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RESUMO

Santos, D. N. Extragao com dioéxido de carbono supercritico e estudo da composigao
dos extratos de sementes de Pitanga (Eugenia uniflora L.). 2012. 99 f. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Séao

Paulo, Pirassununga, 2012.

A semente de Pitanga é residuo do processamento da polpa e suco da fruta e os poucos
trabalhos existentes sobre sua composi¢gdo denotam grande valor nutricional. A extragéo
com fluido supercritico, pelos beneficios que apresenta, constitui uma excelente ferramenta
para a obtencdo e estudo de extratos. Assim, os objetivos deste trabalho foram obter
extratos de sementes de Pitanga utilizando CO, supercritico (SC-CO,), caracteriza-los e
avaliar possiveis atividades bioldgicas in vitro. As sementes lavadas, secas e trituradas
foram caracterizadas e apresentaram umidade de 12,73%, granulometria de 0,48mm e
extrato etéreo de 0,52%. As sementes foram colocadas em contato com o SC-CO, em
diferentes condigbes de pressdo (P) e temperatura (T), conforme um Delineamento
Composto Central Rotacional com P e T como variaveis independentes. A condigcao
operacional de rendimento mais elevado foi repetida com etanol como co-solvente (SC-
EtOH). Para todos os extratos determinou-se o perfil de volateis por cromatografia gasosa
com espectréometro de massas (CG/EM), a concentragdo de compostos fendlicos totais
(CFT), a atividade antioxidante pela inativagdo dos radicais DPPH e ABTS, e a presenca de
terpenos por cromatografia em camada delgada (CCD). Nos extratos, obtidos via SC-CO,,
Soxhlet e SC-EtOH, além de sua fragdo purificada, foram determinadas a concentracdo
inibitéria minima (CIM) com S. aureus, E. coli, B. subtilis e P. aeruginosa, e a inibicdo da
enzima arginase de Leishmania e de rato. O rendimento dos extratos variou de 0,16 a
0,48%, sendo P a unica variavel que influenciou no processo (p<0,05). Na analise de
superficie de resposta constatou-se que os melhores rendimentos foram obtidos a altas
pressodes, indicando que baixas temperaturas podem ser usadas para ndo degradar as
substancias termossensiveis. CFT variaram de 17,95 a 73,89 ppm em acido galico
equivalente (GAE) nos extratos e P e T, no intervalo estudado, nao influenciaram (p<0,05)
na concentracdo destes compostos. A presenca de terpenos com atividade antioxidante foi
detectada preliminarmente, nas analises de CCD. O perfil de volateis obtidos por CG/EM
indicou como componentes majoritarios os sesquiterpenos — y-elemeno (12,54-37,76 ppm
equivalente ao limoneno — EqgLim) e germacrone (8,44-36,41 ppm EqLim), ambos com
reconhecida atividade biolégica. A concentracao destes sesquiterpenos foi influenciada pela
interacdo entre P e T. A atividade antibacteriana para os quatro extratos foi elevada

apresentando uma CIM de 125 ppm para todos os micro-organismos testados. A inibigdo da



enzima arginase foi baixa para o extrato supercritico, Soxhlet e a fragao purificada, porém o
extrato SC-EtOH inibiu em até 48% o que indica forte agdo contra o desenvolvimento da
Leishmania. Ainda, a inibicdo da arginase em mamiferos tem funcdo vasodilatadora. O
extrato SC-EtOH possui compostos diferentes dos demais devido a modificacdo da
polaridade pelo co-solvente (EtOH). Esta hipétese é também constatada pela atividade
antioxidante, que foi menor para os extratos supercriticos que para aqueles obtidos com SC-
EtOH que apresentou maior concentragdo em equivalente de Trolox e inibigdo do radical
DPPH de 94%. Os resultados mostram extratos de semente de Pitanga altamente
promissores para aplicagdes contra enfermidades devido a agdo antimicrobiana e inibitoria

da arginase.

Palavras-chave: extragdo supercritica; Eugenia uniflora L.; GC/MS; atividade antioxidante;

leishmaniose.



ABSTRACT

Santos, D. N. Supercritical extraction with carbon dioxide and study of Pitanga seeds
(Eugenia uniflora L.) extracts composition. 2012. 99 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2012.

The Pitanga seed is a waste of the fruit pulp and juice processing, and the few existing
studies on its composition denote a high nutritional value. Due to its benefits, the supercritical
fluid extraction is an excellent tool to obtain and study extracts. Therefore, the objectives of
this study were to obtain extracts of Pitanga seeds using supercritical CO, (SC-CO,),
characterize them and evaluate potential biological activities in vitro. The washed, dried and
crushed seeds were characterized and presented 12.73% moisture, particle size of 0.48 mm
and 0.52% ether extract. The seeds were placed in contact with the SC-CO, under different
conditions of pressure (P) and temperature (T), according to a Central Composite Design
with P and T as independent variables. The operational condition of higher yield was
repeated with ethanol as co-solvent (SC-EtOH). For all extracts were determined: the profile
of volatiles by gas chromatography with mass spectrometer (CG/ EM), the concentration of
total phenolics compound (CFT), the inactivation of antioxidant activity by DPPH and ABTS
radicals and the presence of terpenes by layer chromatography (CCD). In the extracts
obtained by SC-CO,, Soxhlet and SC-EtOH and its purified fraction, the minimum inhibitory
concentration (CIM) with S. aureus, E. coli, B. subtilis and P. aeruginosa were determined,
as well as the inhibition of the enzyme arginase of Leishmania and rat. The yield of extracts
ranged from 0.16 to 0.48%, being P the only variable that influenced the process (p <0.05).
In response surface analysis it was found that the best yields were obtained at high
pressures, indicating that low temperatures can be used not to degrade the thermo-sensitive
substances. CFT ranged from 17.95 to 73.89 ppm gallic acid equivalent (GAE) in extracts
and P and T, over the range studied, did not influence (p <0.05) the concentration of these
compounds. The presence of terpene with antioxidant activity was detected preliminary, in
the analysis of CCD. The volatile profile obtained by CG/ EM indicated the sesquiterpenes as
major components - y-elemeno (12.54 to 37.76 equivalent to ppm limonene - EqLim) and
germacrone (8.44 to 36.41 ppm EqgLim), both with recognized biological activity. The
concentration of these sesquiterpenes was influenced by the interaction between P and T.
The antibacterial activity for the four extracts presented a high CIM of 125 ppm for all micro-
organisms tested. The inhibition of the enzyme arginase was low for the supercritical extract,
Soxhlet and purified fraction, but the SC-EtOH extract inhibited up to 48% indicating strong
action against the development of Leishmania. Furthermore, the inhibition of arginase in

mammals has a vasodilator function. The SC-EtOH extract possesses different compounds



due to the modification of their polarity with the co-solvent (EtOH). This hypothesis is also
confirmed by the antioxidant activity, which was lower for the supercritical extracts compared
with the extracts obtained with SC-EtOH, with the highest equivalent concentration of Trolox
and DPPH radical inhibition of 94%. The results show that extracts of Pitanga seeds are
highly promising for applications against diseases, due to antimicrobial activity and inhibition

of arginase.

Keywords: Supercritical extraction; Eugenia uniflora L.; GC/ MS; antioxidant activity;

leishmaniasis.
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1 INTRODUGAO

A Pitanga, uma fruta de crescente importancia no cenario brasileiro, € composta de
polpa e semente, a qual € responsavel por 31% do peso total da fruta. A fruta e a polpa sao
detentoras de substdncias com inumeras propriedades funcionais, visto a sua elevada
concentragdo em carotendides. Sendo residuo do processamento da polpa em suco ou
polpa congelada, as sementes atualmente ndo apresentam nenhuma aplicagéo industrial. O
estudo da composicdo dos extratos das sementes e suas atividades bioldgicas vao de
encontro as perspectivas da industria de alimentos, que prezam pelo total aproveitamento
das matérias-primas (SANTOS et al., 2011).

O Brasil tem lugar de destaque na produgdo de dleos essenciais, ao lado da india,
China e Indonésia, que sao considerados os quatro grandes produtores mundiais. A posi¢cao
do Brasil deve-se aos 6leos essenciais de citricos, que sdo subprodutos da industria de suco
de laranja concentrado e congelado (SLCC). No passado, o pais teve destaque como
exportador de 6leo essencial de pau-rosa, sassafras e menta. Nos dois ultimos casos,
passou a condigdo de importador (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Na obtengao de 6leos essenciais, além do enfoque dado as matrizes vegetais, como a
semente de Pitanga, por exemplo, a escolha do método de extragédo é fundamental para a
preservagdo das suas caracteristicas. Dentre os novos métodos de extracdo existentes, o
que utiliza fluido supercritico tém se tornado foco de estudos, ja que este possui varias
vantagens em relacdo aos demais métodos, pelas condi¢des brandas de operagéo,
auséncia de residuos apds a extragdo, dentre outras (SANTOS et al., 2011). InUmeros
trabalhos mostram que a qualidade dos extratos obtidos pela extragdo supercritica sado
superiores aos obtidos pelos métodos convencionais. Porém, quando se remete a
tecnologia supercritica, sabe-se que o investimento inicial de uma planta industrial possui
custo mais elevado tendo em vista as particularidades de um sistema que opera a alta
pressao. Para se chegar a condigbes otimizadas de operagao e baratear o produto final, é
crucial o estudo das variaveis que interferem no processo, para que se possam obter os
rendimentos maximos, o que se consegue através de um planejamento experimental e
analise de superficie de resposta das variaveis estudadas na operacao.

A busca por produtos naturais com propriedades biolégicas e que ndo oferegam riscos
aos consumidores & crescente e tem sido tema de trabalhos de iniumeros grupos de
pesquisa. As diversas metodologias existentes para a avaliagdo e comprovagédo de
atividades bioativas (antimicrobiano, antioxidante, antineoplasica, antimutagénica, dentre

outras) auxiliam na pesquisa de aplicagdes de tais produtos e justificam etapas posteriores,
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guando necessarias, como a purificagao destes produtos naturais ou mesmo a aplicagdo em
testes in vivo, os quais sdo bem mais complexos.

Neste trabalho foram obtidos extratos supercriticos de semente de Pitanga, sob
condigdes pré-estabelecidas de pressdo e temperatura. Foi realizado o estudo destes
extratos avaliando sua composic¢éo volatil, quantidade de compostos fendlicos totais, além
de ensaios de bioatividade, tais como a antimicrobiana, antioxidante e de inibicdo da enzima

arginase.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Extragdo com Fluidos Supercriticos

Desde os primordios histéricos praticou-se a extragdo de substancias a partir de
matrizes vegetais, com fins alimenticios, aromaticos e medicamentosos. A finalidade sempre
foi obter um produto mais especifico, puro e padronizado (MAUL; WASICKY; BACCHI,
1986). O fracionamento de misturas naturais complexas para a obtengdo de compostos
puros ou concentrados de interesse tem sido objeto de pesquisas. Os métodos tradicionais
de obtencao de extratos sdo destilacdo a vapor (com ou sem vacuo), extragao por solvente
liquido, cromatografia preparativa, adsor¢do e processos seletivos por membranas. O uso
da extracao com fluido supercritico e, em particular com o diéxido de carbono supercritico, é
uma alternativa interessante devido as varias vantagens que apresenta (GANAN;
BRIGNOLE, 2011).

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente na recuperagao de compostos
bioativos de fontes naturais para o desenvolvimento de alimentos funcionais. A extragao
com fluido supercritico (EFS) tem sido reconhecida como um procedimento promissor para
aplicagdes em alimentos, na area farmacéutica e cosmética, pois proporciona maior
seletividade, menores tempos de extragdo e ndo utiliza solventes organicos toxicos (SERRA
et al., 2010).

O potencial do fluido supercritico como solvente foi inicialmente estudado na década
de 60, por uma equipe de pesquisadores russos em Kniipp, € nos Estados Unidos pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, na Califérnia. Os equipamentos em
pequena e grande escala surgiram no mercado na década de 70 e as primeiras plantas em
escala industrial surgiram na década de 80 na Alemanha, para a descafeinagcédo de café e
para a extracao de lupulo. Esta operacao, embora ainda nao tenha uma aplicagdo industrial
mundialmente disseminada, tem despertado grande interesse de pesquisas devido as suas
vantagens que refletem na qualidade dos produtos extraidos quando comparados com
aqueles extraidos por técnicas convencionais (PENEDO, 2007).

A tecnologia com fluidos supercriticos tem se desenvolvido consideravelmente em um
grande numero de setores industriais. Fluidos supercriticos sdo empregados para extragao
de varias substancias tais como a cafeina do café, nicotina do tabaco, 6leos de alimentos,
em corantes de tecidos fabris ou como fase mével em cromatografia de fluidos supercriticos
(MARSAL et al., 2000).
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O fluido quando submetido a presséo e temperatura acima de seu ponto critico torna-
se supercritico. Varias propriedades dos fluidos sado alteradas sob essas condicdes,
tornando-se parecidas com as de alguns gases e liquidos. A densidade do fluido supercritico
€ similar a dos liquidos, sua viscosidade assemelha-se a dos gases e sua capacidade de
difusdo é intermediaria entre os dois estados. Portanto, o estado supercritico de fluidos pode
ser definido como o estado no qual liquido e gas sao indistinguiveis entre si. Devido a sua
baixa viscosidade e alta capacidade de difusdo (Tabela 1), os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos, permitindo que as taxas
de extragdo aumentem. Podem se difundir facilmente através de materiais solidos,
resultando em melhores rendimentos nas extragbes (ANDREO; JORGE, 2006; BERNA et al.
2000).

Tabela 1 - Comparagdo de algumas propriedades fisicas do gas, liquido e fluido
supercritico.

Gas Fluido supercritico

(1atm, 15-30°C) Tg, Pc Te, 4P¢ 15-30°C

Liquido

Propriedades fisicas

Coeficiente de difusdo® (cm2.s™) 0,1-0,4 0,7x10° 0,2x10° (0,2-2)x 10°
Viscosidade (g.cm™.s™) (1-3)x10*  (1-3)x 10* (3-9)x 10* (0,2-3) x 102
Densidade (g.L-") (0,6-2) x 10°° 0,2-0,5 0,4-0,9 0,6-1,6

2 autodifusdo para gas e gas denso; mistura binaria para liquido.
FONTE: TZIA; LIADAKIS, 2003.

Alguns fluidos tém sido examinados como solventes em estado supercritico. Por
exemplo, hidrocarbonetos como hexano, pentano e butano, éxido nitroso, hexafluoreto de
enxofre e hidrocarbonetos fluorados. Entre estes, o diéxido de carbono (CO,) € o mais
popular solvente supercritico porque ele é seguro, facilmente disponivel e tem um baixo
custo (REVERCHON; DE MARCO, 2006). Na analise dos valores de pressao e temperatura
critica de diferentes solventes (Tabela 2) nota-se que existem substancias que possuem
condicbes muito brandas de operagao, como o etano, etileno e clorotrifluormetano. Porém,
desvantagens como ser reativo, caro, pouco disponivel e deixar residuos apds o processo,
fizeram do didxido de carbono a opgao melhor empregavel.

O uso da extragao com diéxido de carbono supercritico (SC-CO,) como solvente tem
um interesse crescente para a recuperagcao de compostos benéficos a saude, sendo por
isso, adequado para aplicagédo nas industrias alimenticia e farmacéutica. Didxido de carbono
€ um solvente ideal para a extragao de produtos naturais, porque € de baixa toxicidade, ndo
explosivo, prontamente disponivel e facil de remover a partir de produtos extraidos. Por

fazer parte de um método de extragdo livre de solventes orgéanicos, o uso do CO, é
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favoravel ao meio ambiente e, além disso, por possuir uma temperatura critica de 31°C
oferece a possibilidade de recuperar com o minimo de danos possiveis 0os compostos
naturais termossensiveis, preservando suas propriedades bioativas. A desvantagem do
dioxido de carbono supercritico € que os compostos polares muitas vezes séo dificeis de
extrair. Essa dificuldade pode ser facilmente resolvida usando pequenas quantidades de
modificadores organicos ou co-solventes (DANH et al., 2009; LAROZE et al., 2010; SALGIN,
2007).

Tabela 2 - Propriedades criticas de solventes que podem ser usados na extragéo
supercritica.

Solvente Temperatura Critica (°C) Pressao Critica (bar)
Dioxido de carbono 31,10 73,76
Etano 32,30 48,84
Etanol 240,75 61,40
Etileno 9,30 50,36
Propano 96,70 42,45
Propileno 91,90 46,20
Ciclohexano 280,30 40,73
Benzeno 289,00 48,94
Tolueno 318,60 41,14
Clorotrifluormetano 28,90 39,21
Triclorofluormetano 198,10 44,70
Ambdnia 132,50 112,77
Agua 374,20 220,48

FONTE: DIEHL, 2008.

Um empecilho a propagacédo industrial desta tecnologia reporta-se ao custo inicial de
montagem da planta de operacéo. O equipamento que opera a alta pressao é mais caro que
aqueles dos processos de separagdao convencionais, contudo, conforme Goodarznia e
Eikani (1998), o custo de funcionamento é geralmente inferior, e isto faz com que o custo
total sejam comparaveis quando o processo for conduzido em condigbes otimizadas e com
volume de extracado adequado.

Para possiveis aplicacdes industriais, a otimizacdo e avaliagdo do processo de
extracdo com modelagem matematica sdo fundamentais. Em métodos classicos, os
parametros de processo sdo otimizados através da realizacdo de experimentos
concentrando-se em um fator de cada vez, o que é mais trabalhoso e demorado, e também

ignora o efeito da interagdo entre os parametros do processo. Comparado aos métodos
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classicos, a metodologia de superficie de resposta (ASR) é mais eficiente pois, requer
menos dados e fornece os efeitos da interacéo entre as variaveis na resposta. Por isso, tem
sido amplamente aplicada para aperfeicoar os parametros de processamento na producgéo
de alimentos e medicamentos, por exemplo (XIA et al., 2011).

Sobrepujando a dificuldade de custos e operando em condi¢des de altos rendimentos,
o produto extraido através desta tecnologia € de boa qualidade e pouco necessita de
operagbes de refino posteriores. Portanto, os extratos obtidos via extragdo com CO,
supercritico sdo geralmente reconhecidos como seguro (Generally Recognised as Safe -
GRAS) para ser usado na produgédo de alimentos. A tecnologia de extragdo com SC-CO,
tem sido aplicada na extragdo de éleos a partir de um grande numero de materiais e seus
extratos tém demonstrado um alto potencial para futuras aplicagbes em farmacos e
alimentos (ZHANG et al., 2010).

No processo de extragao, varios fatores interferem no rendimento final, como o tipo de
matriz envolvida, por exemplo. Estudos comparativos de diferentes procedimentos de
secagem das matrizes vegetais mostraram que o melhor rendimento do soluto em estudo &
obtido a partir da biomassa seca naturalmente (exposi¢do ao ar), enquanto que o material
seco em estufa fornece menor rendimento. Analises de microscopia eletrénica de varredura
mostraram que a amostra seca em estufa tem uma pelicula superficial sélida que contrasta
com a superficie porosa das matrizes secas ao ar (MOLYNEUX; COLEGATE, 2008).

Outro fator que influencia no rendimento da extragdo € o tamanho das particulas da
matriz vegetal. Como uma tendéncia geral, a diminuicdo do tamanho das particulas gera um
aumento do rendimento de extragdo. O menor tamanho de particula facilita o acesso do
solvente de extracdo até o soluto, reduzindo as limitagdes de transferéncia de massa. A
reducdo das particulas é, provavelmente, associada a uma quebra mais intensa da parede
celular e o rompimento da parede celular facilita a difusao do soluto (LAROZE et al., 2010).
Por exemplo, os 6leos sdo armazenados dentro de vesiculas celulares. Apdés a moagem,
estas vesiculas podem ser danificadas levando a uma liberagdo mais rapida dos oleos.
Assim, quanto mais as vesiculas sdo danificadas, mais acessivel o soluto fica para o didxido
de carbono supercritico, levando a um maior rendimento de extragdo (MHEMDI et al., 2001).

