicinais são fontes de compostos naturais, os quais possuem bioativos com 

propriedades benéficas à saúde humana. Portanto, nas últimas décadas ocorreu um 

aumento significativo na demanda por estudos principalmente relacionados às 

propriedades destes compostos (CARNEIRO et al., 2014; GUSMAN et al., 2015). 

Rosmarinus officinalis, conhecido popularmente como alecrim é pertencente à 

família Labitae, é cultivado em regiões de clima temperado, sendo originário da região 

Mediterrânea (ARSLAN & MUSA ÖZCAN, 2008). A planta possui diversas aplicações 

industriais, tais como em alimentos e cosméticos, havendo também um grande interesse 

na área farmacêutica, em razão da grande variedade de efeitos benéficos à saúde humana 

(RIBEIRO-SANTOS et al., 2015), como antidiurético, antinflamatório, anticâncer, 

antioxidante, hepatoprotetores, antibacteriano, dentre outros (TAKAYAMA et al., 2016; 

MENA et al., 2016).  

No alecrim são encontrados vários compostos que compreendem as classes 

terpenóides, flavonóides, fenólicos e iridóides. No óleo essencial do alecrim tem-se os 

terpenos de cadeia curta, os quais possuem características odoríferas e olfativas. Alguns 

compostos presentes no óleo essencial são: 1,8-cineol, cânfora, borneol, acetato de 

bornila, canfeno, α-pineno, ρ-cimeno, mirceno, sabineno, β-felandreno, dentre outros. Já 

os compostos flavonoides, fenólicos e terpenóides são detectados no extrato do caule, 

folha e flor. Os compostos constituídos no extrato possuem grandes propriedades 

antioxidantes, destacando-se os ácidos carnósico, caféico, p-cumárico, carnasólico, 

rosmarínico, o carnasol e a clorofila (SEDIGHI et al., 2015; ZHANG et al., 2012; 

BARNES et al., 2007). Dentre estes compostos destacam-se a clorofila e o ácido 

rosmarínico.  

A obtenção de compostos bioativos a partir de fontes naturais, tornou-se atrativa 

em razão do seu potencial para as indústrias químicas. Isto se dá, especialmente, pelas 
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propriedades biológicas dos biocompostos. Esses compostos encontram-se nos extratos 

associados a outras moléculas, tornando o isolamento e a purificação extremamente 

complexos. Os processos utilizados para extração desses compostos bioativos, constituem 

um problema tecnológico tais como: a degradação de diversas biomoléculas; uso de 

elevadas quantidades de solventes orgânicos, que podem ser prejudiciais para o consumo 

humano; e, também existe a necessidade de inserir etapas adicionais para tratamento dos 

efluentes gerados no processo. 

Assim, o impacto ambiental causado pela utilização de solventes voláteis, 

despertou a necessidade de desenvolver tecnologias sustentáveis, aplicando os princípios 

da química verde em diferentes procedimentos de conversão da biomassa. Para destacar 

esta nova vertente, surge o conceito de biorrefinaria, que abrange uma grande variedade 

de tecnologias para a utilização total da biomassa, de forma a obter produtos de alto valor 

agregado com menor impacto ambiental. Associado a este fator, além da necessidade de 

conceber novas tecnologias que possuam vantagens expressivas em relação às existentes, 

permitindo a aquisição de biocompostos de diferentes fontes, de forma eficiente, seletiva, 

sustentável e com alto rendimento, é fundamental a aplicação de técnicas que atendam a 

este ideal de extração. Uma alternativa promissora utilizada na extração de biomolécula, 

que atende a essas condições é a extração por sistemas aquosos bifásicos (SAB). 

A extração líquido-líquido por meio dos SABs é conhecido desde o século XIX, 

mas vem se consolidando na última década devido às suas vantagens. Citam-se, baixo 

custo, facilidade de ampliar escala e a elevada biocompatibilidade com os solutos 

(IQBAL et al., 2016). Além disso, a elevada quantidade de água presente nas fases do 

sistema, permite a partição de biomoléculas de distintas origens preservando suas 

características biológicas. Esses sistemas são tradicionalmente constituído por dois 

compostos que, a partir de determinada concentração em água, se separam 

espontaneamente em duas fases, cada uma rica em um dos constituintes formadores do 

sistema. Estes componentes podem ser polímeros, sais, líquidos iônicos, solventes 

orgânicos e solventes eutéticos profundos (FREIRE et al., 2011; SANTOS et al., 2016; 

REIS et al., 2012; GOMES et al., 2015). 

Além desses constituintes, os surfactantes podem ser aplicados na extração 

líquido-líquido, podendo gerar os sistemas aquosos bifásicos micelares (SABM). Estes 

apresentam algumas características únicas, como baixo custo e alto fator de recuperação, 

além de possuir a capacidade de permitir uma diferença significativa de polaridade entre 

as fases, ou seja, na sua composição, encontra-se uma fase hidrofílica e outra hidrofóbica 
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bem definidas (AURÉLIO et al., 2017; CORDISCO et al., 2016; MALPIEDI et al., 2014; 

RUIZ-RUIZ et al., 2012). A descrição do equilíbrio de fases em SABM pode ser feita por 

meio de diagramas de fases, os quais são definidos como uma relação entre concentrações 

dos surfactantes e temperaturas, em que a curva binodal separa a região monofásica e 

bifásica (WATANABE & TANAKA, 1978; TANI et al., 1998; SAITOH & HINZE, 

1995; BORDIER, 1981). A agregação do surfactante em meio aquoso promove um meio 

distinto, que é completamente diferente do ambiente circundante, criando a base para uma 

extração e purificação eficiente de várias biomoléculas (LIU et al., 1996). 

Em virtude dessas características, estes SABs podem ser empregados nos estudos 

de particionamento de diversas biomoléculas, tendo como força motriz a característica 

hidrofílica-hidrofóbica da biomolécula alvo. O potencial pouco explorado do processo 

integrado para obtenção de biocompostos, de forma seletiva, gera uma necessidade 

preemente de estudos mais aprofundados sobre o mesmo. Por esta razão, o objetivo deste 

estudo é o desenvolvimento de um método alternativo e sustentável para extração seletiva 

de biomolécula de alto valor agregado, e que possam ser aplicadas a diferentes áreas 

industriais, baseado no conceito de biorrefinaria, através das técnicas de extração líquido-

líquido por meio do SABs, para extração seletiva, purificação, concentração de 

compostos nomeadamente clorofila e do ácido rosmarínico oriundos do alecrim. 
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Capítulo II 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um procedimento alternativo e 

sustentável para a extração seletiva, concentração e purificação de compostos de alto 

valor agregado, nomeadamente clorofila e ácido rosmarínico, provenientes do alecrim,  

mediante a aplicação de uma sequência de processos integrados baseados na extração 

sólido-líquido e extraçao líquido-líquido por meio de sistemas aquosos bifásicos. 

 

2.2. Objetivo Específico 

 

A dissertação apresenta como objetivos especificos: 

 Desenvolver diagramas de fases para sistemas formados por surfactante 

não iônico e iônico e tampão fosfato de sódio (KH2PO4/NaH2PO4) ,variando a molaridade 

e pH. 

 Otimizar a extração da clorofila do alecrim utilizando solução aquosa de 

surfactante (Triton X-100) e tampão fosfato. 

 Concentrar e purificar a clorofila utilizando sistemas aquosos bifasicos 

micelares baseado em Triton X-100) e tampão fosfato. 

 Extrair o composto fenólico ácido rosmarínico utilizando diferentes 

soluções aquosas de solvente orgânico e água. 

 Purificar o ácido rosmarínico utilizando sistemas aquosos bifásicos 

baseados em solvente orgânico e sal K3PO4. 
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Capítulo III 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
Nesta seção serão descritas informações relativas a biomassa estudada, 

nomeadamente o alecrim (Rosmarinus officinalis), bem como sua constituição e 

biomoléculas que se destacam e suas propriedades medicinais. Posteriormente, serão 

contextualizados os processos tradicionalmente aplicado para extração sólido-líquido 

destes compostos. E por fim, definições e caracteristicas dos processos de purificação 

baseados na extração líquido-líquido por meio dos sistemas aquosos bifásicos serão 

apresentados. 

3.1. Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) 

 

A família Lamiacea é uma das maiores e mais distintas famílias de plantas, que 

compreende cerca de 236 gêneros e mais de 7 mil plantas com flores. Uma grande 

variedade de gêneros é especialmente encontrada na região Mediterrânea. No entanto 

apenas Rosmarinus officinalis cresce naturalmente nessa região. Esta espécie é bastante 

explorada em razão da presença de óleos essenciais valiosos e compostos com extensa 

propriedade biológica. As plantas pertencentes a esta família destacam-se por possuirem 

grande potencial antioxidante e atividade antibacteriana, devido à sua composição em 

compostos fenólicos, flavonoides e outros componentes bioativos (ŠTEFAN et al., 2014; 

RAJA, 2012).   

