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RESUMO

Mansoa standleyi é conhecida popularmente como "cip6-de-alho™ em virtude do seu odor
caracteristico de alho (Allium sativum). A planta possui efeito inibitorio no crescimento de bactérias
e fungos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢do quimica, atividade antioxidante e
antimicrobiana do 6leo obtido das folhas de M. standleyi via extragdo com fluido supercritico
(SFE) e extracdo convencional (Hidrodestilacdo). Os ensaios da SFE foram realizados utilizando
CO2 supercritico, tempo de extracéo estatica de 30 min e tempo dinamico de 180 min, vazao de CO»
de 2,5 L/min e massa de matéria-prima de 10 g. A selecdo das varidveis temperatura e pressdo foi
realizada a fim de obter uma diferenca da densidade do CO: (p¢o,) nas isotermas de 35 e 45 °C
combinadas com os valores de pressdo de 100, 200, 300 e 400 bar. Os resultados obtidos permitem
constatar que os valores de rendimento global da SFE em base seca apresentam diferencas
significativas entre si (p<0,05), com valores variando de 0,87 a 2,02%. A maior média
encontrada refere-se a condicdo de 400 bar/35 °C (p¢o,= 972,26 kg/m®). Entretanto, na extragio
por Hidrodestilacdo o rendimento do 6leo foi de 0,14%. Os resultados da triagem fitoquimica
por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) evidenciaram a presenca de
terpenos, acidos graxos, compostos fendlicos e flavonoides. Foi demonstrada a presenca de
substancias com atividade antioxidante para todos os 6leos obtidos com SFE, sendo observado uma
melhor identificacdo nos 6leos extraidos nas condicGes de pressdes mais altas. Na andlise
guantitativa de composi¢do quimica, foi observado que os valores variaram de 31,87 a 72,06
mg EAG/g 6leo no contetdo de compostos fenolicos totais. Em relacdo a atividade antioxidante
os valores variaram de 457,64 a 2475,55 ECso expresso em g de 6leo/ g de DPPH, sendo 0s
melhores resultados obtidos na condicdo de 400 bar/35 °C. Nos perfis de acidos graxos do 6leo
de M. standleyi obtido por SFE os resultados indicaram que houve diferenca na composicédo
qualitativa dos &cidos graxos detectados, em funcéo da condicao operacional de extracdo, onde
foi observada a presenca de acido linoleico (295%), palmitico (=12%) e oleico (=5%). Os
constituintes quimicos identificados no 0leo obtidos por Hidrodestilagdo foram compostos
sulfurados, fendis e alcoois. A analise da atividade antimicrobiana in vitro demonstrou que o
6leo obtido por SFE apresenta agdo antibacteriana contra Stapphylococcus aureus e Escherichia
coli. Por fim, 6leo de M. standleyi representa uma alternativa para utilizagdo futura no

tratamento de doencas causadas por microrganismos.

Palavras-chave: M. standleyi; Extragdo com fluido supercritico; CCDAE; Atividade

antioxidante; Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Mansoa standleyi is popularly known as "cipd-de-alho™ because of its characteristic garlic
odor (Allium sativum). The plant has an inhibitory effect on bacteria and fungi growth. The objective
of this work was to evaluate the chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity of the
oil obtained from M. standleyi leaves via supercritical fluid extraction (SFE) and conventional
extraction (Hydrodistillation). The SFE tests were performed using supercritical CO, static
extraction time of 30 min and dynamic time of 180 min, CO- flow of 2.5 L/min and raw material
mass of 10 g. The temperature and pressure variables were selected in order to obtain a difference in
the CO> density (po,) in the 35 and 45 °C isotherms combined with the pressure values of 100, 200,
300, and 400 bar. The results obtained allow us to verify that the global yield values of SFE on
dry basis show significant differences between them (p<0.05), with values varying from 0.87
to 2.02%. The highest average found refers to 400 bar/35 °C condition (p¢o,= 972.26 kg/m?3).
However, in Hydrodistillation extraction the oil yield was 0.14%. The results of phytochemical
screening by high performance thin layer chromatography (HPTLC) evidenced the presence of
terpenes, fatty acids, phenolic compounds, and flavonoids. It was demonstrated the presence of
substances with antioxidant activity for all oils obtained with SFE, being observed a better
identification in the oils obtained at high pressures. In the quantitative analysis of chemical
composition, it was observed that the values ranged from 31.87 to 72.06 mg EAG/qg oil in the
content of total phenolic compounds. In relation to the antioxidant activity, the values ranged
from 457.64 to 2475.55 ECsp expressed in g of oil/g of DPPH, the best results being obtained
in the condition of 400 bar/35 °C. In the fatty acid profiles of M. standleyi oil obtained by SFE,
the results indicated that there was a difference in the fatty acids qualitative composition
detected, in function of the operational extraction condition, where the presence of linoleic
(=95%), palmitic (=12%), and oleic (=5%) acid was observed. The chemical constituents
identified in the obtained oil by Hydrodistillation were identified as sulfur compounds, phenols,
and alcohols. The antimicrobial activity in vitro analysis showed that the oil obtained by SFE
presents an antibacterial action against Stapphylococcus aureus and Escherichia coli. Finally,
M. standleyi oil represents an alternative for future use in the treatment of diseases caused by

microorganisms.

Keywords: M. standleyi; Supercritical fluid extraction; HPTLC; Antioxidant activity;
Antimicrobial activity.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

Mansoa standleyi (steyerm.) A. H. Gentry (bignoniaceae) € conhecida popularmente
como "cipo-de-alho™ em virtude do seu odor caracteristico de alho (Allium sativum), a planta
pertence a familia Bignoniaceae, e esta distribuida na regido neotropical (FISCHER, THEISEN,
LOHMANN, 2004). E encontrada em florestas no Brasil, na Argentina e no Sudeste do México,
sendo o Brasil um centro de variedade com grande ocorréncia no Nordeste do estado do Para
(GENTRY, 1980; ZOGHBI, OLIVEIRA e GUILHON, 2009; ZOGHBI et al., 2010). A
composic¢do quimica da M. standleyi ja vem sendo estudada e foi demonstrado que os principais
constituintes quimicos identificados no 6leo a partir de folhas de M. standleyi, obtidos por
Hidrodestilacdo, foram compostos sulfurados como o dissulfeto, trissulfeto e tetrassulfeto de
dialila (SOUZA FILHO et al., 2009; ZOGHBI et al., 2010; GUILHON et al., 2012). Além
disso, a andlise quimica dos componentes fixos presentes no 6leo levou a identificacdo de
triterpendides, flavondides, naftoquinonas e aminoacidos (VILHENA-POTIGUARA et al.,
2012).

A M. standleyi tem varios usos na medicina tradicional, entre eles, os mais conhecidos
sdo para o tratamento da gripe, febre, dor, artrite e reumatismo (ZOGHBI et al., 1984;
OLIVEIRA e ZOGHBI, 2012). Seus efeitos terapéuticos também séo destacados na reducdo da
gordura no sangue, na prevencdo de trombose, alergias, no tratamento da fadiga e na protecéo
contra o desenvolvimento do cancer de mama (MORAES, 2008). Segundo Bastos et al. (2012)
e Horita et al. (2016) a planta possui atividades bioldgicas como atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, anti-histaminica (antialérgica), antitrombética, antibacterianas e antifingicas.
Estes efeitos sdo atribuidos a presenca de compostos sulfurados principalmente os sulfetos,
dissulfetos, trissulfetos e tetrasulfetos de dialila (DVORAKOVA et al., 2015).

Segundo Ross et al. (2001) e Tedeschi et al. (2007) o alho (Allium sativum) com
composicao e efeitos semelhantes as plantas pertencentes aos géneros Mansoa DC mostrou um
potencial efeito inibitério no crescimento de bactérias (Escherichia coli e Staphylococcus
aureus) e fungos (Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum e Aspergillus sp). Sua agéo
antifungica atua na inibicdo do crescimento de esporos (estruturas reprodutivas) fangicos. No
estudo realizado por Santos et al. (2012) sobre a avaliacdo do potencial antifungico do 6leo
essencial das folhas de M. standleyi, o 6leo foi apresentado como uma alternativa para uso no

controle da candidiase, que € uma infeccdo causada por fungos do género Candida (Candida
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Introducéo

albicans), a qual afeta os l&bios, a boca, a orofaringe, a vagina e o trato gastrointestinal
(DEUTSCH et al., 1989).

Os compostos sulfurados presente na espécie de M. standleyi sdo instaveis em altas
temperaturas, especialmente a temperatura de ebulicdo da dgua e apresentam um carater apolar.
Portanto, a sua obtencdo depende do método e do solvente utilizado durante a extracdo. Neste
sentido, a utilizagdo de extracdo com fluido supercritico (SFE-Supercritical fluid extraction) é
uma alternativa que apresentaria alta seletividade para os compostos de interesse. A SFE é uma
tecnologia utilizada particularmente para obtencdo de compostos bioativos sem 0s
inconvenientes geralmente associados aos processos de extragdo convencionais, que se baseia
no uso de solventes a baixas temperaturas e altas pressoes, 0s quais possuem um elevado poder
de solubilidade. O processo de extracdo utilizando essa tecnologia se justifica quando se deseja
obter 6leos de alto valor agregado, necessarios principalmente em algumas areas das inddstrias
de alimentos e farmacéuticas (HERRERO, CIFUENTES, e IBANEZ, 2006; FERREIRA et al.,
2013; GROSSO et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).

Em geral, o dioxido de carbono (CO2) é o solvente comumente utilizado nos processos
de extracdo supercritica aplicada a extracdo de compostos bioativos a partir de matrizes
vegetais, por ser ndo-inflaméavel, inerte, ndo-corrosivo, disponivel em alto grau de pureza, baixo
custo e por apresentar condicGes criticas amenas (Tc= 31 °C e Pc= 72,9 bar). Possui grande
aplicacdo em processos de extracdo de compostos sensiveis ao calor e de carater apolar
(ZOUGAGH, VALCARCEL e RIOS, 2004; BRUNNER, 2005; MACIAS-SANCHEZ et al.,
2007; HERRERO, CIFUENTES e IBANEZ, 2006; PEREIRA e MEIRELES, 2010; HERRERO
et al., 2013). Portanto, foi proposto um método de extracdo com CO3 supercritico para obter
6leo a partir de folhas de M. standleyi, determinar as melhores condi¢fes operacionais e avaliar

a composi¢do quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana dos 6leos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicdo quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana do 6leo obtido
das folhas de cipd-de-alho (Mansoa standleyi) via SFE e extracdo convencional
(Hidrodestilag&o).

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a matéria-prima quanto seu teor de umidade, diametro da particula, densidade
aparente, densidade real e porosidade do leito;

e Obter o 6leo por extracdo com fluido supercritico (SFE);

e Obter o dleo utilizando um método de extracdo convencional (Hidrodestila¢do) (HD);

e Determinar a composi¢do quimica dos 6leos;

e Determinar a atividade antioxidante dos 6leos;

e Auvaliar o potencial antimicrobiana dos 6leos.