A quantidade de agua disponivel presente no substrato também pode condicionar o
rendimento final do processo de extragao. Sahena et al. (2009) reportam que o alto teor de
umidade reduz o contato da matriz com o SC-CO,, devido a consisténcia pastosa que a
amostra apresenta, e nesses casos a umidade atua como uma barreira para a difusdo da
SC-CO, na amostra, assim como para a difusdo de lipidos para fora desta. O aumento da
recuperacao lipidica com a diminuicdo do conteudo de umidade tem sido demonstrada em

amostras Umidas tais como a carmne e de peixe, embora a umidade ndo afeta a
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extratabilidade destes a niveis baixos. Assim, amostras com alto teor de umidade s&o
geralmente liofilizadas antes da extragdo com SC-CO, para melhorar a sua eficiéncia.

Ainda na redugao de particulas, a utilizagdo do CO, como agente de extrusdo pode
anteceder a propria operacao de extragdo. Alguns autores propuseram um pré-tratamento
original para a extragao do 6leo de sementes que consistiu de uma rapida despressurizagao
do sistema contendo a matriz vegetal e o CO, pressurizado no sentido de quebrar as células
das sementes. Foi mostrado que a despressurizagdo em poucos segundos a partir de
20MPa e 35°C em condi¢des atmosféricas aumentou a quantidade de éleo recuperado na
extracdo (BOUTIN; BADENS, 2009).

Outra aplicagdo que vem ganhando espago € o processo de tingimento com CO,
supercritico. Esta tecnologia limpa se tornou uma alternativa viavel para o tingimento
convencional de tecidos, o qual utiliza quantidades excessivas de agua. As vantagens do
CO, supercritico neste processo referem-se ao fato de poder ser reciclado, ser barato,
essencialmente nao-toxico, ndo inflamavel e ter facil acesso as condi¢des criticas. Além
destas vantagens comuns a todas as suas aplicagdes neste processo, os restos de corante
dissolvido no fluido supercritico podem ser recuperados quando o fluido é expandido.
Estudos mostram o sucesso desta técnica no tingimento de polimeros (poli tereftalato de
etileno e polipropileno) e fibras naturais (algodao e 1a). Neste sentido, pesquisas seguem
estudando as condigbes operacionais que favorecem uma melhor solubilidade dos corantes
no fluido supercritico, aperfeicoando o processo (CABRAL et al., 2007).

Demonstrando algumas das aplicagdes essenciais do CO, supercritico em diferentes e
relevantes processos, vale revisar aquelas que correlacionam o emprego de co-solventes ou

modificadores nos processos de extragcao, mesmo porque também é enfoque deste trabalho.

2.1.1 O uso de co-solvente

O uso de co-solventes em extracao com fluido supercritico (pequenas quantidades de
solventes organicos combinados com CO, supercritico) tem sido empregado para melhorar
a eficiéncia da extracdo, aumentando a produtividade e modificando a seletividade do
processo. O co-solvente pode alterar algumas caracteristicas da mistura de solventes (CO,
e co-solvente), tais como polaridade e interagdes especificas com o soluto, formando pontes
de hidrogénio ou interagindo com sitios ativos da matriz sélida (DALMOLIN et al., 2010).

Propano/butano, metanol, etanol e outras substancias podem ser usadas como co-
solventes (POKORNY; YANISHLIEVA; GORDON, 2001). Alguns autores estudaram o uso
de etanol (EtOH) como co-solvente para obter extratos supercriticos e observaram que a

solubilidade do extrato aumentou com o aumento da concentracdo deste co-solvente
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(DALMOLIN et al., 2010). A presenca de etanol afeta positivamente a extragdo de polifendis.
Este fato esta relacionado com as interagbes covalentes (ligagdes de hidrogénio) e dipolo-
dipolo que aumentam a solubilidade de compostos fendlicos. Outros autores ja mostraram
que a solubilidade de polifendis em (SC-CO, + etanol) depende da polaridade final adquirida
pelo sistema de extragdo (SERRA et al., 2010).

Os resultados do rendimento de extratos constituintes de compostos fendlicos na
extragao com fluido supercritico aumentam diretamente com a polaridade do solvente. O
uso de etanol como co-solvente demonstrou-se particularmente viavel para melhorar o
rendimento desta fracdo fendlica. A uma temperatura constante, o aumento da pressao
aumentou o rendimento devido ao aumento da densidade, ja para uma presséo constante, o
rendimento total e da fragdo fendlica decresceu quando a temperatura aumentou devido a
redugao da densidade do solvente (GARCIA-SALAS et al., 2010).

Trabalhos de pesquisa que indicam a influéncia de etanol como co-solvente
receberam especial atengéo ja que estes resultados serviram como parametros indicativos
de procedimentos adaptados neste trabalho. Somado a isso, o EtOH foi escolhido como co-
solvente também por ser GRAS e por ser o Brasil um dos maiores produtores. Fatores como
este também devem ser considerados no estudo de processo.

Em estudo proposto por Sun e Temelli (2006) para a extragdo de carotendides, foi
utilizado o6leo de canola como co-solvente, por possuir alta solubilidade em SC-CO, se
comparada ao [-caroteno. Além disso, 6leos vegetais constituem bons solventes para
carotenos. Nesta pesquisa, o rendimento de a e 3-caroteno aumentou em duas vezes € o de
luteina aumentou cerca de quatro vezes com a incorporagado de 6leo de canola como co-
solvente no processo de extragao.

Na pesquisa realizada por Vasapollo et al. (2004), foi utilizado éleo de aveld como co-
solvente da extracdo de licopeno de tomates. As justificativas para a escolha do 6leo foram
baixo custo e sua baixa acidez que evita degradacdo do carotendide durante a extracéo,
além de reproduzir os mais altos rendimentos dentre os demais testados (amendoim,
améndoa e girassol). Os indices de extracdo de licopeno em condi¢des otimizadas e na
presenga de co-solvente chegaram a 60% sob a fragdo total extraivel. Em outro trabalho
semelhante, foi verificado que a presenga de 6leos vegetais como co-solvente aumentaram
o rendimento de extragéo e contribuiram para a estabilidade do licopeno (Y1 et al., 2010).

O uso de co-solventes em condi¢gdes especiais também tem sido proposto para
melhorar a solubilidade de diferentes solutos e/ou para aumentar a seletividade de extracao.
Um exemplo é a aplicagdo de extragao por solvente avangado (ESA). Esta técnica envolve o
uso de CO,, agua e/ ou solventes organicos a temperaturas e pressoes elevadas, de 40 a
200°C, e de 3,3 a 20,3 MPa. Esta técnica tem sido aplicada com sucesso na extracdo de

solutos polares, incluindo as antocianinas do bagago de sabugueiro (SERRA et al., 2010).
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Assim como o emprego de co-solvente na modificacdo da polaridade do CO,
supercritico e consequente modificacdo da solubilidade e seletividade do soluto, ndo ha
como desenvolver estudos de extracdo sem acompanhar o comportamento da cinética de
extragbes. A cinética aponta a influéncia do equipamento e condigbes operacionais na

extragao e caracteriza o processo especificamente para a matriz vegetal em estudo.

2.1.2 O estudo da cinética de extragao

O estudo das curvas de extragdo supercritica e o conhecimento dos efeitos das
variaveis operacionais permitem a definicdo do volume do extrator e vazdo de solvente.
Segundo a literatura, as curvas de extragdo sdo claramente divididas em trés periodos,
controlados por diferentes mecanismos de transferéncia de massa (MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; PIANTINO et al., 2008):

(a) A curva inicia-se com o periodo de taxa de extragdo constante: nesta fase a
superficie externa das particulas é coberta com soluto (de facil acesso) e a
convecgao é o mecanismo de transferéncia de massa dominante;

(b) No segundo periodo ocorre a taxa de extragao Falling, nesta etapa as falhas
do soluto na camada externa da superficie da matriz aparecem e entado
inicia-se o mecanismo de difusdo, fendmeno que atua combinado com a
convecgao;

(c) Finalmente, ocorre o periodo de difusdo controlada, onde a camada de
soluto na superficie externa praticamente desapareceu e a transferéncia de
massa ocorre principalmente por difusdo do interior das particulas da matriz

solida.

O objetivo principal da modelagem das curvas de cinéticas de extracdo com fluido
supercritico é definir parAmetros para desenho de processos, como as dimensdes do
equipamento a ser projetado, fluxo do solvente e tamanho de particula da matriz. Esses
parametros sao usados para predizer a curva total de extracdo e dessa forma estimar a
viabilidade de processo em escala industrial. Varios modelos matematicos sdo apresentados
na literatura para descrever a extragdo com fluido supercritico. Um modelo deve ser um
instrumento matematico que reflete o comportamento fisico da estrutura solida e as
observacoes experimentais. Desta forma, podera ser usado como uma ferramenta de
simulagdo para as curvas de cinética de EFS e depois, para aplicagbes industriais desta
tecnologia (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009).
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Os principais parametros da EFS sdo a vazao do solvente, o tamanho da particula do
solido e a duracgao do processo de extracdo. Outros fatores determinantes do processo séo
o poder de solubilizagdo e a seletividade do solvente com relagdo aos componentes de
interesse e a capacidade de difusdo destes no fluido (BRUM, 2010).

Zizovic et al. (2007) discutem em sua reviséo bibliografica que o modelo matematico
amplamente utilizado no estudo de processo foi introduzido por Sovova. O pressuposto
basico deste modelo é que parte das células, unidades contendo hipoteticamente o soluto
séo abertas pela moagem. O soluto facilmente acessivel a partir destas células trituradas &
extraido primeiro, e a fragdo mais protegida pelas paredes celulares segue sendo extraida
mais lentamente. As vantagens deste modelo € que ele pode ser aplicado em qualquer tipo
de matriz vegetal contendo diferentes tipos de solutos, lipidios ou Oleos essenciais, por
exemplo. A contribuicdo significativa para a modelagem da extragdo supercritica de dleo
essencial foi dada por Reverchon, Donsi e Sesti (1993), que introduziram modelos baseados
no balango de massa diferencial no vaso extrator, fazendo analogia a transferéncia de calor.
Operacgbes de extracdo supercritica de 6leos essenciais foram modeladas e preditas em
macro-escala por muitos autores, e os resultados experimentais foram ajustados e descritos
em modelos posteriormente propostos. Mais recentemente, Sovova (2005) introduziu um
novo modelo para a extragcédo supercritica de produtos naturais, o qual também se baseia no
conceito de células intactas e trituradas e com dois periodos de extragdo, o primeiro regido
pelo equilibrio de fases e o segundo governado por difuséo interna nas particulas.

Na extragcéo de 6leo de sementes peletizadas ou esmagadas, diz-se que a cinética de
extragao é dividida em duas principais etapas. O 6leo livre € extraido inicialmente a partir da
superficie das particulas de semente a uma taxa constante que é parcialmente determinada
por mecanismos de transferéncia externa de massa. Na segunda etapa, quando o déleo livre
na superficie da particula se esgota, a taxa de extragdo é determinada por mecanismos de
transferéncia de massa interna do 6leo aprisionado nas células (del VALLE et al., 2004).

A modelagem matematica da extracdo com fluido supercritico de solutos com alto
valor agregado a partir de matrizes vegetais, tais como ervas, sementes, folhas ou casca é
dificultada pela existéncia de estruturas diferenciadas para cada material. Antes da extracao,
o0 material geralmente € moido para aumentar a superficie em contato com o solvente SC-
CO, e também aumentar a acessibilidade do soluto aprisionado nas estruturas celulares e
com isso fornecer a cinética de transferéncia de massa que também é influenciada pela
forma das particulas. Na modelagem, normalmente empregam-se formas geométricas
basicas (cilindro, placa ou esfera). Para reduzir a complexidade do modelo, também é
necessario fazer suposicdes simplificadas sobre como o soluto é distribuido dentro da matriz
solida que pode estar — adsorvido na rede de poros, aprisionado dentro de estruturas

celulares ou distribuido de forma homogénea dentro das particulas. As resisténcias
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envolvidas nos mecanismos de transferéncia de massa também devem ser consideradas
como a resisténcia de transferéncia interna de massa, resisténcia de transferéncia externa
de massa ou uma combinagdo de varias resisténcias (OLIVEIRA; SILVESTRE; SILVA,
2011).

2.2 Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A Pitanga, fruto da pitangueira (Eugenia uniflora L.) pertence a familia botanica das
Myrtaceae. E uma planta frutifera nativa do Brasil, mas encontrada também no Norte da
Argentina e Uruguai. Apesar de constituir um cultivo tradicional das regidées Sul e Sudeste
do Brasil, nos ultimos anos a regido Nordeste iniciou um cultivo mais tecnificado para
exploracdo comercial desta fruta de alto potencial econdmico. A pitangueira (Figura 1)
frutifica de outubro a janeiro, sendo que a principal forma de comercializagao é a polpa
congelada (EMBRAPA, 2006). No que concerne a produgéo e comercializagao da fruta, ndo
se dispde de dados oficiais, tanto no Brasil quanto no mundo, no entanto estima-se que o
Brasil seja o maior produtor mundial. Os maiores plantios estdo localizados no Estado de
Pernambuco, onde a regido possui cerca de 300 ha cultivados (BEZERRA et al., 2004;
SANTOS et al., 2002).

O fruto € uma baga globosa, com sete a dez sulcos longitudinais de 1,5 a 5,0 cm de
didmetro e coroado com sépalas persistentes, possuindo um aroma caracteristico intenso e
sabor doce e acido. No processo de maturagéo, o epicarpo passa de verde para amarelo,
alaranjado, vermelho, vermelho-escuro, podendo chegar até quase negro. No Brasil nao se
conhecem variedades perfeitamente definidas de pitangueiras e em Pernambuco, é comum
encontrar pitanga de coloragdo variando de alaranjada a avermelhada (LIMA; MELO; LIMA,
2002).

O valor nutricional da Pitanga é relevante, ja que ela apresenta elevado teor em
carotendides (225,9 mg.g™) com valor de pré-vitamina A de 991 ER.100 g’ e teor de
vitamina C de 29,4 mg.100mg'1, podendo contribuir para o requerimento diario destas
vitaminas na alimentacéo (MELO; LIMA; NASCIMENTO, 1999). Além disso, a Pitanga
contém grandes quantidades de calcio, fosforo e antocianinas (SILVA, 2006). Devido ao seu
sabor altamente particular e seu contetdo de carotendides, o cultivo da cereja brasileira,
como também é chamada, tem-se demonstrado promissor aos programas de exploragéo
sustentavel na Mata Atlantica brasileira, um dos pontos de Conservacdo Internacional da
Biodiversidade do Cerrado. Esta atengdo dada a Pitanga nestes programas de exploragao

sustentavel se deve ao fato da Mata Atlantica ser uma area caracterizada pela baixa
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atividade econémica e pela Pitanga ser cultivada, em sua grande maioria, em pomares
domésticos ou como atividade agricola de pequena escala, ou ainda colhidas selvagemente
(CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011).

Figura 1 - Pitangueira.

A polpa congelada da Pitanga tem elevado conteudo de compostos fendlicos, os quais
sao conhecidos pela sua atividade antioxidante. Dentro do grupo dos carotendides, no
estudo realizado por Filho et al. (2008), foram encontrados no extrato supercritico da polpa
de Pitanga os seguintes compostos: All-trans-luteina, All-frans-zeaxantina, All-trans-
rubixantina, cis-rubixantina |, cis-rubixantina Il, All-trans-B-criptoxantina, All-trans-licopeno,
13-cis-licopeno, All-trans-a-caroteno, All-trans-y-caroteno, (all-trans+9-cis)-B-caroteno e (13-
cist+15-cis)-B-caroteno. A respeito dos compostos fendlicos, a fragdo aquosa de frutos de
Pitanga contém antocianinas antioxidantes (BAGETTI et al., 2009).

O emprego das folhas de Eugenia uniflora L., cuja infusdo tem sido utilizada na
medicina popular como anti-hipertensiva e antireumatica, € bem conhecido no Brasil. As
folhas e frutos sdo empregados na medicina popular em varias regides do pais, por serem
considerados excitantes, febrifugos, aromaticos e antidisentéricos. O extrato alcodlico &
utilizado em bronquites, tosses, febres, ansiedade e verminoses (AURICCHIO et al., 2007).

O extrato hidroalcodlico das folhas diminuiu os niveis da enzima xantina oxidase,
supostamente envolvida no desencadeamento da gota, além de ter apresentado
caracteristicas de vaso-relaxante, antioxidante, antidiarréico, hipotrigliceridémico,
hipoglicémicos e propriedade bactericida, este ultimo também observado no 6leo essencial
(AMORIM et al., 2009). Ogunwande et al. (2005) demonstram efeitos como abaixamento
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dos niveis de glicose sanguinea e, diurético, antifebril, anti-inflamatério e contra doencgas
estomacais.

Ha uma gama de fitoquimicos ja identificados nas folhas da Pitanga, s&o eles os
compostos fendlicos da familia dos flavondides como o miricitrina, quercetina e seus
derivados como a quercitrina 3-I-ramnosideos, terpendides como monoterpenos, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos hidrolisados como o eugeniflorina D1 e o eugeniflorina D2
(EMBRAPA, 2006). Em estudo com as cascas da arvore da Pitanga, realizado por Brandelli
et al. (2009), observou-se que essa tem a capacidade de inativar trofozoitos de Giardia
lamblia (um dos mais comuns parasitas intestinais), com uma concentragdo minima inibitéria
de 0,313 mg.mL" de extratos. Alguns taninos hidrolisados presentes no extrato da folha
inibem o virus Epstein-Barr, conhecido por estar intimamente associado ao carcinoma naso-
faringeo (LEE et al., 2000).

Um trabalho pioneiro realizado por Oliveira et al. (2006) mostra que o fruto da
pitangueira possui monoterpenos como componentes volateis majoritarios, sendo trans-3-
ocimeno, cis-ocimeno, B-ocimeno e B-pineno em sua composigdo e o fato do suco da
Pitanga ser usado na medicina popular brasileira contra diarreia, reumatismo, febre e
diabetes, pode estar relacionado ao fato do fruto possuir compostos volateis semelhantes
aqueles presentes nas folhas, cuja bioatividade tem sido comprovada cientificamente.

Considerando esta particularidade do fruto, o0 mesmo grupo de pesquisa estudou a
otimizagdo do processo de obtengdo de extratos de pitanga pelo emprego de CO,
supercritico (MALAMAN et al., 2011). Analises sensoriais revelaram que os extratos ricos
em compostos volateis, principalmente os B-damascenone, 5,6,7,7a-tetraidro-4-4-7a-trimetil-
2(4H)-benzofuranone, germacrene B, espatulenol, selina-1,3,7(11)-trien-8-one, 10-(1-
metiletenil)-(E, E)-3,7-ciclodecadien-1-one, farnesil acetone e 2-etil-2-metil-tridecanol
contribuiram para a percepg¢do da maior intensidade do aroma caracteristico da fruta, os
quais também estéo presentes nas folhas como revelado pela literatura (PINO et al., 2003).
Neste estudo, a otimizacdo do processo revelou que as melhores condigdes de extracao
supercritica foram aquelas que empregavam 200 bar e 50°C.

