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RESUMO

O Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth, conhecido como jaborandi, € uma das
poucas fontes naturais do alcaldide pilocarpina, que é obtido através de metodologias
agressivas ao meio ambiente. Desta forma, existe a necessidade da realizacdo de pesquisas
cientificas voltadas para obtencdo deste composto utilizando tecnologias que ndo agridam ao
meio ambiente, como a extracdo com fluido supercritico (SFE). No desenvolvimento desta
pesquisa, a SFE foi realizada com CO, e CO, + EtOH, os quais foram realizados com 40 e 60
°C a 200, 290 e 420 bar de pressdao. O uso do cossolvente e o aumento da pressdo e da
temperatura aumentaram o rendimento em massa e o conteudo dos compostos polares, como a
pilocarpina e os compostos fendlicos totais. Os maiores valores de massa de rendimento
(4,78+0,38%), conteudo de pilocarpina (2,37+0,02% de pilocarpina/extrato x 100) e teor de
compostos fendlicos (173,67+1,5 mg GAE/g de extrato) foram obtidos na mesma condicao
(60 °C/420 bar com CO, + 10% EtOH). A unica diferenca foi encontrada na atividade
antioxidante, que alcangou seu melhor desempenho a 40 °C/200 bar com CO, + 10% EtOH,
no entanto, alcangou seus resultados mais promissores nas amostras obtidas com o
cossolvente, assim como os melhores resultados em massa de rendimento, teor de pilocarpina
e teor de compostos fendlicos totais. A condicdo de extragdo com maior teor de pilocarpina
foi utilizada para realizar a cinética e a curva obtida foi ajustada no modelo de Sovova (2012),
mostrando um bom ajuste.

Palavras-chave: Extracao supercritica, Pilocarpina, Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth, known as jaborandi, is one of the few natural
sources of alkaloid pilocarpine, which is obtained through aggressive methodologies to the
environment. Thus, there is a need for scientific research to obtain this compound without
pleasing the environment, such as supercritical fluid extraction (SFE). In the development of
this research, SFE was performed by CO, and CO, + EtOH, which were conducted with 40
and 60 °C at 200, 290, and 420 bar pressure. The use of cosolvent and the increase in the
pressure and temperature increased the mass yield and the polar compounds contents, such as
pilocarpine and phenolic compounds. The highest values of mass yield (4.78+0.38%),
pilocarpine content (2.37+£0.02 % wt of pilocarpine/wt of extract x 100), and phenolic
compounds content (173.67+1.5 mg GAE/g of extract) were obtained at the same condition
(60 °C/420 bar with CO, + 10 % EtOH). The only difference was found in the antioxidant
activity, which achieved its best performance at 40 °C/ 200 bar with CO, + 10 % EtOH,
however, it achieved its most promising results in the samples obtained with cosolvent, as
well as the best results in mass yield, pilocarpine content, and phenolic compounds content.
The extraction condition with the highest pilocarpine content was used to perform the kinetics
and the curve obtained was adjusted in the Sovova (2012) model, showing a good fit.

Keywords: Supercritical extraction, Pilocarpine, Antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

Pertencente a familia Rutaceae, conhecido popularmente como jaborandi, o
Pilocarpus retne 16 espécies, das quais as mais conhecidas sdo Pilocarpus jaborandi e
Pilocarpus microphyllus. As espécies do género sdo representadas pelo porte arbustivo
verdejante, bastante ramificado, com altura média de 3 metros, folhas compostas com
aproximadamente 40 centimetros, foliolos sesseis, lamina com apice obtuso ou emarginado e
flores pediceladas. Suas espécies sdo encontradas em todo o territério nacional,
principalmente na regido Leste da Amazbnia e nas regides do Centro-Sul e Nordeste.
Pilocarpus apresenta boa taxa de crescimento vegetativo tanto em solos arenosos e rochosos
como em argilosos de baixa fertilidade (KAASTRA, 1982; MARQUES & COSTA, 1994;
MERCK, 1997).

Informacdes existentes na literatura recente, que utilizam dados altimétricos, indicam a
distribuicdo geografica de P. microphyllus nos estados do Pard, Maranh&o e Piaui, ndo sendo
uma espécie endémica do Brasil (MARTINELLI & MORAES, 2013). No estado do Para,
levantamentos floristicos realizados na Floresta Nacional de Carajas (FLONA de Carajas) e
no municipio de Sdo Félix do Xingu, abrangendo principalmente a Estacdo Ecologica Terra
do Meio, apontam a ocorréncia natural da espécie em areas de floresta ombroéfila aberta com
afloramentos rochosos, ou com o solo arenoso, com teores altos de minério, coberta por
vegetacdo de porte reduzido, herbaceo e arbustivo (HOMMA, 2003).

Na Floresta Nacional de Carajas (FLONA de Carajas), cujo direito de exploracdo de
minérios pertence a empresa mineradora Vale S. A., tem-se o registro de alta incidéncia de
jaborandi, em agregados, chamados popularmente de “reboleiras”, que variam de 1,5 a 151
hectares (MERCK, 1997; SILVA et al., 1996).

O interesse comercial e incentivo da indudstria farmacéutica sobre as folhas em fungéo
da producdo de pilocarpina, aliados ao desmatamento resultou em uma reducdo maior que
50% de suas populagbes no periodo de 2003 a 2013 (MARTINELLI & MORAES, 2013)
levando a manutencao da espécie na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameacadas
de Extincdo do Ministério do Meio Ambiente e no Livro Vermelho da Flora do Brasil, lista da
qual ja faz parte desde 1992 (IBAMA, 1992), tendo como motivacdo a perda de area de
ocupacdo por atividades de supressdo da vegetacdo nativa e atividades agropecuérias nas
areas onde a espécie esta distribuida geograficamente.
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Nas folhas de Pilocarpus microphyllus concentra-se o alcaloide pilocarpina, que tem
seu teor de forma variada nas espécies conhecidas de Pilocarpus, sendo essa variacdo de
aproximadamente 0,4 a 1,2 em sua massa total (SOUZA et al., 2013). Em termos econémicos
Pilocarpus microphyllus e Pilocarpus jaborandi se sobressaem pela maior concentragdo do
alcaloide, especialmente em suas folhas e, mais especificamente nas folhas mais novas, sendo
ambas mais facilmente encontradas no Para, Maranh&o, Piaui, Pernambuco e Ceara (JOSEPH,
1967; KAASTRA, 1982).

A disponibilidade da pilocarpina impulsiona o interesse farmoquimico mundial como
matéria-prima para a obtencdo do alcaloide (SANTOS e MORENO, 2004). E um alcaloide
colinérgico, com ag¢des nicotinicas e muscarinicas; utilizada no tratamento de glaucoma, assim
como para evitar a formacdo de aderéncias entre a iris e o cristalino; no tratamento de
xerostomia; € adicionada em locdes capilares para fortalecimento dos bulbos capilares e usada
na dermatologia como modificador da pele, além de ter efeitos mais amenos no coracdo e
trato gastrointestinal (OLIVEIRA e AKISUE, 1991; GILMAR, 2003; VITAL e ACOO,
2006).

Para a obtencdo deste alcaloide nos dias atuais, é usual que as industrias facam uso de
técnicas convencionais de extracdo, onde utilizam uma escala excessiva de solventes como
etanol, cloroférmio e éter em séries sucessivas até a sua purificacdo, produzindo residuos
altamente contaminantes (MAAT e BEYERRNAN, 1984; MCKILLOP, 1970). Assim, a
necessidade e a possibilidade de se utilizar a extracdes menos agressivas ao meio ambiente,
como a extracdo com fluidos supercriticos tem sido uma opcao.

A extracdo com fluido supercritico € um processo que vem ganhando destaque nos
altimos anos, que de certa forma consegue agregar os principios da destilacdo e extracdo por
solvente, sendo que utiliza fluidos em condicBes supercriticas. E tido como um processo
promissor em matéria-prima vegetal, pois acaba diminuindo a instabilidade de compostos
naturais, evitando a degradagdo térmica e a presenca de residuos de solvente nos extratos
(GARCIA-RISCO et al., 2011).

Apesar de exigir um investimento inicial maior é uma tecnologia verde, pois ndo gera
residuos toxicos, ja que faz o uso de didxido de carbono, que além de ndo ser toxico tem
propriedades fisicas criticas baixas, logo chega ao ponto critico em pressfes e temperaturas
relativamente baixas e pode ser facilmente reciclado; além de prevenir a degradacdo térmica
que ocorre na extracdo convencional ja que ndo requer altas temperaturas durante a extracéo,
podendo extrair compostos termossensiveis; € uma tecnologia com alto grau de seletividade

de compostos a serem extraidos e essa seletividade pode sofrer modificacBes de acordo com o
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solvente utilizado, e dependendo da necessidade pode-se fazer uso de um cossolvente com
polaridade diferente, além de alteracbes nas variaveis termodindmicas, desta forma, é o
processo mais indicado para a extracdo e purificacdo de alcaloides como a pilocarpina
(BRUNNER, 1994; MERCER e ARMENTA, 2011; MCHUGH e KRUKONIS, 2013).
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1 JUSTIFICATIVA

A presente pesquisa é de grande importancia tanto para a inddstria farmacéutica
quanto para a comunidade agroextrativista da Floresta Nacional de Carajés, visto que ambas
podem ser favorecidas pela disponibilizagdo uma nova alternativa para a obtencdo do
composto de interesse (pilocarpina) por uma tecnologia verde, que ndo utiliza solventes que
sdo toxicos ao homem e ao meio ambiente, e que vem sendo amplamente utilizados no atual
método de obtencdo, além de poder proporcionar a comunidade confirmacdo do teor de
pilocarpina na matéria prima.