Segundo Raja (2012), o nome original da familia é Labitae por causa das suas 

flores, cuja pétalas estão fundidas no lábio superior e inferior, ainda que os botânicos 

prefiram utilizar Lamiacea para referenciar esta familía. As principais plantas aromáticas 

pertencentes à família Lamiaceae, as mais populares e frequentemente utilizadas são: 

Melissa officinalis L., Lavandula officinalis Chaix , Thy-mus vulgaris L., Mentha piperita 

L., Rosmarinus officinalis L. e Salvia pratensis L. (APROTOSOAIE et al., 2013). 

Esta planta tem como característica a produção de flores com tonalidades que 

variam do azul ao violeta (Figura 1). Outra característica desta biomassa são as suas folhas 

lineares, estreitas e opostas, possuem entre 1 a 2,5 cm de comprimento e 4 cm de largura 

(BARNES et al., 2007; BEGUM et al., 2013). Na parte superior da superfíície da folha 

observa-se uma coloração verde, e na parte inferior uma coloração mais clara  com pelos 
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bem finos. Para obtenção de compostos, através do método de extração podem ser 

utilizadas diferentes partes da planta como caule, folha, flor e semente (MELO et al., 

2014; IBÁNEZ et al., 2003; HERRERO et al., 2009). 

 

 

 

Figura 1. Aspecto do alecrim (Rosmarinus officinalis). Fonte:Google Imagens 

 

Segundo Baroni et al. (2012), o óleo essencial é metabólico secundário, no qual 

a maioria dos compostos presentes são voláteis, de baixo peso molecular e rico em aroma. 

A sua composição química pode sofrer variações, que estão ligadas a diversos fatores 

endógenos tais como: parte da planta utilizada, condições ambientais, forma de cultivo, 

tipo de material (fresco, seco ou congelado), método de secagem, origem geográfica, além 

do método de extração (SVOBODA et al., 1992; SANTOS et al., 2015). 

O óleo essencial produzido pelo alecrim é uma complexa mistura de compostos, 

provenientes do seu metabolismo secundário. Sendo constituído por diversos compostos 

químicos, dentre esses se destacam: 1-8 cineol (majoritário), canfeno, pineno, verbonona, 

cânfora, lineol, dentre outros. No entanto, o óleo essencial representa apenas uma fração 

da composição da planta, assim outros compostos são encontrados no alecrim como 

compostos fenólicos, monoterpenos e seus derivados, além dos sesquiterpenos (BEGUN 
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et al., 2013; ZAOUALI et al., 2010). Esses compostos podem ser obtidos a partir da 

extração de vários órgãos das plantas, nomeadamente, raízes, caules, folhas, flores e 

sementes. A Tabela 1 mostra a composição quimica do óleo essencial contido no alecrim 

e seus respectivos valores. 

 

Tabela 1. Composição química do óleo essencial de Rosmarinus officinalis 

Compostos  Percentagem (%) 

Hidrocarbonetos de monoterpeno  44,7 

Alfa-pineno 

Canfeno 

Limoneno 

 13,5 

3,9 

21,7 

Hidrocarbonetos aromáticos de 

monoterpeno 

 2,0 

 

o-Cymene  2,0 

Monoterpeno oxigenado  46,9 

Cânfora  21,6 

Borneol  6,2 

1,8- Cineol  2,1 

Monoterpenos Aromáticos Oxigenados  0,4 

Carvacol  0,3 

Metil eugenol  0,1 

Hidrocarbonetos Sesquiterpeno  2,2 

e-Cariofileno  1,0 

α-Humulene  0,9 

α-Muurolene  0,1 

Sesquiterpenos oxigenados  0,3 

Cariofilenol  0,2 

Óxido de cariofileno  0,1 

Compostos alifáticos  1,9 

3-Octenol  1,3 

Octadecano  0,2 

Nonadecano  0,3 

Fonte: (BOZIN et al., 2007- Adaptado) 

 

Sabe-se que, além dos compostos voláteis, o alecrim é constituído por compostos 

não voláteis. Estes abrangem as classes dos: flavonóides, fenol e terpenóides. Dentre os 

compostos destacam-se os fenólicos, em razão do seu elevado potencial antoxidante, 

como o ácido rosmarínico, carnósico, carnasólico, caféico, ferúlico, p-cumárico, carnosol, 

rosmanol (MENA et al., 2016; RIBEIRO-SANTOS et al., 2015). 
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3.1.1. Flavonóides 

 
Os flavonóides são metabólicos secundários sintetizados pelas plantas, 

pertencente à classe dos polifenóis. Encontram-se em diferentes tipos de plantas e frutos, 

que podem estar localizados em sementes, cascas e flores de plantas (BALENTINE et al., 

2015; HEIM et al., 2002).  

A estrutura básica dos flavonóides é constituída pela presença de anel fenólico e 

pirano; podendo ter classificação diferentemente, dependendo exclusivamente das 

substituições realizadas (Figura 2). Os flavonoides podem ser subdividido em outros 

subgrupos, os principais são: flavonas, flavonóis, catequinas ou flavanóis, flavanonas, 

antocianinas e isoflavonas (KASPRZAK et al., 2015; BEHLING et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

O

A C

B1

2

3

45

6

7

8

2'

3'

4'

5'

6'

 

O

O  

Flavonona 

O

O  

Flavona 

O

O

 

Isoflavona 

 

 

Figura 2. Estrutura quimica do Flavonóide e seus subgrupos 
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3.1.2. Terpenóides 

 

Os terpenóides, também conhecidos como isoprenóides, representam a maior e 

mais diversificada classe de compostos, os quais possuem mais de 40 mil compostos 

quimícos, que podem ser encontrados em todo reino vegetal, sejam sementes, folhas, 

raízes (THOLL, 2015).  

A classificação dos terpenóides é baseada no número e na organização estrutural 

do carbono, que seria por meio do rompimento de ligação do carbono com unidades 

isoprenóides, em uma ligação regular ou irregular. Esta classe de compostos pode ser 

subdividida em grupos de acordo com o número de unidades de isopreno: hemiterpenos 

(C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20 – C40), triterpenos 

(C30) (LANGENHEIM, 1994; NES & ZHOU, 2001). 

Os compostos pertencentes a essa classe estão presentes principalmente nos 

óleos essenciais, tais como: limoneno, cânfora, α-pineno, além destes também são 

encontrados compostos não voláteis, por exemplo luteína e carnosol. Essas biomoléculas 

possuem propriedades biológicas importantes, as mais estudas são: atividade 

antimicrobiana, anti-inflamatória, analgésica, antisséptica, antiviral e anticâncer 

(LUDWICZUK et al., 2017). A Figura 3 mostra exemplo de terpenóides presente na 

planta R. officinalis.  

 

H
CH3 CH3

O

OH

OH
CH3

CH3

O

 
 

Carnosol 

CH3 CH3

CH3

 

 

 
α-pineno 

Figura 3. Estrutura química de alguns terpenóides presente no alecrim  

 

3.1.3. Fenólicos 

 
Os compostos fenólicos representam um dos maiores grupos de metabólitos 

secundários em plantas, que tem como principal característca o potencial antioxidante, 

comumente encontrados em diferentes matrizes, principalmente em vegetais e frutas 
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(SOOBRATTEE et al., 2005; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008; LI et al., 2014). 

Esses compostos possuem diversas atributos como, auxílio no desenvolvimento da cor e 

sabor dos alimentos, na proteção contra micro-organismos, além de ajudar no processo 

de amadurecimento dos frutos (PAZ et al., 2015). 

Quanto a estrutura, os compostos fenólicos são constituídos por um anel 

aromático, possuindo um ou mais grupos hidroxilas. Dessa forma, a classificação desses 

compostos é extremamente diversificada. Isso ocorre devido às estruturas heterogêneas 

que podem variar de uma molécula simples a compostos altamente polimerizados. A 

subdivisão dos compostos fenólicos podem estar de acordo com a quantidade de átomos 

de carbonos presente em sua estrutura, sendo as principais classes apresentadas na Tabela 

2. (GIADA, 2013). 

 

Tabela 2. Classes dos fenóis quanto a estrutura básica da cadeia carbônica. 