15
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cipé-de-alho (Mansoa standleyi)
3.1.1 Descricao Botanica

O género Mansoa DC pertence a familia Bignoniaceae, distribuido especialmente na
regido neotropical (FISCHER, THEISEN, LOHMANN, 2004). E encontrado em florestas no
Brasil, na Argentina e no sudeste do México, sendo o Brasil o principal centro de diversidade
com grande ocorréncia na Amazénia (ZOGHBI, OLIVEIRA e GUILHON, 2009). O género
Mansoa DC é composto por 11 espécies, sendo a Mansoa standleyi a espécie com maior
ocorréncia no Nordeste do estado do Pard (GENTRY, 1980; GENTRY, 1990; OLIVEIRA e
ZOGHBI, 2012; ZOGHBI et al., 2010). A planta é um arbusto de escalada, que atinge até 3 m
de altura, com folhas opostas, que exibem uma cor verde-oliva brilhante. Tem flores de cor
vermelho-violeta, diferindo de outras espécies, apenas porque apresenta uma fruta com forma
capsular com 9 - 10 cm de comprimento. A M. standleyi é popularmente conhecida como cip6-
de-alho, que significa videira de alho, devido ao seu cheiro e aroma de alho (Allium sativum)
que exala apds o esmagamento das folhas. Sendo assim, a M. standlei foi taxonomicamente
caracterizada da seguinte maneira: reino: Plantae, divisdo: Magnoliopsida, ordem: Laminales,

familia: Bignoniaceae, género: Mansoa e epiteto especifico: standleyi (BASTOS et al., 2012).

3.1.2 Composic¢do Quimica

Do mesmo modo que ocorre no alho (Allium sativum), quando as folhas ou outros 6rgaos
da M. standleyi estdo intactos, a planta ndo apresenta odor de alho, somente apds estes serem
esmagados. No alho quando os tecidos sdo esmagados, a aliina presente no citoplasma e a
aliinase localizada nos vacuolos se misturam, ocorrendo uma reacdo de hidrolise formando
alicina, que € um tiossulfinato e € um dos compostos responsaveis pelo odor caracteristico do
alho. Alicina é um composto instavel em altas temperaturas, especialmente a temperatura de
ebulicdo da agua se degradando a sulfetos, principalmente em dissulfetos e trissulfetos de dialila
(BASTOS et al., 2012).

A composicao quimica do 6leo de M. standleyi ja vem sendo estudada. Souza Filho et al.
(2009) demonstraram que os principais constituintes quimicos identificados no dleo das folhas
de M. standleyi, obtidos por Hidrodestilagao, foram compostos sulfurados como o dissulfeto de
dialila (42,15%) e trissulfeto de dialila (11,25%). Zoghbi et al. (2010) realizaram um estudo
dos compostos volateis nos 6leos da M. standleyi coletados em quatro municipios do estado do

16



Revisdo da Literatura

Pard. Os Oleos das folhas, caules, raizes, gavinhas, sementes e frutos foram obtidos
separadamente por Hidrodestilagéo e analisados por GC-EM e GC-DIC. Todas as amostras
analisadas apresentaram um teor elevado de compostos sulfurados, entre eles dissulfeto de
dialila (42,2 - 69,2%) e trissulfeto de dialila (20,1 - 37,0%).

Guilhon et al. (2012) analisaram a variag¢do dos principais compostos sulfurados presentes
no 6leo obtido por Hidrodestilacdo e dleo hexanico por maceracdo, a partir das folhas de M.
standleyi, onde os componentes volateis foram identificados por CG/EM. De acordo com 0s
resultados obtidos, os principais compostos sulfurados foram o dissulfeto, trissulfeto e
tetrassulfeto de dialila, sendo que para o 6leo obtido por Hidrodestilacdo as concentragcfes dos
compostos foram maiores. As folhas de M. standleyi apresentaram composi¢do quimica
diferente em funcéo do tipo de extracao e o solvente empregado. Além disso, a analise quimica
dos componentes fixos presentes no Oleo essencial das folhas de M. standleyi levou a
identificacdo de triterpenoides, flavonoides, naftoquinonas e aminoacidos (VILHENA-
POTIGUARA et al., 2012).

3.1.3 Atividade Bioldgica

A espécie M. standleyi tem varios usos na medicina tradicional. Entre eles, 0s mais citados
sdo para o tratamento da gripe, febre, dor, artrite e reumatismo (ZOGHBI et al., 1984;
OLIVEIRA e ZOGHBI, 2012). Seus efeitos terapéuticos também séo destacados na reducdo da
gordura no sangue, na prevencao de trombose, alergias, no tratamento da fadiga e dor muscular
(MORAES, 2008). Além disso, de acordo com Bastos et al. (2012) e Horita et al. (2016) a
planta possui atividade bioldgica como: antioxidante, anti-inflamatoéria, anti-histaminica
(antialérgica), antitrombdtica, antibacterianas e antiflngicas. Estes efeitos sdo atribuidos a
presenca de compostos sulfurados principalmente os sulfetos, dissulfetos, trissulfetos e
tetrasulfetos de dialila (DVORAKOVA et al., 2015).

Segundo Ross et al. (2001) o alho (Allium sativum) com composicao e efeitos semelhantes
as plantas pertencentes aos géneros Mansoa DC mostrou um potencial efeito inibitério no
crescimento de bactérias, como Escherichia coli e Streptococcus faecali. Neste estudo, a
atividade antimicrobiana foi atribuida aos sulfetos presentes na planta, principalmente ao
dissulfeto de dialila e trisulfeto de dialila. Por estas razdes, concluiu-se que os sulfetos tém um
potencial efeito antibacteriano consideravel. Além disso, o estudo realizo por Tedeschi et al.

(2007) mostrou que o alho inibiu completamente o crescimento de fungos como o Fusarium
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culmorum, Fusarium avenaceum e Aspergillus sp., mostrando que 0s componentes presentes
no alho apresentam uma forte atividade antiflngica para as espécies de fungo estudadas. Do
mesmo modo, o trabalho realizado por Santos et al. (2012) sobre a avaliagdo do potencial
antifangico do 6leo das folhas de M. standleyi, indicaram que o 6leo representa uma alternativa
para uso no controle da candidiase, que é uma infeccdo causada por fungos do género Candida
(Candida albicans), que afeta os labios, a boca, a orofaringe, a vagina e o trato gastrointestinal
(DEUTSCH et al., 1989). Candida albicans é a espécie que mais causa infec¢do no ser humano.
Vaérias espécies de Candida sdo microbiota normal da pele, do trato gastrointestinal e
geniturinario. A forma habitual de infec¢do por Candida é o deslocamento de seu nicho normal
para a corrente sanguinea ou outros tecidos. O tratamento é a base de antifungicos,
preferivelmente de origem natural e o prognostico € favoravel na maioria dos casos (PEIXOTO
etal., 2014).

Além dessas propriedades antimicrobianas da M. standleyi, os constituintes
organossulfurados também apresentam outras propriedades biol6gicas. De acordo com Yun et
al. (2014) vérios estudos indicam que uma dieta rica em alho diminui o risco de alguns tipos de
cancer, como o de estdbmago e o de colon. Os estudos demonstraram que aqueles que
consumiram alho mais de 3 vezes por semana, apresentam menor risco de cancer de estbmago
do que aqueles que nunca ou raramente consumiram (POURFARZI et al., 2009). Observou-se
uma diminuicdo significativa no risco de cancer de estomago com aumento da ingestéo de alho
(OK BAN et al., 2007).

Os analogos naturais dos compostos organossulfurados sdo altamente eficazes em
proporcionar protecdo contra o cancer induzido por diferentes agentes cancerigenos em
diferentes animais experimentais. O sulfeto, dissulfeto e trissulfeto de dialila presentes em
extratos de alho sdo documentados para inibir o desenvolvimento de cancer de pulméo, figado,
préstata e cancer de pele (CHANDRA-KUNTAL e SINGH, 2010). O tratamento tépico com
sulfeto de dialila (10 mg / kg, 3 vezes por semana, durante 28 semanas) inibiu o crescimento
tumoral induzidos em ratos albinos suicos (KALRA, ARORA e SHUKLA, 2006).

Entretanto, Nasim et al. (2009) realizaram um estudo onde compararam o potencial efeito
antidiabético do extrato de folhas de alho obtido a partir de plantas normais e plantas tratadas
com enxofre. Os resultados mostraram que a alicina a partir de plantas tratadas com enxofre foi
mais eficaz em comparagdo com o obtido a partir de plantas cultivadas em condi¢des normais.

Os niveis de glicose apresentaram uma reducgéo significativa de 50% em ratos tratados com
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extrato foliar de plantas tratadas com enxofre, em comparagédo com 37% observados em ratos
tratados com extrato de folhas de plantas normais, representando maior potencial antidiabético.
Finalmente, o aumento da producédo de alicina em extrato de folhas de tratadas com enxofre

altera significativamente o potencial terapéutico.

Assim, os componentes funcionalmente ativos isolados do alho e da espécie M. standleyi
tém efeitos benéficos em uma variedade de doencas e tem uma ampla gama de aplicagoes.
Sugere-se que esta revisao revele uma base para estudos adicionais para investigar mecanismos
subjacentes aos efeitos dos componentes ativos e as aplicagdes clinicas, farmacéuticas e

alimentares desses componentes.

3.2 Hidrodestilacao

A Hidrodestilacdo é um método tradicional de extracdo de compostos bioativos e 6leos
essenciais de plantas. Os solventes organicos ndo sdo envoltos e pode ser realizado antes da
desidratacdo da matriz vegetal (VANKAR, 2004). Na Hidrodestilacdo, primeiro, o material da
planta é embalado em um compartimento imével; segundo, a agua € adicionada em quantidade
suficiente, em seguida é levado a ferver. Alternativamente, o vapor direto é injetado na amostra
da planta. A agua quente e o vapor agem como o principal fator influente para liberar os
compostos bioativos do tecido vegetal. Indiretamente o arrefecimento por dgua condensa a
mistura de vapor de agua e Gleo. Essa mistura condensada flui do condensador para um
separador, onde 6leo e compostos bioativos sdo separados automaticamente da dgua (SILVA et
al., 2005).

A Hidrodestilacdo envolve trés principais processos fisico-quimicos: Hidrodifuséo,
hidrélise e decomposicéo pelo calor. Em uma alta temperatura de extracdo, alguns componentes
volateis podem ser perdidos. Esta € uma limitagcdo para seu uso na extracdo de compostos
termosensiveis. A eficiéncia de extracdo de qualquer método convencional depende
principalmente da escolha de solventes. A polaridade do composto alvo é o fator mais
importante para a escolha do solvente. Entretanto, a afinidade molecular entre solvente e soluto,
transferéncia de massa, uso de cossolvente, seguranga ambiental, toxicidade humana e a
viabilidade econémica também devem ser considerados na selecdo de solventes para a extragdo
de compostos bioativos (AZMIR et al., 2013).

Existem varios estudos para obtengdo de 6leos essenciais ricos em compostos biotivos
usando a Hidrodestilacdo como método de extracdo convencional. Entre esses estudos Bezerra,
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etal. (2017) realizaram um trabalho sobre composicao quimica e atividade antioxidante do 6leo
essencial em folhas de Plectranthus amboinicus. Os resultados indicaram que a Hidrodestilagéo
¢ um método eficiente na obtencdo do produto volatil, sendo observado o carvacrol
(monoterpeno fenolico) como composto majoritario, e com propriedades antioxidantes.
Entretanto, Abdel-Hameed et al. (2018) avaliaram a composi¢do quimica do 6leo obtido das
folhas de Mentha piperita L. Os resultados mostraram que os Oleos sdo constituidos
principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos nos quais a carvona € o principal
componente da M. piperita. Também foi verificado a atividade anticancerigena e alta atividade

antimicrobiana dos 6leos obtidos.