Em Carajas uma comunidade de extrativista da FLONA que como principal fonte de
renda a comercializacdo de folhas de P. microphyllus para a industria. No entanto, a
comercializacdo tem se dado pela quantidade (peso) de folhas e ndo pela qualidade (teor de
pilocarpina), visto que ndo ha acesso aos métodos tradicionais de determinacdo deste teor.
Assim, a disponibilizacdo de uma alternativa de quantificacdo na massa de material vegetal do
teor de pilocarpina no processo de comercializacdo pode potencializar a negociacdo com
empresas compradoras agregando valor ao produto natural e trazendo lisura as transacfes
comerciais e, ainda minimizando os impactos sobre a populagdo natural visto que material
oriundo de areas com baixos teores poderiam ser preservadas.

Neste contexto, a finalidade deste trabalho € utilizar a tecnologia supercritica, pois é
econbmica, em longo prazo, com menor gasto de tempo e causa menos danos ao meio
ambiente quando comparada as técnicas convencionalmente utilizadas. De modo que o
potencial de producéo de folhas de jaborandi da Floresta Nacional de Carajas seja utilizado de
forma sustentavel, quanto a geracéo de efluentes e, possa aumentar e prolongar a renda para a
comunidade que trabalha diretamente na coleta deste material vegetal. Portanto, os resultados
deste trabalho serdo muito importantes ao oferecer uma alternativa metodoldgica para a
obtencdo de extratos de P. microphyllus com foco na reducédo de residuos liberados no meio
ambiente e ainda, potencializar o uso dos recursos naturais da Floresta Nacional de Carajas

por comunidades populacionais tradicionais agregando valor e qualidade de vida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Este estudo tem como objetivo geral, determinar os parametros de processo da extracao
de compostos bioativos de folhas de jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardleworth), oriundas da FLONA de Carajas, via extracdo com fluido supercritico,
determinar o teor de pilocarpina nos extratos obtidos, avaliar a sua atividade antioxidante e

realizar o estudo cinético da extracéo.
3.2  Especificos

e Caracterizar a matéria-prima (P. microphyllus) quanto a presenca de minerais;

e Determinar as melhores condigdes operacionais da extracdo supercritica quanto ao teor
de pilocarpina utilizando CO, e CO,+cossolvente (etanol);

e Estimar o teor de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante dos extratos;

e Quantificar o teor de pilocarpina nos extratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

e Validar o método de quantificacdo do teor de pilocarpina no extrato;

e Determinar os pardmetros cineticos da extragdo por fluido supercritico.
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4 CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA
4.1 Ocorréncia de P. microphyllus na Floresta Nacional de Carajas

A Amazoénia brasileira, é a floresta com maior cobertura vegetal original, é a mais
extensa floresta tropical do planeta, que a torna um patrimdnio biolégico de valor inestimavel
para a humanidade (SILVA et al., 2005; SOUZA JR. et al., 2013; ALMEIDA et al., 2016).
Com o intuito de preservar esta riqueza e promover a protecdo reduzindo taxas de
desmatamento, foram criadas as Unidades de Conservacdo (UCs). Na regido da Serra de
Carajés, foi criada a Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, por meio do Decreto de Lei
2.486 em 1998, com o objetivo de promover a utilizacdo de forma sustentavel para a
comunidade e a realizacdo de pesquisas cientificas que promovem a geragdo de novas
tecnologias em diversas areas, estudos em matérias primas vegetais ainda ndo exploradas nos
levando a novas descobertas e 0 avanco dessas pesquisas cientificas (PORTO & SILVA,
1989). Na Figura 1 podemos observar as populacdes de Pilocarpus microphyllus na area da
mina N4SW ao Sudeste e Sudoeste da Floresta Nacional de Carajas.

Localizada na regido sudeste do Estado do Pard, 550 km ao sul de Belém, capital do
Estado, entre as coordenadas geograficas de 05°52' e 06°33' de latitude sul e 49°53' e 50°45'
de longitude oeste, com uma area total de 391.263,04 hectares a FLONA de Carajas,
administrada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo),
engloba 0s municipios de Parauapebas, Canad dos Carajas e Agua Azul do Norte (STCP,
2016). Dentro da regido da FLONA de Carajas se encontram elevacdes importantes de serras
ferruginosas, sendo elas a Serra Norte, a Serra Sul e parte da Serra Leste, abrigando uma das
maiores reservas conhecidas do mundo, de forma que em conjunto com as Serras do
Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais detém praticamente toda a reserva de ferro do Brasil
(VIANA, 2016).
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Figura 1 - Localizagdo das populacdes de Pilocarpus microphyllus, na area da mina
N4SW ao Sudeste e Sudoeste da Floresta Nacional de Carajés, Para.

Fonte: Acervo do projeto.

Na Flona de Carajas, o clima € tropical e umido, com precipitacdo media anual de
1600 mm e em estacdo chuvosa uma precipitacdo que pode chegar a 1300 mm, ja no periodo
ndo-chuvoso pode apresentar menos de 320 mm (DE MORAES et al., 2005).

5.1.1 O extrativismo do Jaborandi

Nos anos 80 e 90 tem-se o registro de extrativismo descontrolado da planta, onde além
da obtencdo e coleta dos ramos algumas plantas foram totalmente destruidas, e ndo houve
plantio ou replantio para renovagdo da populacdo e, assim evitar riscos para a extingdo da
espécie. Diante deste quadro, em 1992 a espécies passou a fazer parte da Lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo, publicada pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, na categoria vulneravel, devido a sua
exploracdo descontrolada (IBAMA, 1992) e, atualmente é mantida dentre as 2.113 espécies de
plantas do territério nacional na mesma categoria de risco de extincdo (BRASIL, MMA,
2014).

E do jaborandi (Pilocarpus microphyllus) que se extraem os sais de pilocarpina, um
composto de extrema importdncia no ramo farmacol6gico, utilizado no tratamento do
glaucoma, a maior causa de cegueira do mundo (SKAAT, 2016). Em Carajas, a Cooperativa

de Agroextrativista de Carajas (COEX-Carajas) € responsavel pelo extrativismo da planta na
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FLONA de Carajas, e fornece anualmente de 40 a 50 toneladas de folhas colhidas por
aproximadamente 47 trabalhadores (folheiros), que coletam, secam e ensacam o0 material
vegetal entre julho e dezembro, em seguida comercializam para o Grupo Centroflora, no
Piaui, principal comprador deste material. O Centroflora realiza a extragdo da pilocarpina das
folhas e comercializa o composto. Para Oliveira (2017) atualmente o manejo de jaborandi é

considerado sustentavel.
4.2 Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth

O jaborandi, nome popular de espécies de Pilocarpus, que foi descrito inicialmente
por Martin Vahl in 1797, é pertencente a Rutaceae. De acordo com Kaastra (1982) e Skorupa
(1996) abrange 16 espécies, das quais 13 podem ser encontradas no territorio brasileiro, mas
apenas 11 sdo endémicas ao territdrio, sendo que as principais, em termos de exploracédo, por
terem maiores teores de pilocarpina, sdo o Pilocarpus microphyllus e Pilocarpus jaborandi
(KAASTRA, 1982; MERCK, 1997; SKORUPA, 2000; VAHL, 1797).

E uma planta de porte arbustivo, bastante ramificado, com altura média de 3 metros,
podendo chegar até aproximadamente 7,5 metros. Seus foliolos tém por volta de 2-6
centimetros, possuindo forma lanceolada a oval, organizada em folhas compostas de cerca de
40 centimetros sendo composta pelo foliolo e a raque, suas pequenas flores e frutos séo
compostos em racimos (cachos) (HENRIQUES et al., 2004; OLIVEIRA et al., 1991;
PINHEIRO, 2002)

la-mbor-endi, da lingua Tupi guarani, “o que faz babar” em sua tradugdo literal,
chamado assim por causar a indugédo de secrec@es, sendo muito usada por indigenas por varios
séculos, onde faziam a mastigagio do mesmo. (CORREA, 1984).

A importancia do P. microphyllus (Figura 2), se da pelos seus principios ativos,
possuindo efeito farmacoldgico, que justifica a sua aplicacdo medicinal, sendo largamente
utilizada em industrias farmoquimicas na producéo de medicamentos (SANTOS e MORENO,
2004).