Classes Estrutura básica 

Fenóis simples C6 

Benzoquinones C6 

Ácidos fenólicos C6-C3 

Acetophenones C6-C2 

Ácido Fenilacético C6-C2 

Ácidos hidrocinâmicos C6-C3 

Phenylpropenes C6-C3 

Coumarins, isocoumarins C6-C3 

Chromones C6-C3 

Naphthoquinones C6-C4 

Xanthones C6-C1-C6 

Stilbenes C6-C2-C6 

Anthraquinones C6-C2-C6 

Flavonoides C6-C3-C6 

Lignans e neolignans (C6-C3)2 

Lignina (C6-C3) n 

Fonte: (GIADA, 2013- Adaptado) 

 

Os ácidos fenólicos caracterizam-se pela presença de um anel benzênico, um 

grupamento carboxílico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na 
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molécula (SOARES, 2002). Estes compostos podem ser divididos em dois grupos, 

nomeadamente ácidos hidroxibenzóico e ácidos hidroxicinâmicos, os quais são derivados 

do ácido benzoico e do ácido cinâmico, respectivamente (KING & YOUNG, 1999). Estes 

ácidos diferenciam-se pela quantidade de carbono na estrutura, o ácido benzóico possui 

C6-C1 e o ácido cinâmico C6-C3. Os principais derivados dos ácidos benzóicos são o 

gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecúico, vanílico e siríngico,  enquanto aqueles mais 

comuns derivados dos ácidos cinâmicos são: caféico, ferúlico, ácidos p-cumárico, ácido 

rosmarínico e sinápico (BRAVO, 1998; BALASUNDRAM et al., 2006; GIADA, 2013). 

A Figura 4 mostra alguns dos compostos presente no extrato do alecrim. 
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Figura 4. Estrutura de alguns compostos fenólicos presentes no extrato do alecrim.  

 

Das classes químicas dos compostos presentes no alecrim, destacam-se os 

fenólicos, em razão do seu elevado potencial antioxidante, além desses, os pigmentos 

naturais também contém essa propriedade, por isso as biomoléculas clorofila e ácido 

rosmarínico são relevantes para o presente estudo. 
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3.2. Biomoléculas 

 

3.2.1. Clorofila 

 

O nome designado a este pigmento foi proposto em 1818 por Pelletier e 

Caventou, para mencionar a substância verde que se podia extrair das folhas com o auxílio 

de um solvente. Posteriormente, Berzelius investigou a composição química e estrutural 

desse composto, sendo verificado por Stokes utilizando análises de espectofotômetria a 

mistura de dois pigmentos que originavam a clorofila. No entanto, foi apenas no século 

XX que Willstatterelucidou os diferentes métodos para o isolamento desses pigmentos 

(BANNARI et al., 2016; HUMPHREY, 1980). 

A clorofila (Chl) é o pigmento natural mais abundante na natureza, identificado 

em diversos tipos de matrizes, tais como: plantas, frutas e algas. Nas plantas estes 

pigmentos encontram-se no cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais. Pode-se 

observar que a coloração pode variar, dependendo da presença associada de outros 

pigmentos, como os carotenóides (LEWIS & FLEMING, 2016).  

A clorofila é a molécula responsável pela fotossíntese, pois absorve a luz solar e 

a converte em energia química que é armazenada nas ligações de fosfato do ADP e ATP, 

e como életrons no NADH e FADH2, que a conduzem para a cadeia transportadora de 

elétrons e posteriormente a energia do processo é também armazenada no ADP e ATP. 

Nas plantas verdes são encontradas os dois tipos de clorofila, ‘a’ e ‘b’, sendo a clorofila 

‘a’ encontrada em todos os organismos que realizam a fotossíntese e a clorofila ‘b’ um 

pigmento suplementar que apenas auxilia a absorção a luz (PAPAGEORGIOU & 

GOVINDJEE, 2014). 

As móleculas de clorofilas são estruturas formadas por derivados da porfirina, 

tendo como átomo central o magnésio, como mostra a Figura 5. A estrutura desse 

composto é macrocíclica assimétrica constituída por quatro anéis de pirrol. Na clorofila 

‘a’, o anel de porfirina contém um grupo metil (-CH3) no C3 e a clorofila ‘b’ contém um 

grupo aldeído (-CHO), que substitui o grupo metil -CH3 (AMIN et al., 2018). A clorofila 

‘b’ é sintetizada por meio da oxidação do grupo metil da clorofila ‘a’ a um grupo aldeído, 

por meio da ação de uma enzima denominada clorofila ‘a’ oxigenase (CAO) (XU et al., 

2001). Considerando que a biossíntese da clorofila ‘b’ é a mais estudada (TANAKA et 

al., 1998). Contudo, não foram elucidados os co-fatores necessários para promover essa 

reação (OSTER et al., 2000). No entanto, algumas pesquisas foram realizadas e foi 
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possível constatar que a utilização de proteínas viabilizam a estabilidade da CAO, a 

reação reversa pode ocorrer por meio do mesmo intermediário que envolve duas enzimas: 

a redutase de Chl b (CBR) e 7-hidroximetil redutase de Chl a (HCAR) (SAWICKI et al., 

2019). 

 

 

Figura 5. Estrutura molecular das clorofilas, para clorofila ‘a’ o R representa o radical 

metil (CH3) e para a clorofila ‘b’ o R representa o grupo aldeído (CHO). 

 

As clorofila ‘a’ e ‘b’ absorvem luz que podem variar a coloração, em azul, 

vermelho e violeta e a cor obtida refletir o comprimento de onda no tom verde. As plantas 

possuem uma absorção elevada na região visível que compreende a 390 nm e 750 nm, 

portanto sua concentração pode ser utilizada como indicador de suscetibilidade da planta 

à intensidade da luz (SYAFINAR et al., 2015).  

No ciclo de vida das plantas, estas passam pelo processo de degradação, isto 

ocorre quando a planta entra na senescência celular, que está associada a fatores 

endógenos, como diminuição da luz, défict hídrico, mudança de temperatura, variação do 

pH, dentre outros fatores. Estes interferem no processo natural, podendo aumentar ou 

adiar a degradação da clorofila. O início desse processo dá-se, por meio da remoção da 

cauda de fitol, tanto da clorofila ‘a’ como da ‘b’, promovida pela enzima clorofilase, 

formando a feoftina. Um novo produto também pode ser formado, denominado 

feoforbídeo, este ocorre apenas com a remoção do átomo central (Magnésio) 

(STEINMAN et al., 2017). 
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3.2.2. Ácido Rosmarínico 

 

O ácido rosmarinico (AR) é um composto fenólico natural, produzido no 

metabólico secundário de plantas. Esse composto foi isolado primeiramente a partir da 

matriz vegetal Rosmarinus officinalis no ano de 1958, por dois italianos Scarpatti e 

Oriente (PERTENSEN & SIMMONDS, 2003). A estrutura química desse bioativo foi 

elucidada como um derivado do éster dos ácidos cafeico e 3,4-di-hidroxifenilático, com 

fórmula molecular C18H16O8 (TOPAL & GULÇIN, 2014). Algumas propriedades 

químicas do ácido estão apresentadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas do ácido rosmarínico 

Massa molecular 360.318 g/mol 

Ponto de fusão 171 - 175 ºC 

Log P 1,82 

Log D (pH 5,5) -1,14 

Log D (pH 7,4) -2,11 

Solubilidade Etanol/Metanol 

Fonte: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

O ácido rosmarínico pode ser encontrado em plantas de diversas famílias, sendo 

comunente encontrados na Blechnaceae, Zosteraceae, Potamogetonaceae, Cannaceae e 

Lamiacea. No entanto, nem todas as plantas pertencentes a esta familía possuem esse 

composto (CORRAL-LUGO et al., 2016; PERTENSEN & SIMMONDS 2003). A Figura 

6 apresenta a estrutura molecular do ácido rosmarínico. 

 

O

O

OH

OHOH

OH  

 

Figura 6. Estrutura molecular do ácido rosmarínico. 

  

Várias propriedades biológicas vêm sendo descritas para o ácido rosmarínico, 

dentre as quais podemos destacar: neuroprotetora, antioxidante, antiinflamatória, 
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antimicrobiana, antiviral, dentre outras (PETERSEN & SIMMONDS, 2003). A Tabela 4 

mostra alguns estudos das propriedades contidas neste composto. 