Segundo Ogunwande et al. (2005) e Costa et al. (2009) o 6leo essencial da folha e do
fruto de Pitanga contém sesquiterpenos oxigenados dentre estes os principais sao
isofurano-germacreno, germacreno B e germacrone. Componentes do 6leo essencial de
folhas de Pitanga foram identificados por CG/EM, o seu aroma foi classificado como
semelhante a "cogumelo", "madeira" e "especiarias", devido a presenga de furanodieno e
notas de "ervas daninhas" e "pepino”, devido a a presenga de selinatrienone (selina-1, 3,7
(11)- trien-8-one), o componente em maior concentragdo, recentemente sintetizado. Muitos
compostos volateis das folhas de Pitanga também sao evidenciados no fruto, incluindo

selina-1, 3, 7 (11)- trien-8-one. (OLIVEIRA; KAMIMURA,; RABI, 2009).
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Com relagdo a sua semente, existem poucos trabalhos que relatam a sua composicgao.
Bagetti e colaboradores (2009) avaliaram a composigdo nutricional e a atividade
antioxidante destas sementes e os resultados revelaram os carboidratos como a classe mais
abundante, compostos principalmente de fibras insoluveis. A fragdo protéica é muito
reduzida e dentre os acidos graxos presentes, 45 a 47% destes sdo polinsaturados,
desejaveis a dieta humana por exercer efeito sobre a redugédo da incidéncia de doencgas
cardiovasculares. Em outro estudo com semente de Pitanga realizado por Luzia, Bertanha e
Jorge (2010), foi obtido extrato etandlico das sementes para investigar seu potencial
antioxidante. A concentragcéo do extrato que alcangou uma atividade antioxidante de 50% foi
de 30,72 ppm. A concentragdo de compostos fendlicos presentes nos extratos etandlicos de
semente de Pitanga também elevada, de 75,64mg.g™" extrato.

Segundo Andrade et al. (2009), a semente de Pitanga ainda possui uma proteina, a
lectina, que exibe uma notavel atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella sp. com uma concentragao inibitéria minima de 1,5
nug.mL™, e moderadamente inibe o crescimento de Bacillus subtilis, Streptococcus sp. e
Escherichia coli com uma concentragdo minima inibitéria de 16,5 ug.mL™.

Considerando a informagéo escassa da composicéo das sementes de Pitanga, a sua
possivel aplicagdo industrial, visto ao fato de ser residuo do processamento do fruto, o
histérico deste grupo de pesquisa na investigacdo da composigcédo dos extratos supercriticos
das folhas e do fruto da Pitangueira e as informagdes bibliograficas que revelam sua alta
atividade antioxidante e antimicrobiana geraram o estimulo para o desenvolvimento deste

trabalho.

2.3 Compostos Terpénicos

Os dleos volateis de plantas sao conhecidos e utilizados desde a antiguidade por suas
propriedades bioldgicas, especialmente antibacteriana, antifungica e antioxidante (SOUZA et
al., 2007). Oleos essenciais, também denominados 6leos volateis, geralmente extraidos por
destilagdo das plantas, sao liquidos hidrofébicos contendo compostos aromaticos volateis.
Os oleos essenciais sdo amplamente utilizados em perfumes, cosméticos, bem como em
alimentos e bebidas como aditivos de flavor. Alguns O6leos essenciais mostram varias
atividades farmacoldgicas e sao considerados as fragdes ativas mais importantes de
medicamentos fitoterapicos (DANG et al., 2010).

Oleos essenciais, com ou sem resinas e gomas sdo encontrados em estruturas
secretoras especializadas situadas dentro dos tecidos vegetais ou na superficie da planta

(tricomas). O tipo de estrutura secretora é especifico para a familia ou espécie vegetal. O
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processo de isolamento do d6leo essencial quer por extragdo ou destilagdo, deve ser
dependente da forma como o 6leo esta armazenado na estrutura vegetal e do tipo de
estrutura secretora. Estruturas secretoras no tecido da planta podem ser células secretoras,
cavidades secretoras ou canais secretores. Uma cavidade secretora normal em vegetais
s&o os dutos, os quais se alongam na forma de uma rede se estendendo desde as raizes
através do caule até as folhas, flores e frutos (ZIZOVIC et al., 2007).

De acordo com a sua disposicdo na matriz vegetal, os O6leos essenciais sao
classificados como o6leos superficiais ou subcutidneos. O primeiro é secretado pelas
glandulas superficiais, e o subcutaneo € secretado bem abaixo da superficie externa do
material vegetal, como pela casca de arvores, entre as fissuras da madeira, nas flores secas
e brotos, nas sementes, raizes e frutos (ARAUS; URIQUE; del VALLE, 2009). Os o¢leos
essenciais tém uma composigdo complexa, contendo de algumas dezenas a centenas de
constituintes, especialmente hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos) e compostos
oxigenados (alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, fendis, 6xidos, lactonas, éteres e ésteres).
Ambos os hidrocarbonetos e compostos oxigenados s&o responsaveis pelos odores e
sabores caracteristicos. O aroma de um 06leo € o resultado da combinacdo dos aromas de
todos os seus componentes (POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Terpenos podem ser originados tanto do metabolismo de carboidratos quanto de
lipidios e sao classificados pelo nimero de unidades de isopreno que contém.
Monoterpenos contém duas unidades de isopreno (10 carbonos), sesquiterpenos contém
trés unidades de isopreno (15 carbonos) e diterpenos contém quatro unidades de isopreno
(20 carbonos). Desses grupos, 0s monoterpenos, € mais especificamente, os monoterpenos
oxigenados, sdo considerados os mais importantes na constituicdo do aroma de certas
frutas, como por exemplo, as citricas. Limoneno, um hidrocarboneto monoterpénico que
possui um odor suave, € o principal terpeno na maioria dos 6leos citricos representando até
95%. Os terpenos oxigenados, muitas vezes, compreendendo menos de 5% do odleo,
geralmente fornecem o sabor caracteristico de espécies citricas diferentes. Por exemplo,
citral & considerado o componente de impacto no sabor que caracteriza o 6leo de liméao,
mas é raro encontrar mais de 2% de citral neste 6leo essencial (REINECCIUS, 2006).

A via biossintética proposta para a sintese de isopentenil difosfato (IPP) combina trés
moléculas de acetil-co-enzima-A (acetil-CoA) para formar moléculas de 3-hidroxi-3-
metilglutaril-Co-A (HMG-CoA) que por sua vez, sédo reduzidos a acido mevaldnico e depois
fosforilados e descarboxilados para formar o IPP, o elemento chave na sintese natural dos
terpenos. Sabe-se que o IPP também pode ser formado através de uma via que nao inclui o
acido mevalbnico, mas ainda faltam evidéncias para amparar a existéncia desta alternativa.
A proxima etapa desta sintese envolve a combinacdo de unidades de IPP para formar

geranil difosfato, farnesil difosfato e geranil-geranil difosfato, que servem como precursores
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das familias mono-, sesqui- e diterpenos, respectivamente (Figura 2). Os demais membros
dessas familias surgem a partir da ciclizagdo secundaria ou modificagdo destes trés
precursores (REINECCIUS, 2006).
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Figura 2 - Biossintese de compostos terpénicos a partir de isopentil difosfato em tecidos

vegetais.
Adaptado de REINECCIUS, 2006.

Sesquiterpenos sao uma das classes estruturalmente mais diversificadas de produtos
naturais isolados de plantas, fungos, bactérias e invertebrados marinhos. Nas plantas eles
podem atuar contra parasitas, como predadores, ou para atrair polinizadores. Todas as

dezenas de milhares de sesquiterpenos conhecidos presentemente sédo derivados a partir
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de trezentas estruturas de hidrocarbonetos béasicos gerados por sesquiterpenos adenilato
sintases usando farnesil difosfato como substrato (GARMS; KOLLNER; BOLAND, 2010).

Dentre os métodos de obtengédo de oleos essenciais a partir de fontes vegetais, a
destilacdo a vapor tem sido a mais tradicionalmente aplicada. Uma das desvantagens dos
métodos de arraste a vapor ou hidrodestilagdo é que os 6leos essenciais sofrem alteragéo
quimica ja que os compostos sensiveis ao calor podem ser facilmente destruidos. Portanto,
a qualidade do o6leo essencial é extremamente prejudicada. Nesse interim, os mesmos
autores relatam que a extracdo dos componentes de 6leos essenciais com a utilizagcdo de
solventes a alta presséo, ou fluidos supercriticos, tem recebido muita atencédo nos ultimos
anos, especialmente na industria de alimentos, farmacéutica e cosmética, porque apresenta
uma alternativa aos processos convencionais, que normalmente empregam alta temperatura
(BOCEVSKA; SOVOVA, 2007; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Além da degradagao térmica, a hidrodestilagdo de compostos volateis torna-se
ineficiente também por alguns desses componentes se dissolverem parcialmente na agua e
sua distribuicdo entre as fases o6leo essencial e agua no separador do aparelho de
destilagao ficar desfavorecida. Assim, a extragdo com SC-CO, mostra-se ser a técnica de
escolha para o isolamento de ésteres monoterpénicos, alguns de seus alcoois, e
sesquiterpenos de plantas (BOCEVSKA; SOVOVA, 2007).

A extragdo com CO, supercritico também é uma ferramenta poderosa na pesquisa de
fragrancias e de oleos essenciais, especialmente porque o isolamento de componentes
volateis usando métodos tradicionais, como a destilagdo a vapor ou de amostragem de
headspace dindmico produz extratos com fragrancia que podem nao refletir as propriedades
de aroma do material natural. Com as condi¢des de extragdo que empregam temperaturas
brandas, a extragdo com fluido supercritico € a mais adequada para isolar 6leos essenciais
de especiarias, flores, ervas, folhas, sementes e raizes. Os extratos obtidos s&o geralmente
considerados como sensorialmente superiores aos concentrados produzidos pelas técnicas
tradicionais. Uma desvantagem da extracdo com CO, supercritico, no entanto, é a presenca
de outros compostos no extrato que nao contribuem para a impresséo de fragrancia, tais
como hidrocarbonetos de cadeia longa ou alcoois parafinicos (MARSILI, 2002).

A co-extragdo de substancias de baixa volatilidade como ceras cuticulares juntamente
com o oleo essencial volatil é tipico para extragdo com SC-CO, de 6leos essenciais a partir
de material herbaceo. Uma possibilidade de obter um éleo essencial relativamente puro é a
utilizagdo de separagcdo em dois estagios. No primeiro estagio as substéncias de baixa
volatividade e indesejadas sdo precipitadas e separadas do CO, supercritico a baixa
temperatura e o 6leo essencial, sendo mais soluvel ao solvente, se separa deste apés uma

alteragéo na pressdo e temperatura no segundo separador (BOCEVSKA; SOVOVA, 2007).
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A extragdo com fluido supercritico do 6leo essencial melhora a qualidade do dleo
evitando o estresse térmico dos componentes terpénicos. No entanto, as condigbes de
extragdo, principalmente pressao e temperatura, responsaveis pelo poder de solvente do
fluido supercritico devem ser otimizadas, uma vez que estas varidveis sdo diretamente
responsaveis pela composicao do extrato e, portanto, por suas propriedades funcionais. No
entanto, outros fatores como a geometria do leito fixo, 0 nimero de estagios de extragao e
separacao, e o fluxo de solvente podem influenciar no desempenho do processo (LANGA et
al., 2009). Goodarznia e Eikani (1998) afirmam que a pressédo e a temperatura 6tima de
extragdo para a obtencido de alto rendimento de &éleos essenciais, resultando em
solubilidade insignificante dos outros componentes estao nas faixas de 80 a 100 bar e de 40
a 50 °C.

Esta faixa de pressao e temperatura foi estudada neste trabalho. Assim como o estudo
da extracdo supercritica, o estudo da aplicagdo dos extratos complementa os resultados de
forma a justificar a viabilidade da tecnologia empregada. Deste modo, analises da
bioatividade dos extratos supercriticos das sementes de Pitanga foram contempladas neste
trabalho.

2.4 Ensaios para Deteccao de Bioatividade de Extratos de Matrizes Vegetais

2.4.1 Atividade antioxidante

Em humanos, o desequilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes pode provocar
uma série de desordens celulares, tais como peroxidacdo lipidica, danos protéico-
enzimaticos e inclusive, alteragcdes no DNA, as quais podem estar associadas a inUmeros
processos deletérios, como o cancer, aterosclerose, diabetes mellitus, artrite reumatoide,
distrofia muscular, catarata, desordens neurologicas e do trato respiratorio além de
envelhecimento precoce (BIANCO; SANTOS, 2010).

Recentemente, tem havido um interesse crescente em espécies reativas de oxigénio
em sistemas biologicos e seus papéis como agentes causais implicitos na etiologia de uma
variedade de doencgas crénicas. Assim, a atengdo esta sendo focada nas fungoes
bioquimicas de protecdo dos antioxidantes naturais nas células dos organismos que 0s
contenham (MENSOR et al., 2001).

Para medir a capacidade antioxidante de alimentos e amostras bioldgicas, diferentes
ensaios foram introduzidos. O conceito de capacidade antioxidante foi primeiro originado

para a quimica e mais tarde adaptado para a biologia, medicina, epidemiologia e nutrigcao.
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Ele descreve basicamente a habilidade de moléculas eletronicamente instaveis em
neutralizar os radicais livres de sistemas bioldgicos através de reagdes de oxido-redugéo
(redox). Este conceito fornece um quadro mais amplo dos antioxidantes presentes em uma
amostra biologica, uma vez que considera os efeitos aditivo e sinérgico de todos os
antioxidantes e ndo somente o efeito de um dos compostos isolados, e podem, portanto,
causar beneficios a saude como antioxidantes potenciais contra doencas mediadas pelo
estresse oxidativo (FLOEGEL et al., 2011).

Nos ultimos anos, varios ensaios espectrofotométricos foram adotados para medir a
capacidade antioxidante de alimentos, sendo os mais populares os ensaios que utilizam os
radicais 2,2 azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) e o 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH). Além daquele que mede a capacidade de absorgao de radicais de oxigénio (ORAC)
e a capacidade de redugao de ions ferro em plasma (FRAP). A maioria destes ensaios
emprega 0 mesmo principio, um composto radicalar sintético de cor ou oxi-redutor é gerado
e a capacidade de uma amostra biolégica para eliminar os radicais ou para reduzir o
composto redox-ativo € monitorado por espectrofotdmetro, juntamente com a aplicagéo de
um padrédo adequado para quantificar esta capacidade antioxidante, por exemplo, por
equivalente de Trolox (TEAC) ou equivalente de vitamina C (VCEAC). Além disso, existem
dois tipos basicos de mecanismos. Um deles baseia-se na transferéncia de elétrons e
envolve a reducdo de um oxidante de cor, como o ABTS, DPPH e ensaio FRAP. O outro
aborda uma transferéncia de atomo de hidrogénio, como no teste ORAC, em que os
antioxidantes e o substrato competem termicamente pelos radicais peroxila gerados
(FLOEGEL et al., 2011).

Em se tratando do estudo de extratos vegetais, os quais sdo compostos por uma
infinidade de substancias, além de conhecer a capacidade antioxidante total, mais
recentemente tem-se agregado outras metodologias com o intuito de identificar os
compostos que mais contribuem para tal efeito. A cromatografia em camada delgada (CCD)
combinada com ensaio de inibicao do radical DPPH é um método que tem a capacidade de
garantir a reacdo de oxi-reducdo suficiente a partir do isolamento de grupos de
componentes com atividade antioxidante em uma mistura. Os compostos ativos, separados
em bandas, sdo vistos como manchas claras contra um fundo roxo na cromatoplaca. Testes
preliminares usando CCD possibilitam direcionar a separacdo de compostos antioxidantes
em cromatografia de alta resolugdo como a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (ZHAO, J. et al., 2010).

O radical DPPH (DPPH¢) também tem sido utilizado em CLAE com a finalidade de
indicar a atividade antioxidante de cada componente, a qual é medida pela inibicdo destes
radicais livres. Embora a combinacdo da CLAE com as reacbOes de oxi-redugdo usando

DPPH- seja eficiente, o sistema on-line pode apresentar uma cinética de reagéo lenta que
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permite uma caracterizagdo imprecisa da atividade antioxidante destes compostos. Além
disso, esta técnica desconsidera o efeito sinérgico que uma substancia pode exercer sob a
outra e assim, um composto que na pratica teria uma alta atividade antioxidante, por esta
técnica (CLAE + DPPHe) é visualizado um baixo efeito, pois este composto é analisado
individualmente (ZHAO, J. et al., 2010).

A interacdo de um potencial antioxidante com DPPH+ depende de sua conformacgao
estrutural. O numero de moléculas de DPPHe que s&do reduzidas parece estar
correlacionado com o nimero de grupos hidroxila disponivel. E sugerido que o DPPH livre
abstrai o hidrogénio de moléculas de compostos fendlicos que sdo doadores de elétrons.
Este poderia ser o mecanismo geral das reagbes com flavonodis antiperoxidativos, por
exemplo. Com base no mecanismo de redugdo da molécula de DPPH- extensivamente
descritos na literatura, que esta correlacionada com a presenga de grupos hidroxila na
molécula antioxidante, pode-se inferir que a grande atividade de extratos polares é,
provavelmente, devido a presenca de substancias com um grupo hidroxila disponivel,
fendlico ou ndo. Esta exigéncia estrutural poderia estar ligada a presenca de flavondides ou
taninos condensados, por exemplo (MENSOR et al., 2001).

O radical 2,2 azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™) é um conhecido
composto utilizado para a analise colorimétrica de oxidantes quimicos diversos. A molécula
de ABTS incolor é convertida para a cor azul-esverdeada na sua forma radicalar, pela
oxidacdo de um elétron. O ABTS™ mostra fortes bandas de absor¢do de UV-vis em 415,
648, 728 e 812 nm, e é conhecido por ser uma espécie radicalar mais duradoura, pois
diferente do radical DPPH que, quando formado s6 pode ser usado para analises no mesmo
dia, o radical ABTS quando em solugéo pode ser estocado por até um més sob refrigeragao.
Tem sido relatado que ABTS pode ser rapidamente formado por reagdes com varios radicais
inorganicos, como *OH, Br,” e RSe, e diversos radicais organicos, tais como radicais alcoxil
ou alcoxilperoxil. Além disso, oxidantes nao radicalares, como o acido percarboxilico,
ferrato, espécies de bromo e cloro, sdo conhecidos por reagir com ABTS para produzir
estequiometricamente ABTS™. Portanto, ABTS™ tem sido utilizado como uma sonda cinética
para o estudo de reagdes de neutralizagédo de radicais livres, bem como um reagente para a
analise quantitativa de oxidantes quimicos (LEE; YOON, 2008). Este método tem sido
aplicado para o estudo de fragcdes antioxidantes soluveis em agua e antioxidantes

lipossolluveis, compostos puros e extratos (RE et al., 1999).

2.4.2 Atividade antimicrobiana

35



SANTOS, D. N. Extragao com didxido de carbono supercritico e estudo da composigao dos extratos de sementes de Pitanga (Eugenia uniflora L.)

A sobrevivéncia e proliferagdo dos micro-organismos nos alimentos € um problema
importante, que pode levar a deterioragdo e assim prejudicar a qualidade de produtos
alimenticios ou causar infecgao e doenga. Estima-se que as doengas diarréicas de origem
alimentar ja causam cerca de 4 a 6 milhbes de mortes por ano, sendo crian¢as a maioria.
Apesar dos conservantes quimicos serem utilizados ha anos, existem controvérsias ja que
alguns podem causar problemas de saude respiratdria, por exemplo. Portanto, € necessario
encontrar uma nova maneira de reduzir ou eliminar micro-organismos nos alimentos e
prolongar a vida de prateleira. Somado a isto, a crescente demanda dos consumidores por
produtos naturais tem levado a investigagcdo de novos agentes antimicrobianos a partir de
matrizes vegetais (LV et al., 2011).