Figura 2 - Folhas terminais do Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth.
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Fonte: LIMA et al. (2017)

E rica em metabdlitos secundarios, especialmente alcaloides. Esta espécie foi estudada
e analisada por Byasson em 1875, que foi capaz de identificar a presenca de alcaloides na
planta, em maior concentragcdo em suas folhas. Em Paris (1874), o engenheiro Jodo Coutinho
levou o jaborandi ao uso medicinal oficialmente. O maior destaque farmacéutico esta no
controle do glaucoma, reduzindo a presséo intra-ocular e no tratamento de xerostomia (boca
seca), resultante de tratamentos como quimioterapia, devido a presenca do alcaloide
pilocarpina (MERK, 1997; MOURA, 2003; PETIT E POLONOVSKI, 1987; VITAL e
ACCO, 2006).

4.2.1 Alcaloides oriundos do Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth

Alcaloides sdo compostos organicos de carater basico que contém pelo menos um
atomo de nitrogénio de carater basico no anel heterociclico, sdo originarias majoritariamente
de plantas, podendo ser encontradas em fungos, bactérias e alguns animais. Para a sintese
deste composto é necesséria a presenca de nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono.
Atualmente, os Unicos alcaloides em plantas contendo um ndcleo simples imidazol
conhecidos sdo os alcaloides do jaborandi (Pilocarpus). A pilocarpina e a isopilocarpina sdo
usualmente isolados como 6leos viscosos sem cor, no entanto, na forma de sais s&o solidos
higroscopicos. (COSTA, 1975; HENRIQUES et al., 2004).

A definicdo desse grupo de metabodlitos é um tanto ardua, devido a amplitude de
diversidade das estruturas quimicas dos mesmos, as suas propriedades fisico-quimicas e as
suas atuacdes na farmacologia, ou seja, a sua atividade biolégica quando em contato com
organismos vivos (HENRIQUES et al., 2004; LIMA, 2008), no entanto, ndo estdo incluidos
dentro da definicdo de alcaloide os compostos nitrogenados oriundos de sintese organica, nem
aminoacidos, aminas simples, vitaminas, peptideos, acidos nucléicos, porfirinas, nucleotideos
e compostos nitro e nitroso (ROBBERS et al., 1997).

Foram identificados 11 alcaloides imidazélicos oriundos do P. microphyllus (Figura
3), sendo eles: a) 13-nor-8(11)-diidropilocarpina; b) Pilosinina; c) Pilocarpina; d)
Pilocarpidina; e) Acido Pilocarpico; f) anidropilosina; g) Pilosina; h) Acido Piloturinico; i, j, k
e | - alcaldides ineditos (LINK et al., 1972; 1974, VOIGTLANDER et al.; 1978; ABREU et
al.,, 2007; ANDRADE-NETO et al.,, 1996). Acredita-se que estes alcalGides estejam

envolvidos em diferentes rotas biossintéticas na formacéo de pilocarpina e da pilosina.
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Figura 3 - Alcaloides presentes nas folhas de P. microphyllus: 13-nor-8(11)-
diidropilocarpina; Pilosinina; Pilocarpina; Pilocarpidina; Acido Pilocarpico; anidropilosina;
Pilosina; Acido Piloturinico e os quatro inferiores denominados “alcaloides” sdo alcaloides

inéditos.
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4.2.2 Pilocarpina

O alcaloide pilocarpina € encontrado no P. microphyllus em concentracdes entre 0,5 a
1% da sua massa total, essa concentracdo é dependente de diversos fatores, como o clima, o
solo, a localizagdo (GUMIER-COSTA, 2016). Teores mais elevados desse composto sdo
encontrados nas folhas mais jovens, pois nessa fase ocorrem as formacdes de enzimas
necessarias para o processo de desenvolvimento e diferenciacdo dos tecidos e nessa fase tem-
se a dependéncia do alcaloide (SCHEERER, 2001)

Ele possui um nucleo imidazélico e outro pentagonal lacténico sendo um alcaloide
derivado, provavelmente do aminoécido histidina (Figura 4) (DEWICK, 2002). Foi isolado
em 1875, por Hardy e a primeira sintese realizada em 1933 pelo quimico Preobrashenski
(MINGOIA, 1967). Pode ser obtido na forma de cristais puros ou como 6leos viscosos, sofre
cristalizacdo em baixa temperatura, sendo altamente higroscopicos (PINNER, 1900), ndo €
encontrado isolado, pois possui isdmeros e estruturas semelhantes, sendo eles a

Epiisopiloturina, Isopilocarpina, Pilosina e Isopilosina.

Pilocarpina

ol

Figura 4 - Molécula do alcaldide Pilocarpina

Este alcaloide € solivel em &gua, alcool e cloroférmio, sendo mais soltvel em
benzeno e pouco solGvel em éter ou éter de petréleo (HARDY, 1875; JOWETT, 1900;
PETIT, 1987). Sua formula quimica é C1;H1sN,0,, e sua massa molecular é 208,26 g/gmol.
Seu ponto de fusdo é 34°C e o de ebulicdo é 260°C, sendo que acima de 34°C inicia-se uma
conversao parcial da Pilocarpina em Isopilocarpina.

A degradacdo da Pilocarpina ocorre devido a agdo do tempo, o aumento de
temperatura e mudancas de pH, decrescendo a estabilidade em pH mais elevado, podendo
ocorrer também em solucdo aquosa através de hidrolise e a epimerizagdo da molécula
(BUNDGAARD et al. 1986; NEVILLE et al., 1976; FAN et al. 1996). A isomerizacdo pode

ocorrer também na propria planta, devido a sua idade (PETIT, 1987).
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Devido a sua atividade bioldgica este alcaldide estd presente em forma de sais de
Pilocarpina (cloridrato e nitrato) em diversos produtos, que podem ser encontrados com 0S
seguintes nomes: Adsorbocarpine, Akarpine, Almocarpine, I-pilocarpine, Isopto carpine,
Minims Pilocarpine, Miocarpine, Ocu-carpine, OcusertPilo, Pilocar, Pilokair, Pilopine HS,
Piloptic, Pilostat, P.V. Carpine, P.V. Carpine Liquifilm, Spectro-pilo, Spersacarpine
(COSENTINO, 1998)

4.2.3 Efeitos farmacologicos da pilocarpina

O alcaloide pilocarpina tem acdo sobre as terminagfes nervosas das células secretoras,
que ocasiona 0 aumento de excregdes, como suor e da saliva. Por ter essa fungdo sobre as
células secretoras acaba possuindo acao renal, onde remove metabdlitos toxicos. Além disso,
é utilizada na industria de cosméticos, pois pesquisas mostraram que ela ocasiona o estimulo
de crescimento de cabelo, e por isso tem sido incorporada em algumas logdes capilares. Na
dermatologia, usa-se como modificador da pele (SWAN, 1967; OLIVEIRA e AKISSUE,
1991).

Farmacologicamente esse alcaloide é muito utilizado no tratamento do glaucoma.
Principalmente por costumar ser mais bem tolerado que os anticolinesterasicos utilizados com
0 mesmo intuito, alem de constituir o agente colinérgico padrdo no tratamento inicial do
glaucoma de angulo aberto (BEASLEY e FRAUNFELDER, 1991). E também usado para
impedir a formacdo de aderéncias entre a iris e o cristalino, permite realizar medicGes
oftalmoldgicas e por ter acdo miotica ela se faz util na correcdo da midriase produzida pela
atropina. (LAIBOVITZ et al., 1996; TAYLOR, 1991). A pilocarpina, no entanto, apresenta
toxidade, que pode causar entre outros efeitos: dor de cabeca, ndusea, vomito, diarreia,
salivacdo e edema pulmonar, ja com doses mais baixas, proximas a 10 mg, pode ocorrer
diaforesis intensa em um adulto (KUSHNICK et al., 1996).

Por ser menos irritante que o salicilato de fisistigmina, a pilocarpina pode ser usada
em periodos mais longos e com menos efeitos indesejados. Ela esta presente em solucdes
oftdlmicas em forma de cloreto ou nitrato, por conta disso estd em muitas prescricdes
médicas, com concentracfes que vdo de 0,25 a até 10%. (TAYLOR, 1991; CHUNG et al.,
1970). Trabalha também estimulando as secrecfes do trato respiratorio, das glandulas
gastricas, lacrimais, salivares e outras glandulas, acelera o pulso, aumenta o peristaltismo e

promove contracdo uterina.
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A sua aplicacdo na farmacologia é tdo ampla que se faz presente como componente de
formulacdes para o tratamento da asma, calvicie, catarro, diabetes, ndusea, reumatismo e
sifilis (HILL e BARCZA, 1966; AROMDEE et al., 1996). Estudos em cima deste composto
sdo extensivas e continuam em adaptacdo e aumento de areas de acdo, melhorando estas
formulacdes e melhorando a biodisponibilidade da pilocarpina, inclusive ja existe a
possibilidade de aumentar a viscosidade da molécula para ser melhor drenada e a sua
penetracdo na cérnea (BUCOLO e MANGIAFICO, 1999; MESEGUER et al. 1996;
ZUROWSKA et al., 1999).