A biossíntesse desse ácido e seus derivados são iniciadas pelo processo de 

esterificação do ácido caféico a da tirosina através da fenilalanina. A reação ocorre a partir 

da desaminação e transformação da fenilalanina, empregando a catálise enzimática para 

obtenção do 4-coumaroil-CoA. A tirosina passa por um processo de transformação para 

obter o ácido 4-hidroxifeniláctico a partir da catálise da enzima hidroxifenilpiruvato 

redutase (HPPR). Para finalizar a síntesse ocorre a combinação do 4-coumaroil-CoA e 

ácido 4-hidroxifeniláctico, que combinados com ácido 4-coumaroil-4'-hidroxifeniláctico 

(4CpHPL) consegue atingir o composto desejado (KIM et al., 2015; PERTERSEN & 

SIMMONDS, 2003). 
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Tabela 4. Mecanismo de ação e atividade do ácido rosmarínico. 

Tipo de estudo Atividade Resultados/Mecanismos Referência 

In vivo Antimicrobiana Diminuição das contagens de bactérias patogênicas Benedec et al. 2015 

In vivo Imunomodulador 
Aumento do peso dos órgãos linfóides e melhorada função 

dos macrófagos 

Rocío-Teruel et al., 

2015 

In vitro 

e in vivo 

Anti-inflamatória 

Imunomodulador 

Inibição da inflamação eosinofílica, acumulação de células 

mucosas, citocinas Th2 e inibição de IgG alergêncifica e 

diminuição de IL-4 e IL-5 

Sanbongi et al., 2004 

In vitro 

e in vivo 
Antioxidante 

Redução de produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

superóxido (O2) radicais. 
Fernando et al., 2016 

In vivo Neuroprotetor 
Redução da necrose do glomérulo, dilatação da cápsula de 

Bowman e degeneração do epitélio tubular renal células 
Ozturk et al., 2014 

In vivo 
Anti-hiperglicêmico 

Anti-diabetes 

Aumento da expressão de GLUT4 e diminuição da 

expressão de PEPCK 
Runtuwene et al,. 2016 

In vivo Anti-alérgico Inibiu a atividade de α-glucosidase Zhu et al., 2014 

In vivo Anti-câncer 
Reduziu o fator de transcrição através da inibição de AP-I 

que é responsável pela ativação de COX-2 

Hossan et al., 2014 
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3.3. Processos de extração e purificação 

 

3.3.1 Processos de extração  

 

A extração consiste no isolamento de frações biologicamente ativa da planta, 

mediante a utilização de solventes como metodologia padrão. Tendo em vista que as 

técnicas de extração permitem separar os biocompostos formando misturas complexas 

em estado líquido ou semi-sólido, o processo tradicional de extração inicia-se através da 

colheita do material vegetal, seguido da secagem, redução da granulometria da amostra, 

extração, separação do sobrenadante, filtração e quantificação dos compostos. O método 

de extração escolhido influencia as análises quantitativas e qualitativas, em razão de 

alguns fatores, tais como: solvente, pressão, temperatura e tempo (AZWANIDA, 2015).   

Atualmente existe uma grande variedade de métodos de extração para a obtenção 

de compostos bioativos contidos no alecrim. A extração sólido-líquido é realizada 

tradicionalmente com o auxílio de um solvente orgânico, durante um determinado tempo, 

com agitação e temperatura controladas, de modo a extrair algum componente de uma 

composto matriz. Essas condições, influenciam na eficácia da extração, além disso, a 

polaridade do solvente escolhido pode tornar o processo limitado, em razão da capacidade 

dos solventes em isolar a biomolécula alvo (JACOTET-NAVARRO et al., 2015).  

Para a obtenção dos compostos bioativos do R. officinalis, verificou-se que o 

métods de extração convencional mais utilizado é maceração. Nas últimas décadas, novas 

técnicas foram descritas na literatura para a extração dessas biomoléculas, tais como 

extração assistida por microondas (EAM), extração assistida por ultrassom (EAU) e 

extração supercritica (ES).  

A maceração é processo no qual a matriz rica na biomolécula de interesse é 

colocada em contato com um solvente, e o conjunto submetido a agitação à temperatura 

ambiente. Este método normalmente consiste em múltiplas etapas, iniciada com a 

moagem da matriz vegetal em pequenas partículas, em seguida um solvente é adicionado 

a um recipiente fechado e por último o líquido é filtrado (AZMIR et al., 2013). 

A extração assistida por microondas é caracterizada por ter uma radiação não 

ionizante, que possui um rápido aquecimento em decorrência da interação direta com o 

material. O calor resultante desta interação é devido a dois mecanismos que são: rotação 

molecular e a migração iônica. Essa técnica utiliza ondas eletromagnéticas constituídas 
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por um campo magnético e elétrico. No campo eletromagnético a faixa de frequência se 

situa entre 300 MHz e 300 GHz (ROSELLÓ-SOTO et al., 2016; ADETUNJI et al., 2017). 

A técnica de extração assistida por ultrassom consiste em uma técnica simples 

que pode ser utilizada para recuperação de óleo bem como para a obtenção de compostos 

bioativos de diferentes matrizes (SAMARAM et al., 2015). Esta técnica provoca 

alterações físicas e químicas decorrentes da variação de pressão, produzindo cavitação e 

microfluxos nos líquidos, aquecimento e ruptura na parede celular do vegetal, facilitando 

assim a transferência de massa e calor e, portanto se verifica uma redução de tempo e um 

aumento de eficiência na extração (ROSTAGNO et al., 2003; CHEMAT et al., 2016). 

A extração supercrítica é um processo de separação que utiliza um fluido 

supercrítico, normalmente utiliza-se dióxido de carbono - CO2. Os fluidos são submetidos 

a condições de temperatura e pressão acima do seu ponto crítico. Nessas condições, vão 

apresentar propriedades características de gases e líquidos simultaneamente, dessa forma 

permite um maior penetração na amostra de forma que a extração mais eficiente e mais 

rápida (HERRERO et al., 2006; CONDE-HERNANDEZ et al., 2017).  

Contudo, estes métodos de extração supracitados requisitam condições 

operacionais mais severas, isto é, temperaturas e pressões elevadas, e eles também 

necessitam da utilização de um equipamento mais sofisticado transformando o processo 

caro e complexo. A escolha do processo de extração e purificação de compostos bioativos 

está associado ao grau necessário de purificação das biomoléculas, assim, em comparação 

aos processos citados anteriormente, a utilização do sistema aquoso bifásico (SAB) é uma 

alternativa bastante eficiente para a extração, purificação e concentração de biomoléculas.  

 

 

3.3.2. Processo de purificação 

 

3.3.2.1 Sistema Aquoso Bifásico 

 
O sistema aquoso bifásico (SAB) é um processo de extração líquido-líquido, 

utilizado para extração e purificação de biomoléculas, o qual é conhecido desde o século 

XIX, quando o holandês Beijerinck descobriu que a mistura de soluções aquosas 

contendo gelatina e amido em determinadas temperaturas e concentrações, formavam 

misturas que se disassociavam duas fases líquidas (GRILO et al., 2014). Posteriormente, 

pesquisadores como Dobry e Boyer realizaram estudos sobre a miscilidades de diferentes 

polímeros em soluções aquosas ou orgânicas na formação desses sistemas. Porém, 



19 

  

Albertsson e colaboradores observaram que ao inserir uma proteína no SAB, esta 

biomólécula era distribuída diferentemente entre as duas fases, confirmando, desta 

maneira, o potencial da aplicação para a separação e/ou purificação de materiais 

biológicos (DOBRY & BOYER‐KAWENOKI, 1947; ALBERTSSON, 1958). 

De uma forma geral, os SABs ocorrem pela adição de dois compostos solúveis em 

água, que acima de determinadas concentrações criticas estabelece-se um equilíbrio 

termodinâmico, resultando na formação de duas fases aquosas imiscíveis (fase de topo e 

fase de fundo) (GARZA-MADRID et al., 2010). Cada fase do sistema torna-se rica com 

um dos constituintes formadores do sistema, obtendo duas fases aquosas com 

características químicas e físicas distintas, que possibilitam a migração da biomolécula 

para uma das fases, por afinidade. Esses sistemas são processos de extração com grandes 

vantagens, em razão ao baixo custo, de fácil ampliação de escala e de tecnologia simples, 

portanto são altamente eficazes para a separação, concentração e purificação de uma 

grande variedade de biomoléculas (SOARES et al., 2015).  

Na literatura já foram descritos vários compostos utilizados para promover a 

formação de sistemas aquoss bifasicos, tais como: diferentes polímeros (AZEVEDO et 

al., 2009), sais inorgânicos (SOUZA et al., 2010), açúcares (CHEN et al., 2010), líquidos 

iônicos (FREIRE et al., 2011), alcoóis (REIS et al., 2012), acetonitrila (CARDOSO et 

al., 2015), tetrahidrofurano (SOUSA et al., 2016) e solventes eutéticos profundos (LI et 

al., 2016). 