Em um estudo realizado por Da Silva et al. (2017) dos 6leos essenciais das partes aéreas
de Lippia origanoides, foram identificados mono e sesquiterpenoides. Por sua parte, De
Azevedo et al. (2017) estudaram a composicdo quimica do 6leo das folhas de Myrciaria
floribunda. Os 4cidos platanico triterpenoides nor-lupano e acido messagénico foram
identificados, juntamente com outros triterpendides (aldeido betulinico, acetato de acido
ursélico e betulinico &cido), e flavonoides (catequina, quercetrina e miricitrina). Além disso, a
pesquisa da atividade antimicrobiana mostrou que o 6leo apresentou um potencial inibitorio

contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

3.3 Extragdo com Fluido Supercritico
Um componente puro é considerado um fluido supercritico (SF-Supercritical fluid)
guando sua temperatura e pressdo estdo acima do seu ponto critico (Tc e Pc, respectivamente).
Em condicbes criticas de pressdo e temperatura, ndo ha mudanca das propriedades dos
componentes. A variacdo de propriedades com condicdes de estado € monotona, ao cruzar as
condicdes criticas, como indicado na Figura 1 pelas linhas tracejadas. No entanto, a magnitude
da variacdo pode ser grande, causando efeitos diferentes sobre solutos e reagentes nas condicdes
de estado vizinhas (BRUNNER, 2005). A Figura 1 apresenta o diagrama de fases PT para uma
substancia pura. Observa-se que as curvas que separam cada uma das regides sdo chamadas de
curva de saturacdo e representam o equilibrio entre as fases. Assim, a curva de vaporizacao
representa o equilibrio liquido-vapor, a curva de fusdo, o equilibrio sélido-liquido, e a curva de
sublimacdo representa o equilibrio solido-vapor. O ponto que une as trés curvas é chamado de
ponto triplo e representa a coexisténcia entre as trés fases. A curva de vaporizagéo é finalizada
em um ponto definido como ponto critico; a partir desse ponto o fluido se encontra no estado
supercritico. O ponto critico € a méxima condicao de temperatura e pressao que um vapor pode
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condensar (CENGEL e BOLES, 2006; SMITH, VAN NESS e ABBOTT, 2007; BORGNAKKE
e SONNTAG, 2009; MEIRELES e PEREIRA, 2013).
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Figura 1. Diagrama de fases PT de uma substancia pura.
Fonte: BRUNNER (2005).

Uma das propriedades do fluido supercritico estd em apresentar caracteristicas
intermediarias entre as de um liquido e de um gas. Apresentam densidade e difusividade
similares as do liquido e viscosidade proxima as dos gases. Portanto, baixos valores de
viscosidade aliados a auséncia de tensdo superficial, facilitam a penetracdo do fluido na matriz
solida, enquanto que altos valores de densidade conferem elevado poder de solubilizagdo
(BRUNNER, 2005; HERRERO, CIFUENTES e IBANEZ, 2006; ROSA et al., 2009; DE
MELO, SILVESTRE e SILVA, 2014). Na Tabela 1, é apresentada uma comparacgdo entre 0s
valores de densidade, viscosidade e difusividade de gases, liquidos e fluidos supercriticos.

Tabela 1. Comparacdo de propriedades fisicas e de transporte de gases, liquidos e fluidos

supercriticos.

Estado de Agregacdo Densidade (g/cm®)  Difusividade (cm?/s)  Viscosidade (g/cm/s)

Gas

latm e 15-30°C (0,6-2,0) x 10’ 0,1-0,4 (0,6-2,0) x 10*
Liquido

latm e 15-30°C 0,6-1,6 (0,2-2,0) x 10° (0,2-3,0) x 102
Fluido Supercritico

Pc Tc 0,2-0,5 0,7 x10°® (1-3) x 10

Fonte: BRUNNER (2005).
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A extracdo com fluido supercritico (SFE-Supercritical fluid extraction) baseia-se na
utilizacdo de um solvente puro mantido a temperatura e pressdo acima do seu ponto critico. Em
geral, o didxido de carbono (CO2) é o composto mais comumente utilizado em processos de
extracao supercritica aplicada a extracdo de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais,
por ser um composto ndo-inflamavel, inerte, ndo-corrosivo, disponivel em alto grau de pureza,
baixo custo e por apresentar condi¢des criticas amenas (Tc= 31 °C e Pc= 72,9 bar). Possuindo
grande aplicacdo em processos de extracdo de compostos termosensiveis (ZOUGAGH,
VALCARCEL e RIOS, 2004; HERRERO, CIFUENTES e IBANEZ, 2006; MACIAS-
SANCHEZ et al., 2007; PEREIRA e MEIRELES, 2010; HERRERO et al., 2013; DE MELO,
SILVESTRE e SILVA, 2014; PEREIRA et al., 2016).

A SFE apresenta vantagens considerdveis com relacdo aos métodos convencionais de
extracdo. Além de que o solvente pode ser facilmente removido do soluto através da reducéo
da pressdo e/ou ajuste da temperatura, apresentando menor requerimento energético quando
comparado a outros métodos e possibilita uma rapida extracdo devido a baixa viscosidade, alta
difusividade e alto poder de solvatagdo do fluido supercritico. Incluso, tem-se que a SFE requer
0 uso de pouco ou nenhum solvente organico, apresentando-se, portanto, como uma tecnologia
segura e ecologicamente correta (ZOUGAGH, VALCARCEL e RIOS, 2004; BRUNNER,
2005; MACIAS-SANCHEZ et al. 2007).

Brunner (1994) afirma que durante a extracdo dos compostos sollveis de matrizes
vegetais, algumas etapas paralelas e consecutivas ocorrem na SFE. Mas também, a extracéo de
matrizes solidas ou semissolidas, pode dividir-se em duas etapas: a primeira etapa € a extracao,
onde o sistema é formado pelo sistema ternario (matriz vegetal + extrato + COy), o fluido
supercritico escoa através de um leito fixo de particulas sélidas solubilizando os componentes
extraiveis. O solvente é alimentado no extrator e uniformemente distribuido no interior do leito
fixo. A mistura de solvente e os componentes extraidos deixa o extrator e passa para o
separador. A segunda etapa € a separacdo que consiste na remocdo do solvente, na qual se
considera a interagdo extrato + CO», no separador a presséo da solucdo é reduzida, originando

na vaporizacgao do solvente e na precipitacdo do soluto, o qual sera coletado e analisado.

Antes da SFE, o substrato sélido requer pré-tratamento pelo menos, que inclua a moagem
ou reducdo do tamanho de particula, a fim de evitar aparicdo de caminhos preferenciais o
entupimento na célula de extragdo. Também por causa da forte interagao entre dgua e o solvente,

a desidratacdo do soluto é necessaria se o teor de agua é superior a 20%. Portanto, o pré-
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tratamento do substrato sélido promove a ruptura das paredes celulares e aumenta a taxa de
extracdo (HERRERO et al. 2013; MEIRELES, 2008).

Existem varios estudos que utilizam a técnica SFE para obtencdo de compostos bioativos
a partir de matrizes vegetais. Goyeneche et al. (2018) realizaram um estudo com folhas de
rabanete (Raphanus sativus L.) para extracdo de compostos bioativos. Os resultados obtidos
indicaram uma fonte interessante de agentes antioxidantes e anti-inflamatorios para uso futuro
nas inddstrias farmacéuticas e alimenticias. Também, Conde-Herndndez, Espinosa-Victoria e
Guerrero-Beltran (2017) realizaram a extracdo de 06leos essenciais a partir de folhas de piper
(Piper auritum). Os principais componentes identificados por GC-MS no 6leo foram safrol e
fitol, com uma elevada atividade antioxidante. Entretanto, Ma et al. (2018) realizaram a
extracdo das partes aéreas de Elsholtzia ciliata. O resultado demostrou que os 6leos de E. ciliata
sdo ricos em 4&cidos graxos e podem ser uma fonte potencial natural de conservantes de
alimentos e antioxidantes. Como também, Lee et al. (2017) em um estudo realizado com folhas
de amoreira branca (Moringa oleifera Lam.), revelaram a presenca de &cido palmitoleico, acido
oleico, &cido linoléico, &cido linolénico, é&cido cis-11-eicosendico e &cido cis-11,14-
eicosadienoico, indicando que essa composicao de &cidos graxos insaturados é potencialmente

atil para controlar a proliferacdo de Staphylococcus aureus.

Entre os 6leos obtidos com SFE que apresentam alto potencial terapéutico, o alecrim,
jambu, erva-doce, cravo da india, copaiba, juca e acai podem ser destacados. A folha de alecrim
(Rosmarinus officinalis) apresentou resultados mais satisfatorios de rendimento e atividade
antioxidante (CARVALHO-JUNIOR et al., 2005). O dleo da flor de Jambu (Spilanthes
acmella), que apresentou alta seletividade para obter o espilantol (DIAS et al., 2017); o éleo da
semente de erva-doce (Foeniculum vulgare), que constituiu uma excelente fonte de compostos
bioativos, como o anetol, bem como os &cidos graxos (MOURA et al., 2005) o 6leo de cravo
da india (Syzygium aromaticum), que possui alto teor de eugenol, composto que possui alta
atividade antimicrobiana (CARRASCO et al., 2012; MAZZARRINO et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2016). Os o6leos das sementes de gergelim preto (Sesamum indicum L.), a folha e a
oleoresina da copaiba (Copaifera sp.), nos quais os efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores
contra acidentes vasculares cerebrais foram verificados em relacdo aos sesquiterpenos,
incluindo o p-cariofileno (GUIMARAES-SANTOS et al., 2012; BOTELHO et al., 2014;
BOTELHO et al., 2015), o 6leo de frutos de Juca (Libidibia ferrea), que apresenta uma elevada

capacidade anti-inflamatoria, sendo usado em curativos bioativos para cicatrizagdo de feridas
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(DIAS et al., 2013); e dleo de acai (Euterpe oleracea Mart.), que mostrou aplica¢fes potenciais
para nutracéuticos devido ao alto teor de antocianinas (BATISTA et al., 2016).

3.3.1 Pardmetros de Processos

3.3.1.1 Presséao

A pressdo exercida por um fluido ou material é definida como a for¢ca normal sobre uma
unidade de &rea da superficie na qual se distribui. Portanto, a pressdo de um material em um
recipiente é devida as moléculas individuais que o compdem e as colisdes contra a superficie
ou paredes do recipiente. Essa forca é proporcional a velocidade média das moléculas e ao
nimero de moléculas por unidade de volume dentro do recipiente. A pressao exercida pelo
fluido ou material depende fortemente da densidade e da temperatura (CENGEL e BOLES,
2006; SMITH, VAN NESS e ABBOTT, 2007; BORGNAKKE e SONNTAG, 2009; BROWN
e HOLME, 2009; MEIRELES e PEREIRA, 2013).

A SFE ¢é uma tecnologia baseada no uso de solventes a altas pressdes, onde se utiliza
elevadas forgas no sistema, por conseguinte, é preciso de rigorosos cuidados operacionais nos
processos que envolvem fluidos supercriticos. Também, o custo de investimento para
montagem de um sistema de SFE ¢é elevado, pois o equipamento utilizado deve suportar altas
pressdes. Assim, a propriedade que mais sofre influéncia com varia¢fes de pressao no processo
de SFE ¢ a densidade, que estd intimamente relacionada ao poder de solvatagdo do solvente
(HERRERO et al., 2013; DE MELO, SILVESTRE e SILVA, 2014; PEREIRA et al., 2016).

3.3.1.2 Temperatura

A temperatura € uma grandeza fisica que esta relacionada com o contetido de energia do
sistema. Do mesmo modo, € uma propriedade que nos permite quantificar a sensacdo de calor
e de frio. Na termodindmica, é definida como uma funcdo de estado que estd associada ao
movimento aleatério de vibragdo das particulas ou moléculas que compdem um determinado
sistema (CENGEL e BOLES, 2006; BORGNAKKE e SONNTAG, 2009; MEIRELES e
PEREIRA, 2013).