4.2.4 ExtracOes convencionais da pilocarpina

Para a obtencdo do alcaloide pilocarpina diversas metodologias foram criadas e
empregadas, mantendo entre si a semelhanca de utilizarem solventes toxicos ao meio
ambiente. Algumas destas metodologias de obtencdo serdo mencionadas a seguir.

Pereira et al. (2018) obteve extrato contendo pilocarpina de folhas de P. microphyllus
através de moagem, seguida de maceracdo sob agitacdo com 100 mL de cloroférmio por 30
min, com pH 10 em 30% (v/v) de solucdo de hidroxido de aménio. Em seguida, o filtrado foi
separado em funil de separagdo contendo 10 ml de cloroférmio e 50 ml de acido sulfarico
aquoso a 5%. A fase organica foi entdo separada e destilada sob pressdo reduzida em um
evaporador rotativo, obtendo o extrato.

Para a obtencdo de extrato aquoso e extrato etanolico Castro et al. (2016)
primeiramente processou as folhas em moinho de facas. Na obtencdo do extrato aquoso foi
realizada infusdo em agua destilada por 20 minutos a 95 °C, para obter o extrato etandlico foi
realizada maceracdo em etanol (grau analitico) por sete dias, com troca de solvente. Este
material foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo e diluido em etanol a 50% e
dimetilsulfoxido a 3%.

A obtencéo de alcaloides presentes nas folhas de P. microphyllus em escala industrial
foi descrita por Véras et al. (2013). Sendo um processo baseado na alcalinizacdo das folhas
em solucdo de carbonato de potassio, seguida da extracdo de todos os alcaloides (extracdo
solido-liquido) com solventes de tolueno e cloreto de metileno. A fase organica passa por
extracao liquido-liquido com solucao aquosa de acido sulfarico. Em seguida a solu¢do com os
alcaloides em forma de sal € resfriada, alcalinizada e tratada. Ap6s o tratamento com carbono
e areia de diatoméceas, os alcaloides impuros séo dissolvidos em solugcdo aquosa de acido
cloridrico e filtrado. O filtrado é alcalinizado com solu¢do de hidréxido de amonio para

precipitar a forma neutra dos alcaloides, ao final € filtrado novamente.
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Outra forma industrial de obtencéo da pilocarpina foi descrita por Wiess et al. (2011)
muito semelhante a descrita por Véras et al. (2013), na qual ocorre de forma que inicialmente
as folhas do jaborandi sdo moidas e colocadas em solucdo de carbonato de potassio para
serem alcalinizadas e em seguida sdo extraidas com uma mistura de tolueno/diclorometano
(TDM). Este processo ocasiona a formacdo micelas, que sofrem uma extracéo liquido-liquido
com 4cido sulfurico diluido. E formada uma solucio de sulfato de pilocarpina, de onde se
forma a base de pilocarpina através da acéo do cloreto de metileno. Uma solucéo de metanol e
acetona ¢é utilizada para solubilizar a base de pilocarpina e auxiliar na passagem por filtracéo e
entdo sofre uma neutralizagdo com &cido cloridrico gas. O cloridrato cru cristalino obtido é

purificado mediante filtragdes com carvéo ativo e recristalizagdes
4.3 Processo de extracao supercritica

Com o passar dos anos novas tecnologias tém sido criadas no intuito de se preservar e
recuperar compostos bioativos de material vegetal ou animal. Uma dessas tecnologias
inovadoras é a extracdo por fluido supercritico, que é uma tecnologia limpa, pois ndo se faz
necessario o uso de solventes toxicos, € uma extracdo seletiva, sendo essa seletividade
modificada com o uso de cossolventes, desta forma possui um processo favoravel para a area
alimenticia, cosmética e farmacoldgica.

Na Extracdo por Fluido Supercritico (SFE) o solvente é um fluido no estado
supercritico, sendo o termo “fluido supercritico” utilizado para designar a condigdo de fase
supercritica da matéria. Para que uma substancia atinja a sua fase supercritica um conjunto de
valores de suas propriedades fisicas devem ser levados em consideracdo. Para isto valores
nominais minimos dessas variaveis intensivas sao definidos para que a partir deles cada
substancia esteja na fase supercritica. Estes valores sdo denominados pelo ponto critico de
cada substancia, onde observamos a temperatura critica (T¢), pressao critica (Pc) e Densidade
critica (Dc) (SOVOVA et. al., 2005; BRUNNER, 2004; BRUNNER, 1994).

Pode-se notar a diferenca de temperaturas criticas entre o dioxido de carbono e a agua
(Tabela 1), isto ocorre pelo fato de esta propriedade esta diretamente ligada as forcas
intermoleculares. A agua, por apresentar ligacbes de ponte de hidrogénio (energia de
dissociacédo de uma ligacdo desse tipo: 4-38 kJ mol-1) necessita de mais energia térmica para
chegar na fase supercritica, enquanto que o dioxido de carbono apresenta ligac6es dipolo-

dipolo, que s&o consideravelmente menos intensas.
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Tabela 1 - Valores nominais de Temperatura Critica (Tc), Pressdo Critica (Pc) e

Densidade Critica (D¢) de algumas substancias.

Tc (°C) Pc (bar) Dc (g/lcm?d)
H,O 374,2 214.8 0,32
NH; 132,5 109,8 0,23
Trifluorometano 26 46,9 0,52
CO, 31 72 0,47

Fonte: Turner, King e Mathiasson (2001)

O estado supercritico de um fluido apresenta propriedades com caracteristicas
intermediarias entre as de um liquido e um gas, onde tem a densidade e a difusividade
similares as do liquido e a viscosidade préxima a dos gases. Logo, temos que, quando s&o
aplicados baixos valores de viscosidade aliada & auséncia de tensdo superficial, ha uma
facilidade de penetracdo do fluido no interior da matriz sélida, e altos valores de densidade
conferem ao fluido elevado poder de solubilizacdo. O comportamento de um composto puro
pode ser observado no diagrama de fases sob influéncia da presséo e da temperatura (Figura
5).
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Figura 5 - Diagrama de fases P-T de uma substancia pura
Fonte: Oliveira, 2016.

Um solvente com boas caracteristicas para ser um solvente no estado supercritico,
como o CO, por exemplo, apresenta temperatura critica baixa, pequena entalpia de

vaporizacao, alta volatilidade, deve ser inerte, ndo tdxico, ndo corrosivo, ndo inflamével e de
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facil acesso no mercado. Por conta disso o CO, tem sido o solvente mais aplicado neste tipo
de extracdo, pois aléem de ainda ter um valor baixo em comparacdo com outros solventes no
mercado ele, por ter Tc baixa, é relevante na extracdo de compostos termosensiveis.
(BRUNNER, 1994; BRUNNER, 2005; QUISPE-CONDORI et. al., 2005; BRAGA, 2005).

O diéxido de carbono é uma substancia apolar, constituido por dois dtomos de
oxigénio e um atomo de carbono, tem momento dipolo igual a zero, o que torna a sua
polaridade semelhante a de outros solventes apolares tipicamente utilizados em processos de
extracdo solido-liquido, como o hexano (LUQUE DE CASTRO et al., 2004; ROSA et. al.,
2009). No entanto, mesmo tendo a sua densidade elevada, o CO, possui certa limitacdo em
obter moleculas polares, e por conta disto sdo adicionados ao processo de extracéo
cossolventes ou modificadores, que sdo compostos misciveis e polares. A polaridade destes
solventes estd ligada as propriedades fisicas e quimicas de suas moléculas, exercendo
influéncia sobre o ponto de fusdo, o ponto de ebulicdo e a solubilidade do solvente
(MORRISON e BOYD, 1996; JEON e CHESNEY, 1999).

Portanto, pequenas quantidades de substancias polares (etanol, acetona e agua) tém
sido utilizadas em extracdes supercriticas para a obtencdo de compostos polares com o
objetivo de aumentar a solubilidade destes compostos no CO, supercritico aumentando o
rendimento de extragdo destes constituintes. Com a adi¢do de cossolventes os rendimentos
obtidos sofrem alteragdes, pois um sistema de interacdo muito mais complexo é formado
guando comparado com o sistema matéria prima + CO, (PASQUEL et al., 2000; ZANCAN et
al., 2002; PEREIRA et al., 2004; SOVOVA et al., 2004; REVERCHON e DE MARCO,
2006; TAKEUCHI, 2009).

Desta forma, a SFE possui vantagens consideraveis quando comparada com métodos
convencionais de extracao, pois ao final da extracdo o solvente, que em pressdo atmosférica
retorna ao seu estado gasoso, se separa facilmente do extrato, fornecendo um produto final
acabado, sem necessidade de um processo posterior a extragdo. O solvente supercritico possui
menor requerimento energético quando comparado a destilacdo e possibilita uma rapida
extracdo devido a baixa viscosidade, alta difusividade e adequado poder de solvatacio. E uma
tecnologia que ndo requer o uso de solventes organicos, sendo consagrado como uma
tecnologia verde, segura e ecologicamente correta, uma vez que, industrialmente, o dioxido de
carbono é recirculado no sistema (VASCONCELLOS, 2007).
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4.3.1 Curvas Globais de Extracdo

As curvas globais de extracdo supercritica expressam a taxa de extracdo, isto é, massa
de extrato ou rendimento em fungdo do tempo ou da massa de solvente utilizada. A taxa de
extracdo ndo é uma funcéo linear do tempo e, portanto, 0 comportamento das curvas globais
de extracdo pode ser divergente. As curvas globais de extracdo séo estudadas, pois permitem a
determinacdo dos pardmetros de processo, tal qual, o tempo total de extracdo, as etapas da
extracdo, a determinacdo da solubilidade e a modelagem matematica de transferéncia de
massa no sistema (BRUNNER, 1994).