Uma ampla variedade de fatores conduzem o mecanismo do processo de 

separação de fase e partcionamento de biomoléculas nos sistemas, no qual são 

extremamente complexos. Esses, compreendem as interações que ocorrem entre a 

biomolécula e as espécies presentes nas fases do sistema. Portanto, algumas propriedades 

físico-químicas são responsáveis na partição dos SABs, tais como: hidrofobicidade, 

concentração dos constituintes e carga das moléculas (ASENJO & ANDREWS, 2012). 

Para representar a composição dos sistemas são utilizados diagramas de fases, que exibem 

a concentração dos constituintes do sistema. Após a separação de fases são obtidas duas 

fases, que são representadas pelos pontos da fase de topo (FT) e da fase de fundo (FF). O 

encontro destes pontos forma a linha de amarração. A curva binodal é formada a partir 

dos pontos extremos de cada linha de amarração, essa curva representa a separação das 

regiões do sistema, onde a região bifásica encontra-se acima da curva binodal, já a 

monofásica está abaixo da curva. O ponto crítico (PC) mostra que a composição do 

sistema, neste ponto, é igual e pode ter o coeficiente de partição igual a 1 (KULA et al., 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Boyer-Kawenoki%2C+F


20 

  

1982; PEI et al., 2012; GLYK et al., 2014). A Figura 7 mostra a representação 

esquemática de um diagrama de fases para um SAB. 

 

Figura 7. Representação gráfica do diagrama de fases para um SAB.  ▬, curva binodal; 

─, linha de amarração (TL);●, ponto crítico - PC. Acima da curva binodal encontra-se a 

região bifásica e abaixo dela a região é monofásica; 

 

Outros compostos, também podem ser empregados para promover a formação 

desses sistemas, como os surfactantes. Estes possuem como característica uma estrutura 

anfifílica, que é formada por uma região polar e uma apolar. Mônomeros de surfactantes 

que estão acima de uma determinada concentração constituem aglomerados denominado 

micelas. Esses componentes quando adicionados a uma determinada concentração e 

submetidos à temperatura, podem originar um sistema bifásico, o qual é titulado por 

sistemas aquosos bifásico micelares (SABM) (TANI et al., 1998). 

 

3.3.2.2 Sistema Aquoso Bifásico Micelar  

 

O sistema aquoso bifásico micelar (SABM) consiste em um tipo de extração 

líquido-líquido, que foi descrito pela primeira vez por Watanabe e Tanaka em 1978, para 

concentração de íon zinco como metal quelado. Posteriormente, em 1981, Bordier 

utilizou esse tipo de sistema para extrair proteínas hidrofóbicas empregando um 

surfactante não iônico Triton X-114. Esses sistemas possuem características singulares, 

nomeadamente, baixo custo, alto fator de recuperação, alta seletividade e elevada 

biocompatibilidade, além dessas características, esse método é especialemnte atrativo em 

consequência das suas propriedades fisico-quimicas, que são resultados da agregação de 
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monômeros de surfactante (AURÉLIO et al., 2017; CORDISCO et al., 2016; MALPIEDI 

et al., 2014; RUIZ-RUIZ et al., 2012). 

Os surfarctantes também conhecido como tensoativos podem ser de origem 

natural ou sintética, esses compostos vêm sendo utilizados em diferentes setores da 

indústria química. Esses compostos têm uma estrutura que é constituídas por uma parte 

hidrofílica (cabeça) e outra hidrofóbica (cauda) (ZAIN et al., 2014), conforme mostra a 

Figura 8. Os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces fluidas com polaridades 

distintas sendo que a parte polar é responsável pela solubilidade em água (RANGEL-

YAGUI et al., 2004). A expressão surfactante é uma abreviatura do temo “surface active 

agent”, que significa agente ativo em uma superfície. Dessa forma, a expressão citada 

tem como significado a tendênca de adsorção do surfactante em superfícies e interfaces.  

 

Figura 8. Estrutura de uma molécula surfactante 

 

Existem diversos tipos de surfactantes, estes são classificados de acordo com a 

ionização da parte hidrofílica. A estrutura tipica do surfactante é R-X, onde R é uma 

cadeia alquilica variando de 8 - 18 átomos e X é o grupo polar. Os surfactantes podem 

ser classificados dependo da parte polar como iônicos (carga negativa), não-iônicos (não 

possui carga), catiônico (carga positiva) e anfotérica (traformar de catiônioco para 

iônico)(Figura 9) (MANIASSO, 2001).  

 

Figura 9. Aspecto dos tipos de molécula surfactante 
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A formação das micelas ocorrem em uma concentração mínima, denominada 

concentração micelar crítica (CMC), ou seja, quando a menor concentração em que o 

surfactante está em equilíbrio com as micelas. O CMC varia de acordo com a estrutura 

dos surfactantes (EDWARDS et al., 1991). A formação de micelas retrata o equilibrio 

termodinâmico, na qual é promovido por forças intermoleculares como van der Walls, 

ligações de hidrogênio e potencial eletrostático (CARVALHO SANTOS-EBINUM et al., 

2013).  

Em uma solução aquosa, a diminuição da tensão superficial, ocorre em razão a 

diferentes fatores, que corresponde à presença de grupos anfiifilícos, moléculas de 

surfactante em baixas concentrações, consequentemente pode existir interações entre as 

moléculas, que podem resultar na formação de aglomoreados nomeadamente, micelas, 

esse processo é denominado micelização. O processo de agregação está relacionado a um 

aumento de entropia, que transcorre após a desidratração da região hidrofóbica da 

molécula promovendo a libertação das moléculas de água (CHEVALIER & ZEMB, 

1980). 

Esses aglomerados podem adotar formas e tamanhos diferentes,variando do 

esférico ao elipsodal. Isso pode ser contolado variando algumas condições, como por 

exemplo, concentração do surfactante, temperatura, molaridade e tipo de sal e pH. Os 

aglomerados de surfactante orientam a cauda (cadeia alquílica) para centro formando um 

núcleo apolar. Isso ocorre independentemente da sua forma ou tamanho (PALEOLOGOS 

et al., 2005; WANG & WANG, 2014). A Figura 10 mostra a estrutura das micelas em 

solução. 

 

 

Figura 10. Esquema para formação de aglomerados de molécula surfactante 
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Além do CMC, existem outras formas de caracterizar as micelas, que é o número 

de agregação (na). Este refere-se ao número de monômeros constituídos em uma micela. 

O número de agregação podem aumentar ou diminuir em um meio aquoso, isso vai 

ocorrer com o aumento do comprimento da cadeia e com aumento da área da seção 

transversal da parte polar ou aumento do volume da porção hidrofóbica (YAZDI, 2011). 

Em um sistema aquoso bifásico o particionamento de biomoléculas depende das 

propriedades físico-químicas como: ponto isoelétrico, hidrofobicidade, massa molar, tipo 

de surfactante, concentração, pH, e molaridade do sal. Atendendo a necessidade de obter 

alta seletividade e recuperação da biomolécula alvo, deve-se controlar essas 

características. Estes sistemas têm sido largamente aplicados como uma técnica de 

extração eficiente para uma ampla gama de biomoléculas, empregando surfactante 

(MAZZOLA et al., 2008).  

Uma solução aquosa de surfactante sofre a separação de fases com o aumento da 

temperatura, denominado ponto de nuvem (cloud point), resultando na formação de duas 

fases que é um ambiente singular para processo de bioseprações eficazes, já que possui 

uma fase rica em micelas (fase micelar) e a outra pobre em micelas (fase aquosa). 

Possivelmente, compostos hidrofilicos serão extraídos na fase aquosa, equanto que 

compostos hidrofóbicos serão extraidos na fase micelar (CARVALHO SANTOS et al., 

2011). O SABM esta esquematizado na Figura 11. 

 

 

Figura 11. Representação esquemática de um SABM, em que a concentração do 

surfactante é maior do que o CMC para permitir a formação de duas fases após ser 

submetida ao aumento de temperatura. 
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O fenômeno de equilíbrio de fases induzido pelo aumento de temperatura pode 

ser analisado por meio da curva binodal, que a representação gráfica corresponde à 

separação das regiões do sistema, onde a região monofásica encontra-se abaixo da curva 

binodal e a região bifásica acima. Os diagramas de fases são descritos pela relação de 

concentração de surfactante e temperatura de cloud point. (FISCHER & FRANZREB, 

2011). A Figura 12 mostra uma típica curva coexistência para o SABM. 