O estudo para a descoberta de novas substancias com capacidade antimicrobiana tem
sido estimulado pela demanda dos consumidores que relacionam extratos obtidos de fontes
vegetais com salde e alimentos mais saudaveis. Produtos naturais tém sido uma fonte
particularmente rica de agentes anti-infecciosos, produzindo, por exemplo, a penicilina, em
1940, as tetraciclinas em 1948 e os glicopeptideos em 1955 (CUSHNIE; LAMB, 2005).
Dentre os extratos de matrizes vegetais ja reconhecidamente antimicrobianos, destaca-se
0s Oleos essenciais de cravo, orégano, alecrim, tomilho, salvia e vanilina. Eles tém
geralmente acdo inibitéria mais expressiva contra bactérias Gram-positivas do que contra
bactérias Gram-negativas (HOLLEY; PATEL, 2005).

Varios fatores relacionados aos préprios micro-organismos condicionam a resisténcia
aos agente antimicrobianos, como a complexidade da parede celular. De acordo com Lv et
al. (2011), é geralmente reconhecido que as células da fase logaritmica do crescimento
microbiano sdo mais sensiveis aos fatores de estresse externos, enquanto as células da
fase estacionaria sdo mais resistentes. Este fendbmeno pode ser explicado pelas mudangas
estruturais ou conformacionais na parede celular dos micro-organismos por ser uma
estrutura dindmica que pode se adaptar a mudangas fisioldgicas. Por exemplo, tem sido
demonstrado que no peptidoglicano de células de Escherichia coli ocorrem alteragbes
evidentes durante a transicdo da fase logaritmica (inicio do ciclo microbiano de grande
multiplicagdo dos micro-organismos) para fase estacionaria (final do ciclo microbiano, no
qual o numero de bactérias originadas é praticamente igual ao numero de bactérias que
morrem), incluindo o espessamento da camada de peptidoglicano e o aumento da grau de
ligagcbes cruzadas deste glico-polissacarideo. Isso mostra que o aumento das ligagdes
quimicas no peptidoglicano tornam as células cultivadas ha mais tempo mais dificeis de
serem danificadas.

A Organizagdo Mundial de Saude ndo tem medido esforgos para padronizar os testes
de susceptibilidade antimicrobiana a nivel internacional. Estudos colaborativos publicados

na década de 70 tiveram o objetivo de padronizar a diluicdo em caldos e testes de
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susceptibilidade antimicrobiana em meios de cultura com diluigdo em &gar. Depois, testes
de difusdo em disco foram cuidadosamente padronizados para uso nos paises
escandinavos e nos Estados Unidos. Com a divulgagéo destes dois procedimentos, muitos
detalhes processuais passaram a ser cuidadosamente controlados e bem definidos. Uma
variedade de outros métodos foram criados, mas houve pouco esforgo para o controle de
variaveis importantes, como a densidade de indculo, agar, condigdes de incubagao, dentre
outros. Os testes padronizados de disco envolvem medir o didmetro de cada zona de
inibigho e comparar com a concentragdo inibitéria minima (CIM) obtida por testes de
suscetibilidade de diluigdo em agar ou caldo (SCHWALBE; STEELE-MOORE; GOODWIN,
2007).

Basicamente, maior poder antimicrobiano tera a substancia que conseguir um grande
halo de inibicdo (distancia sem crescimento microbiano) com uma baixa concentragéo, o
que significa que esta substdncia a uma concentragdo baixa consegue reproduzir uma
resposta inibitéria eficiente. Em teste de inibigdo de micro-organismos através da medigao
do halo de inibicdo, existe uma classificagdo com trés niveis que leva em conta a distancia
entre a substancia teste presente no disco de papel e a cultura bacteriana, sendo ela: baixa
atividade (zona de inibigdo < 12mm), atividade moderada (12mm < zona de inibigdo <20mm)
e forte atividade (zonas de inibigdo = 20mm) (LV et al., 2011).

Sdo varias as classes de compostos quimicos que apresentam atividade
antimicrobiana. Dentre a classe dos flavonodides, um grupo de substancias proveniente do
metabolismo secundario de plantas que exibem inimeras propriedades, varios compostos
mostraram possuir algum nivel de atividade antimicrobiana. S&o a apigenina, galangina,
pinocembrina, ponciretina, genkwanina, soforaflavanona G e seus derivados, naringina e
naringenina, galato de epigalocatequina e seus derivados, luteolina e luteolina 7-glicosideo,
quercetina, 3-O-metilquercetina e varios glicosideos de quercetina e kaempferol e seus
derivados. Outras flavonas, glicosideos de flavona, isoflavonas, flavanonas, isoflavanonas,
isoflavanas, flavonois, glicosideos de flavondis e chalconas também exibem tal atividade
(CUSHNIE; LAMB, 2005).

Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes em 06leos essenciais, € mais provavel que a atividade antimicrobiana deles nao
seja atribuida a um mecanismo especifico e que existem varios pontos de susceptibilidade
nas células, que podem ser alvo de tais compostos. Alguns possiveis mecanismos
antimicrobianos dos 6leos essenciais e seus componentes tém sido propostos, incluindo a
degradacéo da parede celular, danos a membrana citoplasmatica, danos as proteinas da
membrana, vazamento do conteudo celular, coagulacdo do citoplasma e deplegdo do

transporte de prétons ativos. Portanto, para entender o modo preciso de acao e atividade
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antimicrobiana de um d&leo essencial particular, o conhecimento da composi¢cao quimica é
fundamental (RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010).

Na revisdo publicada por Cushnie e Lamb (2005), foi abordado o mecanismo de agéo
de flavondides que podem compreender trés vias principais de inativagdo dos micro-
organismos: uma das vias é a inibigdo da sintese de acidos nucléicos, através de ligagéo de
hidrogénio formadas entre o flavondide com a cadeia de DNA ou intercalagdo dos anéis do
flavondide com as bases dos acidos nucléicos e essa rota leva a inibicdo da sintese de DNA
e RNA. Outro mecanismo € a inibicdo do funcionamento da membrana citoplasmatica por
meio da modificacdo das regides hidrofilicas e hidrofobicas da membrana. Algumas
catequinas interagem com a bicamada lipidica pela penetracao direta e posterior interrupgéo
da fungao de barreira, através da perda da permeabilidade seletiva. O terceiro mecanismo é
a inibicao do metabolismo de energia, através do bloqueio do consumo de oxigénio celular e
da absor¢ao de metabdlitos para a biossintese de macromoléculas.

Em alimentos, com o objetivo de utilizar 6leos essenciais sem comprometer o seu
sabor, tem sido sugerido a combinacdo entre os extratos de plantas. Embora os 6leos
essenciais tenham maior atividade do que misturas de seus componentes principais, a
combinacédo destes componentes principais com outros constituintes com fraca atividade
pode resultar em um efeito aditivo, sinérgico ou antagonista. O dleo essencial de orégano
combinado com o de tomilho em doses baixas mostrou ser um potencial controlador do
crescimento de patdgenos e micro-organismos deterioradores, enquanto que as
combinacbes de oleo essencial de orégano com oleo essencial de manjerona ou o 6leo
essencial de tomilho com o de sdlvia podem ser uUteis para o controle das principais
bactérias deterioradoras de alimentos, Gram-negativas ou Gram-positivas. Considerando
que os Oleos essenciais sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS), a
possibilidade de reforgar os seus efeitos antimicrobianos naturais pela adigdo de pequenas
quantidades de outros conservantes naturais pode ser uma maneira de alcangar um

equilibrio entre a aceitabilidade sensorial e eficiéncia antimicrobiana (GONI et al., 2009).

2.4.3 Inibicdo da enzima arginase

Arginase € uma metaloenzima trimeérica contendo um sitio binuclear de manganés no
sitio ativo de cada subunidade. No figado de mamiferos, € uma enzima citosdlica envolvida
no ciclo da uréia, que converte a arginina em ornitina e uréia. Em tecido ndo hepaticos, a
arginase esta envolvida na regulagao da concentragao celular de L-arginina para a producgao
de 6xido nitrico e ornitina e consequente biossintese de prolina e poliaminas. Nos seres

humanos, um desequilibrio na atividade de arginase no tecido extra-hepatico esta
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relacionado a uma série de disturbios fisioldgicos, tais como hipertensdo e impoténcia
sexual (SILVA; FLOETER-WINTER, 2010), além de estar relacionado, segundo Silva et al.
(2002), na regulagao da sintese de oxido nitrico (NO) o qual modula a disponibilidade de L-
arginina e consequentemente esta ligada aos processos citotoxicos em mecanismos
imunoldgicos de protegao contra doengas infecciosas.

No parasita protozoario Leishmania, a arginase desempenha um papel central na
infeccdo de macréfagos. Para os seres humanos, a inibicdo da arginase da Leishmania
pode ser considerada um alvo potencial no desenvolvimento de drogas contra a
leishmaniose, mas a necessaria presenga de um ou dois Mn,, em cada monémero deve ser
levada em conta. Esta exigéncia pode ser crucial para a interpretacdo dos resultados de
inibicdo, porque a incapacidade de impedir a agdo da arginase pode ser associado a uma
variagdo em seu estado de ativacdo (SILVA; FLOETER-WINTER, 2010).

Assim, de acordo com Silva et al. (2008) a inibicdo da arginase endodgena de
macroéfagos infectados tem um efeito terapéutico devido a um aumento da produgdo de NO,
e a enzima codificada pelo parasita subverte a atividade microbiocida dos macréfagos
infectados em murinos. Tomadas em conjunto, estas evidéncias sugerem que o arginases
de mamiferos e da Leishmania podem ser usadas como alvos terapéuticos relevantes no
tratamento da leishmaniose.

O fato de a inibigho da enzima arginase afetar o desenvolvimento e
consequentemente o potencial patolégico é importante, pois de acordo com Marques et al.
(2011), a leishmaniose € uma das doengas tropicais mais negligenciadas, devido as poucas
ferramentas disponiveis para o seu controle e também a falta de critérios claros para a
gestdo da doenca. Leishmaniose representa um grupo de doengas parasitarias que se
espalhou pelo mundo, ocorrendo em 88 paises tropicais e subtropicais. Aproximadamente
350 milhdes de pessoas vivem em areas de transmissao ativa de Leishmania, no qual 12
milhdes de pessoas podem estar infectadas, e todos os anos estima-se que surjam cerca de
um a dois milhdes de novos casos nas regides da Africa, Asia, Europa e Américas,
diretamente afetadas pela leishmaniose. Mais de 90% dos casos cutaneos aparecem nos

paises em desenvolvimento.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi obter extratos de semente de Pitanga utilizando
CO, em estado supercritico com e sem emprego de etanol como co-solvente e caracteriza-
los sob diferentes aspectos.

Especificamente, os objetivos constituiram-se de:

e Analises de caracterizagdo da matéria-prima (semente triturada), quanto as condigbes
de umidade, granulometria e densidade aparente;

e Extracéo supercritica das sementes de Pitanga em diferentes condigbes de extragéo,
otimizando o rendimento do processo, segundo condigbes operacionais delineadas
com base em planejamento experimental;

o Determinacdo experimental da cinética de extragdo, visando avaliar o comportamento
da obtencao dos extratos;

¢ Analise dos extratos supercriticos de semente de Pitanga com relagédo a presenca de
compostos volateis e compostos fendlicos totais (CFT);

o Determinagao da bioatividade dos extratos (atividade antioxidante pelos métodos de
inibicdo do radical DPPH e ABTS, atividade antimicrobiana dos extratos através da
determinagcédo da Concentragdo Minima Inibitéria, para diferentes micro-organismos e
atividade de inibicdo da enzima arginase verificando o efeito do extrato contra

leishmaniose).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtengao e Preparagdao da Semente de Pitanga

Frutas maduras de Pitanga nativa foram coletadas no campus da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao Paulo (USP),
Pirassununga, Brasil. No Laboratério de Tecnologia de Alta Pressdo e Produtos Naturais
(LTAPPN/FZEA/USP), as sementes foram selecionadas, lavadas para retirada de vestigios
da polpa, e secas em estufa com circulagdo de ar a 38°C por 54 horas (Figura 3A). Baixa
temperatura foi aplicada com o intuito de evitar ao maximo a degradagdo de compostos
termossensiveis, o que justifica o longo periodo de secagem.

As sementes secas foram descascadas e trituradas (Figura 3B) em moinho tipo
martelo (Buhlermiag, GE), para que se permitisse uma granulometria constante em todas as
extragdes, sendo entdo acondicionadas em embalagens plasticas impermedaveis ao vapor
d’agua para armazenamento refrigerado a -18°C.

Attt Aty L =N D e
Figura 3 - Semente de Pitanga seca inteira (A) e triturada (B).

4.2 Caracterizagdo da Amostra

4.2.1 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico que considera a perda de massa
da amostra através da dessecacédo até peso constante (AOAC, 1995). A eq.(1) relaciona a

massa Umida e a massa seca e fornece a percentagem de umidade na amostra.
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Umidade (%)=F"Tp x100 [1]

Onde: P: massa em gramas da amostra Umida e p: massa em gramas da amostra seca.

4.2.2 Extrato etéreo

O extrato etéreo foi obtido através do método de extracdo de lipidios a quente,
utilizando Soxhlet, com éter de petréleo padrdao analitico (Synth, BR) como solvente
organico. Estes extratos, além de caracterizar a amostra, foram utilizados na analise
comparativa da composi¢cao com os extratos supercriticos, representando um extrato obtido
por um método convencional de extragdo. Durante a extragdo Soxhlet, o solvente foi
continuamente aquecido e recuperado durante 6h, sendo removido depois do processo por
evaporagao (lAL, 2008). A Figura 4 ilustra o aparato para a extragao tipo Soxhlet.

I A | e B
Figura 4 - Extragdo da semente de Pitanga utilizando Soxhlet (A). Detalhe do arraste de
lipidios pelo solvente liquido (B).

4.2.3 Granulometria

A granulometria das sementes trituradas (200g) foi determinada em um jogo de seis
peneiras da série padrdo Tyler, com agitagdo durante 15 min. O didmetro médio foi
calculado pela relagéo descrita na eq.(2) (ASAE, 2008 - S319.4).

(2]

dmg=

og” %7, (wilogd;)
9 0w
Onde: d; = (d..d1)®?; d; abertura nominal da i-ésima peneira (mm); d;.s: abertura nominal da

peneira maior que a i-ésima peneira (mm); w;: massa do material retido na i-ésima peneira.
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4.2.4 Densidade aparente

Para a determinacdo da densidade aparente, utilizou-se o leito fixo de 300 cm?®
(extrator) como recipiente de volume padrdo. Por 10 vezes seguidas, completou-se o seu
volume com a semente de Pitanga triturada e depois de retirada do extrator, a massa foi
mensurada em um béquer previamente tarado. A densidade aparente foi obtida pela relagéo

entre a média das massas e o volume do leito fixo.

4.3 Obtengao dos Extratos com CO, Supercritico

4.3.1 Processo de extragao

O procedimento de extragdo consistiu em promover o contato entre as sementes
trituradas, que estavam acondicionadas no extrator de leito fixo de 300 cm® com o CO,
supercritico em condi¢cdes pré-estabelecidas de pressdo (P) e temperatura (T) em um
delineamento experimental. O controle da presséo foi realizado por uma bomba de alta
pressdo, enquanto que a temperatura de operagdo foi mantida através de um banho
termostatizado, no qual o extrator foi acondicionado. O extrato, separado do gas, foi
continuamente coletado em um frasco coletor imerso em banho de gelo e o CO,
quantificado em um rotadmetro, medidor de vazao de gas as condi¢gdes ambientes. Ao final
do processo, os extratos foram pesados e relacionados com a massa de sementes secas
acondicionadas no extrator para o calculo do rendimento global. A Figura 5 mostra o
equipamento utilizado no presente experimento e o produto final do processo, o extrato

supercritico.
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1: cilindro de COg; 2: mandmetro do cilindro; 3: banho termostatizado; 4: tanque de refrigeragdo do CO»; 5:
bomba HPLC; 6: painel de comando do banho termostatizado; 7: banho termostatizado do extrator; 8: tanque
pulmé&o; 9: mandmetros tipo Bourbon do tanque pulmao (esquerda) e do extrator (direita); 10: extrator; 11:
valvulas de estanque e valvulas micrométricas; 12: medidor de vazao em condigdes ambiente.

Figura 5 - Sistema de extragdo com CO, supercritico do LTAPPN, FZEA/USP (A). Extrato
supercritico de semente de Pitanga (B).

4.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional

As condi¢des operacionais do procedimento experimental foram definidas de acordo
com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com P e T como variaveis
independentes. Foram considerados cinco niveis com quatro pontos estrela e triplicatas no
ponto central (Tabela 3) (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 3 - Niveis dos dois fatores, pressao e temperatura, no DCCR.

Niveis
Fatores o x 0 +1 o
Presséo P (Kgf.cm?) 83 110 175 240 267
Temperatura T (°C) 31 35 45 55 59

a=+1,41

Esse delineamento experimental gerou uma matriz com 11 ensaios (Tabela 4), os
quais foram realizados aleatoriamente. Para todos os testes, foi padronizado um tempo de
equilibrio estatico de 16h (periodo em que a matriz fica em contato com o CO, nas
condig¢des supercriticas definidas no DCCR, sem ocorrer o arraste do extrato) e o tempo de

extragao dinamica, também padronizado para todos os ensaios, foi de 6h.
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Tabela 4 - Matriz do DCCR de dois fatores incluindo trés pontos centrais para o estudo do
efeito da presséo e temperatura nos extratos da semente de Pitanga.

Ensaios Variaveis codificadas Variaveis °
P T (P) (Kgf.cm™) T(C)
1 -1 -1 110 35
2 +1 -1 240 35
3 -1 +1 110 55
4 +1 +1 240 55
5 -1.41 0 83 45
6 +1.41 0 267 45
7 0 -1.41 175 31
8 0 +1.41 175 59
9° 0 175 45
10° 0 175 45
11° 0 175 45

e = pontos centrais

4.3.3 Extragao supercritica com co-solvente (SC-EtOH)

Com o objetivo de comparar com os extratos obtidos pelo uso somente do CO,
supercritico, fez-se uma extragdo supercritica utilizando Etanol (EtOH) padrao analitico
(Synth, BR) como co-solvente (SC-EtOH). Adicionou-se 30 mL de etanol em 72 g de
sementes trituradas, o suficiente para umedecé-las e acondicionou-se a matriz embebida
em EtOH no extrator e procedeu-se a extragdo nas condicdes de 175 Kgf.cm? e 45°C, as
condi¢des do ponto central do DCCR também com 16h de tempo de equilibrio estatico e 6h
de extragao.

4.3.4 Purificagao do extrato supercritico obtido com co-solvente

Extratos obtidos com EtOH e outros solventes polares normalmente extraem taninos
com alto grau de polimerizagdo de matrizes vegetais. Sendo as sementes ricas em taninos e
visando estudar a composicdo da fracdo dos extratos supercriticos obtidos por SC-EtOH
isentos destes taninos com alto grau de polimerizagao, diluiu-se 100 mg do extrato bruto,
obtido pelo emprego do co-solvente (SC-EtOH), em 2,5 mL de metanol (MeOH) de grau
cromatografico (J.T.Baker, USA) e adicionou-se 32,5 mL de cloroférmio padrdao analitico

(Synth, BR). Esta solugdo foi estocada a 4°C durante 3h na auséncia de luz e logo em
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seguida, centrifugada (FANEN 215, BR) a 4.000 rpm e 5°C durante 10 min. O sobrenadante
separado do decantado foi rotaevaporado a uma pressao de 600 mmHg (YAMATO RE-41,
JP), a temperatura ambiente e auséncia de luz (LHUILLIER et al., 2007).

4.4.5 Cinética de extragao

Baseando-se nas condi¢des operacionais que favoreceram os mais altos rendimentos,
selecionou-se o ponto central do DCCR (175 Kg.cm? e 45°C), estudou-se a cinética durante
18h de extragdo dindmica, com trocas de frascos de coleta a cada 20 min. Foram
mensuradas as vazdes volumétricas e a massa do extrato obtido para cada intervalo. Os
valores experimentais da taxa de transferéncia de massa para cada 20 min geraram a curva
cinética (Origin v. 8.0, USA), que também foi expressa em fungdo da vazao volumétrica de
CO..