No estudo cinético, as curvas de extracdo podem ser divididas em trés etapas, que Sdo
controladas por mecanismos de transferéncia de massa. BRAGA (2005) afirma que as curvas
globais de extracdo podem ser divididas em trés tempos ( Figura 6). O primeiro, denominado de
periodo de taxa constante de extracdo (CER), o soluto de féacil acesso encontra-se presente em grande
quantidade na superficie das particulas da matriz. Nesse periodo, a taxa de extracdo é constante
e a conveccdo € o mecanismo de transferéncia de massa dominante e controlado pela
convecgdo, ou seja, pelo escoamento do solvente. Em geral, esse periodo pode ser
caracterizado pelos seguintes parametros: tCER (duracdo do periodo CER, s); YCER (razdo
massica de soluto na fase supercritica na saida do leito); MCER (taxa de transferéncia de
massa, kg/s) e RCER (rendimento do periodo CER);

No periodo de taxa de extracdo decrescente (FER), o soluto de facil acesso esta
chegando ao fim, logo a taxa de transferéncia de massa decresce e entdo se inicia 0
mecanismo de difusdo, fendmeno que atua combinado com a convecgédo. No terceiro e ultimo
tempo de extracdo, a obtencdo de soluto esta ligada apenas ao processo de difusdo no interior

das particulas da matriz solida, a taxa de extracdo decai drasticamente e se torna quase linear.
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Figura 6 - Curva de extracdo de cravo-da-india (adaptado de RODRIGUES et al., 2002)

4.3.2 Modelagem Matematica

A habilidade de predizer as curvas cinéticas de extracdo é de fundamental importancia tanto
no projeto como na elaboragdo de uma planta industrial. Dessa maneira, modelagem matemaética é
provavelmente a principal ferramenta de predicdo que tem por objetivo a estimativa dos pardmetros
envolvidos no processo, como as dimensdes requeridas para a coluna de extracdo, a vazdo de
solvente necessaria para a obtencdo da taxa de extracdo desejada, o tamanho das particulas de
solidos e possivelmente a predicdo da viabilidade do processo (QUISPE-CONDORI, 2005;
MARTINEZ ET AL. 2003). Para tanto, os modelos matematicos devem ajustar parametros de valor
predito como funcdo das condi¢des operacionais, de forma que a partir de curvas modeladas seja
possivel projetar um processo de extracdo supercritica em escala industrial (BRAGA, 2005)
Sovova (2012) propds varias equacdes capazes de serem aplicadas na modelagem de
curvas de extracGes das matérias-primas mais diversificadas possiveis. Este modelo utiliza a
combinacdo de tempos caracteristicos para periodos ou fases individuais que podem ser
observados durante o processo de extragdo, tais como a transferéncia de massa externa e
interna, o tempo caracteristico da transferéncia de massa na fase fluida (t), o tempo
caracteristico da transferéncia de massa interna (t;) e o tempo médio de residéncia do solvente
no extrator (t;) (Sovova, 2012; Nadalin et al. 2014).
O modelo considera dois periodos de extracdo na curva cinética: o primeiro é
dependente da solubilidade do soluto (Ysa) em CO, supercritico (t<t;), onde t; é o fim do

primeiro periodo de extracdo, e no segundo, a transferéncia de massa é controlada pela
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difusdo da matéria-prima vegetal (t>t;). Mouahid et al (2013) representou 0 modelo de
Sovova (2012) com a curva de extracdo descrita pelas seguintes equaces:

Para r<t;

e =ty [1 — exp (;—;)] q (1)

Onde e é o rendimento da extracdo, t € o tempo de extracdo, 6 (=ts/t,) € a resisténcia a
transferéncia de massa externa (adimensional) e ¢’ é a taxa de fluxo especifico.

Para t=t;
e; = GXy (2)
Onde G ¢é a fracdo inicial de extrato na célula intacta e X, é a concentracdo de extrato no

solido antes da extrag&o.

Para t>t;

e =X, [1 —(1—G)exp (— t_tl)] (3)

t

Onde t; é o tempo caracteristico da transferéncia de massa da fase sélida (difusdo interna). t; e
Ysat correspondem & duracéo do periodo CER (tcer) € a proporgdo em massa de soluto na fase
fluida na saida do extrator no periodo CER (Ycgr), respectivamente. G, tj e & sdo 0s
parametros ajustaveis. O parametro 6; é ajustado com a equacao 1 a partir do segmento linear
da curva, G e tj sdo ajustados com a equagdo 3. Com esses parametros, é possivel calcular o
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (coeficiente externo) (ki) e o coeficiente

de transferéncia de massa interno (k;) usando as seguintes equacoes:
14

t representa o tempo caracteristico do deslocamento do fluido no extrator e y (=pse/ps(1-¢)) €
a relacdo maéssica entre o solvente e sélido no extrator, sendo pr a densidade do solvente e ps.a

densidade da particula
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b=1% U7y (5)

ts € 0 tempo caracteristico de transferéncia de massa externa na fase fluida e ¢ € a porosidade

do leito.

A
ti=¢ (6)

Onde 4 é a dimensdo caracteristica das particulas (volume-superficie)
Para avaliar a qualidade do ajuste matematico se calcula o coeficiente de (R?) e a soma
residual dos quadrados (RSS).
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Abstract

P. microphyllus is a natural source of pilocarpine, which is obtained with organic solvents.
Thus, there is a need for a research to obtain this compound without pleasing the environment,
such as supercritical fluid extraction (SFE), which was performed with two isotherms (40 and
60 °C), with pressures varying from 200 to 420 bar with CO, and CO, + EtOH. The increase
of cosolvent, pressure, and temperature increased mass yield, pilocarpine, and phenolic
compounds contents. The highest values of mass yield (4.78+0.38 %), pilocarpine (2.37+0.02
%), and phenolic compounds (173.67+1.5 mg GAE/g extract) were obtained at 60 °C/420 bar
(CO, + 10 % EtOH). The antioxidant activity reached its best performance at 40 °C/200 bar
(CO;, + 10 % EtOH). The extraction condition with the highest pilocarpine content was used
to perform the OEC and adjusted to the Sovova (2012) model, showing a good fit.

Keywords: Antioxidant activity, Pilocarpine, Supercritical extraction.

1. Introduction

Jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth), known as “true”
jaborandi, belonging to the Rutaceae family, is one of the most important species in Brazil,
due to its medicinal application, being used by indigenous people as galactagogue,
diaphoretic, and diuretic. Its name refers to one of its use in folk medicine, ia-mbor-endi or
““‘what causes salivation’ in indigenous people language and refers to the capability of this
plant to stimulate salivary glands [1,2]. Endemic to Brazil (native to the northern and
northeastern regions of Brazil), it is regarded for being the only vegetable where the imidazole
alkaloid pilocarpine occurs naturally, varying approximately from 0.2 to 1.2 % in the leaves

[3,4].



39

The traditional process for pilocarpine obtainment from jaborandi leaves consists of
intense use of organic solvents with subsequent purifications steps, processes that produces a
highly contaminant and harmful to the environment residue [5-7]. Thus, it is necessary to
seek for harmless technologies to the environment, such as supercritical fluid extraction
(SFE), which is considered a green technology, especially for avoiding the use of organic
solvents, also operates at high pressures but low temperatures, preserving thermosensitive
compounds [8]. It is also considered an excellent technology to obtain bioactive compounds.
The use of carbon dioxide (CO,) as the main solvent in the process brings great advantages
since it is a non-toxic solvent, of easy separation from the final extract, and becomes a
supercritical fluid without much effort, also is a great solvent for nonpolar compounds and to
obtain polar compounds, modifiers such as ethanol and water can be used [9-11].

To the authors’ knowledge, there is no papers’ regarding the obtainment of pilocarpine
alkaloid from jaborandi leaves using supercritical fluid extraction (SFE). Based on this
context, this research aims to make an initial study of the pilocarpine alkaloid from jaborandi
(P. microphyllus) leaves behavior under different SFE operational conditions, as well as an
evaluation of the extract, such as total phenolic compounds content, and antioxidant activity,

with the application of mathematical modeling using the highest mass yield obtained.