 

 

Figura 12. Representação gráfica da curva de coexistência para um SABM, S1 – S4 

representa a concentração de surfactante. Acima da curva binodal exibe duas fases 

macroscópicas e abaixo apenas uma única fase. 

 

As propriedades de agregação do SABM podem ser alterados, não apenas pela 

mudança de temperatura e pressão, mas também pela a adição de alguns aditivos, 

nomeadamente co-surfactantes. Estes podem ser outro surfactante ou liquidos iônicos, 

contribuindo para a modificação das propriedades físico-químas das micelas, afetando o 

número de agregação e também o CMC do surfactante. Esses fenômenos são resultados 

das fortes interações entre os sais e as moléculas de água, provocando um maior 

desempenho no rendimento e na seletividade da extração (VICENTE et al., 2017; 

CHRISTOV et al., 2004). 
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Capítulo V 

5. CAPÍTULO V- ARTIGO 

 
O capítulo V será apresentado em forma de artigo científico o qual corresponde 

os resultados referente a pesquisa do mestrado, que está relacionado ao processo 

integrativo para obtenção de biomoléculas baseda na extração líquido-líquido. O artigo 

foi organizado de acordo com as normas proposta pela revista, dos quais a informação 

suporte e as referências bibliográficas foram adicionadas ao final do artigo. 

 

Artigo 1. Integrative process to extract and purify bioactive compounds from rosemary 

leaves (Rosmarinus officinalis) 
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ABSTRACT.  

BACKGROUND: Rosemary leaves has been widely employed in the food and 

pharmaceutical industry due to the presence of important compounds, as rosmarinic acid. 

However, during the extraction process other biomolecules such as chlorophyll and 

phenolic compounds are also extracted and therefore act as contaminants. This work 

focuses on the development of a sequential and selective protocol for the extraction of 

chlorophyll using the surfactant and its concentration using aqueous two-phase system 

based on Triton X-100 and phosphate buffer, followed by extraction of rosmarinic acid 

using different organic solvents and its purification in aqueous two-phase systems 

composed of organic solvents and potassium phosphate. RESULTS: Firstly, the 

extraction and purification of chlorophylls were studied. Chlorophylls rich-extract 

obtained by optimized conditions of aqueous solution of Triton X-100 (5 wt%) and 

phosphate buffer (50 mM), 50 ºC, biomass-solvent weight fraction ratio was evaluated at 

1:10 and 60 min, were submitted to temperature to achieve phase separation. Chlorophylls 

content at surfactant rich-phase was 88.99 µg.g-1. Further, the extraction and purification 

of rosmarinic acid were investigated. Organic solvents (ethanol, methanol and 

acetonitrile) were investigated and after extraction, the rosmarinic acid rich-extract were 

add in ATPS composed by organic solvent + K3PO4. The extraction efficiency of 

rosmarinic acid to organic solvent-rich phase were 100 %. The remain phenolic 

compounds migrates to bottom phase in methanol based-ATPS. CONCLUSIONS: 

According to results reported in this work, the extraction and purification of add-value 

compounds of rosemary leaves using a sequence protocol allowed the extraction and 

purification of chlorophylls and rosmarinic acid and could be an alternative method to 

obtain several value chemicals coumpounds from other waste biomass. 

Key-words: aqueous micellar two-phase system; aqueous two-phase system, rosmarinic 

acid; chlorophylls, purification; concentration.  
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INTRODUCTION 

Rosemary (Rosmarinus officinalis) is a medicinal plant belonging to Laminaceae family 

and native from Mediterranean, but widely found in regions with warm temperate 

climate.1 The plant appears as an evergreen looking small woody, containing linear, 

narrow, opposing, needle-shaped leaves (1.0 – 2.5 cm long and 4 cm width) and white, 

pink, purple or blue flowers.2,3  

This herbal plant has a traditional use in medicine based on its antibacterial, spasmolytic, 

anti-inflammatory, diuretic properties, beside of use in diabetes, cancer and 

cardiovascular diseases. Moreover, the rosemary is use in food and cosmetic as aroma 

and in preservation of different products.4 Their applications are directly associated with 

their chemical composition. The essential oil on hydro-distillation is constituted of 22 

different components that correspond to 97.41 % of the total oil, whose main components 

are 1,8-cineole (26.54 %), -pinene (20.14 %), camphor (12.88 %), camphene (11.38 %) 

and -pinene (6.95 %) according to Jiang et al. (2011). In addition, the extract of rosemary 

present 17 compounds, being the main compounds (µg.mg-1 extract): carnasol (226.39), 

carnosic acid (151.55), rosmarinic acid (16.00), caffeic acid (0.81), chlorogenic acid 

(0.16), p-coumaric acid (0.05) and gallic acid (0.02), as reported by Herrero et al.5 

Rosmarinic acid (RA) is a phenol compound produced through the secondary metabolic 

of caffeic acid, and is an ester of caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid) and 3,4-

dihydroxyphenyllactic acid.6 The biological activities of RA are antiviral, antibacterial, 

anti-inflammatory and antioxidant.7 The literature reported several extraction methods to 

obtain RA, such as: maceration and Soxhlet extraction,8 ultrasound- and microwave-

assisted procedures,9 supercritical fluid extraction10 and pressurized liquid extraction.11 

Some solvents such as methanol,12 ethanol,13 acetone and chloroform14 have been used to 

extract rosmarinic acid. However, besides the target molecule is also extracted other 
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biocompounds as chlorophyll and total phenol compounds, which can be seen as 

contaminants of the process. In this way, this work developed an integrated and selective 

process for the initial extraction of chlorophyll using surfactant (solid-liquid extraction). 

Following by the sequence reuses the biomass to perform the solid-liquid extraction of 

rosmarinic acid using different organic solvents. It is noteworthy that in the process, 

chlorophyll was concentrated in micellar aqueous two-phase systems based on Triton X-

100 and phosphate buffer and rosmarinic acid purified in aqueous two-phase systems 

based on organic solvents and potassium phosphate. 

Aqueous two-phase system (ATPS) has been used in separation, concentration and 

purification of a broad number of biomolecules, such as proteins/enzymes,15 alkaloids,16 

antioxidants,17 anthocyanins,18 and antibody,19 among others. ATPs are a liquid-liquid 

fractionation procedure formed by mixture of a pair of components in aqueous solution 

above a critical concentration, such as polymers, salts, ionic liquid, carbohydrates, 

polyols, and organic solvent.20-22  

ATPS process presents a serie of advantages, such as: biocompatibility due to high water 

content in both phases, scalability, low cost, possibility to obtain products with high 

purity, to implement an integrative process, and recovery of system constituents.23,24 All 

these attractive advantages can be applied to micellar aqueous two-phase systems 

(AMTPS), making them a potential protocol for the separation, purification and 

concentration of biomaterials.24,25 AMTPS are suitable applied to recovery hydrophobic 

and amphiphilic biocompounds, because of the nature of the constituent (surfactant) and 

their properties as solubility.26  
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EXPERIMENTAL SECTION 

 

Materials. Triton X-100 surfactant (HBL 13.5) was acquired from Dinâmica. The salts 

sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) (98 wt%); tripotassium phosphate (K3PO4) (98 

wt%), and potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (98 wt%) were purchased from 

Neon. All solvents (methanol, ethanol, acetone and acetonitrile) were acquired from 

Vetec with purity above 98 wt%. Standards of chlorophyll a (95 wt%), chlorophyll b (99 

wt%), and rosmarinic acid (98 wt%) were purchased from Sigma-Aldrich. Rosemary 

leaves were acquired in the central market from Aracaju-Sergipe, Brazil, transported to 

the laboratory in thermal boxes. The samples were immediately were washed, dried, and 

stocked at -20 oC. Ultrapure water was produced in the laboratory through distillation 

with further treatment with Milli-Q Plus 185 water purification equipment. 

 

Phase diagrams. A binodal curve was used to describe the aqueous micellar two-phase 

system (AMTPS) based on Triton X-100 and phosphate buffer. The binodal curve was 

measured by cloud-point method and represents the borderline between the mono- and 

biphasic area.27 Briefly, 3 mL sample constituted of Triton X-100 aqueous solution (4 – 

26 wt%, 50 – 250 mM) and phosphate buffer (pH 6 – 8 and 50 mM) were homogenized 

on a stirring plate (GO-Stirrer-MS-H-S) for 1 h, at 50 rpm, in a refrigerated ultra 

thermostat bath (Sppencer scie tific) at 10 oC for 30 min, increasing by 0.1 oC constantly. 

It was visually identified the temperature, in which the mixture with known composition 

becames turbid (Tcloud). The binodal curve are built by plotting the Tcloud versus the Triton 

X-100 concentration. 