Na SFE, o solvente empregado (CO2 gasoso) é condensado pela diminuicdo de
temperatura, em seguida é submetido a uma pressao e temperatura acima do seu ponto critico
e, entédo, é transformado em um fluido supercritico (Figura 1) (BRUNNER 2005; HERRERO,

CIFUENTES e IBANEZ, 2006; HERRERO et al., 2013). No processo de SFE, o aumento da
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temperatura leva a uma reducgdo do poder de solvatacdo do fluido supercritico, em virtude da
diminuicdo da densidade, se a pressdo se encontra abaixo do ponto de inflexdo. Mas também,
pode melhorar a eficiéncia da extracdo, embora ocorra a reducdo da densidade do fluido
supercritico, uma vez que a pressao de vapor do soluto é aumentada e o fluido encontra-se em
pressdes elevadas acima de ponto critico (BRUNNER, 2005; ROSA et al. 2009; DE MELO,
SILVESTRE e SILVA, 2014; CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017).

3.3.1.3 Densidade

A densidade (p) € uma propriedade intensiva onde seu valor nominal representa quanto
de massa (m) ocupa o valor nominal unitério de volume (V) de uma determinada substancia.
Representando, também, a no¢do dos caminhos livres médios dos atomos ou moléculas destas
substancias. O poder de solvatacdo de um fluido supercritico é relacionado com a densidade,
que é geralmente controlada por alteragdes nos valores nominais de temperatura e
principalmente pela presséo do sistema. Por meio do controle da densidade € possivel simular
e/ou substituir as propriedades de inimeros solventes organicos como hexano, metanol, cloreto
de metileno e cloroférmio (GOODSHIP e OGUR, 2004). Para relacionar as variaveis intensivas
(temperatura, pressdo e densidade), se sugere que sejam utilizadas equacdes de estado a fim de
determinar os valores de densidade do solvente e/ou da mistura solvente-soluto (BRUNNER,
1994).

A densidade dos fluidos supercriticos pode ser alterada por uma pequena modificacdo da
pressdo ou da temperatura do sistema, especialmente na regido préxima do ponto critico. A
densidade aumenta com o incremento da pressdo a uma temperatura constante; entretanto,
diminui com o aumento da temperatura a uma pressao constante. Este efeito proporciona um
grau de seletividade para estes fluidos. As mudancas de seletividade com alteracGes de pressédo
e temperatura permitem selecionar quais dos principais compostos que se deseja extrair da
matriz solida (BRUNNER, 1994; BRUNNER, 2005; ROSA et al. 2009; HERRERO et al.,
2013; PEREIRA et al., 2016).

De acordo com a porosidade a densidade é dividida em trés tipos: densidade real ou
verdadeira que é a densidade do material que foi moido ou triturado desconsiderando o efeito
da porosidade; densidade aparente que é a porosidade do material (sélido ou liquido)
considerando a existéncia de todos os poros e densidade da particula que é a densidade de uma

particula ou material ndo modificado estruturalmente, mas que possui poros internos em sua
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estrutura. A relacdo entre as densidades fornece o valor de porosidade do material (MEIRELES
e PEREIRA, 2013).

3.3.1.4 Vazédo

A vazdo do solvente é um pardmetro que pode controlar a extracdo se as condicdes de
equilibrio ou de transferéncia de massa da superficie da particula para o fluido é o fator
predominante durante o processo de extracdo. No entanto, se 0 mecanismo de resisténcia a
transferéncia de massa interna € a etapa controladora do processo, a vazdo do solvente ndo
influenciara significativamente o processo de extracio (BJORKLUND et.al., 1998). Na SFE de
substratos solidos, o processo de extracdo ocorre naturalmente em uma coluna particular, o
fluxo de solvente que passa através da coluna deve ser interrompido para executar as etapas de

descompressao, descarga do material esgotado e recarga do novo material.

3.3.1.5 Solubilidade

Tal como a diferenca de temperatura para a transferéncia de calor e a diferenca de pressédo
para a transferéncia de quantidade de movimento, a forca motriz do fenémeno de transporte de
massa € a diferenca de concentracdo da espécie quimica. Contudo, esta transferéncia de massa
é limitada pelas condicGes de equilibrio. A solubilidade é utilizada para estimar o quanto de um
soluto pode dissolver-se em um solvente especifico, assim, a caracteristica principal de uma
solucdo € que os solutos se dissolvem no solvente. Para estudar o equilibrio de fases e diante
da complexidade em termos de substancias presentes numa amostra vegetal, geralmente uma
modelagem empirica é adotada (MEIRELES, 1999; BROWN e HOLME, 2009).

A solubilidade dos fluidos supercriticos é maior a medida que a pressdo é aumentada.
Consequentemente, o poder de solvatacdo do solvente é elevado devido ao aumento da
densidade. No entanto, a temperatura tem influéncia nas propriedades do solvente e do soluto,
com o aumento da temperatura, a densidade diminui (menor solubilidade dos fluidos
supercriticos), além disso, aumenta a pressdao de vapor (maior solubilidade dos fluidos
supercriticos). Portanto, a selecdo da temperatura na SFE requer atencdo destes dois efeitos
opostos sobre a solubilidade (BRUNNER, 1994; BRUNNER, 2005; DE MELO, SILVESTRE
e SILVA, 2014; CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo da obtencéo de 6leo via extracdo com SFE e extracdo convencional a partir de

folhas de M. standleyi, foi realizado de acordo com o fluxograma de atividades descrito na

Figura 2.
Matéria-prima  --------------->| -Folha
" . -Secagem: 35 °C por 48 h
Preparacdo da matéria-prima > -Moagem: 21,5 rpm
-Umidade
Caracterizacao da > -Diametro da particula
matéria-prima -Densidade aparente
-Densidade real
Leito de extragao
Metodologia de Extracao r-====>| _Porosidade do leito
Extracdo com fluido Extracao convencional
supercritico (Hidrodestilagao)

}

Composi¢do quimica dos 6leos  |-->| -Andlise por CCDAE
\l/ - Anélise por CG/EM/DIC
-Compostos fendlicos totais

Atividade antioxidante dos 6leos

v

Atividade antimicrobiana dos 6leos

Figura 2. Fluxograma das atividades realizadas no presente trabalho.
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4.1 Matéria-prima

As folhas de cipo-de-alho (Mansoa standleyi) foram coletadas (5 kg) no campo
experimental de plantas medicinais da Embrapa Amazénia Oriental (EMBRAPA), localizado
em Belém, PA. A partir de uma Unica safra, para evitar variacdes da composic¢éo quimica do
6leo. A coleta foi feita de manh&@ devido a que nesse horario a temperatura ambiente é
relativamente baixa e h4 menos probabilidade de degradacéo dos compostos. A coleta foi feita
de vérias arvores e em diferentes posicdes dessas arvores, para que amostragem seja
representativa. Uma exsicata encontra-se depositada no herbario do Museu Paraense Emilio
Goeldi (MG 188.707). Ap6s a coleta, as folhas foram colocadas em sacolas plasticas e
transportadas até o Laboratério de Extracdo (LABEX, FEA-UFPA) para a realizacdo do

presente estudo.

4.1.1 Caracterizacdo da Matéria-prima
4.1.1.1 Secagem e moagem

As folhas de M. standleyi foram secadas a 35 °C por 48 h em estufa de circulacdo de ar
(Modelo 225, Fabbe-Primar®, Brasil) de acordo com os parametros relatados por Guilhon et al.
(2012) no Laboratério de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON/FEQ-UFPA). Em
seguida a matéria-prima seca foi moida em um moinho de facas (Modelo ma 048, Marconi®,
China) com velocidade de 21,5 rpm no Laboratorio de Extragdo (LABEX/FEA-UFPA).

4.1.1.2 Determinacdo da umidade

A matéria-prima foi caracterizada quanto ao seu teor de agua segundo o método de
destilacdo do solvente imiscivel de Jacobs (1973) no Laboratério de Engenharia de Produtos
Naturais (LEPRON/FEQ-UFPA). Este procedimento foi realizado em triplicata. A umidade da

amostra foi calculada pela Equacéo 1:

V.
U= (LPHZO) x 100 (1)

M amostra
Onde:
U: umidade;
V(H20): volume de &gua extraida da amostra;
pH20: densidade da agua;

M(amostra): Massa da amostra.
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4.1.1.3 Determinacédo do didametro da particula

Para determinar a granulometria, uma amostra do material moido (cerca de 100 g) foi
classificada de acordo com uma série de peneiras Tyler de 20 a 60 mesh (Bertel, Brasil), no
Laboratorio de Medidas Fisicas (LAMEFI/FEA-UFPA). As fracbes de 20, 28 e 35 mesh foram
misturadas e homogeneizadas, logos foram utilizadas para o empacotamento do leito de
extracdo. O didmetro médio das particulas foi determinado de acordo com o método
recomendado pela ASAE Standart (ASAE, 1993) atraves da Equacao 2:

o A\
> | w. logd.

izl [

dmg =log S #)
> W
— i:1 -

Onde:
di=(d.d )"

di: abertura nominal da i-ésima peneira (mm);
di+1: abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm);

w1: massa do material retida na i-ésima peneira.

4.1.1.4 Determinacdo da densidade aparente do leito, densidade real da particula e porosidade
do leito.

A densidade aparente (pa) foi calculada dividindo-se a massa total necessaria da matéria-
prima (F) para empacotar o leito, pelo volume total (V) do leito de extracéo, conforme Equacéo
3:

I
<™

Pa (3)

A densidade real (pr) das particulas foi determinada por picnometria com gas hélio na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp utilizando densimetro (Micrometrics,
modelo Multivolume Pycnometer 1305, USA), uma balanca analitica (QUIMIS, modelo AS
210, Brasil) e um pesa filtro. A porosidade do leito (&) foi calculada pela relagdo matematica

da densidade real e aparente, através da Equacao 4:
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Pa (@))

e=1-——

pr

4.2 Extracdo com Fluido Supercritico (SFE)
4.2.1 Unidade de Extracdo Supercritica

As extracGes foram realizadas no Laboratério de Extragdo (LABEX/FEA-UFPA), na
unidade de extracio supercritica Spe-ed™ SFE (Applied Separations modelo 7071, USA). O
Spe-ed™ SFE esta acoplado a um compressor de volume interno 19,7 L (Schulz, modelo CSA
7,8, Brasil), recirculador (Polyscience modelo F08400796, USA), um cilindro com CO, e
medidor de vazao de CO> na saida do sistema (Dwyer, modelo RMA, USA).

4.2.2 Procedimento Operacional
O Procedimento operacional foi realizado segundo o manual de operacdes da Applied
Separations (2004).

4.2.3 Preparacdo do Leito de Extracdo

O empacotamento da célula de extracdo, com dimensdes de 0,125 m de altura e de 0,032
m de didmetro interno, foi realizado com 10 g de matéria-prima. A fim de evitar a migracao de
particulados da matéria-prima para os dutos capilares, foram inseridas pequenas por¢des de
algoddo nas extremidades internas da célula e esferas de vidro. Posteriormente, foi fechada e

inserida dentro do forno de Spe-ed™ SFE para iniciar o processo de extracéo (Figura 3).