2. Materials and methods

2.1  Raw material preparation and characterization

Jaborandi (P. microphyllus) plants were acquired from the Carajas National Forest

(Pard, Brazil), during a project between VALE company and the Federal Rural University of

the Amazon — UFRA (Jaborandi Conservation Program native to the Carajas National Forest),
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with administrative intervention of the Fundacdo de Apoio a Pesquisa, Extenséo e Ensino em
Ciéncias Agrarias — FUNPEA, which occurred during February 2014 to May 2016. By the
time of the project the plants were dried at 50 °C indefinitely. At the Laboratory of
Supercritical Extraction (LABEX), located at the Federal University of Para (UFPA), the
leaves were manually separated from the steams and then dried in a circulation oven (model
225, Fabbe-Primar®, Brazil) for 72 h at 35 °C, to reduce the moisture absorbed during storage.
Afterward, the dried leaves were comminuted in a knife mill (model ma 048, Marconi®,
China). The samples humidity was determined according to [12], and then vacuum packed
and stored under refrigeration.

The particle size analysis was performed using Tyler sieves (Bertel, Brazil), with a
vibratory sieve shaker (Bertel Metallurgic Ind. Ltda., Brazil), the samples selected to be used
in this study were between -32 to +42 mesh. The geometric mean diameter (dgm) was
determined by the American Society of Agricultural Engineers (ASAE) method [13], the
sample real density (pr) was obtained by helium pycnometer at the Analytical Center of the
Chemistry Institute if the University of Campinas (Unicamp), and the bed apparent density
(pa) was determined using the bed volume and de sample mass accommodated in it. The bed

porosity (¢) was calculated thus: € = 1-(pa/pr).

2.2 Supercritical fluid extraction (SFE)

The extractions were performed using the Spe-ed™ SFE (model 7071, Applied
Separations, USA), that is located in the Laboratory of Supercritical Extraction (LABEX), at
the Federal University of Para (UFPA). The equipment consisting of a high pressure extractor
coupled to a CO; cylinder (99.9% purity, White Martins, Belém, Para, Brazil), an air

compressor (model CSA 7.8, Schulz S/A, Brazil), a recirculator (model F08400796,
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Polyscience, USA), a cosolvent pump (model 1500, LabAlliance, USA) filled with ethanol
(99.8%, Neon, Brazil), and a CO, flowmeter (model M 5SLPM, Alicat Scientific system,
USA) on the system output.

The global yield isotherms were determined using 0.010 kg of P. microphyllus treated
leaves using an extractor vessel with 5x10°> m® volume capacity (0.3248 m height and 0.014
m of inside diameter). The process operating temperatures were 40 and 60 °C combined with
200, 290, and 420 bar pressure, also both isotherms were analyzed without (CO,) and with
cosolvent (CO, + 10% EtOH). The extractions were performed in two periods of time, 0.5 h
of static extraction and 2 h of dynamic extraction, both with 1.32 x 10™ kg/s CO, flow rate.
All extracts obtained (CO, and CO, + EtOH) were continuously collected in glass vials at
ambient pressure, then, the CO, + EtOH extracts were evaporated under vacuum at 35 °C in a
CentriVap (Labconco, USA), to separate the ethanol from the final extract before weighed.
The extractions were performed in triplicate in all experimental conditions.

Overall extraction curve (OEC) was obtained at 60 °C/420 bar using CO, + 10% EtOH
and the same characteristics of the isotherms, such as mass, vessel, static extraction period,
and cosolvent flow rate. Samples were collected at ten intervals, been four intervals of 5 min,
three intervals of 10 min, one interval of 20 min, and two intervals of 30 min, resuming in 130
min of dynamic extraction time.

CO, densities under the selected conditions in this study were calculated using
software developed by the National Institute of Standards and Technology (NIST), which
uses the Span and Wagner equation of state [14]. The densities of CO, + EtOH mixture under
the same conditions were calculated with the Peng-Robinson equation of state [15] in the
Aspen Hysys simulator (an integral part of Aspen One 8.6). The global yields (Xo) were

calculated on a dry basis with the mathematical ratio between the extract mass (Mexiract), the
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sample mass (Mrw materiat) USed for the extractions, and the percentage of moisture in the

sample (Myaw material), 1N @Ccordance to equation 1.

XA (0 = Mextract . % 100 )
0( /0) <mraw material X X(l-%)) ( )

2.3 Total phenolic compounds

In the total phenolic compounds quantification it was used the Folin—Ciocalteu method
according to the methodology described by Singleton et al. [16] and modified by Georgé et al.
[17]. P. microphyllus extracts were solubilized in EtOH at 7% (v/v) at 140 mg/l concentration.
For the reaction, 0.3 ml of diluted sample, 1.5 ml of Folin—Ciocalteu (Tedia®, Brazil) at 10%
(v/v), and 2 ml of sodium carbonate solution (99.5%,Vetec®, Brazil) at 7.5% (m/v) were
added to the cuvettes and subsequently homogenized. For the blank it was used ethanol at 7%
instead of the sample solution. The reaction was performed for 1 h at room temperature and in
the absence of light. The quantifications were performed on a spectrophotometer UV-VIS
(Thermo Scientific, model Evolution 60, USA), at 760 nm, using a standard curve constructed
using gallic acid (98%, Vetec®, Brazil) according to the line equation (y=0.0099x-0.0277;
R?=0.9971) where y is the absorbance and x is the concentration. The analyzes were
performed in triplicate and the results were expressed as mg GAE by mass on a dry basis (mg

GAE/qg extract).
2.4  Antioxidant activity

The antioxidant activities quantitative determination of P. microphyllus extracts were

determined by Brand-Williams et al. [18] and Sanchez-Moreno et al. [19] method. Based on
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the DPPH® (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Sigma-Aldrich, Brazil) radical elimination by
antioxidants that may be present in the extract. Initially, a DPPH® solution was prepared at 60
uM in EtOH. The reaction substract was prepared using 3.9 ml of this solution and added in
0.1 ml of the extract at different concentrations (22, 20, 18, and 16 mg/ml). During the
stabilization time of tEC50, the solutions were kept at room temperature and dark conditions,
at the end of this time, that is required to reduce the initial amount of the radical DPPH" by
50%, the absorbance was measured at 515 nm using the spectrophotometer UV-VIS (model
Evolution 60, Thermo Scientific, USA). To quantify the antioxidant activity the EC50
(amount of antioxidant needed to reduce the initial amount of the radical DPPHe by 50%)
value was calculated and the results were expressed as gram of P. microphyllus extracts per
gram of DPPH® on a dry basis (EC50 expressed in g of extract/g of DPPH). The analysis was

performed in triplicate.

2.5  Pilocarpine content

For pilocarpine identification and quantification, the analyzes were performed in
HPLC-UV/DAD using an ACE 3 C18 column (150x4.6 mm, 3 um particle size), with a
Thermo Scientific series Ultimate 3000 (EUA), equipped with quaternary pump (LPG-
3400PS), autosampler, diode-array detector — DAD (DAD-3000), and flow cell (Standart
Analytical). Based on [5,20] method with isocratic elution, the mobile phase composition was
980 mL of buffer solution with 20 mL of methanol. The buffer solution consists of 13.5 mL
of phosphoric acid at 85%, followed by the addition of 3 mL of triethylamine and ultrapure
water up to 1000 mL. With pH adjusted to 3 with sodium hydroxide at 50%. Before use, the

mobile phase was filtered through 0.45 um membrane filters.
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The column temperature was maintained at 25 °C, with a flow rate of 0.3 mL/min, the
injection volume was 25 pL, and detector wavelength at 214. The P. microphyllus leaves
supercritical extracts were solubilized at 0.5 mg/ml concentration and diluted twice. For the
analysis, the solubilization and dilution were performed with mobile phase and sonicated for 5
min before filtered with single-use syringe filters (0.45 um pore size) and injected into the
HPLC system. The amount of pilocarpine in the different samples was calculated by peak
areas and a standard calibration curve. The data were processed using the software

Chromeleon 7.1 SR2.

2.6 HPLC Method validation

Since the alkaloid pilocarpine was not previously quantified within a supercritical
extract, some method validation analyzes were included in this study to ensure no
interferences and a correct quantification performance, thus the validation method included
specificity, linearity, and sensitivity. To ensure that the analysis is not compromised by the
interference of other secondary metabolites that may compete with pilocarpine during
reading, it is important to evaluate the method specificity. In the evaluation of this parameter,
the analysis of the positive test (standard solution), negative test (mobile phase), solution with
extract, and the molecule spectrum were performed [5,21].

For the linearity test a sternal standard calibration methodology was performed. The
curve was prepared with six points, ranging from 0.5 pg/ml to 25 pg/ml, with pilocarpine
Hydrochloride standard in the mobile phase from a stock solution in triplicate. The linearity of
the peak area and the pilocarpine concentration data were treated with linear regression

analysis using the least squares method and linear correlation coefficient (r) [22,23].
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In the sensitivity test the limit of detection (LD) and the limit of quantification (LQ)
were calculated from the pilocarpine standard calibration curves. LD and LQ were obtained

by using equation 2 and 3, respectively.

__ DPx3

LD = — )
LQ =" 3)

Where: DP is the standard deviation of the curve responses; and IC is the calibration

curve slope [5,24].