 

Chlorophylls extraction. The frozen rosemary leaves were ground in a knife mill 

(Marconi) and sifted in sieves of 45 mesh (0.354 mm). Every procedure was performed 
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out of the light. The solid-liquid extraction was gravimetrically prepared in a glass tube 

(15 mL) and carried out in triplicate using an orbital shaker (Marconi- MA-095),  at 200 

rpm, changing the time (0 – 120 minutes) surfactant concentration (0 – 25 wt%) in 

phosphate buffer (pH 8 and 50 mM), temperature below the Tcloud (25 – 50 oC) and solid-

liquid ratio (1:10 – 1:100). Additionally, it was studied the effect of different of solvents 

in aqueous solution (80 wt%) such as methanol, ethanol, acetone, and acetonitrile in the 

chlorophylls extraction and compare with the surfactant aqueous solution. After the 

extraction, the samples were centrifuged (Centribio), at 2000 rpm, at 25 oC for 10 min to 

separate the biomass. 

Biomass-free extracts were used to quantify the chlorophyll concentration by UV-Vis 

spectroscopy, using a microplate reader (Epoch 2, BioTeck) in different wavelengths 

(646, 663 and 750 mm) according to Porra et al.28. The concentration of chlorophyll a, b 

and total were measured using the equations (1) to (3) 

[Chl]a = 13.71 ×  (A663 − A750) − 2.85 × (A646 − A750)                 (01) 

[Chl]b = 22.39 × (A646 − A750) − 5.42 × (A663 − A750)                 (02) 

[Chl]T = 19.54 × (A646 − A750) + 8.29 × (A663 − A750)                 (03) 

 

Chlorophyll Partitioning. The temperature of biomass-free extracts was increased above 

Tcloud (T  65 oC) for 1 h to separate the phases and to establish the partition equilibrium. 

The phases were carefully separated using a pipette for the top phase and a syringe with 

a long needle for the bottom phase. The volumes were measured in graduated test tubes 

and were weighed (Mettler Toledo AL-204). 

The partition coefficient (K) was determined by the ratio of biomolecule concentration 

[C] in the aqueous (aq) and micellar (mic) phase, as indicated in equation 04. 
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K =
[C]aq

[C]mic
               (04) 

 

Rosmarinic Acid Extraction. The solid-liquid extraction of rosmarinic acid was 

performed using the biomass (1 g) after chlorophyll extraction, using different organic 

solvents, such as: methanol, ethanol, and acetonitrile (85 wt%) in a solid-liquid ratio 

(1:10) under constant stirring using an orbital shaker (Marconi- MA-095), at 200 rpm, 50 

oC for 1 h. After extraction, the samples were centrifuged (Centribio) at 2000 rpm.29 

The concentration of rosmarinic acid was measured by high pressure liquid 

chromatography – HPLC (Prominence, Shimadzu), using a column C-18 (Phenomenex), 

diode detector in a wavelength 254 nm. Initially, the extracts were (A) and 0.5 wt% formic 

acid in acetonitrile aqueous solution (2.7 wt %). The column temperature was maintained 

at 30 oC, the flow rate was 0.5 ml.min-1 and the injection volume 20 µL.30 In these 

conditions, the chromatographic peaks of rosmarinic acid were confirmed by comparing 

their retention time with standard reference. From these procedures, the calibration curve 

was built to quantify the concentration. 

 

Purification of Rosmarinic Acid. The purification processes as performed using an 

aqueous two-phase system (ATPS) based on organic solvents (methanol, ethanol and 

acetonitrile) + phosphate potassium (K3PO4) + water at 25 oC and 0.1 MPa, as described 

by Reis et al.31 and Santos32. 

ATPSs were prepared in glass tubes (3 mL) by weighting the appropriate amounts of 

constituents in two mixture point. System A: organic solvent (40 wt%) + K3PO4 (30 wt%) 

+ water (30 wt%), and system B: organic solvent (50 wt%) + K3PO4 (20 wt%) + water 

(30 wt%). Each system have the same a total mass of 2 g. The mixtures were then gently 

stirred using solution shaker (Phoenix Luferco) and centrifuged (Centribio) at 2000 rpm 

for 10 minutes at 25 oC. The tubes were placed at 25 oC and 0.1 MPa, using a thermostatic 
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bath (Marconi MA-095), for circa 4 h, assuring that the thermodynamic equilibrium is 

reached. The vials were closed during this period to prevent organic solvent evaporation. 

The phases were carefully separated, weighted and the volume determined, as previously 

described in this paper. 

Beside the rosmarinic acid (target molecule) concentration, the total phenolic compounds 

(identified as contaminant) concentration was also measured in top and bottom phases. 

The total phenolic compounds were determined through the Folin-Ciocalteu method, 

using gallic acid as a standard.33 Briefly, 0.5 mL of each phase was placed in a glass tube 

and added 4 mL of ultrapure water and 0.5 mL of Folin-Ciocalteu reagent. After 3 min, 

it was added 0.5 mL of sodium carbonate solution (1 g Na2CO3 in 3.5 mL of water). And 

the solution was incubated, at 37 oC for 30 min. The absorbance was measured in 

spectrophotometer at 640 nm. The blank was formed by replacing the phases sample with 

ultrapure water. The results are expressed in gallic acid equivalents (GAE g. 100 g-1). 

The partition coefficient of rosmarinic acid and total phenolic compounds is the ratio 

between the concentration in top and bottom phase. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

Extraction and Purification of chlorophylls from rosemary leaves. Aiming to extract 

all add-value compounds from rosemary leaves, the first step was the extraction and 

purification of chlorophylls using aqueous solutions of surfactant (Triton X-100) and 

phosphate buffer (50 mM) (Figure 1). In order to promote a purification step in sequence 

using AMTPS, phase diagrams of Triton X-100 and phosphate buffer were developed 

(Figure 1- Support Information). The knowledge of phase separation behavior of these 

compounds in aqueous solutions allowed the selection of extraction conditions. 
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The monophasic region for all phase diagrams developed are under 60 ºC. Based on this, 

the extraction of chlorophylls from rosemary leaves were started using a aqueous solution 

of Triton X-100 (5 wt%) and phosphate buffer (50 mM), at 40 ºC and biomass-solvent 

weight fraction ratio of 1:100 (R = 0.01). In this first step the maximum extraction time 

were 120min. Samples were collected each 15 min to quantify the amount of chlorophylls 

extracted. The chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll total were quantified 

individually. The results displayed in Figure 1 (a) shows the effect of time on extraction 

of chlorophylls. The amount of chlorophyll were higher in all extractions times, compared 

to chlorophyll b. Chlorophyll total extraction increase until 60 min. (up to 6.57 ± 0.14 

µg.g-1). Then, the improvement of chlorophyll extracted is negligible. Aiming to extract 

chlorophyll from green beans (Phaseolus vulgaris L.) using N,N-dimethylformamide as 

solvent, Cubas and co-workers34 developed an experimental design using response 

surface methodology. According to the results achieved optimum values at 90 min. of 

extraction. Beside the non-application of volatile organic solvents, the results here 

presented provides more environmental-friendly process, reducing the time spend on 

extraction procedure.  

Since the extraction of chlorophylls were higher at 60 min., the further experiments were 

carried out with this temperature. Propose to reduce the amount of surfactant applied for 

chlorophylls extraction, several aqueous solution of Triton X-100, from 0 to 25 wt%, 

were investigated. The effect of surfactant concentration were studied in extractions at 40 

ºC, biomass-solvent weight fraction ratio of 1:100 (R = 0.01) and 60 min. The results of 

surfactant concentration on extraction of chlorophylls are depicted in Figure 1(b). The 

lowest extraction yield is noted in pure water, followed by highest amount of surfactant 

(Triton X-100 at 15 and 25 wt%). Highest extraction yields were achieved using 5 wt% 

of Triton X-100 (6.57 ± 0.01 μg.g-1). Chlorophylls present low solubility in water (log 
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kow= 16.87), which lead to lower extraction ability in pure water. On the other hand, 

surfactant rich-environment promote lowest mas transfer from biomass to solvent that 

lead to decrease in extraction yields at high surfactant concentrations. 

Furthermore, the temperature effect on chlorophylls extraction was evaluated using 

operation conditions of: 5 wt% of Triton X-100 in aqueous solution, biomass-solvent 

weight fraction ratio of 1:100 (R = 0.01) and 60 min. The temperature range studied was 

from 25 to 50 ºC. The results of temperature effect on chlorophylls extraction is shown 

in Figure 1(c). Temperature improve the extraction ability of chlorophylls. The extraction 

efficiency of chlorophylls is lower at room-temperature (25 ºC), and increasing the 

temperature until reach 50 ºC. The extractions yields were higher (8,35 ± 0,10 μg.g-1). 