Esferas de vidro —»
Algodio ¥

M. standleyi —»
Algoddo —»

Esferas de vidro —»

Figura 3. llustragéo do leito de extracéo.
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4.2.4 Determinagdo das Isotermas de Rendimento Global

Os ensaios SFE foram realizados em folhas de M. standleyi secas, moidas e peneiradas,
utilizando CO2 como solvente os parametros operacionais mantidos constantes foram o tempo
de extracdo estatica (tE) de 30 min e o tempo dindmico (tD) de 180 min, a vazdo volumétrica
de CO2 (Qco2) de 2,5 L/min e massa de matéria-prima (F) de 10 g. Para a obtengdo do 6leo de
M. standleyi a selecdo das varidveis temperatura e pressdo foi realizada a fim de obter uma
diferenga da densidade do CO> nas isotermas de 35 e 45 °C combinadas com os valores de
pressdo de 100, 200, 300 e 400 bar. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os rendimentos
globais foram calculados a partir da razdo matematica entre a massa de 6leo e a massa de
amostra em base seca, como pode ser visualizada na Equagéo 5:

m,

Xo8.5(%) =m N ( Ua)
a ~ 100

Onde:
mo: massa de extrato (g);
mq: massa de amostra em (g);

Ua: umidade da amostra (%).

4.3 Hidrodestilacao

O processo de extracéo foi realizado de acordo com os pardmetros descritos por Zoghbi,
Pereira e Oliveira (2012) no Laboratdrio de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON/FEQ-
UFPA), em sistema de vidro do tipo de Clevenger, a partir do material seco, usando 100 g de
amostra. O periodo de extracdo foi de 3 h, com temperatura de 100 °C. A bateria de destilagcdo
foi acoplada a um sistema de refrigeracdo para manutencdo da dgua de condensacdo em torno
de 12 °C. Os 6leos obtidos foram centrifugados a 3000 rpm durante 5 min, desidratados com
sulfato de sodio (Na2S0O4), novamente centrifugados nas mesmas condigoes para ficar livre de

umidade. O rendimento de 6leo foi calculado em base seca pela Equacéo 5.

4.4 Determinacdo da Composi¢do Quimica dos Extratos
4.4.1 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

A triagem fitoquimica dos Oleos de M. standleyi foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) de acordo com o método de Wagner e Bladt
(2001) e Srivastava (2011) no Laboratorio Central de Extracdo (ICN/UFPA). Utilizando um

CAMAG-TLC/HPTLC (CAMAG, Suiza), equipado com automatic TLC sampler (ATS 4),
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Automated Multiple Development (AMD 2) e TLC Visualizer. Os 6leos de M. standleyi obtidos
pela extracdo supercritica (ensaios 1-8), o 6leo obtido por Hidrodestilacdo (H) e os padrdes
utilizados (B-mirina e t-Resveratrol) (P), foram dispostos nas placas conforme mostra a Figura
4. Os 6leos foram dissolvidos em etanol (99,9%, Tedia®, Brasil), a uma concentra¢do de 5000
ppm, e o0s padrdes a uma concentracdo de 200 ppm, foram aplicados 20 pL dos dleos e 5 puL
dos padrdes, em forma de banda em placas de silica gel 60 A (SiliCycle Inc, Canada). Foi
utilizado como fase moével diclorometano (99,9%, Tedia®, Brasil) e metanol (99,9%, Tedia®,
Brasil), acidificada com 1% &cido formico (85%, Isofar®, Brasil) em uma proporcéo de (95:4:1)
(vIVIv). As placas foram derivatizadas com vanilina-acido sulfarico (VAS) (Merck®, Brasil)
especifico para identificacdo de terpenos, esterdides e &cidos graxos, usando a -mirina (pureza
98,5%, Sigma-Aldrich®, Brasil), o Fast Blue Salt (FBS) (95%, Sigma-Aldrich®, Brasil) para
identificagdo de compostos fendlicos, difenilboriloxietilamina (NP) (Sigma-Aldrich®, Brasil) e
polietilenoglicol 4000 (PEG) (Sigma-Aldrich®, Brasil) (NP/PEG) para identificacdo de
flavonoides e com uma solucdo metandlica (99,9%, Tedia®, Brasil) do radical DPPH. (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) (Sigma-Aldrich®, Brasil) para avaliacio qualitativa da atividade
antioxidante. Usando o t-Resveratrol (pureza 99,0%, Sigma-Aldrich®, Brasil) para as placas
derivatizadas com FBS, NP/PEG e radical DPPHe. As placas foram visualizadas sob luz visivel
e luz UV a A de 366 nm.

Oleo obtido a 100 bar! 35 °C
Oleo obtido a 200 barf 35 °C
Oleo obtido a 300 bar! 35 °C
Oleo obtido a 400 barf 35 °C
Oleo obtido a 100 bar 45 °C
Oleo obtido a 200 bar! 45 °C
Oleo obtido a 300 bar! 45 °C
Oleo obtido a 400 bar! 45 °C

g Oleo obtido por Hidrodestilagiio

Fr—n
[ o]
"
IS
M
%31
e |
o0

[
Extracdo com_fliido supercritico (SFE)

Figura 4. Disposi¢do dos 6leos de M. standleyi na placa para a anélise por CCDAE.
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4.4.2 Analise por Cromatografia Gasosa (CG/EM/DIC)

Foi feita por cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizagéo de chama e um
espectrometro de massa (CG/EM/DIC) de acordo com o método descrito por Souza Filho et al.
(2009) no Laboratorio Adolpho Ducke (LAD) do Museu Paraense Emilio Goeldi, utilizando os
6leos de M. standleyi obtidos pela extracdo supercritica e o 6leo obtido por Hidrodestilag&o,
empregando um QP 2010 sistema Shimadzu equipado com um auto injetor de AOC-20i, RTX-
5MS, uma coluna capilar de silica (30 mx 0,25 mm, espessura de filme de 0,25 um), as
temperaturas de 60 a 250 °C, com um gradiente de 3 °C / min e a temperatura do injetor de 250
°C; hélio como gas de arraste, a um caudal de 1,2 mL / min (medido a 100 °C), injegdo de 2 pL
de 6leo, impacto de elétrons de 70 eV e temperatura da fonte de ions de 200 °C. Os compostos
foram identificados com base nos indices de retencdo (IR), determinados pelo tempo de
retencdo dos compostos em uma série homéloga de hidrocarbonetos (C8-C20), comparando-se
0s seus espectros de massa com os descritos na literatura (ADAMS, 2007) e na base de dados
NIST (STEIN et al., 2002). A quantificacdo foi obtida por CG, equipado com detector de
ionizacdo de chama (DIC), nas mesmas condic¢Bes operacionais, exceto o gas de arraste, que foi
o hidrogénio. A porcentagem da composicdo foi obtida pela area dos picos, sem uso de fator

externo.

4.4.3 Analise de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A determinacdo de CFT foi realizada utilizando o método de Folin-Ciocalteu segundo a
metodologia descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos, (1999) e Georgé et al.
(2005). Os 6leos de M. standleyi, foram dissolvidos em etanol (96%, Dinamica®, Brasil) a 7%
(v/v), na concentracdo de 140 mg/L. Em seguida, 0,5 mL desta solucdo, foi submetida a reacéo
com 2,5 mL de Folin-Ciocalteu (Tedia®, Brasil) a 10% (v/v) e 2 mL de solugdo de carbonato
de sodio (99,5%, Vetec®, Brasil) a 7,5% (m/v). Apds 60 min de incubagio a temperatura
ambiente e no escuro, as medidas das absorbancias foram realizadas a 760 nm em um
espectrofotobmetro UV-VIS (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA). O teor de
compostos fendlicos foi expresso como miligrama equivalente de acido géalico (EAG) (98%,
Vetec®, Brasil) por grama de 6leo em base seca (b.s.) (mg EAG/g) a partir da equacéo da curva
de calibragdo (y=0,0099x—0,0277; R?=0.9971). A analise foi realizada em triplicata.

33



Materiais e Métodos

4.5 Atividade Antioxidante dos Oleos

A determinacdo quantitativa da atividade antioxidante dos 6leos de M. standleyi pelo
método DPPH foi realizada no Laboratorio de Processos Biotecnologicos (LABIOTEC/FEA-
UFPA) de acordo com o método proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e
Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998). Foi preparada uma solucdo de DPPH (2,2-
Difenil-1-picril-hidrazil) (Sigma-Aldrich, Brasil) a 60 uM em etanol (96%, Dinamica®, Brasil).
Em seguida, 3,9 mL desta solucdo foi adicionado em 0,1 mL do Oleo em diferentes
concentracgdes (20, 15, 10, e 8 mg/mL). Essas solucdes foram mantidas a temperatura ambiente
e no escuro. Apos estabilizagdo do tecso (tempo necessario para reduzir em 50% a quantidade
inicial do radical DPPHe¢) a absorbancia foi medida a 515 nm utilizando um espectrofotdmetro
UV-VIS (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA). Foi realizado o céalculo do ECs
(quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a quantidade inicial do radical
DPPH?) e atividade antioxidante foi expresso como grama de 6leo por grama de DPPH em base

seca (b.s.) (ECso expresso em g de 6leo/g de DPPH). A analise foi realizada em triplicata.

4.6 Atividade Antimicrobiana do Oleo

Para a analise da atividade antimicrobiana in vitro foi utilizado nos ensaios cepas padrdo
Stapphylococcus aureus (ATCC 29213); Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans
(ATCC 10231) adquirido da Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) e pertencente ao banco de
padrdes do Laboratério de Controle de Qualidade Microbioldgico de Medicamentos do Centro
Universitario do Para-CESUPA. O indculo de cada microrganismo foi obtido a partir de uma
suspensdo microbiana de cultura recente (maximo 24 h) em solug&o salina 0,85% (m/V) pela
comparacgdo da turbidez do indculo com a escala MacFarland equivale a concentracdo de
1,5x10% UFC/mL (NCCLS M7-A7, 2006) em turbidimetro (Maca: Grant bioModelo:DEN-1).
O meio de cultura utilizado para o teste de sensibilidade em placa foi 0 agar caseina soja (ACS)

e o caldo cérebro e coracdo (BHI) contendo polissorbato 80 a 0,3% (m/V).

4.6.1 Avaliacdo da Sensibilidade da Amostra pelo Método de Difusdo em Agar

Em uma placa de Petri foram vertidos 10 mL do agar caseina soja (15x100 mm). Em
seguida, inoculou-se 0 microrganismo (108 UFC/mL) com o auxilio de um swab estéril e sobre
0 meio adicionou-se discos papel impregnados com 10 pL de 6leo (obtido por SFE na condigéo
de 400 bar/35 °C e por Hidrodestilacdo). As placas foram incubando a 30+5 °C por 24 h em
ambiente de aerobiose (NCCLS M7-A7, 2006). Apos o periodo de incubacéo, as placas foram
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reveladas com cloreto de trifeniltetrazolico a 7 mg/mL em &gar bacterioldgico a 1% (m/V). Os
halos foram mensurados com auxilio de um paquimetro (mm) e avaliados por meio de anélise
descritiva. O halo de inibicdo a ser considerado foi aquele em que o halo apresentou didmetro
> 8 mm (CHANDA e BARAVALIA, 2010). Como droga antifungica controle foi utilizado a
Nistatina e como droga antibacteriana a Estreptomicina e Vancomicina. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

4.6.2 Determinacéo da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi realizada com o 6leo essencial e foi adaptada da microdilui¢do proposta por
NCCLS M7-A7 (2006). O teste ocorreu em placa de Elisa® onde uma aliquota de 100 pL da
amostra foi diluida na proporcgdo 1:2 (v/v) em caldo BHI contendo 106 UFC/mL até 10 diluicbes
consecutivas. As placas foram incubadas a 305 °C por 48h. O teste foi realizado em triplicata.
Apos a incubacdo, as placas foram reveladas com caldo bacteriolégico a 1% (m/V) contendo
solugdo de cloreto de trifeniltetrazolico 7 mg/mL e incubadas por mais 30 min a 30+5 °C para

bactérias. A cor vermelha no meio foi interpretada como crescimento microbiano.