2.7  Kinetic parameters calculation and OECs modeling

The OEC experimental data were used in the kinetic parameters calculations and mass
transfer rates, based on Botelho et al. [25] and Costa et al. [26] work. The two-line spline was
plotted to calculate the parameters on the curve initial period, that corresponds to the period
where the extraction rate is constant (CER), inside this period the mass transfer rate is called
Mcer, this period duration is te, and the solute mass in proportion to the supercritical phase at
the extractor outlet is the Y. The Y is obtained by dividing the Mg, for the solvent flow
rate in this period.

The OEC 60 °C/420 bar using a binary system (CO, + 10% EtOH) as solvent, was
fitted into Sovova [27] model, using the total solvent flow rate (CO, + EtOH), and the mixture
density. The equations used in this work for this model were described by Costa et al [26].
This model is based on the characteristic times for individual phases that can be observed

during the extraction process, such as the time of external and internal mass transfer. Known
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as the mass transfer time in the fluid phase (ty), the internal mass transfer time (t;), and the
mean residence time of the solvent in the extractor (t;). The experimental data were fitted

using Origin Pro version 8.0.

2.8  Statistical analyses

The tests results were expressed as mean of the repetitions £ standard deviation, of
three independent replicates (n=3), since all the analyses were performed in triplicate. The
results were analyzed through multivariate analysis of variance, using the software Statistica®
program version 7.1 (Statsof, Inc. Tulsa, USA), when significant, compared by Tukey test at

95% probability.

3. Results and discussion

The raw material moisture was 7.9+0.19 %. The particle’s geometric diameter (dgm)
was 0.39+0.05 mm, the real density (pr) was 1.29+0.01 g/cm?®, the apparent bed density (pa)

was 0.32+0.01 g/cm?®, and the bed porosity was equal to 0.74.

31  Global yield (Xo)

The global extraction yields obtained from P. microphyllus leaves by supercritical
fluid extraction are shown in Fig. 1. It can be observed a range from 2.19+0.11% to
4.78+0.38%, been the lowest obtained at 40 °C/200 bar with CO; and the highest at 60 °C/420
bar with CO, + 10% EtOH, indicating a considerable increase in mass yield with higher
pressure and temperature and addition of cosolvent. Similar results have already been reported

in the literature by others authors, such as Botelho et al. [28], that obtained a global yield of
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1.3 to 4.2 % from copaiba leaves extract using 40 °C and 60 °C isotherms without cosolvent,
and Salazar et al. [29] that obtained values from 1.27 % to 3.21 %, and the highest yield was
obtained with the higher pressure and 10 % of cosolvent (EtOH), as in this study.

The extraction global yield values show significant differences among them (p<0.05).
Where the highest value, obtained at 60 °C/420 bar with CO, + 10% EtOH (4.78+£0.38%),
differs statistically from the others. The lowest mass yields were obtained at 40 °C/200 bar
and 60 °C/200 bar with CO,, and do not present significant difference between then, however,
they differ from all other mass yields.

Fig. 1 (a,b) shows the pressure and density influence in the extracts global yield
obtained at 40 and 60 °C, where the P. microphyllus + CO, system interaction showed a
relationship between the global yield, pressure, temperature, and the CO, density. The global
yield increases with increasing pressure and temperature. According to Carvalho et al. [30],
this behavior occurs when the solute vapor pressure prevails, that is, the P. microphyllus +
CO, system interacts so that the increase in pressure and temperature reduces the distance
between the solute and solvent molecules, occurring then the phenomenon of solubilization of
these molecules from a condensed to an expanded phase leading to an increase in global yield.

In Fig. 1 (c,d) it is possible to observe a inflexion point at 272 bar, also known as
retrograde condensation, where the global yield at the 40 °C isotherm is higher at pressures
below the inflexion point, after this point the 60 °C isotherm yield increases and stands out,
been the highest yield then. This phenomenon can be justified by observing a much higher
density at pressures under 272 bar at the 40 °C isotherm compared to the 60 °C isotherm.
Thus, the higher the solvent density the greater it’s the solubilization power, higher yields are
obtained with the effect of solvent (CO, + 10%EtOH) density prevailing. The difference in
the densities value between the two isotherms above 272 bar pressure became increasingly

smaller. In the extractions carried out at 200 bar the 40 °C isotherm density was higher in 77.1
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kg/m® than the 60 °C isotherm, at 290 bar this difference fell to 53.35 kg/m®, and at 420 bar
this value was only 5.27 kg/m>. With the decrease in density values, the global yield was
influenced by the pressure and temperature, modifying the solvent and solute properties, since
increasing pressure and temperature the vapor pressure increases, raising the supercritical

fluids solubility [31-33] (Supplementary material S1)

3.2  Total phenolic compounds (TPC)

Table 1 shows the total phenolic compounds content under influence of each
experimental condition of SFE process used in this study. It can be observed that the extract
with the highest phenolic compound (174.72 mg GAE/g extract) was obtained at 60 °C/420
bar with CO, + 10 % EtOH, with one of the highest solvent density (973.14 kg/m®). From the
ANOVA results, the temperature and the presence of cosolvent had a statistical significant
influence on the extracts TPC, since the sample obtained at 60 °C/290 and 420 bar with CO, +
10% EtOH had the highest phenolic compound content, without significant difference (p >
0.05) among them, and yet significantly different from all other samples.

The presence of cosolvent had a major influence on the phenolic compounds content,
since the presence of cosolvent changes the fluid polarity to more polar, increasing the
solvation power of phenolic compounds that are constituted of polar compounds. This
behavior is similar to that found by De Aguiar et al. [34], at where the extractions of biquinho
pepper (Capsicum chinense) using cosolvent, such as ethanol and water, has influenced in the
polarity, improving the polar compounds extraction. Garmus et al. [35], reported in pepper-
rosmarin (Lippia sidoides Cham.) leaves an result that corroborate to this behavior, it was
used CO,, methanol, and water in supercritical extractions and the total phenolic compounds

concentrations achieved a significant increase in the extractions with cosolvents. Performing a
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comparison with literature data it is observed that the values of phenolic compounds found in
P. microphyllus leaves are elevated. Goyeneche et al. [36] using supercritical CO, on radish
leaves obtained at its best condition (40 °C/400 bar) a TPC value of 14.55 mg GAE/g extract,
Martinez-Correa et al. [37] obtained from Artemisia annua L. leaves using supercritical CO, a
TPC value of 40.1 mg GAE/g extract, and Cadena-Carrera et al. [38] using supercritical CO,
+ EtOH on llex guayusa Loes. leaves at 75 °C/250 bar obtained a TPC value of 4.04 mg

GAE/qg extract. (Supplementary material S2)

3.3  Antioxidant activity (AA)

Table 1 shows ECs values obtained in SFE extracts, the lowest value found (753.85 ¢
extract/g of DPPH) was statistically different (p > 0.05) from all the others extracts values, as
well as the highest ECsy value (2689.88 g extract/g of DPPH). The lowest value was obtained
at 40 °C/200 bar using CO, +10% EtOH and the highest at 60 °C/290 bar with CO; as
cosolvent. Starting from the analysis principle, where the extracts antioxidant potential is
inversely proportional to the ECsy value, thus, the smaller the ECso, higher the sample
antioxidant potential.

A very strong response from this analysis is the presence of cosolvent, and it can be
easily observed in table 1 the difference between the values achieved by the SFE with CO, +
10% EtOH that obtained twice the antioxidant activity over the samples extracted with CO,.
This behavior was also observed on total phenolic compounds and pilocarpine content, where
the cosolvent had a positive influence on the contents. However, the highest phenolic
compounds content was obtained at (60 °C/420 bar with CO, + 10% EtOH) and the highest

antioxidant activity at (40 °C/200 bar using CO, +10% EtOH). However, the condition with
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the lowest content of phenolic compounds (60 °C/200 bar with CO,) was the same condition
as the lowest antioxidant activity.

Salazar et al. [29], when analyzing the antioxidant activity of cip6-pucéd (Cissus
sicyoides L.) leaves also had better results in the extracts obtained with cosolvente, as well as
Rodriguez et al. [39] in his work with burdock (Arctium lappa). In general, the P.

microphylus supercritical fluid extract presented a potential as natural antioxidant agent.

3.4  Pilocarpine content

The pilocarpine content values (Table 1) obtained for the SFE extracts under the
conditions used in this work ranged from 0.22+0.01 to 2.37+£0.02 % in the extract, showing an
increase of ten times over the lower value. The conditions with the lower (40 °C/200 bar with
CO as cosolvent) and higher (60 °C/420 bar with CO, + 10% EtOH as cosolvent) pilocarpine
content had a statistical significance difference (p>0.05) from the others contents and also
among them. In the extracts obtained with cosolvent, a similar behavior was observed with
the increase in pressure and density, both isotherms with highest pressures reached the two
highest levels of pilocarpine (40 and 60 °C/420 bar with CO, + 10% EtOH).

It can be observed that the presence of cosolvent had a major influence in the
pilocarpine obtainment during the extraction. However, the cosolvent wasn’t the only
condition that influenced in pilocarpine content, the temperature, the pressure, and the
densities also influenced, since the increase in these conditions increased the pilocarpine
content. Fact that may be occurred due to some interaction between the compound present in
the vegetal matrix, whose extraction may be facilitated under determined conditions. This
behavior is expected since pilocarpine is a polar compound, considering that works that used

cosolvent in the SFE obtained a higher phenolic compound content, that are polar compounds
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as well, and the same conditions that reached a higher phenolic compound content was the
same for the highest pilocarpine content [40,41].