4.4 Caracterizagao dos Extratos

4.4.1 indice de refragdo

O indice de refragdo dos extratos supercriticos de semente de Pitanga foi mensurado
em refratdmetro (LAMBDA 2WAJ, ATTO Instruments Co, HK), em fungao da luz de sédio no
comprimento de onda de 589,3 nm e a temperatura de 20°C e 40°C. A calibragdo do
aparelho foi feita com agua destilada, cujo indice de refragao é de 1,3330 a 20°C (IAL,
2008). Para manter a temperatura constante durante as mensuragoes, circulou-se agua

proveniente de um banho termostatizado na temperatura de leitura.

4.4.2 Caracterizagao dos extratos em cromatografia em camada delgada (CCD)

A analise foi feita em todos os extratos obtidos a uma concentracédo de 5.000 ppm, em
MeOH de grau cromatografico (J.T.Baker, USA).

Para a visualizagao da presenga de terpenos nos extratos foi utilizado como revelador
uma solugdo acida de Anisaldeido (Sigma Aldrich, GE) preparada conforme descrito por
Wagner e Bladt (2009). Como fase estacionaria utilizou-se placas de Silica Gel 60 Fos4 €
como fase madvel, uma solugao de tolueno (Merck,GE), acetato de etila grau cromatografico
(Mallinckrodt Chemicals, USA) (93:7, v:v). Apos a eluicdo da amostra, o Anisaldeido foi
aspergido sobre a placa, seco com o auxilio de um secador de cabelos (Airstyle 130, BR) e
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aquecido com uma pistola térmica (Steinel, HL 1605S, USA) até que se visualizassem as
bandas eluidas com coloragao variada.

Para cada banda visualizada na cromatoplaca, relacionou-se as distancias percorridas
pelas bandas e a distancia percorrida pelo solvente (eq.3) para se obter o fator de retencéo
(Ry) relativo a cada banda. O R é uma constante fisica de uma determinada substancia,
desde que se observem as condicdes de corrida (caracteristicas da cromatoplaca, a
qualidade e quantidade da fase movel, a temperatura, o volume e a concentragdo das
substancias aplicadas) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

R.= distancia (cm, mm) percorrida pela substancia
f~ distancia (cm, mm) percorrida pela frente da fase moével

(3]

Na andlise da atividade antioxidante nos extratos, utilizou-se como fase mével uma
solugéo de tolueno (Merck, GE), acetato de etila (Mallinckrodt Chemicals, USA) (95:5, viv) e
como revelador, uma solugdo metandlica de 0,05% do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH?e) (Sigma Aldrich, GE) aspergido sobre a placa apoés eluigdo e secagem. As placas
foram incubadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e entdo ocorreu a visualizagédo
das bandas. Aquelas que apresentaram coloragdo amarela sob o fundo roxo mostraram o

indicativo de reacao de oxi-reducao, indicando componentes com atividade antioxidante.

4.4.3 Analise do perfil de volateis por cromatografia gasosa acoplado a espectrometro
de massas (CG/EM)

A composicdo volatil dos extratos, a uma concentracdo de 400 ppm em MeOH foi
analisada por meio de cromatdgrafo gasoso com espectrdmetro de massas acoplado
(CG/EM) (QP 2010 Plus, Shimadzu, JP) com injetor automatico (AOC-5000, SWI). Nesta
analise utilizou-se uma coluna capilar Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um df, 5% difenil/
95% dimetilpolisiloxano) (Restek, USA) e Hélio, como gas de arraste a uma presséo interna
de 60 psi. Foi injetado 1uL dos extratos para uma razéo de split de 1:20. A temperatura do
injetor foi de 220°C e a da interface entre a coluna e a fonte de ions foi de 250°C. A
temperatura do forno foi regulada de forma a se obter uma rampa linear de 60 a 246°C em
um gradiente de 3°C por minuto (ADAMS, 2009). A energia de ionizagéo foi de 70 eV na
fonte, e a faixa de varredura de massas foi de 50 a 500m/z.

O tratamento dos espectros foi feito através do software GCMS solutions ver. 2.5 que
possui como base de dados as bibliotecas NIST 08 e NIST 08s. Além das bases de dados

existentes no software do CG/EM, como ferramenta de auxilio na identificacdo dos
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componentes presentes nos extratos, calculou-se o indice de Kovats (Kl) (eq. 4) e Van der
Dool e Kratz (Al) (eq. 5) (ADAMS, 2009). Para tal, foi utilizado um padréo de alcanos Co—
C4o (Fluka, GE), que foi analisado no CG/EM nas mesmas condigbes dos extratos e os

tempos de retengado, bem como as respectivas temperaturas.

_ (logRT (x)- logRT (Pz)
KI (x)= 100P,+ 100 [Iog RT Pzer)-l00RT (P2) [4]

Onde: RT(x) € o tempo de retengédo do analito; RT(P,) € o tempo de retengédo do alcano
imediatamente anterior ao do analito; RT(P,.1) € o tempo de retencdo do alcano

imediatamente posterior ao do analito.

(5]

T6)-T (P
Al (x)=100Pz+100 [ (100-T P2) ]

(T (Pz+1)-T (P2))

Onde: T(x) é a temperatura no tempo de retencdo do analito; T(P,) é a temperatura no
tempo de retengdo do alcano imediatamente anterior ao do analito; T(P,.1) € a temperatura
no tempo de retencao do alcano imediatamente posterior ao do analito.

Com vistas a quantificar os sesquiterpenos em maior concentragdo nos extratos,
utilizou-se o método de normalizacdo externa e, como padrdo o monoterpeno R-(+)-
limonene (Sigma Aldrich, GE) em diferentes concentracdes nas mesmas condigbes de
analise de CG/EM que os extratos, e fez-se uma curva padrdo com o eixo das ordenadas
sendo as areas dos picos e o eixo das abscissas sendo as concentragcdes em ppm das
diluicdes (Figura 6).

A partir da equagao gerada com o ajuste linear dos pontos experimentais, quantificou-
se 0s sesquiterpenos relacionando-os a concentragdo em Equivalente de Limoneno
(EqgLim). A concentragdo dos terpenos nos extratos também foi uma resposta analisada no

DCCR, utilizando a analise de superficie de resposta (ASR).
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Figura 6 — Curva padrao de Limoneno para o calculo da concentragdo de sesquiterpenos
expresso em Equivalente de Limoneno (EqLim) dos extratos de semente de Pitanga.

4.4.4 Analise de compostos fendlicos totais (CFT)

Compostos polifendlicos séo relevantes por agirem contra as patologias cardiacas,
hipertensao arterial e degeneracao relacionada a idade. Polifendis totais sdo comumente
quantificados pelo método Folin-Ciocalteu. Uma série de estudos tem apresentado o
conteudo total de polifendis de produtos alimentares, a fim de estabelecer comparagbes com
outros produtos similares e informagdes mais detalhadas sobre este sub-grupo de
antioxidantes que compreendem, principalmente os flavonodides, ligninas e taninos
(WOOTTON-BEARD; MORAN; RYAN, 2011).

A concentragdo de compostos fendlicos totais foi determinada usando a metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965). Foram adicionados 1 mL dos extratos diluidos em
MeOH grau cromatografico (J.T.Baker, USA) a 1.000 ppm, a 5 mL de solugao de reagente
de Folin-Ciocalteu (Haloquimica, BR) diluida em agua destilada (1:10, v:v). Ap6és 10 min, 4
mL de solugéo aquosa com 7,5% de carbonato de sdédio anidro padréo analitico (Synth, BR)
foi adicionado. Depois de 2h em temperatura ambiente sem a presenca de luz, as medidas
das absorbancias foram feitas em espectrofotdmetro (Biospectro SP 22, BR) com
comprimento de onda variando entre 400 e 800 nm. O branco foi preparado similar aos
extratos, porém com 1mL de MeOH em substituicao a solugéo contendo os extratos.
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Acido Galico (Fluka, SWI) foi utilizado na determinag&o da curva padréo (0, 20, 30, 40
e 60 ppm) (Figura 7). A concentragdo de fendlicos totais foi calculada e expressa em mg

equivalente de acido Galico (GAE) por 100 g de sementes de Pitanga secas.

0,700 — y =0,00169 + 0,0104x
R’= 0,9998

0,600
0,500 —
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0,300
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Figura 7 - Curva padréo de acido galico para determinagéo quantitativa de compostos
fendlicos totais.

4.4.5 Atividade antioxidante pelo método DPPH

DPPH é um radical livre, estavel a temperatura ambiente, que produz uma solugcao
violeta em etanol. Na redox, ele é reduzido na presenca de moléculas antioxidantes,
resultando no descoloramento da solugdo para amarelo (MENSOR et al., 2001). Em um
tubo de ensaio, adicionou-se a 3,9 mL da solugdo metandlica (J.T.Baker, USA) a 6x10° M
de DPPH- (Sigma Aldrich, GE) e uma aliquota de 0,1 mL de diferentes concentragbes de
todos os extratos. As leituras foram realizadas em espectrofotébmetro (Biospectro SP 22, BR)
a 515 nm, sendo todas as determinacdes realizadas em triplicata e acompanhadas de um
controle sem o antioxidante. A queda na leitura da densidade o6tica dos extratos adicionados
de radical DPPH- foi correlacionada com o controle, estabelecendo-se a porcentagem de
descoloracido do DPPHe, a qual indicou a atividade antioxidante para os extratos obtidos nos
diferentes testes (BRAND-WYLLIANS et al., 1995).

50



SANTOS, D. N. Extragao com didxido de carbono supercritico e estudo da composigao dos extratos de sementes de Pitanga (Eugenia uniflora L.)

4.4.6 Atividade antioxidante pelo método ABTS

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método do radical acido 2,2'-
azinobis-(3-etil-benzotiazolino-6-sulfénico) (ABTS™) (Sigma Aldrich, GE), usou-se a
metodologia descrita por Re et al. (1999), com adaptacdes de Rufino et al. (2007).
Inicialmente o ABTS™ foi formado a partir da reagdo de 7 mM de ABTS™ com 140 mM de
persulfato de potassio padréao analitico (Synth, BR). Esta solug&o foi incubada a temperatura
ambiente e na auséncia de luz por 16 h. Transcorrido esse tempo, a solugao foi diluida em
etanol padrdo analitico (Synth, BR) até a obtengdo de uma solugdo com absorbancia de
0,70 (x 0,02) no comprimento de onda de 734 nm. No momento da mensuragao da atividade
antioxidante, foram misturados 30 yL de todos os extratos diluidos em diferentes
concentragdes com 3 mL da solugdo contendo o radical e determinou-se a absorbancia em
espectrofotdbmetro (Biospectro SP 22, BR) a 734 nm, apds 9 horas de reagao, periodo
necessario para o alcance da estabilidade das leituras das absorbancias. Como solugéo
padrdo, usou-se o antioxidante sintético Trolox (Sigma Aldrich, GE) nas concentragdes de
100 a 2.000 uM em EtOH e a resposta da ativagao deste antioxidante nas reacdes de oxi-
redugédo com o ABTS™ (Figura 8) indicada pela queda da absorbancia com a concentragéo
de antioxidante foi utilizada para indicar a atividade antioxidante dos extratos. Todas as
leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em mM de Trolox

por 100g de sementes secas.

y = - 2,9356E-4x + 0,6838
0,600 R? = 0,9804

0,500
0,400

0,300

Absorbancia

0,200

0,100
]

T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000
Concentragao de Trolox (uM)

Figura 8 - Curva padrao que relaciona a concentragédo de Trolox com a resposta da inibi¢cdo
do ABTSe+ com leitura feita a 734 nm.
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4.4.7 Determinacgao da atividade antimicrobiana - concentragao inibitéria minima

A determinacdo da atividade antimicrobiana foi realizada no Laboratério de
Microbiologia e Micotoxicologia de Alimentos na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos (FZEA/USP). Estas anadlises foram realizadas para os extratos obtidos com CO,
supercritico, ponto central do DCCR, com o CO, supercritico e etanol como co-solvente (SC-
EtOH), via Soxhlet e a fragéo purificada do extrato obtido na extragdo SC-EtOH. Os testes
utilizaram as cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Bacillus subtilis ATCC 6623,
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CEFAR, BR),
conforme metodologia descrita por Andrade et al. (2010) e Dall'Stella (2008).

As cepas puras das bactérias foram repicadas em 10 mL de caldo nutriente (Oxoid,
UK) e incubadas a 35°C, 24 h antes do teste. Apos as 24 horas de incubagdo, as
absorbancias dos tubos contendo o caldo e os micro-organismos foram comparados com a
absorbancia do tubo 0,5 da escala de MacFarland, equivalente a 1,5x10® unidades
formadoras de colénias pra cada mL (UFC.mL™), por meio de densitémetro UV (Suspension
Turbidity Detector, DEN-1, LV) em comprimento de onda de 625 nm.

O teste consistiu em inocular assepticamente os extratos diluidos em MeOH (1.000;
500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,625 ppm) no caldo Mueller-Hinton (Oxoid, UK) ja contendo
as bactérias incubadas (1,5x10° UFC.mL™") e apds mais 24 h de incubagéo a 37°C, avaliou-
se a concentragao inibitéria minima (CIM), definida como a mais baixa concentragcdo onde
ndo ocorre desenvolvimento microbiano. Esta analise constituiu em verificar a auséncia da
turbidez no tubo contendo a amostra, como um indicativo da inibicdo do crescimento das
bactérias. A organizacédo das diluicbes dos extratos bem como os controles (tubos 8 e 9)
esta listada na Tabela 5.

O controle negativo (tubo 8) se faz necessario para eliminar a possibilidade de
resultados falso-positivos em fungao da turbidez apresentada pelo extrato. O controle
positivo (tubo 9) indica o crescimento dos microorganismos, sem a influéncia das amostras,
nas mesmas condi¢des do ensaio. A leitura do resultado, através da analise visual da
turbidez, foi realizada pela comparagdo de cada tubo com o controle negativo, sendo
considerado como CIM a menor concentracdo da amostra nas diluicdes estudadas em que
nao houve crescimento bacteriano, verificada pela limpidez da amostra contida nos tubos.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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Tabela 5 — Diluigdo e conteudo dos tubos de ensaio para determinagdo da Concentragéao
Inibitéria Minima.

Tubo Diluicao Conteudo
1 1:10ou 1000 ppm 1 mL do extrato
2 1:2 ou 500 ppm 1 mL do extrato e 1 mL de caldo Mueller Hinton
3 1:4 ou 250 ppm 1 mL do 2° tubo e 1 mL de caldo Mueller-Hinton
4 1:8 ou 125 ppm 1 mL do 3° tubo e 1 mL de caldo Mueller-Hinton
5 1:16 ou 62,5 ppm 1 mL do 4° tubo e 1 mL de caldo Mueller-Hinton
6 1:32 ou 31, 25 ppm 1 mL do 5° tubo e 1 mL de caldo Mueller-Hinton
7 1:64 ou 15,625 ppm mL do 6° tubo e 1 mL de caldo Mueller-Hinton
8 - 1:64 ou 15,625 ppm (controle negativo)
9 - 1mL de caldo (controle positivo)

4.4.9 Inibicao da enzima arginase

A determinagdo da inibicdo da enzima arginase foi realizada no Laboratério de
Imunologia e Parasitologia da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de Sao Paulo (FZEA/USP). A enzima arginase foi obtida de duas fontes, a
partir do figado de rato e replicada através do protozoario Leishmania amazonensis,
modificado geneticamente na sua forma pré-mastigota, que cresce em ambiente extracelular
e possui flagelo. Para a produgdo da enzima no protozoario, primeiramente o gene
responsavel pela produgao da arginase foi isolado e amplificado em reagdo em cadeia de
polimerase (PCR), adicionado a um organismo vetor, neste caso, a E. coli BL21 como
plasmidio e finalmente conjugado a outros protozoarios, que uma vez assimilando o DNA
com alta expressao de arginase, iniciam a sua produgao (SILVA et al., 2008). As enzimas
provenientes do figado de rato e da Leishmania amazonensis foram purificadas por técnicas
de cromatografia de afinidade com metal imobilizado e cromatografia de troca iénica. O
eluato foi entdo usado para teste de inibigdo da arginase neste trabalho.

Para este teste, foram utilizados os seguintes extratos, com composigao diferentes: (1)
o extrato supercritico de sementes de Pitanga obtido nas condigées de 175 Kgf.cm™ e 45°C,
ponto central do DCCR, (2) extrato obtido pelo método Soxhlet, (3) extrato supercritico em
que se utilizou Etanol como co-solvente (SC-EtOH) e (4) fragdo purificada do extrato SC-
EtOH. Todos os extratos foram diluidos a 1.000 ppm em MeOH grau cromatografico
(J.T.Baker, USA). O ensaio de inibigao continha 10 mL de arginase de figado de rato, 100
mM de L-arginina (pH 9,6) como substrato e 40 mL dos extratos que compunham o volume
final de reagdo de 100 mL aferindo com agua destilada. A mistura de reacgao foi incubada

por 15 minutos a 37°C. Para a arginase da Leishmania, o procedimento foi o mesmo
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diferindo somente a procedéncia da enzima. O controle para os experimentos foi um a
mistura contendo o substrato, o solvente e a enzima arginase. Atividade de arginase foi
determinada por ensaio espectrofotométrico, no qual a leitura da absorbancia do tubo
contendo os extratos foi relacionada com as leituras do controle negativo, sem os analitos
(BERGMEYER, 1985). A enzima utilizada neste ensaio foi capaz de produzir 100 mM de

uréia por minuto. Todos os testes foram realizados em friplicata.

4.5 Andlise Estatistica

As analises de caracterizagdo da amostra (umidade, densidade aparente e extrato
etéreo) foram apresentadas apenas em médias seguidas dos desvios padrdes. As variaveis
dependentes obtidas como respostas, tais como o rendimento da extracido, a concentragéo
de compostos fenolicos totais e os compostos sesquiterpénicos majoritarios de interesse,
foram analisados por ASR do DCCR com as duas variaveis independentes (P e T)
(BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 1996). A analise de superficie foi feita empregando o
programa STATISTICA v.7.0 (USA). Os resultados de bioatividade (agdo antioxidante,
antimicrobiana e inibicdo da enzima arginase) foram apresentados em médias de triplicatas

das analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da Semente de Pitanga

As sementes de Pitanga secas e trituradas apresentaram uma porcentagem de
umidade aproximada de 13% (Tabela 6). Vale ressaltar que tal resultado expressa as
condigbes em que a semente se encontrava no momento da extragdo supercritica apds a
secagem (38°C por 54h), e ndo o seu verdadeiro conteudo de agua, o qual, segundo Bagetti
et al. (2009), chega a ser 58,6%. O valor médio de extrato etéreo obtido foi de 0,52%. Como
a preparacdo da amostra para analise nao influencia no teor de lipidios, estes estédo
similares ao encontrado por Bagetti et al. (2009).

Tabela 6 - Umidade e extrato etéreo da semente de Pitanga seca e triturada.

Ensaio % Umidade % Extrato etéreo
1 12,50 0,56
2 12,80 0,59
3 12,90 0,41
Média 12,73 + 0,17 0,52 £ 0,07

O valor médio da densidade aparente (p,) medida empiricamente foi de 0,482 g.cm™
para as sementes de pitanga trituradas. As massas das sementes acondicionadas no
extrator nos dez ensaios e seu respectivo valor sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Densidade aparente da amostra de semente de Pitanga seca e triturada.