A revelacgdo do resultado para C. albicans deu-se a partir dos pocgos onde, apds 24 h de
incubacdo ndo havia crescimento bacteriano visiveis. De cada poco transferiu-se uma aliquota
de 10 pL para a superficie do agar BHI. Apds 24 h de incubagéo a 35 °C, registrou-se a menor
concentracdo do 6leo, no qual ndo se evidenciava crescimento bacteriano. Esses ensaios foram

realizados em triplicatas.

4.7 Andlise Estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
como a média + desvio padrdo de trés repeticGes independentes (n=3). Para verificar a
existéncia de diferenca significativa entre o rendimento, compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante dos 6leos de M. standleyi, as médias dos resultados foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) e, quando significativas, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com auxilio do programa STATISTICA® verséo 7.0 (Statsof. Inc. Tulsa, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da Matéria-prima e Leito de Extracdo

A matéria-prima de estudo constituida de folha de M. standleyi apresentou
10,01+0,03% de umidade, diametro médio das particulas de 0,65+0,03 mm, densidade aparente
(pa) de 0,30+0,01 g/cm?, densidade real (pr) de 1,24+0,02 g/cm? e porosidade do leito (¢) de
0,76. Estes valores dos parametros avaliados na matéria-prima sdo adequados para SFE, e sdo
considerados uns dos principais parametros que influenciam diretamente na taxa de
transferéncia de massa do processo. Portanto, a matéria-prima deve ser pré-tratada ou
acondicionada corretamente, para aumentar a taxa de extracdo (PEREIRA e MEIRELES, 2010;
HERRERO et al., 2013; SALAZAR et al., 2018). Estes parametros foram mantidos constantes
no processo de SFE, a fim de que estes ndo exercessem influéncia nos rendimentos globais de

extracdo, uma vez que nao foram avaliados neste trabalho como varidveis do processo.

5.2 Extragdo com Fluido Supercritico (SFE)
5.2.1 Determinacéo dos Rendimentos Globais de Extracdo

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados médios dos valores de rendimento global de
extracdo em base seca. Os resultados obtidos permitem constatar que os valores de rendimento
global de extracdo, apresentam diferencas significativas entre si (p<0,05), com valores variando
de 0,87 a 2,02%. A maior média encontrada refere-se a condi¢do de 400 bar, 35 °C e com uma
densidade de 972,26 kg/m? (ensaio 4), a qual difere estatisticamente dos demais, a excecio do
6leo obtido na condigdo de 400 bar, 45 °C e com uma densidade de 939,75 kg/m® (1,83%)
(ensaio 8) em que ndo apresentam diferencas entre si (p>0,05). Foi observado que com o
aumento da densidade do solvente houve um aumento sequencial do rendimento global de
extracdo. Esse comportamento pode ser explicado devido ao processo de extracdo que sofre

influéncia da presséo e temperatura.

Em geral, a taxa de extragdo aumenta por causa do aumento da solubilidade do soluto no
solvente. Com o acréscimo da pressdo, aumenta a densidade do fluido supercritico, elevando
assim o seu poder de solvatacdo. Em relacdo a temperatura, ha influéncia nas propriedades do
solvente e do soluto; com o aumento da temperatura, aumenta a pressao de vapor, elevando a
solubilidade dos fluidos supercriticos (BRUNNER, 2005; DE MELO et al., 2014; CORNELIO-
SANTIAGO etal., 2017).
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Tabela 2. Valores médios de rendimento global de extracdo, compostos fendlicos totais (CFT)

e atividade antioxidante, referentes ao 6leo obtido das folhas de M. standleyi.

Extracdo com fluido supercritico (SFE)

. _ _ CFT DPPH
N°de Temperatura Pressdo Densidade Rendimento
) (mg EAG/g  (ECsoexpresso em g
ensaio (°C) (bar) (Kg/m?3) (%) ] ]
de 6leo) de 6leo/ g de DPPH)
1 100 712,81 1,17#0,03"  31,87+0,19" 2475,55+63,05°
2 - 200 865,72  1,31+0,03¢  44,96+0,05 1721,02+17,28
3 300 929,11  1,65+0,05" 61,86+0,13" 1059 46:+1,26°
4 400 972,26 2,02+0,01*  72,06+0,08? 457,64+4,52¢
5 100 498,25 0,87£0,02°  33,79+0,249 1583,17+0,30
6 45 200 812,69  1,55+0,06° 47,58+0,40° 1548.36:+0,04 '
7 300 890,33  1,78+0,05°  49,61+0,44¢ 1479,16+1,92f
8 400 939,75  1,83+0,01* 56,01+0,12° 731,93+0,01¢
Hidrodestilacdo (HD) a 100 °C 0,14+0,01 58,71+0,52 38764,67+£773,35

Dados representam a média + desvio-padrao (base seca). Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo

diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

E importante destacar que atualmente na literatura ndo existe nenhum estudo da M
standleyi empregando a tecnologia supercritica. De acordo com os estudos publicados na
literatura para SFE de outras plantas, foi possivel observar que existem resultados semelhantes
aos obtidos neste estudo. Assim, Veggi, Cavalcanti e Meireles (2011) acharam um rendimento
para folhas de inga-cipd (Inga edulis) de 0,2% e 1,8% e em né-de-cachorro (Heteropterys
afrodisiaca) de 0,1% e 2,0%. De Souza et al. (2018) reportaram um rendimento para folhas de
bardana (Arctium lappa) de 1,4%. Entretanto, foram reportados valores superiores ao deste
estudo, por Del Valle et al. (2005), para folhas de boldo (Peumus boldus M.), onde o rendimento
global de extracédo variou de 2,8 a 4,9%. Radojkovic et al. (2016) acharam um rendimento para
folhas de amoreira branca (Morus alba) de 2,9%. Lee et al. (2017) reportaram um rendimento
em folhas de amoreira branca (Moringa oleifera Lam) de 2,3%. Al Bulushif et al. (2018) em

folhas de tamareira (Phoenix dactylifera L.) obtiveram um rendimento de 3,7%.

Alguns estudos reportam que o rendimento global de extracdo pode ser aumentado com
um incremento do fluxo ou vazdo de CO, onde consequentemente ocorre um acréscimo da

transferéncia de massa, como também, com adi¢do de um cossolvente ou modificador ao CO>
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supercritico. Esse efeito é atribuido a diversos fatores: alteracdo na estrutura da matriz, mudanca
nas propriedades de transporte do solvente, interac6es soluto/cossolvente/solvente, modificacéo
da forca ligante soluto-matriz (principalmente relacionada com pontes de hidrogénio)
(HERRERO et al., 2013; COSTA et al. 2015; PEREIRA et al., 2016).

5.3 Extracédo Convencional por Hidrodestilagdo (HD)

A extragdo por HD foi realizada como extragdo de referéncia a fim de comparar 0s
resultados de rendimento e a composi¢éo quimica dos 6leos obtidos por SFE. O rendimento em
base seca foi de 0,14% (Tabela 2). Este resultado encontra-se em concordancia com os valores
encontrados por Zoghbi et al. (2010); Zoghbi, Pereira e Oliveira (2012) em um estudo com
folhas de M. standleyi, onde o rendimento do 6leo em base seca foi de 0,15%. Entretanto,
Guilhon et al. (2012) reportaram um valor superior de rendimento de dleo obtido a partir de
folhas de M. standleyi de 0,22%. Estas diferencas encontradas nos teores de rendimento podem
ser explicadas devido aos métodos de secagem da matéria-prima e as condi¢des de extracdo
utilizadas (BASTOS et al., 2012). Comparando os resultados da SFE com a extra¢éo por HD,
pode ser observado na Tabela 2 que para os 6leos obtidos por SFE independentemente da
condicdo operacional utilizada, o rendimento foi superior ao obtido por HD. O incremento do
rendimento global na SFE pode ser devido a polaridade do solvente e as baixas temperaturas

utilizadas no processo, evitando a perda de muitos compostos sensiveis ao calor.

5.4 Determinacdo da Composicdo Quimica dos Oleos
5.4.1 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

A triagem fitoquimica por CCDAE dos 6leos de M. standleyi obtidos pela extracdo com
fluido supercritico (SFE), conforme apresentado na Tabela 2 (ensaios 1-8), e 0 6leo obtido por
Hidrodestilagdo (HD) é mostrada nas Figuras 5 e 6. As placas foram derivatizadas com
diferentes reagentes que produzem cor caracteristica para classes especificas de compostos
quimicos. Assim, a placa derivatizada com VAS (Figura 5 A) mostra a formacdo de bandas
com coloracdo roxa/lilas indicando a presenca de terpenos e bandas com coloragdo cinza
caracteristicas de acidos graxos (JORK et al., 1990; WAGNER e BLADT, 2001) para os 0leos
obtidos com SFE (ensaios 1-8), que também apresentam atividade semelhantes ao padréo

positivo (B-amirina).

38



Resultados e Discussao

FERC Sty
R

Figura 5. CCDAE dos 6leos de M. standleyi, obtido por SFE (ensaio 1-8); Hidrodestilacdo
(HD); padrao (P): B-mirina placa (A) reveladas com VAS e t-Resveratrol placa (B) reveladas
com FBS.
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Figura 6. CCDAE dos 6leos de M. standleyi, obtido por SFE (ensaio 1-8); Hidrodestilacéo
(HD); padréo (P) t-Resveratrol placa (A) revelada com NP/PEG e placa (B) revelada com
DPPH.
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No entanto, foi observado que 6leo obtido por HD ndo apresenta o mesmo perfil
fitoquimico, € possivel afirmar que esta classe de compostos é extraida preferencialmente
utilizando CO. como solvente. A placa derivatizada com FBS (Figura 5 B) indica a presenca
de compostos fendlicos devido a formacao de bandas de coloracédo alaranjado-marrom (JORK
etal., 1990). De acordo com os resultados, foi observado que os 6leos obtidos com SFE (ensaios
3, 4, 7 e 8) apresentam um perfil fotoquimico semelhante, verificando-se notoriamente a
presenca de compostos fendlicos. Porém, os dleos ndo tém bandas com o mesmo fator de
retencdo (Rf) que o padrao utilizado (t-Resveratrol). Em relacéo ao 6leo obtido por HD ndo foi

evidenciado claramente esta classe de compostos.

Na placa derivatizada com NP/PEG (Figura 6 A) visualizada em luz UV no A de 366 nm,
0s compostos presentes nos Oleos tornaram-se fluorescentes ao serem excitadas por essa
radiacdo e ha a possivel presenca de flavonoides pela coloracdo verde-amarela das bandas
(JORK et al., 1990; WAGNER e BLADT, 2001). Observasse que nos 6leos obtidos com SFE
(ensaios 2, 3, 4, 6, 7 e 8) ha uma melhor identificacdo dos compostos. Deste modo, sao
visualizadas bandas de cor amarela com o mesmo Rf para estes 6leos, no entanto apresentam
Rf diferente ao padrdo utilizado (t-Resveratrol). Em contraste, no 6leo obtido por HD ndo ha
identificacdo para esta classe de composto. Na placa derivatizada com DPPH (Figura 6 B) para
a avaliacdo qualitativa da atividade antioxidante, se evidenciou a presenca de bandas amarelas
sobre o fundo purpura da placa para todos os 6leos obtidos com SFE, sendo observado uma
melhor identificacdo nos 6leos obtidos em altas pressGes (ensaios 3, 4, 7 e 8) resultantes da
reducdo do radical DPPHe (KEDARE e SINGH, 2011). Isto porque, na presenca de substancias
antioxidantes, € reduzido a 2,2-difenil-picril-hidrazina, perdendo sua colora¢do purpura
(BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995; RAMADAN et al., 2012). No entanto,
os 6leos apresentam bandas com Rf diferente ao padrdo utilizado (t-Resveratrol). Em relacéo
ao Oleo obtido por HD nédo foi evidenciado a presenca de substancias com atividade

antioxidante.