According to some reports in the literature [42—44] the pilocarpine content found in
Pilocarpus microphyllus leaves usually range from 0.06 to 500 mg pilocarpine/g of raw
material, in this work the highest content of pilocarpine in the leaves was 0.01 mg
pilocarpine/g of raw material. Previous studies also explain that the pilocarpine molecule
degrades with time and elevated temperatures [20,45], and that may be the reason of a low
pilocarpine content, considering that the leaves were around tree years old and were dried at
50 °C at the collection site. However, the SFE showed to be a good technology to the
obtainment of the alkaloid pilocarpine, since even with a plant matrix with the alkaloid
content probably compromised by time and temperature it was possible to evaluate the
pilocarpine molecule behavior in the system plant matrix + CO, + EtOH, being possible to
determine the operational condition with the highest content of pilocarpine. (Supplementary

material S3)

35 HPLC method validation

This method was validated by using specificity, linearity, and sensitivity as HPLC
analytical characteristics. This validation is very important for this work to ensure a good
identification and quantification of the alkaloid pilocarpine in such a rich extract obtained by
SFE, since there is no prior publication of pilocarpine quantification directly from
supercritical extracts, which are extracts rich in secondary metabolites that may interfere with
sensitive analysis such as high performance liquid chromatography.

The method specificity is shown in Fig. 2, at where it’s possible to analyze the

alkaloid pilocarpine chromatographic separation with a good resolution and symmetrical
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peaks. The chromatograms of the pilocarpine standard, the pilocarpine in the extract, and the
mobile phase confirms that there is no peak co-eluting with the pilocarpine peak. However, to
certify the peak purity it was used a diode array detector (DAD), comparing the standard and
the extract pilocarpine spectra. This analysis is also important since the mobile phase have a
pH regulation and minimum variation changes the pilocarpine peak retention time.

The pilocarpine standard showed a good linearity over the concentration range of 0.5-
25 pg/mL, the linear regression equation for pilocarpine was found to be y = 1.556x + 0.0876,
and linear correlation coefficient (r) was 0.999. Still with the calibration curve parameters,
the LD and LQ values were 0.0221 and 0.0737, respectively. These results are lower than
those reported by Klimczak [24] and Akabari [46], indicating a good sensitivity. This
validation confirms that this method is good enough to separate the pilocarpine peaks even

when the compound is part of a supercritical extract. (Supplementary material S2)

3.6 Overall extraction curve modeling

A supercritical extraction study based on mathematical models of mass transfer that
occur during the extraction has great importance in future applications and in process
improvements, since it describes the physical phenomena that occur during the extraction in
the matrix + solvent system, allowing scale up and the knowledge of the characteristic times
of the extraction process individual stages, the model proposed by Sovova [27] combines
these times and allows the approximate description of different types of supercritical
extraction. In this model we have two periods during the extraction, one that depends on
solubility in the solvent (CO, + EtOH) and another based on the process diffusivity [47-49].

The mass transfer parameters results for the two straight line spline were: Mcer = 5.12

x 107 kg/s, tcer = 360 s, and Ycer = 0.0038. At where the adjust was suitable and good for
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fitting into Sovovad model (Supplementary material S4). The experimental extraction curve
obtained at 60 °C/420 bar with CO, + 10% EtOH, and modeling are presented in Fig. 5.
Where it can be seen the Sovova model fitting in both extraction periods (RSS = 1.659 x 10
and R? = 0.9713), showing that the model was able to satisfactorily describe the experimental
curve. Some parameters of the model are important to understand the extraction behavior,
such as G, which is linked to the plant matrix particle diameter and the solute availability by
the cells breaking in the milling process. The G in this case was 0.4267, which determines
that the extract fraction is being obtained at the beginning of the extraction, since G <1 is
indicative of the first extraction period, where the available solutes are obtained [27,50].
About the two extraction periods, the first one is the external mass transfer (tf) and the second
the internal mass transfer (ti), the values found were t; = 103.97 s (1.73 min) and t;=8790.26 s
(146.50 min), confirming a shorter characteristic time in the external mass transfer, which is
easily accessible, and this response is confirmed by the value of the mass transfer coefficient
in the fluid phase (k; =1.0676 x 10° m.s™), which is larger than the internal mass transfer
coefficient (ki=4.43673 x 10® m.s™). Residence time found t,=163.57 s (2.72 min), for being
greater than the external mass transfer time, complements the extraction evaluation in the
sense that in the first extraction period the available solutes are dragged by the supercritical
fluid (CO, + EtOH) linearly, in a ratio of yield x extraction time.

With the model application it is also possible to determine the maximum mass that can
be obtained in the extraction, the X,. When compared to the experimental value, the extraction

efficiency is visible, since X, =4.22 % is a value close to Xo = 3.38 %.

4. Conclusion
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The SFE using P. microphyllus leaves at 60 °C/420 bar with CO, + 10% EtOH and
973.14 kg/m® density achieved the highest yield in mass (4.78+0.38%), total phenolic
compound content (173.67+£1.5 mg GAE/g of extract), and in pilocarpine content (2.37+0.02
% in the extract). The antioxidant activity had a different result , the result that showed a
better activity was obtained at 40 °C/200 bar with CO, + 10% EtOH. The condition with the
highest pilocarpine content was used to obtain the OEC, and the curve was fitted in the
Sovova (2012) model [27], presenting a good fit, being able to conclude that the extraction
was performed efficiently and providing data for a possible scale up. Finally, the supercritical
fluid extraction from P. microphyllus leaves allowed to study the pilocarpine molecule
behavior when in contact with the supercritical solvent, which varied according to the
different process conditions applied, and it was possible to observe a plausible behavior,
especially since it is a polar compound and has been obtained at higher concentration in the
extractions with cosolvent and of higher solvent densities, which are conditions with greater
affinity for this type of compound, all of this without the use of organic solvents, that is,

without the environment degradation.
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Table 1 Pilocarpine content, total phenolic compound content, and half-maximal inhibitory

concentration of P. microphyllus extracts using SC-CO, and SC-CO, + 10% EtOH.

Samples Extra_ct_ions Cosolvent Densigy Pilocarpinein  TPC (mg GAE/g AA (ECsg: g of
conditions  (EtOH) (%) (kg/m®) extract (%) of extract) extract/g of DPPH)

1 40°C/200 bar 0 839.81  0.22210.002" 73.13+0.96° 1546.75+2.75°
2 40°C/290 bar 0 90433  0.4108+0.002' 65.50+2.66° 1917,25+3.81°
3 40 °C/420 bar 0 96379  0.6740+0.001° 66.64+2.45° 1822,14+9.54°
4 60 °C/200 bar 0 72368  0.7183+0.017° 65.05+2.85° 2260.87+8.86°
5 60°C/290 bar 0 822.06  0.3026+0.001° 64.86+3.32° 2689.88+1.02°
6 60°C/420 bar 0 899.61  0.4099:0.001' 74.22+0.88° 2444.27+8.83°
7 40 °C/200 bar 10 884.46  0.4679+0.001° 104.42+2.75° 731.84+3.20'
8 40°C/290 bar 10 931.66  0.53470.001° 97.91+0.40% 1081.36+8.35%"
9 40°C/420 bar 10 978.41  0.8263+0.001° 89.99+0.73 929.24+7.03"
10 60°C/200 bar 10 807.36  0.3287+0.001° 140.38+0.95" 1302.12+20.42°
11 60°C/290 bar 10 87831  0.51740.002° 172.00+1.00° 1094.99+23.34°
12 60°C/420 bar 10 973.14  2.3702%0.021° 173.67+1.50° 1178.91+11.77

*Mean + Standard Deviation
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Fig. 1 P. microphyllus global yield isotherms with CO; (a,b) and with CO, + 10 % EtOH
(c,d). Values expressed as dry basis, (e) 40 °C ¢ (m) 60 °C.
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S1. P. microphyllus extract global yield with supercritical CO, and CO, + EtOH

Mixture Density Yield
Temperature (°C) Pressure (kg/m°) (%)
(bar)
SFE - CO,
200 839.81 2.19+0.11°
40 290 904.33 2.4520.32%
420 963.79 2.49+0.314
200 723.68 2.34+0.07°
60 290 822.06 2.74+0.06°%
420 899.61 2.94+0.22"™
SFE — CO,+10%EtOH
200 884.46 4.31+0.06%
40 290 931.66 3.7120.367
420 978.41 2.84+0.32"™
200 807.36 3.09+0.44"
60 290 878.31 4.01+0.28%°
420 973.14 4.78+0.38°

*Mean + Standard Deviation



S2. Calibration curve: (a) total phenolic compounds and (b) pilocarpine.
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S3. Chromatograms of Pilocarpine identified in the different extractions of P. microphyllus
obtained with supercritical CO2 and CO; + EtOH.
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