Ensaio Massa da semente (g) Densidade (g/cm?®)

1 143,74 0,479

2 145,04 0,483

3 145,69 0,486

4 143,28 0,477

5 144,31 0,481

6 145,93 0,486

7 145,93 0,486

8 144,95 0,483

9 143,56 0,478

10 144,90 0,483
Média 144,73 + 0,92 0,482 + 0,003
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Com as massas retidas nas seis peneiras da série Tyler indicada para analise de
granulometria (Tabela 8), obteve-se o didmetro médio das particulas de 0,48 mm. Este valor
foi obtido pela relacdo entre a massa de sementes retida em cada peneira como demonstra
a eq.(2). De acordo com Oliveira (2010), esse parametro é muito importante, pois esta
relacionado com a resisténcia interna a transferéncia de massa. Muitas vezes, para
aumentar o rendimento de extracdo, pode-se reduzir o tamanho das particulas, com a
finalidade de aumentar a area de contato entre o sdélido e o solvente, diminuindo, desta
forma, a distancia que o soluto percorre no interior da particula porosa para a superficie.
Porém, a reducdo da granulometria do solido ndo pode ser realizada de forma indefinida,
pois particulas muito pequenas tendem a formar aglomerados e interromper a passagem do
solvente pelo leito, além de proporcionar perda de compostos volateis em matrizes vegetais
ricas em O6leos essenciais, por exemplo. De um modo geral, sdo utilizadas particulas com
didametro médio entre 0,25 e 2 mm. O didmetro encontrado nesse estudo esta dentro do

intervalo de trabalho recomendado.

Tabela 8 — Massa de sementes de Pitanga secas e trituradas retidas nas peneiras usadas
na determinacdo do didmetro médio das particulas.

Mesh Abertura (mm) Massa retida (%) Massa retida (g)
10 1,700 0,02 0,05
14 1,180 4,49 8,99
20 0,850 20,38 40,75
28 0,600 16,15 32,30
35 0,425 12,42 24,83
48 0,300 16,24 32,49
Residuo < 0,300 30,15 60,31

* As fragbes de Tyler/Mesh 10 e o residuo ndo entraram no calculo do diametro médio.

5.2 Determinagao de Rendimento Global

O rendimento global das extragdes supercriticas (R) foi obtido pela relagdo entre a
massa do extrato obtido no final da extragdo e a semente de Pitanga empacotada no
extrator de leito fixo. Além do rendimento, a Tabela 9 apresenta os valores de outros
resultados como a quantidade de compostos fendlicos totais (CFT), € a concentragdo dos
principais compostos volateis, y-elemeno e germacrone, expresso em EqLim. As diferentes
condicbes operacionais de P e T influenciaram em cada uma destas respostas e as analises

de superficies de respostas (ASR) irdo indicar se esta influéncia foi significativa ou nao.
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(pCO, = 674,89 kg.m™) foi tdo elevado quanto aquele obtido no ensaio 2 (pCO, = 896,08
kg.m?) e isto se deve a influencia da temperatura que no ensaio 8 é de 59°C enquanto que
no ensaio 2 é de 35°C (Tabela 9).

Nas proximidades do ponto critico do solvente um pequeno aumento na pressao
aumenta substancialmente a densidade do solvente e, consequentemente, aumenta o poder
de solvatagao do fluido. Por outro lado, um pequeno aumento na temperatura perto do ponto
critico diminui a densidade do solvente e, consequentemente, seu poder de solvatagao.
Assim, a solubilidade de solutos em fluidos supercriticos aumenta abruptamente, préoximo ao
ponto critico com a elevacgao da pressdo em condi¢des isotérmicas. Apesar do aumento da
temperatura diminuir o poder de solvatagdo do solvente, isso eleva a pressao de vapor do
soluto. Portanto, a variagao da solubilidade com a temperatura depende da pressao e este
fato explica o rendimento dos extratos (Figura 9).

Este comportamento € comum em extratos vegetais e foi também observado por
Boutin e Badens (2009), quando obtiveram extratos supercriticos de sementes oleaginosas

e por Kopcapk e Mohamed (2005) no estudo da solubilidade de cafeina.

0,5 ~
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
-1,11E-15 -

Rendimento (%)

Densidade do fluido supercritico (Kg/m?)

Figura 9 — Rendimento das extragbes de semente de Pitanga em fungéo da densidade do
CO, supercritico.

Os rendimentos dos extratos supercriticos de semente de Pitanga variaram de 0,16%
a 0,48%, sendo a média de 0,38%. Como os maiores valores de rendimento foram obtidos
no ponto central, usou-se essa condi¢gdo operacional na extragdo com o co-solvente (SC-
EtOH). Porém, na extragdo com o co-solvente, foi obtido um rendimento de apenas 0,35%.
Isso pode ser explicado pela alteracdo na polaridade do fluido e consequentemente na sua
solubilidade resultante da incorporagdo do etanol. Considerando o rendimento obtido
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quando o co-solvente foi usado, nota-se que as condi¢gdes de pressdo e temperatura
estudadas neste ensaio ndo sdo as condi¢cdes que levam a um rendimento aumentado com
a adicdo de EtOH, e mais estudos seriam necessarios para se chegar as condigbes
operacionais adequadas para otimizar o processo quando EtOH é empregado como co-
solvente, mesmo porque o aumento da polaridade do fluido supercritico ocasionado pela
adicado do EtOH ira proporcionar a solubilizagdo de compostos polares diferentes daqueles
obtidos quando somente o CO, supercritico & utilizado como solvente.

Analisando a influéncia dos fatores estudados (P e T) no rendimento da extragéo
com CO, supercritico, o diagrama de Pareto (Figura 10) mostra na analise de efeitos, que

apenas a pressao foi significativa para esta resposta, ao nivel de 95% de significancia.

Fareto Cha of Sandendired Effecks, Vorabie Yl
. ol T PO, L e
e i
: S e i e i
|TiFremsdo Bl EE T =F-]
e R S P e |
o - o ﬁ"" }1 s e s o ' |
..... (i £ 4
el
Temperaiera K Pressio o tesecd i T

{F] TaTgaiaiun

p= L8

Sienlpeckpedd Effect Eatimnete (o Vabar)

Figura 10 - Diagrama de Pareto das variaveis (P e T) estudadas no rendimento de extratos
supercriticos de semente de Pitanga.

Os coeficientes de regressdo da equacgio preditiva do rendimento dos extratos de
sementes de Pitanga (R) em fungao das variaveis independentes (P e T) sdo apresentados
na Tabela 10. Nos modelos matematicos gerados a partir destes coeficientes (eq.6 e 7)
nota-se que os coeficientes significativos foram aqueles relacionados a pressédo e, nem
mesmo a interagdo entre P e T, apresentou coeficientes significativos nos modelos.

Na analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 11, para os delineamentos
experimentais de primeira € segunda ordem para o rendimento da extragao supercritica,
nota-se que ambos os modelos, linear e quadratico comprovam que ha efeito significativo de
pelo menos uma das variaveis estudadas, ja que o valor do teste F calculado (Fcac),

comparado com o F tabelado (Fi.,) para uma distribuigdo F a 95% de confianga foi maior. Os
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coeficientes de determinagdo (R?) (Modelo linear 0,76 e Modelo quadratico 0,95) calculados
sugerem que o modelo de segunda ordem possui um bom ajuste dos dados experimentais a
reta de regressdo, apresentando uma boa capacidade preditiva para o rendimento do

extrato.

Tabela 10 - Coeficientes de regresséo significativos para modelos linear e quadratico que
simulam o rendimento dos extratos de semente de Pitanga obtidos com CO, supercritico.

Resposta Coeficientes de regressao
Linear R =0,394 +0,105P [6]
Quadratico R =0,22 + 0,05P - 0,035P [7]

Tabela 11 - ANOVA para os modelos de primeira e segunda ordem do DCCR para o
rendimento (%) dos extratos.
Modelo linear ou de primeira ordem

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fealculado  Frabelado
Variagao Quadrados SQ Liberdade GL médio QM
Regressao (R) 0,057 1 0,057 95 6,61
Residuo (r) 0,003 5 0,0006
Total (T) 0,060 6
Modelo quadratico ou de segunda ordem
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feaicuado  Frabelado
Variagao Quadrados SQ Liberdade GL médio QM
Regressao (R) 0,114 2 0,057 152 4,46
Residuo (r) 0,003 8 0,000375
Total (T) 0,117 10

Fitabelado cOM 95% de confianca .
O Feaie. (QMr/QM;) maior que o Fiab. no nivel de 95% de confianga

Ainda é possivel visualizar, através da analise de superficie de resposta (ASR) gerada
pelo modelo de segunda ordem (Figura 11) que para o intervalo de P e T estudado a regido
otimizada é aquela com maiores valores de P para toda a faixa de T. O fato de poder operar
0 equipamento em uma regido com baixas temperaturas obtendo um bom rendimento
acarreta na garantia da integridade das substéncias termossensiveis. Desse modo, a
extragdo com CO, supercritico pode apresentar grande vantagem em relacdo aos métodos
convencionais, nos quais algumas vezes, obrigatoriamente, devem ser usadas altas
temperaturas. Ainda, com emprego de temperaturas brandas, o consumo de energia é

menor o que representa uma consideracdo econémica a ser analisada.

60



SANTOS, D. N. Extragdo com diéxido de carbono supercritico e estudo da composigdo dos extratos de sementes de Pitanga (Eugenia uniflora L.)

Fitted Surface; Varable: Yiekd (%)

Figura 11 - Superficie de resposta gerada pelo modelo de segunda ordem que mostra os
efeitos das variaveis independentes no rendimento da extragao.

5.3 Determinagao de Cinética de Extragao

Uma vez que os investimentos na construgdo de uma unidade de EFS sao elevados, a
otimizacdo das condigdes operacionais do processo sdo essenciais no sentido de tornar a
técnica economicamente atraente. Este € o objetivo da modelagem matematica dos
experimentos, através da qual as curvas cinéticas de extracdo sdo analisadas a fim de se
determinar parametros relacionados ao desenvolvimento de processos. As curvas cinéticas
de extracdo fornecem informacgdes consistentes relacionadas a presséo, temperatura e
vazao de solvente, auxiliando o desenvolvimento e aumento de escala de processos de
extragao supercritica (TAKEUCHI, 2009).

A curva cinética do ensaio cujos maiores rendimentos foram obtidos (175 Kgf.cm? e
45°C) ponto central do DCCR estdo expressas em taxa de massa em fungao do tempo
(Figura 12) e razdo de massa em fung¢do da vazédo de CO, (Figura 13). As curvas obtidas
mostram o comportamento tipico da cinética de extragao com fluido supercritico. Na primeira
regiao da curva a transferéncia de massa € controlada pela convecgédo do soluto presente
na superficie da matriz vegetal; a segunda regido expressa a diminuigdo da transferéncia de
massa ocasionada pela difusdo do soluto do centro da matriz para a superficie e pela
conveccao, e a terceira na qual ndo se tem soluto faciimente disponivel na matriz e a

difusdo do centro para a superficie € o principal mecanismo de obtengao do extrato.
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Nas curvas cinéticas da extragdo supercritica de sementes de Pitanga (Figuras 12 e
13) observa-se que duas fases merecem maior atencdo. Na primeira fase ocorre um rapido
aumento acumulado da massa de extrato em um curto periodo o que reflete na rapida
solubilizagdo do extrato pelo CO, supercritico e a segunda fase (platd da curva) indica que a
mobilidade do extrato das sementes para o solvente é quase nula. E comum n#o visualizar
distintivamente todas as trés fases tipicas de uma curva de cinética, principalmente quando

a solubilidade do extrato é alta no CO, supercritico.
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Figura 12 — Massa acumulada de extragdo em fungéo do tempo de extragao.

Na extragdo do 6leo de vetiver estudado por Danh et al. (2009), foram observadas
apenas duas fases. Inicialmente, o aumento na quantidade total de CO, supercritico
utilizado resultou em um aumento acentuado no rendimento. No entanto, a medida em que
mais CO, supercritico foi utilizado na extracdo, incrementos menores na producao de 6leo
foram ocorrendo. Os resultados podem ser explicados com base na distribuicdo de dleos
dentro das células da raiz. Na fase inicial, o 6leo é extraido da superficie das particulas, e a
solubilidade do 6leo em CO, supercritico controla a transferéncia de massa. Na ultima
etapa, o 6leo a partir de células intactas vai se difundido e a transferéncia de massa é
controlada pela difusdo do 6leo de dentro das particulas. A taxa de transferéncia de massa é
baixa e incrementos de rendimento de éleo sao insignificantes em comparagdo com o

periodo de extragao rapida.
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Figura 13 — Massa acumulada de extragdo em fungéo do volume acumulado de CO.,.

No estudo da cinética de extragdo de alecrim-do-campo (PIANTINO et al., 2008), o
primeiro periodo foi quase inexistente, cerca de 50% do extrato foi obtido com
aproximadamente 20 g de CO, (primeiro periodo) e os outros 50% com 400 g de CO,. Neste
estudo também foi notado que nao existe uma tendéncia de combinar os rendimentos
globais a diferentes didmetros médios de particulas apds longos periodos de tempo,
indicando que a difusdo nido é o unico fendbmeno que limita a extragdo durante o periodo de

diminuicao das taxas de extragao.

5.4 Caracterizagao dos Extratos

Em complementacédo ao estudo da otimizagdo do processo de extragdo, os extratos
também foram preliminarmente caracterizados com relagao a presenca de terpenos, e sua
indicacédo de respectiva atividade antioxidante, e quantitativamente quanto a concentracéo
dos compostos volateis e concentragdo de compostos fendlicos totais (CFT) presentes, além
da sua bioatividade (efeito antioxidante in vitro, agdo antimicrobiana e de inibicdo da enzima
arginase). Algumas de suas caracterizagbes foram tratadas como respostas as diferentes
condicbes operacionais, as quais foram analisadas por analise de superficie de resposta
(ASR).
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5.4.1 indice de refragdo e cromatografia em camada delgada

O indice de refracdo de uma substancia é a relacdo entre a velocidade da luz no
vacuo e a velocidade da luz na substancia testada (JORGE; LOPES, 2003) e constitui um
dos mais importantes pardmetros Opticos dos materiais, desempenhando um papel
importante em caracterizacbes fisicas e quimicas das substancias. Medigbes precisas do
indice de refracdo de liquidos e variagdes neste indice, dependendo da concentracédo de
solugdes, indicam as propriedades moleculares de compostos quimicos e a caracterizagéo
de liquidos em processos quimicos. Um conhecimento preciso do indice de refragéo
apresenta uma vis&do sobre a pureza e a reprodutibilidade do material para instrumentagao
6ptica (SAMEDOQV, 20086).

A Figura 14 apresenta o indice de refracdo a 20 e 40 °C dos extratos supercriticos de
semente de Pitanga, os quais variaram de 1,503 a 1,519 a 20°C e de 1,490 a 1,510 a 40°C.
Destaca-se também a similaridade dos indices de refragdo para os ensaios E9, E10 e E11,

os quais foram obtidos nas mesmas condigdes operacionais.

S 1,495 m20°C
1,490 40°C

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI10 E11
Extratos de Semente de Pitanga

Figura 14 — indice de refracéo dos extratos SFE de sementes de Pitanga a 20 e 40°C.

O indice de refracdo encontrado nos extratos estd de acordo com o que Baser e
Buchbauer (2010) afirmam, que para 6leos essenciais este indice fica em uma escala de
1,4500 a 1,5900, a 20 °C. Assim, pode-se dizer que os componentes presentes nos extratos
supercriticos de semente de Pitanga possuem esta caracteristica de 6leo essencial. Os
dados deste estudo estdo similares aos de dleos essenciais obtidos por outros métodos,
como no trabalho de Bousbia et al. (2009), que obteve 6leo essencial de alecrim por micro-

ondas e hidrodifusdo e para os dois métodos, encontrou valores de 1,468 e 1,470,
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respectivamente. O 6leo essencial de tomilho obtido na pesquisa de Golmakani e Rezaei
(2008) por técnicas como hidrodestilagdo assistida por micro-ondas e hidrodestilagao
convencional também apresentou um indice de refragdo similar ao dos extratos da semente
de Pitanga, 1,503 a 20°C.

A Figura 15 mostra a revelacdo de diversos compostos terpénicos em cromatoplacas,
totalizando sete substancias diferentes. Porém, nem todas aparecem em todos os extratos.
A exemplo, o composto 7 n&o aparece nos extratos 1, 2, 3 e 5. A presenca destes
compostos terpénicos nos extratos Soxhlet, SC-EtOH e SC-EtOH purificado também s&o
diferenciados, havendo menor nimero de bandas que indicam os terpenos revelados. A
determinagdo qualitativa de terpenos por CCD revelou a presenca destes compostos em
todos os extratos analisados, sugerindo que possuem 6leo essencial em sua composicao, o
que convém com a analise de indice de refragdo. Os Oleos essenciais sdo misturas
complexas que podem conter 100 ou mais compostos organicos. Seus constituintes podem
pertencer as mais diversas classes de compostos, porém os terpenos e os fenilpropenos
sao as classes de compostos mais comuns. Os terpenos encontrados com maior frequéncia
nos Oleos essenciais sd0 0s mono- e sesquiterpenos, bem como os diterpenos, que sao
constituintes minoritarios (CASTRO et al., 2004).

EL E2 E3 E4 E5 Ef ET7 2] E9 El0 ELl :I:I'I. SC-EtOH PURIFIC.

Figura 15 — Cromatograma dos extratos das sementes de Pitanga, em placa de Silica Gel
60 F254 com fase mével tolueno e acetato de etila (93:7 v:v) e revelador Anisaldeido para a
detecgédo de terpenos.

Naturalmente, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protegéo
das plantas que os contém. Apresentam fungbes como agentes antibacterianos, antivirais,
antifungicos, inseticidas e também contra herbivoros por reduzir seu apetite pelas plantas.
Eles também podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersao de pdlen e sementes,
ou repelir outros indesejaveis. Atualmente, cerca de 3.000 6leos essenciais s&o conhecidos,

dos quais 300 sao comercialmente importantes, principalmente para as industrias
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farmacéutica, odontolégica, de alimentos, agronémica, sanitaria, industrias de cosméticos e
perfumes, para os mais diversos fins (BAKKALI et al., 2008).

Através da relagdo entre a medida da eluicdo dos compostos revelados e da fase
movel na CCD, calculou-se o indice de retengdo para todos os componentes encontrados
(Tabela 12). Os extratos que tiveram o etanol como co-solvente na extragdo supercritica SC-
EtOH ou SC-EtOH purificado a apresentaram um componente distinto dos demais (Cs) com
maior indice de retengdo e menor polaridade que os demais.

Terpenos provenientes de 6leos essenciais de plantas silica Gel 60 F,s4 usando como
fase movel tolueno e acetato de etila (93:7) mostram que alguns destes compostos tém
indice de retengdo em uma zona que varia de 0,2 a 0,9 aproximadamente (WAGNER,;
BLADT, 2009), o que coincide com os indices determinados experimentalmente neste
trabalho (Tabela 12).

Tabela 12 - indice de retencdo dos compostos revelados pela Cromatografia em Camada
Delgada dos extratos das sementes de Pitanga, em placa de Silica Gel 60 F.s4 com fase
movel tolueno e acetato de etila (93:7 v:v) e revelador Anisaldeido.