Os resultados para os 6leos obtidos com SFE evidenciaram a presenca (reacao positiva)
de constituintes quimicos caracteristicos desta planta, como o0s terpenos, acidos graxos,
compostos fendlicos e flavonoides. Resultados semelhantes ja haviam sido encontrados por
Pereira et al. (2017) em extrato etandlico e hidroalcodlico, a partir de uma planta da mesma

familia (Mansoa hirsuta) analisados por CCD.
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5.4.2 Andlise de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Em relag&o ao conteudo de CFT, os valores encontrados para cada ensaio sdo mostrados
na Tabela 2. Os resultados obtidos permitem constatar que os teores médios de CFT em base
seca, apresentam diferencas significativas entre si (p<0,05), com valores variando de 31,87 a
72,06 mg EAG/g o6leo. A maior concentracdo fenolica foi observada para a condicdo de 400
bar, 35 °C e com uma densidade de 972,26 kg/m? (ensaio 4), a qual foi significativamente
superior aos valores obtidos para os demais ensaios. De modo geral, notasse que o contetdo de
CFT sofre influéncia direta da presséo, ou seja, a medida que é aumentada (nas duas isotermas
35 e 45 °C) h4a um incremento no contetdo de CFT. Esse comportamento pode ser explicado,
devido a que, com aumento da pressdo hd um aumento da densidade do solvente (CO>) e
consequentemente um aumento na solubilidade desses compostos. Além disso, 0 uso de baixa
temperatura no processo de SFE evita a degradacdo de composto termosensiveis (HERRERO
etal., 2013; MEIRELES e PEREIRA, 2013; DE MELO et al., 2014).

Comparando estes resultados com os estudos realizados empregando a SFE para outras
plantas, observou-se que seguem a tendéncia apresentada por Barroso et al. (2011) em folhas
de aroeira salsa (Schinus molle) onde reportaram valores de 31,91 para 64,16 mg EAG/g
material obtidos nas condi¢cdes de 100 e 200 bar respectivamente, utilizando uma temperatura
de 50 °C. Salazar et al. (2018) utilizando folhas e caules de cipé puca (Cissus siyoides)
reportaram valores de 37,83 para 44,09 mg EAG/g de material obtidos nas condi¢fes de 200 e
400 bar respectivamente, utilizando uma temperatura de 50 °C, indicando que, com aumento
da pressdo hd um aumento no conteldo de CFT. Entretanto, Kazan et al. (2014), no estudo
realizado com folhas de pessegueiro (Prunus pérsica) encontraram um teor de 70,92 mg EAG/g
de material obtido nas condi¢des de 150 bar e 60 °C. Justo et al. (2015) em um estudo com
folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) reportaram um teor de 62,70 mg EAG/g de
material nas condi¢6es de 250 bar e 40 °C, sendo que, estes valores sdo semelhantes aos obtidos

neste estudo.

Comparando os resultados da SFE com a extracdo por HD apresentados na Tabela 2, em
relacdo ao contetdo de CFT, o 6leo obtido por HD apresentou um menor valor (58,71 mg
AGE/g de 0leo) em comparacdo ao 6leo com maior contetdo de CFT obtido com SFE (72,15
mg EAG/g de 0leo). Assim, Pereira et al. (2017) realizaram um estudo com uma planta do
mesmo género e diferente espécie (Mansoa hirsuta) utilizando a extracdo hidroalcéolica,

reportando um teor de 55,7 mg EAG/g de material, sendo que este valor é semelhante aos
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resultados obtido neste estudo. As diferencas nos teores de CFT podem variar de acordo com o
solvente usado, método de extracdo e a matriz vegetal. Geralmente, sdo extraidos usando
solventes mais polares como: etanol, metanol, propanol, acetona, acetato de etila (GARCIA-
SALAS et al., 2010; DO et al., 2014).

5.4.3 Andlise Quantitativa da Atividade Antioxidante

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados médios dos valores de ECso em base seca. Os
resultados obtidos permitem verificar que os valores de ECso apresentam diferencas
significativas entre si (p<0,05), com valores variando de 457,64 a 2475,55 g de 6leo/ g de
DPPH. O menor valor de ECso foi observado para a condi¢do de 400 bar, 35 °C e com uma
densidade de 972,26 kg/m? (ensaio 4), sendo sua média estatisticamente diferente das demais
(p<0,05). No entanto, o potencial antioxidante do 6leo é inversamente proporcional ao valor do
ECso, Ou seja, quanto menor o valor de ECso apresentado pelo dleo, menor quantidade de
amostra (6leo) é necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical DPPHe. e
dessa forma, maior sua atividade antioxidante. Além disso, o 6leo obtido na condicao de 400
bar, 45 °C e com uma densidade de 939,75 kg/m? (ensaio 8) (731,93 g de 6leo/ g de DPPH)
também apresentaram uma boa capacidade antioxidante, sendo sua media estatisticamente
diferente das demais (p<0,05). O inverso foi observado para os 6leos obtidos em pressdes baixas
(100 e 200 bar), evidenciando uma baixa atividade antioxidante quando comparados aos
demais. Os resultados da atividade antioxidante dos dleos estdo relacionados aos resultados de
CFT. Isso confirma que a atividade antioxidante das plantas é dependente da quantidade de
compostos fendlicos (GARCIA-SALAS et al., 2010; DO et al., 2014). Observou-se que 0s
valores de ECsg dos 6leos obtidos por SFE sofrem influéncia da pressao, ou seja, quando a
pressdo aumenta o valor de ECso diminui e consequentemente maior é sua atividade

antioxidante.

Estes resultados estdo de acordo com aquele relatado no item 5.4.1 para a analise
qualitativa da atividade antioxidante por CCDAE (Figura 6B) onde foi observada a mesma
tendéncia, sendo evidenciada uma melhor identificacdo da atividade antioxidante nos 0leos
obtido em pressfes mais altas (ensaios 4 e 8). De acordo com o estudo realizado por Salazar et
al. (2018) com folhas e caules de cipd-puca (Cissus siyoides) reportaram valores de ECso que
variaram de 899,14 para 897,36 g de extrato/ g de DPPH obtidos nas condi¢6es de 200 e 400
bar respectivamente, utilizando uma temperatura de 50 °C e CO2 como solvente, indicando, que
houve um pegueno aumento na atividade antioxidante com aumento da pressao. Além disso,
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reportaram que o extrato obtido com CO; + EtOH adicionado como cossolvente a 400 bar e
50 °C apresentam uma alta atividade antioxidante (379,50 g de extrato/ g de DPPH). Entretanto,
De Sousa et al. (2018) em um estudo realizado com polpa de bacaba-de-leque (Oenocarpus
distichus) que é um fruto rico em compostos fenolicos, os quais sdo 0s responsaveis pela
elevada capacidade antioxidante, reportaram valores de ECso que variaram de 1510,48 para
6504,11 g fruta/ g de DPPH. Embora a matriz vegetal seja diferente a usada neste estudo, 0s
resultados obtidos na melhor condi¢do de SFE (457,64 g de 6leo/ g de DPPH) estdo em
concordancia com os reportados pelos autores acima mencionados, evidenciando que a M.
standleyi apresenta uma importante fonte de compostos bioativos com elevada atividade

antioxidante.

Comparando os resultados da SFE com a extragdo por HD (Tabela 2), em termos de
atividade antioxidante, pode-se observar que os 6leos obtidos por SFE em todas as condic¢des
operacionais usadas, apresentaram valores de ECsg inferiores ao valor de ECso obtido por HD.
Ou seja, independentemente da condicdo operacional, todos os 6leos obtidos por SFE
apresentaram maior atividade antioxidante em relacdo ao 6leo obtido por HD. Estas diferengas
podem estar relacionadas aos teores de CFT (72,15 mg EAG/g de 6leo) com elevada atividade
antioxidante (457,64 g de 6leo/g de DPPH). Na literatura, varios autores tém relacionado os
compostos fendlicos com a capacidade antioxidante de plantas, a qual pode ser atribuida as
propriedades de oxi-reducdo dos mais variados polifendis, que desempenham papel importante
na absorc¢do e neutralizacdo de radicais livres (RUFINO et al., 2010; BORGES et al., 2011;
KARABIN et al., 2015).

5.4.4 Andlise por Cromatografia Gasosa (CG/EM/DIC)

Na tabela 3, estdo apresentados os perfis de acidos graxos do 6leo de M. standleyi obtido
por SFE sobre diferentes condices operacionais. Os resultados indicam que houve diferenca
na composicdo qualitativa dos acidos graxos detectados no 6leo de M. standleyi, em funcéo da
condicgéo operacional de extracdo. Também, em termos quantitativos, foi observada a presenca
significativa de alguns compostos, como o acido linoleico, que foi o principal acido graxo
presente no oleo (=95%), sequido pelos acidos palmitico (=12%) e oleico (=5%). Como pode
ser visto, o Oleo foi caracterizado predominantemente por 4acidos graxos insaturados
(AGI=100%), cuja concentracdo foi muito maior que a de &cidos graxos saturados
(AGS=15%).
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Tabela 3. Composicéao de acidos (%) do 6leo das folhas de M. standleyi obtido por SFE.

Concentracao de acidos graxos (%)
35°C 45°C

Acidos graxos

Presséo (bar)

100 200 300 400 | 100 200 300 400
Palmitico (C16:0) 6,63 546 10,69 12,79 |10,80 10,84 3,13 -
Estearico (C18:0) - - - 4,67 - - -
Oleico (C18:1) 5,84 - - 2,90 - - 4,84
Linoleico (C18:2) 87,53 94,54 89,31 87,21 81,63 89,16 96,87 95,16
AGS? 6,63 546 10,69 12,79 | 1547 10,84 3,13 -
AGIP 93,37 94,54 89,31 87,21 |84,53 89,16 96,87 100
AGMI° 5,84 - - - 2,9 - - 4,84
AGP[ 87,53 94,54 89,31 87,21 81,63 89,16 96,87 95,16

aAGS=Acidos graxos saturados; PAGI= Acidos graxos insaturados; ‘AGMI= Acidos graxos monoinsaturados;

dAGPI= Acidos graxos poli-insaturados.

Entretanto, presenca de &cidos graxos poli-insaturados (AGP1=96%) foi predominante
em relacdo aos monoinsaturados (AGMI=6%) para todas as condi¢fes operacionais. Entre os
AGS, o &cido palmitico foi o principal &cido graxo presente no 6leo, com menor concentracdo
obtida na condicdo de 300 bar e 45 °C (3,13%) e a maior obtida a 400 bar e 35 °C (12,79%).
Com relacdo aos AGI o principal &cido graxo encontrado foi o acido linoleico, com
concentracdo de aproximadamente 90% em quase todas as condi¢des operacionais. As Figuras
7 e 8 mostram 0s cromatogramas de ions-totais para os 6leos de M. standleyi obtidos via SFE.