According to previous reports, a surfactant-based extraction of chlorophylls from spinach 

leaves was obtained at 41°C (Optimum conditions).35 Above this temperature the authors 

reported that no increase on chlorophylls extractions yields, was observed. 

In order to study the effectiveness of surfactant aqueous solution (aqueous solution of 

Triton X-100 (5 wt%) and phosphate buffer (50 mM)) in the chlorophylls extraction, 

several traditional organic solvents, namely methanol, ethanol, acetone and acetonitrile 

at 80 wt% in aqueous solutions were applied for comparison (Figura 1 (d)). The solvent 

effect were studied in extractions at 50 ºC, biomass-solvent weight fraction ratio of 1:100 

(R = 0.01) and 60 min. The rank of extraction increase, as following: methanol < ethanol 

< acetonitrile < surfactant < acetone. Beside the extraction of acetone in aqueous solution, 

was the highest it was observed that values achivied (9.33 ± 0.26 μg.g-1), the extraction 

with surfactant aqueous solution appears to be more promising. Since Triton X-100 is 

non-volatile compound, the extractions of chlorophylls using surfactant in aqueous 

solution represent an environmental-friendly alternative to traditional organic solvents. 
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Finally, the biomass-solvent weight fraction ratio was studied under conditions previous 

optimized (aqueous solution of Triton X-100 (5 wt%) and phosphate buffer (50 mM), 50 

ºC and 60 min. (Figura 1(e)). The effect of biomass-solvent weight fraction ratio was 

evaluated at 1:10, 1:25, 1:50 and 1:100. According to obtained results, increase the 

amount of rosemary (1:10), improve the extraction of chlorophylls up to 34.39 ± 0.52 

μg.g-1. Dumbravã and co-workers reported the extraction of add-value compounds from 

rosemary leaves using pure organic solvents (acetone and ethanol).36 According to their 

results, biomass-solvent weight fraction ratio of 1:10 allow the highest extraction yields. 

After shown the ability of aqueous solution of Triton X-100 to extract chlorophylls from 

rosemary leaves, the next step should be the purification of chlorophylls. Since, the 

surfactant display ability to promote phase separation in aqueous solution associated to 

micelles coacervation, increase temperature of extract lead to chlorophylls partitioning. 

The chlorophylls rich-extract obtained by optimized conditions of aqueous solution of 

Triton X-100 (5 wt%) and phosphate buffer (50 mM), 50 ºC, biomass-solvent weight 

fraction ratio was evaluated at 1:10 and 60 min, were submitted to temperature to achieve 

phase separation. The partitioning of chlorophylls are displayed in Figure 2. Total 

chlorophylls partition was similar to both phases, chlorophylls a migrates preferentially 

to top phase (water-rich environment), on the other hand chlorophylls b migrates to 

surfactant rich-phase (bottom phase). The purification of chlorophylls rich-extract from 

spinach leaves using similar protocol was investigated previously by Leite et al.34 The 

chlorophylls migrates preferentially to surfactant rich-phase (more hydrophobic). 

However, no distinction were discussed based on chlorophylls a and b partitioning. 

 

Extraction and Purification of rosmarinic acid from rosemary leaves. After 

extraction of chlorophylls in the previous section, the remain biomass were submitted to 
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further extraction using organic solvents aiming to extract other add-value compounds, 

namely rosmarinic acid. Thus, distinct organic solvents (ethanol, methanol and 

acetonitrile) were investigated to identify the most promising media for rosmarinic acid 

extraction. The results of solvent effect on rosmarinic acid extraction are depicted in 

Figure 3. According to results obtained, the solvent polarity is the driven force to this 

extraction.  The solvent that obtained the highest extraction yields was methanol (7.04 

mg.L-1), followed by acetonitrile (6.02 mg.L-1) and ethanol (3.81 mg.L-1). In reported 

work the extraction of antioxidants (including rosmarinic acid) from rosemary using 

ethanol and water as solvents was investigated.37 Ethanol promote the highest extraction 

yields, possibly by the solvent polarity in comparison to water. Finally, the purification 

of rosmarinic acid were study using ATPS. The biomolecule partition was carried out 

using ATPS composed of: organic solvent (40 wt%) + K3PO4 (30 wt%) + water (30 wt%), 

and system B: organic solvent (50 wt%) + K3PO4 (20 wt%) + water (30 wt%). The 

mixture composition were selected using a phase diagrams for this compounds already 

reported.31,32 In all ATPS developed a complete migration of rosmarinic acid was 

achieved for ATPS top phase (Figure 4). The biomolecule migration for organic rich-

phase (top-phase) is based on solvent hydrophobicity (acetonitrile (Log P: 1.31), 

methanol (Log P: -0.72) and ethanol (Log P: -0.19)). However, the migration of phenolic 

compounds present different behavior. In ATPS tested using organic solvent (40 wt%) + 

K3PO4 (30 wt%) + water (30 wt%), the system constituted by ethanol present migration 

of phenolic compounds to ATPS top phase, with methanol and acetonitrile the migration 

occurs to bottom phase. The system composed of organic solvent (50 wt%) + K3PO4 (20 

wt%) + water (30 wt%), ethanol and methanol-based ATPS display migration of phenolic 

compounds to bottom phase. On the other hand, phenolic compounds migrates equally to 

both phases in acetonitrile-based system. Tan et al.38, also used the ATPS composed of 
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organic solvent and salt for partitioning of chlorogenic acid. Chlorogenic acid migrated 

preferentially to salt rich-phase in the system formed by ethanol /NaH2PO4. Considering 

the results achieved in this work, the extraction and purification of add-value compounds 

of rosemary leaves using a sequence protocol allowed the extraction and purification of 

chlorophylls and rosmarinic acid (88,99 ± 0,46 µg.g-1; 5,23 ± 0,03 mg.L-1). The developed 

protocol could be applied for the several waste biomass, supporting the emerging 

biorefinery concept in extraction of several value chemicals coumpounds. 

 

CONCLUSIONS 

The integrative process here developed based on extraction and purification in sequence 

shows to be an effective technique for the isolation of biomolecules from biomass. The 

conditional parameters to perform the chlorophyll extraction and purification were 

identified and fixed in order to obtain the best yield. In this way it was possible to observe 

the potential of the surfactant to extract hydrophobic molecules, besides it was analyzed 

that the AMTPS is efficient to purify and to concentrate hydrophobic biomolecules. Also, 

the rosmarinic acid extraction and purification method was able to extract and separate 

the target biomolecule from the phenolic compounds. The developed method could be a 

an alternative of traditional methods of extraction and purification of biomolecules from 

biomass. 
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FIGURES 

 

 

Figure 1. Analyzes of the concentration of chlorophyll a (), chlorophyll b () and total 

chlorophyll total () for rosemary leaves. (a) Extraction kinetics performed at a 

temperature of 40 ° C and a concentration of 5% Triton X-100 and a solid-liquid ratio of 

1: 100. (b) Variation of the surfactant concentration in the extraction yield at a 

temperature of 40 ° C, time of 60 minutes and a solid-liquid ratio of 1:100. (c) 

Temperature variation in extraction yield at a concentration of 5% Triton-100, time of 60 

minutes and a solid-liquid ratio of 1:100. (d) Comparative in extraction yield at a 

concentration of 5% Triton-100, time of 60 minutes and a solid-liquid ratio of 1: 100 and 

a solution of organic solvent and water (85:15). (e) Influence of the solid-liquid ratio on 

an extraction performed at 50 °C, concentration of 5% Triton X-100 and time of 60 

minutes. 
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Figure 2. Concentration of chlorophyll a (), chlorophyll b () and total chlorophyll 

total () in the top and bottom phases of the aqueous micellar biphasic system formed by 

Triton X-100 (5% wt) and phosphate buffer (50 mM) and partition coefficient of 

chlorophyll a (), chlorophyll b () and total chlorophyll total (). 
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Figure 3. Extraction rosmarinic acid () and total phenol compounds (). 
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Figure 4. Extraction rosmarinic acid () and total phenol compounds () of the aqueous 

two-phase system formed by solvents and salt. 
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(a) 

 
(b) 

 
 

Figura S.1. Effect of molarity of phosphate buffer (▲ - 50 mM, ■ - 100 mM and  - 250 

mM) (a) and pH value (■ - 6,  - 7 and ▲ - 8) (b) in phase diagram of aqueous micellar 

two-phase system composed of Triton X-100 e phosphate buffer. 
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