EXTRATO C4 C. Cs C4 Cs Ce C;
SC-1 0,23 0,29 0,40 0,55 0,68 - -
SC-2 0,25 0,32 0,41 0,53 0,65 - -
SC-3 0,23 0,33 0,41 0,53 0,63 - -
SC-4 0,23 0,32 0,43 0,55 0,65 - 0,81
SC-5 0,21 0,33 0,43 0,55 0,68 - -
SC-6 0,21 0,32 0,43 0,55 0,68 - 0,86
SC-7 0,21 0,32 0,41 0,57 0,71 - 0,88
SC-8 0,18 0,23 0,34 0,44 0,72 - 0,89
SC-9 0,18 0,25 0,34 0,44 0,69 - 0,88
SC-10 0,18 0,25 0,34 0,44 0,69 - 0,86
SC-11 0,18 0,26 0,35 0,46 0,68 - 0,86
SOXHLET 0,20 0,26 - - 0,68 - 0,89
SC-EtOH - - - - - 0,78 0,91
SC-EtOH Purificado 0,20 0,26 - - - 0,78 0,94

Utilizando a mesma fase mével, mas revelando com o radical livre DPPH, com o intuito
de verificar a atividade antioxidante, foi possivel visualizar manchas amarelas, indicativas da
inibicdo do radical livre (Figura 16). Assim, & possivel que os terpenos revelados tenham
atividade antioxidante, tal como revela Souza et al. (2007), o qual afirma que € comprovada

a acdo provedora e termotolerancia, fotoprotetora e antioxidante de monoterpenos de
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plantas, relacionadas especialmente a sua capacidade de captar radicais de oxigénio

oriundos do processo fotossintético.

ES Es E7 EE E3 EW E11 SOXH.SC-EIOH PURIFIC.

Figura 16 — Cromatograma dos extratos das sementes de Pitanga em Cromatografia de
Camada Delgada, em placa de Silica Gel 60 F,s4, com fase mével tolueno e acetato de etila
(93:7 v:v) e revelador uma solugéo 0,05% do radical DPPH.

Em trabalho realizado por Zhao J. e colaboradores (2010), com 6leos essenciais de
diferentes espécies de curcuma a andlise de CCD, com revelador constituido do radical
DPPH a 0,04%, indicou que os padrdes utilizados (curzereno, germacrone e furanodienone)
demonstraram atividade antioxidante. Nesta analise os autores identificaram previamente
alguns compostos existentes no dleo essencial com base no indice de retencdo. Ainda,
placas reveladas foram escaneadas para determinar a contribuigdo da agdo antioxidante de
cada composto.

O efeito protetor de 6leos essenciais foi estudado, via modelagem, na bicamada
lipidica de membranas celulares por Beretta et al. (2011). Eles mostraram que alguns
componentes de 6leos essenciais exercem uma agao antiperoxidante por interagir rapido e
de maneira estavel com a face externa da bicamada fosfolipidica das membranas celulares

sendo este mais um indicativo de agao antioxidante de 6leos essenciais.

5.4.2 Composicao volatil dos extratos

As Figuras 17 e 18 apresentam os cromatogramas de ions totais dos extratos
supercriticos de sementes de Pitanga, ensaios de 1 a 8 e de 9 a 11, respectivamente, bem
como o extrato Soxhlet. Na Figura 18 observa-se em destaque a ampliagdo da regido onde

0s principais picos se concentram. Os extratos obtidos com CO, supercritico modificado pelo
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co-solvente (EtOH), diluidos na mesma concentragao dos extratos obtidos quando SC-CO,
foi empregado, ndo apresentaram os compostos volateis visualizados nas Figuras 18 e 19.
Nos cromatogramas, os picos que mais se destacam aparecem nos tempos de retencéo
28,53 e 33,72 min, sendo, respectivamente, y-elemeno e germacrone. Para cada extrato, a
Tabela 13 mostra a area percentual dos volateis encontrados.

Entre os extratos supercriticos, os teores dos volateis majoritarios, y-elemeno e
germacrone expressos pela soma da area percentual dos picos, variaram de 75,18% a
81,60% nos extratos. Para o germacrone, a area percentual dos picos variaram para as
diferentes condi¢bes operacionais, de 33,04% para o ensaio 6 até 38,02% para os ensaios 1
e 7. O y-elemeno apresentou variagdo na area percentual dos picos de 36,70% para o
ensaio 5 até 46,14 % para o ensaio 4.

Os extratos obtidos pelo método de extragdo Soxhlet também apresentam os volateis
majoritarios, porém em menores quantidades quando comparadas aos obtidos pelo
emprego de SC-CO,. O y-elemeno aparece nos extratos entre 1,65 até 3,21 ppm em EqLim,
o furanodieno esta presente de 0,57 a 0,80 ppm e a concentragao do germacrone varia de
1,85 até 2,72 ppm. Isso pode ser explicado pela alta temperatura empregada nesta
extracdo, que ao longo das 6h de extragdo promove a degradagcédo das substéncias mais

sensiveis, a exemplo dos compostos terpénicos.
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Como ferramentas de identificagdo dos componentes presentes nos extratos, utilizou-
se primeiramente as bibliotecas NIST e NIST08 acopladas ao software. Os espectros de
massa do y-elemeno e do germacreno dos extratos apresentaram uma porcentagem de
similaridade de 91 a 93% em comparagcdo com 0s espectros existentes no programa. A
Figura 19 mostra o espectro de massa do y-elemeno e do germacrone dos extratos de
semente de Pitanga bem como os espectros de massa dos mesmos compostos da
biblioteca NIST.

Em segunda instancia, calculou-se o indice de Kovatz (eq.3) para os componentes e
comparou-se com o0s valores reportados na literatura, como é mostrado na Tabela 13. Os
valores de IK calculados para os componentes volateis da semente de Pitanga s&o préximos
dos valores referenciados.

Em relacdo ao terceiro componente mais intenso, o furanodieno, a similaridade
mostrada pela biblioteca NIST e NIST08 indicava ser o curzereno, com valores de 71 a 77%
de semelhanca entre o composto proveniente dos extratos e o padrdo apresentado pela
biblioteca. Calculando o indice de Kovatz para esse componente observou-se uma grande
diferenga com os valores de Kl para o curzereno disponiveis na literatura, em torno de 1470
e o valor encontrado neste estudo, 1650.

Um estudo recentemente realizado por Chang e colaboradores (2011) analisou a
influéncia das condi¢gdes de analise de cromatografia gasosa sobre a quantificagdo de
substancias termossensiveis como os compostos volateis em 6leo essencial de Pitanga. Foi
visualizada a conversdo estrutural de furanodieno a curzereno sob condicbes de
aquecimento da rampa de temperatura da coluna similares a realizada neste estudo, e, sob
condicbes brandas de corrida esta conversao nao foi verificada pelo autores. De acordo com
esse trabalho, é possivel que se tenha concentragdes parciais de cada um dos compostos
(furanodieno e curzereno) nos extratos, porém, levando em consideragao o Kl calculado e
aqueles reportados na literatura, foi considerado que a substancia presente na fragao volatil
da semente de Pitanga é o furanodieno.

Os componentes encontrados, germacrone, furanodieno e y-elemeno pertencem ao
grupo dos sesquiterpenos germacranos, aos quais sao atribuidos varios efeitos, tais como
de intermediarios de biossintese de varios sesquiterpenos, como feroménios sexuais e de
alarmes, anti-inflamatorio, agentes anticancerigenos, atividade antiplasmodial, atividades
antibacteriana e antifungica, atividade fitotoxica, inibidor de necrose tumoral, atividade
nematicida, atividade citotoxica, atividade inibitéria de tirosinase e outras diversas atividades
biolégicas (ADIO, 2009).

71



op INT :3 "LSIN B28101|giq Bp 0UaI8ZINd Op |NJ :q "SOJeJ)Xe SOp ousipouein) op AT O "1 SIN Bo8)ol|qiq ep ouswsje-eweb op N3 g

" LSIN B99]01|qIq ep auoioewiab op N3 :4 "SOjel)xe Sop auosoewleb

72

'SOJeJIX® SOp ouawsja-eweb op |\ T :y ‘ebuelld ap sjuswas ap sojeljxa sop solejiolew soysodwod sop (|AJ) essew ap sosoads3 — g eanbi4

o8l 0/} 094 054 otk [ ozh okh 094 06 0g 0 09 ]
0Ke mowoom o8l g ' 4 9 m__w LA g __w_ ___ ; 9 __._. ) , _“___ 1_ o ) _. 00
A T, % [ iy I |
el 16 €5
4 50
19
el
201 "
(000°04X)
09
oLz 00z 06l 0gl 071 091 0gl oyl ogl _ 0zl oLl g} n 0p _o__m om_ _ . o0
np __ N I L 'l % _ ! _ N_N !
[0 SoL o €5
%43 16
3 (50
19
sel
201 -
(000°04%)
oLz 0gz 06l 08} 071 09l 0gl oyl ogl 0zl ol 09} 06 08 oL 09 00
T =TT T T T T T T T
olz e = el 2 _ e | B ol o r_m m_n h_n & &
8yl
a 50
Toooom° *
0Lz 0Qz 06l 0gl 04} 091 ogl oyl ogl 07} oLl 0QL 06 08 oL 09 o
! I I m I T _ __ [ I _ & ok
Ha LEb Shh
691 ShlL o1 6y LL
N 6
o) 50
804 .
= Toooom’
002 06} 08l 0/} 09} 0gh ofh [ 07} 011 004 06 08 ox_ _ 09 o0
T _ T T T T _ _ _ v _ ]
ez ) T A [ i P | i
eel 8
6L .
d 204 6 5 €550
iy €6
Toooom’
0qz 0gL 0glL 0/L 091 ogl oyl gl 0zl oLL 0QL 06 08 o/ 09 5o
T I T I
} _ | Il | _ TITT
14 681 vl .
L9k o8l €T
Y ' 50
16 19
S04
%43 €6 "
(000°04%)




SANTOS, D. N. Extragao com didxido de carbono supercritico e estudo da composigao dos extratos de sementes de Pitanga (Eugenia uniflora L.)

Estudos sobre a atividade bioldgica do germacrone sao limitados. No entanto,
pesquisas demonstraram que este composto exerce atividade antitumoral pela inducéo a
apoptose de células de cancer de pulmao (ZHONG et al., 2011). Na China, o 6leo essencial
de Curcuma zedoaria é administrado como medicamento e o germacrone, que aparece na
sua formulagdo como um dos principais componentes, € tdo importante que chega a ser
considerado uma substancia chave no controle de qualidade da producdao deste dleo
essencial (ZHAO, Y. et al., 2010).

Furanodieno, o terceiro sesquiterpeno mais intenso nos extratos de semente de
Pitanga, foi identificado por possuir efeitos analgésicos, efeitos anti-inflamatorios e efeitos
protetores sobre lesdo hepatica induzida por D-galactosamina/lipopolissacarideo ou de
necrose tumoral fator-alfa. Este resultado demonstrou que furanodieno tem efeito de
protecéo sobre a fungéo imunologica. O furanodieno ndo sé tem agao antitumor direta, mas
também pode ter outras atividades, tais como melhorar a fungdo imunolégica do corpo e
ativar a capacidade antitumoral do préprio organismo, o que indica que furanodieno é
vantajoso em comparagcdo com as atuais drogas clinicas quimioterapicas. Ele mostra
potencial para ser um agente antitumor clinicamente eficaz, devido ao seu potente efeito
anticancer e baixa toxicidade (BA et al., 2009).

Para compreender de que forma as variaveis operacionais influenciam a presenca de
um componente isolado no extrato, foi aplicada a metodologia de superficie de resposta
para chegar as condigbes operacionais que favoreceriam o fracionamento desses
compostos. A concentracdo destes sesquiterpenos foi determinada por normalizagéo
externa como descrito no item 4.4.3. A concentragéo (ppm) dos dois principais componentes
presentes no extrato (germacrone e y-elemeno) em equivalente de limoneno (EqLim) foi
determinada para os 11 ensaios (Tabela 9).

Em relagdo ao germacrone, o diagrama de Pareto (Figura 20) mostra que a pressao e
a interagao entre pressao e temperatura exerceram influéncia significativa, ao nivel de 95%
de significancia, na obtencdo deste sesquiterpeno nos extratos. Para o y-elemeno, pode ser
observado que somente a interagao entre a pressao e temperatura foi significativa.

A Tabela 14 mostra os modelos matematicos, linear e quadratico, que relacionam o
comportamento das variaveis (P e T) com a concentracdo de germacrone (egs. 8 e 9) e y-
elemeno (egs. 10 e 11) presentes nos extratos. Para o germacrone, o coeficiente de
regressao para o modelo de primeira ordem é 0,80 e de segunda ordem ¢ 0,72. Pelo valor
dos coeficientes, nota-se que os modelos ndo tém uma boa capacidade preditiva. O mesmo
pode-se dizer para os coeficientes de regressao para os modelos de y-elemeno, os quais

sdo 0,83 para o de primeira ordem e 0,53 para o de segunda ordem.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Germacron (ppm EgLim) F i | el Iniwtaas bied ke 1L Vmde | e e e | e
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Figura 20 - Diagrama de Pareto das variaveis (P e T) estudadas na obtengao de
germacrone (A) e y-elemeno (B) nos extratos supercriticos de semente de Pitanga.

Tabela 14 - Coeficientes de regresséo para modelos linear e quadratico que simulam a
concentragdo dos sesquiterpenos (Germacrone e y-elemeno) nos extratos de semente de
Pitanga obtidos com CO, supercritico.

Resposta Coeficientes de regressao

Concentragao de Germacrone (ppm EqLim)

Linear R= 18,673 - 5,615P — 7,960PT [8]
Quadratico R= 14,363 - 2,660P + 3,475P2 - 7,960PT [9]
Concentragao de y-elemeno (ppm EqLim)

Linear R=21,457-7,185PT [10]
Quadratico R= 18,072 - 7,185PT [11]

Em concordancia com o diagrama de Pareto e os modelos apresentados, as analises
de variancia (Tabelas 15 e 16) demonstram, através da comparagédo dos valores de F
calculado (F.,c) e o F tabelado com 5% de probabilidade (Fi.), que ha pelo menos uma das
variaveis influenciando a concentragdo destes sesquiterpenos no extrato supercritico das
sementes de Pitanga ja que o F . foi consideravelmente maior que o Fy, para os dois
componentes.

Similar ao que ocorre com o germacrone, embora ndo se tenha modelos que
consigam predizer adequadamente os valores experimentais para o y-elemeno, a analise de
variancia mostrou significancia ao nivel de 95% para os modelos linear e quadratico, como

apresenta a Tabela 16.
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Tabela 15 - ANOVA para os modelos de primeira e segunda ordem do DCCR com dois
fatores para a concentragdo de germacrone (ppm EgLim) dos extratos.
Modelo linear ou de primeira ordem

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feaicuiado  Ftabelado
Variagao Quadrados SQ Liberdade GL médio QM
Regresséo (R) 509,452 2 180,241 98,762 6,94
Residuo (r) 5,182 4 1,825
Total (T) 514,634 6
Modelo quadratico ou de segunda ordem
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feaculado  Fiabelado
Variagao Quadrados SQ Liberdade GL médio QM
Regresséo (R) 534,547 3 178,183 240,78 4,35
Residuo (r) 5,182 7 0,740
Total (T) 539,729 10

Fiabelado cOM 95% de confianca
O Feaic. (QMr/QM;) maior que o Fiab. no nivel de 95% de confianca

Tabela 16 - ANOVA para os modelos de primeira e segunda ordem do DCCR com dois
fatores para a concentragdo de y-elemeno (ppm EgLim) dos extratos.
Modelo linear ou de primeira ordem

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feaicuado  Fiabelado
Variacao Quadrados SQ Liberdade GL médio QM
Regresséo (R) 410,917 1 410,917 140,87 6,61
Residuo (r) 14,584 5 2,9168
Total (T) 425,501 6
Modelo quadratico ou de segunda ordem
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fealcuado  Fiabelado
Variagao Quadrados SQ Liberdade GL médio QM
Regresséo (R) 505,239 1 505,239 311,68 5,12
Residuo (r) 14,585 9 1,621
Total (T) 519,824 10

Ftabelado cOM 95% de confianca
O Feaic. (QMr/QM;) maior que o Fiab. No nivel de 95% de confianca

Na avaliacdo das variaveis operacionais dos modelos de segunda ordem para a
concentragao dos dois sesquiterpenos, a analise da superficie de resposta indicou que,
dentro da faixa estudada, altas temperaturas e baixas pressées proporcionam uma maior

concentragdo destes volateis nos extratos (Figura 21). Estas condi¢des s&o inversas ao

rendimento do extrato. Valores de alta temperatura favorecem a extragdo de componentes
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volateis demonstrando que, para estas situagdes, a influéncia desta variavel na pressao de

vapor dos componentes pode ser o fator mais importante a ser considerado na extragao
supercritica, tal como pode ser visualizado na Tabela 9.

Fitted Surface; Variable: Germacron (ppm EqgLim)

Fitted Surface; Variable: Elemene (ppm EgLim)
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Figura 21 - Superficie de resposta gerada pelo modelo de segunda ordem que mostra os
efeitos das variaveis independentes na concentragao de germacrone (21.A) e y-elemeno
(21.B) nos extratos.

Embora ndo se possa avaliar pontualmente a influéncia de altos valores da
temperatura e baixas densidades, ja que a faixa de temperatura estudada nestes ensaios
sdo relativamente baixas, de 30 a 60 C aproximadamente, nota-se que o experimento cuja
menor densidade do CO, foi aplicada, foi aquela que resultou na maior concentracdo dos
dois principais sesquiterpenos para um valor de temperatura de 55C. Essa temperatura
dentro do delineamento experimental aplicado nesse estudo é elevada, mas comparado a
outros métodos de extragao, como o arraste a vapor, ainda pode ser considerada branda.

Na verdade, hidrocarbonetos monoterpenos como compostos n&o-polares de peso
molecular relativamente baixo sdo muito soliveis em SC-CO, e, portanto, é altamente
provavel que eles possam ser completamente extraidos da matriz. Devido a sua alta
volatilidade, no entanto, eles se separam apenas parcialmente do CO, gasoso e se
precipitam no coletor; e uma outra parte escapa dissolvida no gas. Assim, no caso de

monoterpenos é mais correto medir a eficiéncia da coleta do extrato do que o rendimento de
extragdo (BOCEVSKA; SOVOVA, 2007).
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5.5 Analise da Bioatividade do extrato Supercritico de Semente de Pitanga

5.5.1 Quantificagao dos compostos fendlicos totais

Compostos fendlicos sdo substancias ativas provenientes do metabolismo secundario
encontrados em muitas plantas, mas suas propriedades antioxidantes e varias outras agoes
biolégicas especificas ainda ndo sdo bem conhecidas. Eles sdo empregados com frequéncia
como antioxidantes naturais em alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos (PIANTINO
et al., 2008).

A Tabela 9 mostra os resultados da concentragdo de compostos fendlicos totais dos
extratos supercriticos para cada ensaio baseado no DCCR. Os compostos fendlicos totais
variaram de 18,08 a 73,48 ppm de GAE nos extratos. Verifica-se que os extratos obtidos
tém uma quantidade consideravel de compostos fendlicos totais devido a baixa polaridade
que nao se apresenta favoravel a extragdo desta classe, mas quando é feita a equivaléncia
para a massa da semente, devido ao rendimento baixo das extragbes em geral, a
concentragao final diminui (0,010 a 0,034 mg GAEx100™" g sementes).

Neste estudo, o comportamento das variaveis estudadas (P e T) na quantidade de
compostos fendlicos totais, mostra que nenhum destes fatores influenciou na extracédo de
mais ou menos compostos fendlicos quando estas variaveis foram modificadas no processo.
A nao significancia de cada uma destas variaveis no processo ou mesmo da interagao entre

elas pode ser visualizada através do diagrama de Pareto (Figura 22).
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Figura 22 - Diagrama de Pareto das variaveis (P e T) estudadas na quantidade de
compostos fendlicos dos extratos de semente de Pitanga.
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Como era esperada, a analise de varidncia mostrou que nao houve significancia das
fatores estudados no processo ao nivel de 95% do limite de confianga para ambos os
modelos (dados ndo mostrados). Os coeficientes de determinacdo (R?) calculados foram
0,50 para o modelo linear e 0,71 para o modelo quadratico e este fato indica também que os
modelos gerados ndo possuem boa capacidade preditiva quanto ao comportamento da
concentracao de fendlicos totais nos extratos quando diferentes condicdes de T e P séo
empregadas no processo.