Os resultados seguem a mesma tendéncia dos estudos realizados por Marija et al. (2016)
com folhas de amoreira branca (Morus alba) extraido por SFE, com concentracdo de 14,76%
para o acido palmitico; e de 26,38% para o acido linoleico. E Lee et al. (2017) no estudo com
folhas de acécia-branca (Moringa oleifera Lam.) também obtido via SFE reportou

concentragdes de 6,84% de acido palmitico e 23,65% de acido oleico.
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Figura 7. Cromatograma de ions-totais do 0leo das folhas de M. standleyi obtidos via SFE

utilizando 35 °C. Pico 1; &cido palmitico. Pico 2; acido linoleico. Pico 3; acido oleico.
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Figura 8. Cromatograma de ions-totais do 0leo das folhas de M. standleyi obtidos via SFE

utilizando 45 °C. Pico 1; acido palmitico. Pico 2; acido estearico. Pico 3; cido linoleico. Pico

4: acido oleico.
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Outro composto presente no 6leo de M. standleyi, foi o acido estearico, com uma baixa
concentracdo (4,67%). Sendo que, a composi¢do obtida neste trabalho foi semelhante a relatada
por Marija et al. (2016) para folhas de amoreira branca (Moringa oleifera Lam) onde a
concentracdo de &cido estearico foi de 4,91%. Esses resultados mostraram que o Oleo
apresentou uma quantidade satisfatoria de acidos graxos essenciais, onde uma dieta rica nesses
compostos ajuda a combater doengas como obesidade, cardiovasculares, cancer, osteoporose,
artrite, diabetes, colesterol entre outros (YADAV et al., 2012; CHAUHAN et al., 2013;
ZARATE et al., 2017). Entretanto, os constituintes quimicos identificados no 6leo de M.
standleyi obtidos por HD encontram-se relacionados na Tabela 4, em ordem crescente de seus
indices de retencdo calculados neste trabalho. O cromatograma de ions-totais do Oleo é

apresentado na Figura 9.

Tabela 4. Constituintes quimicos identificados no 6leo das folhas de M. standleyi obtivo por
Hidrodestilacdo e analisados por CG/EM/DIC.

NUmero do sinal Constituintes Tempo de indice de  Concentracéo
cromatogréfico Retencéo (min) Retencgdo (%)
1 Ditiaciclopentano 6,450 955 12,41
2 Dissulfeto de dialila 10,667 1078 66,18
3 Naftaleno 15,075 1183 1,17
4 Ciclohexano 15,750 1198 5,83
5 Trissulfeto de propil propenila 20,292 1268 9,23
6 5-metil-1,2,3,4-tetraiano 23,342 1368 2,63
7 S8 ciclico 48,983 2038 1,24
1,75) 2
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Figura 9. Cromatograma de ions-totais do 0leo essencial das folhas de M. standleyi obtidos por

Hidrodestilagéo.
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No 6leo de M. standleyi foram identificados compostos sulfurados, fendis e &lcoois.
Observou-se que o constituinte majoritario € um polissulfeto (dissulfeto de dialila) que pertence
aos compostos sulfurados e € um produto formado a partir da degradacao da alicina, devido a
ser um composto instavel em altas temperaturas, especialmente a temperatura de ebulicdo da
agua, onde degradam-se em sulfetos, principalmente dissulfetos e trissulfetos de dialila
(BASTOS et al., 2012). Outros compostos que apresentaram um teor consideravel foram o
trissulfeto de propil propenila e o ditiaciclopentano. Rose et al. (2005) em uma revisao sobre as
espeécies do género Allium, mostrou que a 150 °C ocorre a formacéo de varios sulfetos, entre os
quais, trissulfeto, tetrassulfeto, e tiossulfeto de metil alila, sdo formados a partir do dissulfeto
de dialila.

Ha estudos com dleo de M. standleyi onde foram identificados alguns constituintes como
ditiaciclopentano, dissulfeto de dialila, trissulfeto de propil propenila, 5-metil-1,2,3,4-tetraiano
e S8 ciclico em diferentes concentracdes. Neste contexto, Zoghbi et al. (2010) reportaram um
valor para o dissulfeto de dialila de 60,2% sendo este valor similar ao obtido neste estudo, e
com um indice de retencdo de 1078 igual ao reportado na Tabela 4. Entretanto, Guilhon et al.
(2012) encontraram uma concentracdo de dissulfeto de dialila menor (23,46%) e um indice de
retencdo de similar (1085) ao obtido neste estudo. Foi identificado a presenca de
ditiaciclopentano (17,31%), trissulfeto de propil propenila (0,95%), 5-metil-1,2,3,4-tetraiano
(4,14%) e S8 ciclico (0,95%) com sus indices de retencdo de 963, 1268, 1367 e 2041
respectivamente, sendo estes semelhantes aos reportados neste estudo. Zoghbi, Pereira e
Oliveira (2012) no estudo da composi¢do quimica dos éleos de M. standleyi, quantificaram a
concentracdo de ditiaciclopentano (0,13%), dissulfeto de dialila (52,22%), trissulfeto de propil
propenila (0,16%) e S8 ciclico (0,87%), onde esses valores sdo inferiores aos encontrados neste
estudo (Tabela 4). Essas diferengas na composicéo quimica do 6leo de M. standleyi podem ser
atribuidas as condi¢6es de cultivo (cultivadas na sombra ou cultivadas no sol) ao local de coleta,
preparo da matéria-prima (condi¢Ges e métodos de secagem), método de extracdo e solvente
utilizado (GUILHON et al., 2012; VILHENA-POTIGUARA et al., 2012; DVORAKOVA et
al., 2015).

Comparando os resultados da SFE com a extracdo por HD, em relacdo ao perfil quimico
usando a cromatografia gasosa é possivel afirmar que, os 6leos obtidos apresentam um perfil
quimico diferente em fungdo do método de extracdo empregado, sendo que os 6leos obtidos por

SFE sdo caracterizados pela presenca de acidos graxos essenciais, entretanto, o 6leo obtido por
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HD é caracterizado por apresentar compostos sulfurados, fendis e alcoois. As diferengas no
perfil quimico podem ser atribuidas ao solvente usado e principalmente ao método de extracéo
(GARCIA-SALAS et al., 2010; DO et al., 2014).

5.5 Atividade Antimicrobiana do Oleo

Na Tabela 5 e Figura 10, estdo apresentados os resultados da analise da atividade
antimicrobiana in vitro do 6leo de M. standleyi, estes resultados indicam que o0 6leo apresenta
acdo antimicrobiana. Os resultados qualitativos mostraram que o0 Oleo obtido via SFE
apresentou o halo de inibi¢cdo de 10 mm para S. aureus e 8 mm para E. coli. Entretanto, o
resultado qualitativo do éleo obtido por HD apresentou um halo de inibigdo de 14,25 mm para
S. aureus; 13,50 mm para E. coli e 25,30 mm para C. albicans, equivalentes aos halos obtidos
com os controles positivos de Estreptomicina (15 mm), Vancomicina (13,70 mm) e Nistatina
(28 mm). Quando comparadas as CIMs dos 6leos obtidos por SFE e HD, observa-se que o 6leo
obtido por SFE apresentou acdo antibacteriana contra S. aureus e E. coli, onde a CIM foi de
>1000 pg/mL. Porém, o 0Oleo ndo demonstrou acdo antifingica contra C. albicans nas
concentracdes avaliadas. Em relacdo ao 6leo obtido por HD o mesmo apresentou melhor
potencial de ag@o antimicrobiana frente a S. aureus, E. coli e C. albicans com CIM de >1000;

>1000; e 31,25 pg/mL respectivamente.

O género Mansoa DC representa um grupo de plantas que possui em sua composi¢do
compostos bioativos com atividade antimicrobiana e, analisando-se diferentes estudos
realizados, nota-se que tanto extratos vegetais quanto 6leos essenciais deste género apresentam
acao antimicrobiana. Do mesmo modo, no trabalho realizado por Santos et al. (2012) sobre a
avaliacdo do potencial antifingico do 6leo das folhas de M. standleyi obtido por HD, indicaram
que o 6leo apresentou atividade antifingica com um halo de 22,0+2,1 mm, ou seja, equivalente
ao halo obtido neste estudo (25,30 mm). Os autores consideraram que o 6leo representa uma
alternativa para uso no controle da candidiase, que é uma infeccéo causada por fungos do género
Candida.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana do 6leo de M. standleyi obtido pela extracéo de SFE e
Hidrodestilacdo (HD) frente ao S. aureus, E. coli e C. albicans.

S. aureus E. coli C. albicans
(ATCC 29213) (ATCC 25922) (ATCC 10231)
Halo CIM Halo CIM Halo CIM

(mm) pg/mL  (mm) pg/mL (mm) pg/mL
10 >1000 8,00 >1000 - -

Extragdo com Fluido

Supercritico (SFE)
Hidrodestilagao (HD) 14,25 >1000 13,50 >1000 25,30 31,25
Nistatina 50 pg/mL - - - - 28,00 -

Estreptomicina 15 pg/mL - 13,70 - - -
Vancomicina 10 pg/mL 15,00 - - - - -

S. aureus

Figura 10. Atividade antimicrobiana do 6leo de M. standleyi frente ao S. aureus, E. coli e C.
albicans, obtido por extracdo de SFE (1), Hidrodestilagdo (HD) (2), controle (3).
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Além disso, o estudo realizo por Ross et al. (2001) mostrou que o alho (Allium sativum)
com composicdo e efeitos semelhantes as plantas pertencentes aos géneros Mansoa DC, tem
um potencial efeito inibitorio no crescimento de bactérias, como Escherichia coli onde sua CIM
foi de 5,5 mg/mL. Neste estudo, a atividade antimicrobiana foi atribuida aos sulfetos presentes
na planta, principalmente ao dissulfeto de dialila e trisulfeto de dialila. Por estas razdes,
concluiu-se que os sulfetos tém um potencial efeito antibacteriano consideravel (ROSS et al.,
2001). Além disso, o estudo realizo por Cordeiro et al. (2018) estudaram o efeito antimicrobiano
do 6leo de sementes de ucuuba (Virola surinamensis) obtido por SFE e encontraram resultados

semelhantes aos do presente estudo, onde n&o foi observada zona de inibicdo contra C. albicans.
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6 CONCLUSOES

O maior rendimento global para o processo de SFE a partir de folha M. standleyi, foi
obtido na condicdo operacional de 400 bar/35 °C (p¢o,= 972,26 kg/m?). Nesta condicio foi
obtido, também, o 6leo com um alto teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.
Entretanto, na extracdo por HD o 6leo obtido apresentou 0 menor rendimento, baixo teor de
compostos fendlicos e uma baixa atividade antioxidante, quando comparado aos 6leos obtidos
por SFE. A triagem fitoquimica por CCDAE evidenciou a presenca de terpenos, acidos graxos,
compostos fendlicos e flavonoides. Foi demonstrada a presenca de substancias com atividade
antioxidante para todos os 6leos obtidos com SFE, sendo que foi observado uma melhor

identificacdo nos Oleos extraidos nas condigdes de pressdes mais altas.

Nos perfis de acidos graxos do 6leo de M. standleyi obtido por SFE foi observada a
presenca de &cido linoleico, palmitico, oleico e estedrico. No entanto, 0s constituintes quimicos
identificados no 6leo obtidos por HD foram compostos sulfurados, fendis e alcoois. As
diferencas no perfil quimico podem ser atribuidas ao solvente usado e principalmente ao

método de extracao.

A anélise da atividade antimicrobiana in vitro demostrou que o 6leo obtido por SFE
apresentou acdo antibacteriana contra S. aureus e E. coli. Em relacéo ao 6leo obtido por HD o
mesmo apresentou agdo antimicrobiana e antifiingica frente a S. aureus, E. coli e C. albicans.
Por fim, 6leo de M. standleyi representa uma alternativa para utilizacao futura no tratamento de

doencgas causadas por microrganismos.
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