Muito do interesse dos compostos fenodlicos das plantas sdo em flavonoides. Os
flavonodides sdo alguns dos compostos antioxidantes mais poderosos e eficazes disponiveis
para os seres humanos que s&o incapazes de produzi-los, por isso devem ser ingeridas a
partir dos alimentos e suplementos. Varios estudos tém mostrado que a ingestdo normal de
flavonoides através da ingestdo de uma variedade de frutas e legumes néo é suficiente para
manter os niveis recomendados de radicais livres sob controle (PALANISAMY et al., 2008).

5.5.2 Quantificagao da atividade antioxidante

O método DPPH ¢é baseado na medicao espectrofotométrica da variagcdo da
concentracao de DPPH resultante da reacdao do DPPHe com um composto antioxidante.
Durante a reacdo, a molécula de DPPH+s com um elétron de valéncia desemparelhado no
atomo de nitrogénio é reduzido por um atomo de hidrogénio a partir do antioxidante. A
atividade antioxidante dos compostos analisados € determinada a partir da cinética desta
reacdo (DAWIDOWICZ; WIANOWSKA; OLSZOWY, 2012).

A Tabela 17 apresenta o percentual de inibicdo do radical DPPH+ pelos diferentes
extratos de semente de Pitanga. A atividade antioxidante dos extratos obtidos por EFS é
baixa se comparado aos demais, pois nesse estudo utilizou-se concentragdes dos extratos
em até 10.000 ppm e ndo se chegou a 50% de atividade redutora do radical DPPHe.. Os
extratos supercriticos de rambutam, planta nativa do sudeste asiatico, também n&o exibiram
qualquer atividade antioxidante frente ao radical DPPH (PALANISAMY et al., 2008), porém
os seus residuos quando extraidos com etanol apresentaram potencial similar aos extratos
etandlicos obtidos neste trabalho. O extrato supercritico das folhas de Pitanga também
exibem uma atividade bastante reduzida frente ao radical DPPH (MARTINEZ-CORREA et
al., 2011). O método que avalia a atividade antioxidante pelo uso de DPPH+ ndo é o mais
adequado para os extratos obtidos por EFS, pois este radical interage mais especificamente
com compostos hidrofilicos e os extratos provenientes da extragcdo supercritica sem

modificadores sdo de maneira geral hidrofébicos.
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O uso do co-solvente (SC-EtOH) de fato aumentou a capacidade antioxidante deste
extrato, destacando a atividade de 94,20% para a concentragdo de 5.000 ppm. Diferente do
que seria esperado, as concentragdes maiores de extrato exibem uma atividade antioxidante
menor. Esse comportamento ¢é tipico de atividade pro-oxidante e faz parte do mecanismo de
acédo das substéncias antioxidantes. Uma vez ultrapassado a concentracdo antioxidante
maxima, o excesso assume uma caracteristica oposta e induz mecanismos de oxidagdo. Dai
e Mumper (2010) afirmam que antioxidantes fendlicos se comportam como pré-oxidantes
nas condi¢gdes que favorecam sua auto-oxidacdo, por exemplo, em pH elevado, com altas
concentragdes de ions de metal de transicdo e em presenca de molécula de oxigénio.
Fenolicos de cadeia curta que sao facilmente oxidados, como a quercetina, acido galico,
possuem atividade pro-oxidantes, enquanto alto peso molecular de compostos fendlicos,

como taninos condensados hidrolisaveis, tém atividade pré-oxidante pouca ou nenhuma.

Tabela 17 — Atividade antioxidante dos extratos de semente de Pitanga pelo percentual de
inibicdo do radical DPPH- em trés concentra¢des e pelo método de varredura do radical
ABTS.

DPPH ABTS
Extratos (UM Trolox x ppm’”
10.000 ppm  7.500 ppm 5.000 ppm
extrato)

SC (ensaio 1 —E1) 12,99 7,56 6,07 0,089
SC (ensaio 2 — E2) 16,99 8,17 5,94 0,074
SC (ensaio 3 — E3) 10,67 5,59 4,99 0,073
SC (ensaio 4 — E4) 21,4 17,06 5,38 0,102
SC (ensaio 5 — E5) 17,58 10,35 5,37 0,021
SC (ensaio 6 — EB) 22,29 15,23 6,68 0,117
SC (ensaio 7 — E7) 12,62 15,43 6,68 0,040
SC (ensaio 8 — E8) 11,83 13,25 6,53 0,079
SC (ensaio 9 — E9) 13,02 14,1 6,33 0,070
SC (ensaio 10 — E10) 14,45 9,99 6,71 0,073
SC (ensaio 11 —E11) 13,80 7,60 7,89 0,141
Soxhlet 35,51 34,79 14,60 0,040
SC-EtOH 19,85 24,94 94,20 0,611
SC-EtOH Purificado 13,05 11,60 34,52 0,136

Médias de trés repetigbes; Extrato supercritico (SC); Extrato supercritico com etanol como co-solvente (SFE-
EtOH), fragéo purificada do extrato supercritico com etanol como co-solvente (SFE-EtOH Purificado).

Ultimamente, tem sido proposto que a acdo pré-oxidante poderia ser um mecanismo

de acdo importante para as propriedades anticancer e indugao de apoptose do resveratrol.
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Além disso, foi demonstrado que ha uma correlagdo interessante entre as atividades
antioxidante e pré-oxidante e citotoxicidade de polifendis na dieta. Cada antioxidante é na
verdade um agente redox (redugdo-oxidagao) e, portanto, pode se tornar um pré-oxidante
para acelerar a peroxidagao lipidica e/ou induzir danos ao DNA em condigbes especiais.
Estudos tém revelado efeitos pro-oxidantes das vitaminas antioxidantes e varias classes de
polifendis derivados de plantas, tais como flavondides, taninos e curcumina (LASTRA;
VILLEGAS, 2007).

Provavelmente, as concentragdes do extrato supercritico com co-solvente nas analises
de atividade antioxidante encontravam-se na faixa de transigdo antioxidante/pré-oxidante ja
que a atividade foi menor para as maiores concentragdes (Tabela 17). O extrato SC-EtOH
purificado, também conservou essa caracteristica, porém com uma capacidade antioxidante
menor, 34,52%. A purificacdo do extrato aplicada neste trabalho foi direcionada para
eliminagao de taninos com alto grau de polimerizagédo. O procedimento adotado pode, se as
propor¢des de solvente ndo forem mantidas, extrair também outros compostos fendlicos.
Pelo fato dos extratos obtidos com SC-EtOH certamente ndo possuirem elevada quantidade
de polimeros com alto grau de polimerizagdo, possivelmente outros componentes foram
eliminados no processo de purificagao.

A Tabela 17 apresenta os resultados dos ensaios de atividade antioxidante pelo
método de varredura do radical ABTS. Os resultados expressam a quantidade, em pM, de
Trolox equivalente em 1 ppm de extrato. Como pode ser observado, os extratos possuiram
diferentes respostas, que variaram no extrato de 0,021 a 0,611 uM Trolox.ppm™ de extrato.
Esses valores sao considerados baixos quando comparados com polpas de frutas, que em
estudo de Kuskoski et al. (2005), reportou valores de 2,0 (polpa de cupuagu) a 67,6 (polpa
de acerola) yM de Trolox equivalente para diversas polpas de frutas estudadas. Mais uma
vez, o extrato obtido pela extragdo supercritica com o co-solvente obteve a maior
concentracao de Trolox equivalente. O extrato supercritico E5, proveniente da extracdo em
condicbes brandas e com a menor densidade do fluido, foi o que apresentou a menor
capacidade antioxidante.

De acordo com Wootton-Beard, Moran e Ryan (2011), pode-se identificar diferengas
entre os resultados que podem ser atribuidos aos mecanismos dos préprios métodos. Em
primeiro lugar, o ensaio ABTS™ é uma transferéncia de elétrons, em que compostos
antioxidantes diferentes doam um ou dois elétrons para reduzir o radical catidnico.
Independentemente do potencial de doacdo de antioxidantes individuais, todos eles tém
tempo para reagir completamente dando uma medi¢cdo precisa da atividade antioxidante
total no ponto final do ensaio. O ensaio de inibicdo do radical DPPH+ é baseada na reacao
normal de transferéncia de atomo de hidrogénio que ocorre entre os antioxidantes e os

radicais peroxila. Em vez de radicais peroxila, radicais de nitrogénio mais estaveis e menos
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transitérios sdo criados, com a qual alguns antioxidantes reagem mais lentamente do que

seria com o radical peroxila em um sistema biolégico.

5.5.3 Determinacgao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato supercritico, daquele obtido por Soxhlet, do
extrato obtido pelo SC-EtOH e da sua respectiva fragdo purificada foi testada para
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis. As
diluigdes empregadas e a metodologia seguida estdo descrita no item 4.4.7 deste trabalho.
Os testes aplicados tiveram por objetivo a determinagdo da concentragéo inibitéria minima
(CIM) e sua relagdo com a composicdo dos diferentes extratos ricos em compostos
terpénicos extraidos via Soxhlet ou utilizando CO, supercritico ou em compostos com maior
polaridade, como aqueles dos extratos provenientes da extragcdo com co-solvente e a sua
fracao purificada.

A Figura 23 mostra a diluigdo seriada das amostras submetidas a analise da CIM,
segundos apos a incubagéo e depois de 24h. A interpretacdo dos resultados foi feita pela
analise visual dos tubos contendo o caldo e os microrganismos comparando-os com o
controle negativo, sem crescimento bacteriano.

A concentracao inibitéria minima ou a mais baixa concentracdo onde ndo ocorre
desenvolvimento microbiano foi de 125 ppm para todos os extratos (Tabela 18). Embora se
conhega que as bactérias Gram (-) sdo mais resistentes a agressdo de substancias
antibidticas oriundas de plantas pela complexidade maior da sua parede celular do que as
bactérias Gram (+), neste trabalho ndo houve diferencas na atividade dos extratos aplicados
entre as cepas utilizadas. Assim como no estudo realizado por Bouzada et al. (2009), os

resultados ndo evidenciam a maior sensibilidade das bactérias Gram (+).
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Tubos 24 horas apds a inoculagéo dos extratos
Figura 23 - Diluigdo seriada do extrato supercritico de semente de Pitanga para
determinagao da concentragao inibitéria minima.

Os resultados apontaram que uma concentragéo dos diferentes extratos de 125 ppm €&
capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos testados. Alguns estudos indicam que
os Oleos essenciais tém uma maior atividade antibacteriana do que uma mistura de seus
principais componentes. Isso porque os componentes minoritarios presentes no oleo
essencial sdo importantes para a atividade dos componentes principais, € a combinagao
entre eles pode produzir um efeito sinérgico. Exemplificando, canfora e eucaliptol,
componentes gerais dos 6leos essenciais de muitas plantas, possuem grupos oxigenados
em sua estrutura e estes grupos sdo responsaveis por aumentar a atividade antimicrobiana
de terpendides. Desse modo, pela composicdo dos Oleos essenciais, as combinagdes de
diferentes componentes bioquimicos podem aumentar a eficacia antimicrobiana
distintamente (LV et al., 2011).

A literatura cientifica divulga a CIM de alguns extratos obtidos por extragdo com fluido
supercritico, por exemplo, Oliveira (2010) analisou extratos supercriticos de bagaco de uva
obtidos em diferentes condi¢cdes de P e T e apresentou valores de CIM superiores a 500

ppm para S. aureus e acima de 1.000 ppm para E. coli. Extratos supercriticos de cogumelo
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shiitake foram testados por Kitzberger (2005), em Micrococcus luteus e Bacillus cereus. e
para os seus diferentes extratos, a menor CIM foi de 250 ppm. Outro estudo, realizado por
Busatta (2006), com extrato supercritico de orégano e manjerona nao indicou atividade
antibacteriana logo no teste de formagao do halo de inibigdo. Em comparagdo com todos
esses estudos, nota-se que os resultados encontrados com os extratos de semente de
Pitanga sado promissores, indicando uma alta inibicdo do crescimento de micro-organismos,
visto que a concentragdo inibitéria encontrada foi menor que todos os estudos

referenciados.

Tabela 18 - Concentragdo inibitéria minima (ppm) dos diferentes extratos de semente de
Pitanga.

Extratos
Micro-organismos Gram
Extrato-9 Soxhlet SC-EtOH Purificado
Escherichia coli - 125 125 125 125
Staphylococcus aureus + 125 125 125 125
Pseudomonas aeruginosa - 125 125 125 125
Bacillus subtilis + 125 125 125 125

Médias de 3 repeticoes.

Em estudo realizado por Bouzada et al. (2009), que utilizou extrato metandlico de
folhas de Pitanga, chegou-se a altos valores de atividade antimicrobiana, com zonas de
inibicdo de 1,9 e 2,2 cm contra Salmonella typhimurium e Shigella sonnei, respectivamente.
Ao contrario do que era esperado, o extrato etandlico das folhas de Pitanga nao exibiu
qualquer efeito antimicrobiano contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus (COUTINHO et al., 2010). A divergéncia entre resultados oriundos
de uma mesma matriz reforga a ideia de que a escolha do método de extragao é crucial para

a visualizacado de diversas atividades biologicas.

5.5.4 Determinacao da inibicao da enzima arginase

Na Leishmania, a arginase & responsavel pela produgao da ornitina, um aminoacido
precursor de poliaminas requeridas na proliferagdo do parasita, desta forma a agao inibitéria
desta enzima age no controle desta doenca.

Os extratos utilizados nestes experimentos foram: o extrato supercritico (SC) obtido
nas condicdes de 175 Kgf.cm™ e 45°C, ponto central do DCCR (Tabela 9), extrato obtido
pelo método Soxhlet, extrato supercritico em que se utilizou etanol como co-solvente (SC-
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EtOH) e a fragao purificada do extrato supercritico com etanol como co-solvente (SC-EtOH
Purificado) todos diluidos a 1.000 ppm em metanol. Na Tabela 19 visualiza-se a
porcentagem de inibicdo da arginase isolada de figado de rato e produzida da propria
Leishmania para estes diferentes extratos determinada por ensaio espectrofotométrico.

Tabela 19 - Porcentagem (%) da atividade de inibicao da arginase isolada de figado de rato
e da Leishmania

Arginase de figado de rato

Extrato SC SC-EtOH SC-EtOH Purificado Soxhlet
14,99 42,37 23,66 33,65
Arginase de Leishmania
SC SC-EtOH SC-EtOH Purificado Soxhlet
21,01 48,48 17,93 37,59

Médias de 3 repeticoes.

Os resultados mostram que o extrato obtido quando etanol foi usado como co-solvente
na extragdo supercritica (SC-EtOH) foi o que apresentou maior atividade inibitéria da
arginase. Este comportamento indica que os compostos com maior polaridade, que sao
extraidos devido a alteragéo da solubilidade do CO, pelo etanol (solvente polar) agem com
maior eficiéncia na inibicao desta enzima. Nada se pode inferir sobre o0 modo de inibigao da
enzima, mas sabe-se que algumas substancias conseguem se ligar ao complexo arginase-
L-arginina e desse modo deslocar o ion hidroxido que é ligado ao sitio de manganés
presente na enzima. O deslocamento desse ion hidroxido faz a enzima perder a sua fungéo
e dessa forma ela nao consegue metabolizar a arginina (TORMANEN, 2003).

A importancia da inibicdo da arginase pode ser vista “por dois prismas”. O primeiro é
que quando esta enzima € inativada, prejudica o metabolismo vital do protozoario
Leishmania, atividade com enfoque neste trabalho e, desse modo pode contribuir no
controle da patologia causada por ele (SILVA et al., 2002). Por outro lado, estudos tém
mostrado que a inibigdo da arginase aumenta a fungdo endotelial e diminui a pressao
sanguinea em mamiferos, o que pode contribuir para o desenvolvimento de novas drogas
que combateriam a hipertensao arterial (BAGNOST et al., 2009).

Com os resultados obtidos, constata-se que o extrato supercritico de sementes de
Pitanga, principalmente aqueles obtidos quando etanol foi usado como co-solvente pode ser
objeto de estudos no desenvolvimento de medicamentos que possam atuar na inibicdo da

arginase no controle da leishmaniose e como medicamento para hipertenséo.
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6 CONCLUSOES

Os extratos supercriticos de sementes de Pitanga foram caracterizados com relagao a
presenga de alguns componentes e foram realizados testes de bioatividade cujos resultados
mostram possiveis aplicagdes em campos diversificados. O rendimento da extragdo mostrou
ser maior quando realizado sob altas pressoes, e a ndo influencia da temperatura indica que
baixos valores desta variavel podem ser usados no processo, 0 que nao agride os
componentes termolabeis, além de economizar no consumo de energia. Os compostos
fendlicos apresentaram uma concentragdo elevada nestes extratos. Mesmo o CO,
supercritico ndo tendo afinidade pela extragao de compostos polares tanto que nenhum dos
fatores estudados influenciaram positiva ou negativamente na sua obtengao.

O perfil de volateis realizado por CG/EM indicou como componentes majoritarios nos
extratos os sesquiterpenos y-elemeno e germacrone, que desempenham inumeras
atividades biologicas como reporta a literatura. A presenca de volateis, terpenos, foi
demonstrada previamente por CCD, que também apresentou resultados positivos para a
respectiva atividade antioxidante. Assim, estes compostos apolares altamente soluveis em
CO, supercriticos também tém esta bioatividade.

A atividade antioxidante embora presente, quantitativamente mostrou ser baixa, tanto
quando analisada pelo método de inibigdo do radical DPPH quanto pelo ABTS. Porém, o
extrato obtido quando etanol foi usado como co-solvente mostrou-se mais ativo, diferente
dos demais. Ele também se destacou na inibicdo da arginase, com quase 50% de atividade
inibidora desta enzima. Quanto ao ensaio antimicrobiano, todos os extratos, independente
da polaridade do solvente de extragdo, obtiveram uma concentracdo minima inibitéria
elevada, superior a muitos outros extratos supercriticos.

Frente ao exposto, nota-se que estudo da semente de Pitanga através da aplicacéo da
tecnologia supercritica gerou uma caracterizagdo inovadora e que abre espaco para mais

pesquisas, direcionadas a busca por resultados mais promissores.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Este grupo de pesquisa sentiu-se motivado a investigar uma matriz vegetal pouco
estudada tal como é a semente de Pitanga, pertencente a uma planta com inumeras
propriedades reconhecidas pela literatura. Porém, sabe-se que numa pesquisa cientifica
coerente, é necessario delimitar os objetivos do trabalho de modo a torna-lo executavel
dentro de um determinado prazo. Sendo assim, esta dissertagédo, que aborda o estudo dos
extratos supercriticos de sementes de Pitanga apresentou resultados consistentes com os
objetivos vislumbrados. Entretanto, o estudo de tais extratos sera continuado, com vistas a
abranger aspectos diferenciados da sua caracterizagdo. Dessa forma, em complementagéo
ao trabalho apresentado, ainda estdo previstas analises futuras com os extratos
supercriticos de sementes de Pitanga, como apontado a seguir:

¢ Quantificagao do teor de flavondides presentes, visto que outros estudos apontam ser
este o principal grupo constituinte da fragdo fendlica quantificada neste estudo;

e Anadlise do perfil sensorial dos extratos por CG-olfatometria (Sniffing), onde se
pretende determinar a contribuicao odorifera de cada composto volatil na composicéo
do perfil sensorial dos extratos;

e Analise de perfil de acidos graxos, para determinar qual classe de lipidios (saturados
ou polinsaturados) esta presente nos extratos e

¢ Quantificagdo da atividade antioxidante pelo método do B-caroteno, que se configura
como o método mais adequado para visualizagcdo desta bioatividade em extratos

constituidos na grande maioria por compostos apolares.
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